
1 

 

บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1  ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 
  ปัญหาส าคัญของประเทศไทยและโลกปัจจุบันอันหนึ่งคือปัญหาด้านพลังงาน พลังงานส่วนใหญ่ใน
โลกปัจจุบันเป็นพลังงานจากเชื้อเพลิงฟอสซิล อันได้แก่ น้ ามันปิโตเลียม และก๊าซธรรมชาติ เป็นต้น ซึ่ง
พลังงานดังกล่าวนอกจากก่อมลพิษกับสิ่งแวดล้อมแล้ว ยังนับวันจะหมดไปจากโลก ซึ่งท าให้มีราคาแพงขึ้น
เรื่อยๆ ปัจจุบันจึงมีความพยายามที่จะหาพลังงานทดแทนที่มีราคาถูกกว่า สามารถผลิตขึ้นทดแทนได้ และ
ไม่ก่อให้เกิดปัญหามลพิษ  ดังเห็นได้จากประเทศไทยมีนโยบายการวิจัย ในการสนับสนุนให้มีการศึกษาวิจัย
เกี่ยวกับการพัฒนาพลังงานทดแทน และให้ระดับความส าคัญไว้ในอันดับต้นๆ เพราะประเทศไทยใช้
งบประมาณจ านวนมากในการซื้อเชื้อเพลิงจากต่างประเทศ  
  พลังงานเป็นปริมาณพ้ืนฐานอย่างหนึ่งของกระบวนการในระบบทางกายภาพชนิด   พลังงานใน
ระบบเหล่านี้ ที่สภาวะหนึ่งๆจะท าให้ได้งาน  ที่ต้องใช้ในการเปลี่ยนจากสภาวะแรกเริ่ม ไปยังสภาวะต่าง ๆ  
และปัจจุบันพลังงานหลักท่ีมนุษย์น ามาใช้ ได้มาจากฟอสซิล (น้ ามันปิโตรเลียม แก๊สธรรมชาติ และถ่านหิน) 
เป็นสาเหตุหลักท่ีท าให้เกิดมลพิษในสิ่งแวดล้อม การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศของโลก  ส่งผลกระทบต่อ
สิ่งมีชีวิต อีกทั้งยังมีราคาแพงและก าลังจะหมดสิ้นไป  ดังนั้นการพัฒนาพลังงานทดแทนที่เราสามารถผลิตได้
เองมาใช้ทดแทนพลังงานที่ก าลังจะหมดไป จึงเป็นแนวทางหนึ่งในการบรรเทาปัญหาและแก้ปัญหาต่างๆ ที่
เป็นผลมาจากการใช้พลังงานฟอสซิล รวมทั้งช่วยรักษาสิ่งแวดล้อมต่างๆ ที่ส่งผลกระทบต่อภาวะโลกร้อน 
และยกระดับคุณภาพชีวิตของประชาชน  พลังงานสะอาดเป็นทางเลือกหนึ่งของการใช้พลังงานที่ไม่ก่อให้
ปัญหามลพิษต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งส่วนใหญ่พลังงานสะอาดได้มาจากพลังงานหมุนเวียน (renewable energy) 
เช่น พลังงานชีวมวล พลังงานแสงอาทิตย์ พลังงานลม พลังงานน้ า และพลังงานความร้อนใต้พิภพ เป็นต้น 
หนึ่งในยุทธ์ศาสตร์การพัฒนาพลังงานทดแทน คือการใช้เชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuels)     ซึ่งหลายหน่วยงาน
ให้ความส าคัญ ทั้งยังมีความพยายามในการพัฒนาการผลิตและการใช้ประโยชน์พลังงานทดแทนในเชิง
พาณิชย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้ไบโอดีเซล (biodiesel) และไบโอเอทานอล (bio-ethanol) ผสมใน
น้ ามันส าเร็จรูป ทั้งนี้เนื่องจากประเทศไทยมีศักยภาพในด้านวัตถุดิบที่ได้จากผลผลิตทางการเกษตรส าหรับ
ใช้ในการผลิตไบโอดีเซลและไบโอเอทานอล   สามารถน ามาใช้เป็นพลังงานทดแทนพลังงานจากฟอสซิลได้
เป็นอย่างดี เช่น เอทานอล ที่ผลิตได้จากมันส าปะหลัง อ้อย และกากน้ าตาล ไบโอดีเซลจากปาล์ มน้ ามัน 
และสบู่ด า เป็นต้น 
  พลังงานทดแทน (alternative energy) หมายถึง พลังงานที่น ามาใช้แทนน้ ามันเชื้อเพลิงและก๊าซ
ธรรมชาติสามารถแบ่งตาม แหล่งที่ได้มาออกเป็น 2 ประเภท คือ พลังงานทดแทนจากแหล่งที่ใช้แล้วหมดไป
เรียกว่า พลังงานสิ้นเปลือง (nonrenewable energy) ได้แก่ ถ่านหิน ก๊าซธรรมชาตินิวเคลียร์หินน้ ามัน 
และทรายน้ ามันเป็นต้น และพลังงานทดแทนอีกประเภทหนึ่งเป็นแหล่งพลังงานที่ใช้แล้ว สามารถหมุนเวียน
มาใช้ได้อีกเรียกว่า พลังงานหมุนเวียน(renewable energy) ได้แก่ แสงอาทิตย์ลม ชีวมวล น้ าและ
ไฮโดรเจน เป็นต้น พลังงานทดแทน ประเภทที่ 2 เป็นพลังงานที่สะอาด ไม่มีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม และ
เป็นแหล่งพลังงานที่มีอยู่ในท้องถิ่น การพัฒนาพลังงานทดแทนเป็นการศึกษา ค้นคว้า ทดสอบ พัฒนา และ
สาธิต ตลอดจนส่งเสริมและเผยแพร่ เพ่ือให้มีการผลิตและการใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลายมีประสิทธิภาพ
และมีความเหมาะสมทั้งทางด้านเทคนิคเศรษฐกิจ และสังคม 
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 ความส าคัญของพลังงานทดแทน พลังงานหลักที่มนุษย์ใช้เป็นสิ่งอ านวยความสะดวกใน
ชีวิตประจ าวันคือ  พลังงานปิโตรเลียม  โดยเฉพาะพลังงานจากน้ ามันเชื้อเพลิง  ซึ่งในปัจจุบันมีความ
ต้องการใช้น้ ามันเป็นจ านวนมาก  แต่ปริมาณน้ ามันมีจ านวนจ ากัดท าให้ราคาน้ ามันดิบสูงขึ้นมาก  และ
คาดการณ์ว่าอาจจะทะลุเลยบาร์เรลละ  100  เหรียญสหรัฐอเมริกาได้  นอกจากนี้ปริมาณการใช้อาจจะไม่
เกิน  40  ปี  ดังนั้นจึงจ าเป็นจะต้องมีการกระตุ้นการคิดขึ้น  พัฒนารูปแบบของพลังงานเชื้อเพลิงต่างๆ 
ขึ้นมาทดแทน  โดยเฉพาะเชื้อเพลิงทดแทนซึ่งในปัจจุบันเริ่มมีการน าทดแทนใช้เป็นเชื้อเพลิงจากก๊าซ
ชีวภาพ ( Bioglass  Fuel ) น้ ามันแก๊ซโซฮอลล์  น้ ามันไบโอดีเซล   

พลังงานทดแทนที่เหมาะสมควรมีคุณสมบัติ   ดังต่อไปนี้ 
1. สามารถผลิตได้อย่างต่อเนื่อง ใช้เชื้อเพลิงและวัตถุดิบที่สามารถหมุนเวียนมาใช้ได้อย่างไม่มีวันหยุด 
2. สะอาด เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ไม่กระทบต่อสมดุลของระบบนิเวศ 
3. สามารถถ่ายทอดความรู้และเทคโนโลยี เพ่ือให้ชาวบ้านผลิตมาใช้เองได้ เชื่อมโยงถึงเศรษฐกิจ

พอเพียง 
4. มีประสิทธิภาพ ประหยัดทั้งทรัพยากร แรงงานค่าใช้จ่าย 
5. ง่าย เป็นเทคโนโลยีที่ไม่ซับซ้อน ชุมชนสามารถจัดการเองได้ 

 จากตัวเลขสถิติจากกรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน   กระทรวง
อุตสาหกรรม   ประเทศไทยมีความต้องการใช้น้ ามันดีเซลในปี  พ.ศ. 2547  ถึง  28,201  ล้านลิตร  ดังนั้น
เราสามารถส่งเสริมและสนับสนุนให้มีการใช้น้ ามันพืชในการผลิตไบโอดีเซลแล้ว   จะมีผลต่อการรักษา
เงินตราของประเทศ  สร้างความมั่นคงและสามารถพ่ึงพาตนเองด้านพลังงานของประเทศ  อีกทั้งช่วยสร้าง
ตลาดที่มั่นคงให้กับผลผลิตทางการเกษตรอีกด้วย นอกจากนี้การน าเอาพลังงานทดแทนโดยเฉพาะพลังงาน
ทดแทนประเภทหมุนเวียน  เป็นพลังงานจากแสงอาทิตย์ , น้ า , ลม  จะช่วยป้องกันการเกิดก๊าซเรือน
กระจก  ซึ่งจะเป็นแนวทางในการรณรงค์ช่วยกันรักษาภาวะโลกร้อนได้อีกทางหนึ่งด้วย โดยการใช้พลังงาน
ทดแทนจะมีประโยชน์ในแง่ต่างๆ  ดังต่อไปนี้    
                1.  ทางด้านเศรษฐกิจ  ท าให้ภาวะของเศรษฐกิจของประเทศดีขึ้น  เพราะสามารถใช้ผลิตผล
ทางธรรมชาติและทางการเกษตรที่ประเทศเราสามารถผลิตได้เองทดแทนการน ารายได้ของประเทศน าเข้า
เชื้อเพลิงจากต่างประเทศได้อีกด้วย 
                2.  ผลิตผลทางการเกษตร  มีมูลค่าสูงขึ้นและสามารถใช้ประโยชน์มากข้ึนในแง่ต่างๆ 
กัน  เช่น  ผลิตภัณฑ์ที่เหลือจากการสีข้าวคือ  แกลบ  สามารถน ามาท าเป็นเชื้อเพลิงประเภทชีวมวลได้ , 
มันสัมปะหลังซึ่งมีราคาตกต่ าสามารถน ามาเป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  เพ่ือเป็นส่วนผสมในการท า
น้ ามันแก๊ซโซฮอลล์  เป็นต้น 
                3.  ด้านการรักษาสิ่งแวดล้อม  การลดมลพิษต่างๆ ที่เกิดจากการใช้เชื้อเพลิงจาก
ปิโตรเลียม  เช่น  มลพิษทางอากาศ  สาเหตุส าคัญที่ท าให้เกิดปรากฎการณ์โลกร้อนขึ้นได้ 
                4.  ด้านการสาธารณูปโภค  เป็นการส่งเสริมให้ชุมชนหรือเอกชนสามารถใช้พลังงาน
ทดแทน  อ านวยความสะดวกด้านสาธารณูปโภคได้  เช่นการที่เอกชนหรือชุมชนท าการผลิตไฟฟ้าจาก
พลังงานแสงอาทิตย์  พลังงานไฟฟ้าจากน้ าตก  เป็นต้น 
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รูปที่ 1.1 พลังงานทดแทน  
(ที่มา: http://www.yellowgreenthailand.com/article/topic.php?id=ART1001903) 

 
  พลังงานทางเลือกต่างๆ ที่มีการศึกษาเช่น พลังงานเชื้อเพลิงแอลกอฮอล์  หรือ พลังงานจากไบโอ
ดีเซล ซึ่งก าลังมีการศึกษากันอย่างกว้างขวางในประเทศไทย แต่อย่างไรก็ตามอาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ
และผลิตเอนไซม์มีราคาสูง ประกอบกับปัจจุบันจึงได้มีผลิตผลทางการเกษตรมากมาย เช่น น้ าอ้อย แป้งและ
แป้งมันส าปะหลัง และวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร การเกษตร เช่น ฟางข้าว เป็นต้น ดังนั้นการน าวัสดุเหลือ
ทิ้งทางการเกษตรมาย่อยสลายโดยใช้ เซลลูโลไลติกเอนไซม์ เพ่ือให้ได้น้ าตาล ซึ่งเป็นแหล่งอาหารส าหรับ
ยีสต์เพ่ือใช้ในกระบวนการหมักเพ่ือเปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอล จะเป็นการท าให้ผลผลิตทางการเกษตรที่มี
ราคาต่ าของภาคตะวันออกเฉียงเหนือมาใช้ให้เกิดประโยชน์ และเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้ผลผลิตดังกล่าวอีก
ด้วย 

พลังงานเชื้อเพลิง  เช่น  เอทานอล  ก าลังจะกลายเป็นพลังงานทางเลือกแทนน้ ามันจากฟอสซิล 
เนื่องจากมีราคาแพงและเริ่มจะหมดไป ดังนั้นการศึกษาหาแหล่งพลังงานใหม่ๆ และพลังงานทางเลือกจึง
เป็นที่นิยม การผลิตพลังงานชีวภาพจากผลผลิตและวัสดุเหลือทิ้งการเกษตรก าลังเป็นที่นิยมและได้รับความ
สนใจเป็นอย่างมากในปัจจุบัน ตลอดจนมีแหล่งทุนจากหลายๆ แห่งให้การสนับสนุนการวิจัยส าหรับงานวิจัย
ทางด้านพลังงานทดแทน เอทานอลเป็นพลังงานทางเลือกอีกแหล่งหนึ่งที่ก าลังได้รับความนิยมและเป็น
แหล่งงานที่น่าสนใจเนื่องจากเป็นพลังงานที่สะอาดและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ปัจจุบันเอทานอลผลิตมา
จากกระบวนการหมักโดยใช้น้ าอ้อยหรือแป้งเป็นวัตถุดิบ แต่อย่างไรก็ตามก็ยังมีข้อจ ากัดเนื่องจากน้ าอ้อย
และแป้งเป็นอาหาร และใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบจ านวนมากในโรงงานอุตสาหกรรม หากน ามาใช้ในการผลิต
พลังงานทดแทนอาจจะท าให้เกิดภาวะขาดแคลนอาหารหรือท าให้อาหารมีราคาสูงขึ้น ดังนั้นการผลิต
พลังงานควรผลิตจากวัตถุดิบที่ไม่ใช่อาหารและราคาถูก  

 
1.2  วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
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 เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรโดยเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากยีสต์และ
ราเพ่ือใช้ในการผลิตเอทานอล 
 
1.3  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 สามารถได้ยีสต์และราที่สามารถผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
 
1.4  ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
 ศึกษาเปรียบเทียบการเจริญและการผลิตเอนไซม์เซลลูโลไลติกจากราและยีสต์ เมื่อใช้วัสดุทาง
การเกษตรเป็นแหล่งอาหาร และศึกษาความสามารถในการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทาง การเกษตรจาก
แหล่งต่างๆ ร่วมกับการผลิตเอทานอล 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 โครงสร้ำงของเซลลูโลส 
 ลักษณะโครงสร้างของเซลลูโลสเป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนที่ประกอบด้วยหน่วยย่อย
คือ D – anhydroglucopyranose  ต่อกันด้วยพันธะ β - 1,4 glycosidic โดยต่อเรียงกันเป็นสายตรงต่อ
เรื่อยๆ เกิดเป็นโพลีเมอร์สายยาวที่ไม่มีกิ่งก้านสาขา (unbranched  polymer)  จ านวนของหน่วยย่อยที่มา
ต่อกันจะแตกต่างกันไปตามชนิดของพืช  ตั้งแต่ 200 ถึง 15,000 หน่วย ถ้าพิจารณาภาพเป็นรูปสามมิติ 
ของสาย β - 1,4 linked glucopyranose พบว่ากลุ่มไฮดรอกซิล (hydroxyl group) กลุ่มไฮดรอกซีเมทิล 
(CH2OH group ) และพันธะ glycosidic จะอยู่ในแนวระนาบเดียวกัน พบว่าหน่วยย่อย D -
anhydroglucopyranose นี้ส่วนใหญ่มีรูปร่าง  (conformation) เป็นแบบ chair form พบประมาณ 2 
เปอร์เซ็นต์ ของหน่วยย่อยนี้ที่อยู่ในรูป boat หรือ skew form และเนื่องจากสายของ glucan ที่ได้นี้มี
ผิวหน้าเป็นไฮโดรเจนอะตอมส่วนใหญ่ฉะนั้นโมเลกุลของสาย glucan นี้จึงมีสมบัติเป็น hydrophobic คือ
ไม่ชอบน้ า ด้วยการต่อกันด้วยพันธะ beta - 1,4 นี้จึงเกิดแรงที่ท าให้สาย glucan  หมุนบิดตัว (rotate) ได้ 
180 องศา รอบแกนจึงท าให้แต่ละสายมีรูปร่างลักษณะที่เปรียบเสมือนแผ่นริบบิ้น (flat ribbon) สาย 
glucan แต่ละสายจะมาเรียงต่อกันเป็นไมโครไฟบริล (microfibril)  ซึ่งเมื่อมาเรียงต่อกันเป็นไมโครไฟบริล 
แล้วพบพันธะไฮโดรเจนเกิดระหว่างกลุ่ม ไฮดรอกซิลของคาร์บอนต าแหน่งที่ 3 กับออกซิเจนในวงแหวนของ
โมเลกุลหน่วยย่อยในสายถัดไป นอกจากนี้ยังพบพันธะไฮโดรเจนของคาร์บอนต าแหน่งที่  2 ของหน่วยย่อย
ในสายหนึ่งกับคาร์บอนต าแหน่งที่ 6  ของหน่วยย่อยในอีกสายหนึ่งด้วนสายของ β - 1,4 linked glucan ที่
ขนานกันนั้นยึดกันอยู่ด้วยพันธะไฮโดรเจนจ านวนมาก ซึ่งมีส่วนช่วยท าให้โครงสร้างของเซลลูโลสซับซ้อน
มั่นคงและยากต่อการย่อยสลายมากยิ่งขึ้น (รูป 2.1) 

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสร้างของเซลลูโลส ก) โครงสร้างโมเลกุล ข) ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
 ที่มา:  www.scienceclarified.com/Ca-Ch/Cellulose.html  
   www.risoe.dk/bem /Bioethanol.htm 
 ปริมาณเซลลูโลสในไม้เนื้อแข็งจะมีมากกว่าในไม้เนื้ออ่อน อย่างไรก็ตามปริมาณเซลลูโลสในต้นพืช
ยังมีความแตกต่างตามอายุของต้นพืช การเปลี่ยนแปลง (differentiation) ของผนังเซลล์พืช และชนิดของ
พืช พบเซลลูโลสมากที่ secondary cell wall คือประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณเซลลูโลสทั้งหมดที่ 
primary cell wall ประมาณ 10 – 20 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณเซลลูโลสทั้งหมด ในส่วนของ secondary 

http://www.scienceclarified.com/Ca-Ch/Cellulose.html
http://www.risoe.dk/bem%20/Bioethanol.htm
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cell wall เซลลูโลสและ สารประกอบคาร์โบไฮเดรตชนิดอื่นที่เป็นองค์ประกอบร่วมของผนังเซลล์พืช ได้แก่ 
เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเพคติน แต่ละชนิดจะรวมตัวกันเป็นไมโครไฟบริล แต่ละสายของไมโครไฟบริลจะ
เรียงขนานกันและยึดกันด้วยพันธะไฮโดรเจน โดยไมโครไฟบริลเหล่านั้นอาจจะม้วนหรือพับไปมาตามแกน
ของเส้นใย ไมโครไฟบริลของเซลลูโลส หรือม้วนทับกันเป็นเกลียวรอบแกนของเส้นใยเซลลูโลส ท าให้รูปร่าง
ของเซลลูโลสในผนังเซลล์มีรูปร่างต่างกัน 3 แบบ (Nisizawa, 1973) จากการศึกษาโดยใช้วิธีการ X – ray  
diffraction พบว่า ไมโครไฟบริลบางส่วนมีการจัดเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบเรียกส่วนนี้ว่า crystalline ซึ่งมี
ปริมาณ 50- 90 เปอร์เซ็นต์ ของทั้งหมด ส่วนที่เหลือเป็นไมโครไฟบริลที่มีการจัดเรียงตัวที่ไม่เป็นระเบียบ
เรียกส่วนนี้ว่า amorphous (Fan และ  Lee, 1983) การจัดเรียงตัวของไมโครไฟบริลในลักษณะที่แตกต่าง
กันนี้จะมีผลต่อการเข้าท าปฏิกิริยาของเอนไซม์ ท าให้อัตราในการย่อยสลายเซลลูโลสบริเวณต่างๆ มีความ
แตกต่างกัน กล่าวคือส่วนที่เป็น amorphous จะถูกย่อยสลายโดยปฏิกิริยาของเอนไซม์ได้ง่ายกว่าส่วนที่
เป็น crystalline  
โครงสร้างของเซลลูโลสในผนังเซลล์พืชชั้นสูง มี 3 แบบ คือ (รูปที่ 2.2) 
 1. Fringe micelle ประกอบด้วยส่วนที่เป็นผลึก (crystalline) และส่วนที่เป็นอสัณฐาน  
   (amorphous) 
 2. โครงสร้างของเซลลูโลสที่ม้วนหรือพับไปตามแกนของเส้นใยเซลลูโลส 
 3. โครงสร้างที่มีลักษณะเป็นแบบริบบิ้นและม้วนเป็นเกลียว 

 
 
รูปที่ 2.2 เส้นใยเซลลูโลสในผนังเซลล์พืชชั้นสูง (Goksoyr and Eriksen, 1980) 
 ก. แบบ Fringe micelle 
 ข. แบบที่ม้วนหรือพับไปตามแกนของเส้นใยเซลลูโลส 
 ค. แบบริบบิ้นและม้วนเป็นเกลียว 
 โครงสร้างที่แตกต่างกัน 3 แบบ ก่อให้เกิดช่องว่างระหว่างโมเลกุล ท าให้โมเลกุลไม่ต่อเนื่อง ใน
ธรรมชาติจึงไม่พบเซลลูโลสในรูปอิสระแต่มักรวมกับลิกนิน เฮมิเซลลูโลสเพนโตแซน กัม แทนนิน และ 
ไขมัน เป็นต้นในด้านโครงสร้างทางเคมี เซลลูโลสเป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตที่ประกอบด้วยหน่วยย่อย
ของน้ าตาลกลูโคส (glucose) จ านวน 1,000-10,000 โมเลกุล ต่อกันเป็นโพลีเมอร์ (polymer)เชื่อมกัน
ด้วย β -1, 4-glycosidic bond ระหว่าง alcoholic hydroxyl groups โดยโมเลกุลสายยาวของเซลลูโลส
ประกอบด้วยกลูโคส 2,000-15,000 โมเลกุล และมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ20,000-2,400,000 ดาลตัน 
(Dalton) การเรียงตัวของโมเลกุลเซลลูโลสมีลักษณะเป็นเส้นตรง ไม่มีแขนงย่อยมีสูตรเคมีทั่วไป คือ 
(C6H10O5)n เมื่อ n คือ จ านวนหน่วยกลูโคสทั้งหมดท่ีประกอบกันเป็นโครงสร้าง (Fan et al., 1987)  
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 เซลลูโลส เปนสารประกอบอินทรียที่พบมากที่สุดประมาณ 45% ของสารอินทรีย์ทั้งหมดใน
ธรรมชาติ สวนใหญ่สะสมอยู่ที่ผนังเซลลในพืชชั้นสูงทุกชนิด ซึ่งมีวนประกอบของเซลลูโลสมากกว่า 97-
99%  จัดว่าเป็นเซลลูโลสบริสุทธิ์ประกอบด้วย polymer chain  เรียงขนานกัน และยึดกันดวย 
dispersion force และ hydrogen bond  ภายในโมเลกุลเซลลูโลสจึงยึดติดกันแนน ท าใหเซลลูโลสท า
ปฏิกิริยากับสารตางๆ ไดชา เซลลูโลสใน primary cell wall  ประกอบดวยกลูโคสยาวประมาณ 2,000 
โมเลกุลและไมต ่ากวา 14,000 โมเลกุลใน secondary cell wall  โดยโมเลกุลของเซลลูโลสจะเกาะกัน 
เปนค ูตามยาวและเรียงขนานกันเปนกล ุม 40 ค ูเรียกวา ไมโครไฟบริล(microfibril) เพ่ือให้ความแข็งแรงแก่
ผนังเซลล์ของพืช (Fan et al., 1987) 
 

 
 

รูปที่ 2.3  โครงสร้างของเซลลูโลส 
 

 เซลลูโลสเป็นเส้นใยที่ละลายน้ ายาก พบใน cell wall ของพืช เซลลูโลสเป็นโพลิเมอร์ของ -D-
glucose เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ 1,4-glycosidic linkage ซึ่งต่างจากโพลิเมอร์ของ amylose และ 
amylopectin พันธะ -1,4 ท าให้ โพลิเมอร์ของเซลลูโลสมีลักษณะยืดออกเป็นเส้นตรง ในขณะที่ พันธะ 
-1,4 จะท าให้เกิดการขดเป็นวง (helix) นอกจากนี้การเกิด inter-และ intra-chain hydrogen bond ยิ่ง
ท าให้เซลลูโลสมีความแข็งแรง และทนแรงดึงได้สูง  -amylase สามารถย่อย glycogen และ starch ใน
อาหารได้ แต่ไม่สามารถย่อยเซลลูโลสได้ ยกเว้นปลวกซึ่งมีเอนไซม์ cellulase ที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย 
Triconympha ซึ่งอาศัยอยู่ในส าไส้ปลวกซ่ึงสามารถย่อย 1,4 linkage สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่สามารถย่อย
เซลลูโลสได้ ได้แก่ วัว ควาย แกะ แพะ อูฐ และ ยีราฟ ซึ่งมีแบคทีเรียและโปรติสท์ในล าไส้เช่นเดียวกับ
ปลวก ซึ่งพืชแต่ละชนิดก็มีสัดส่วนของเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลสและลิกนินแตกต่างกัน   การผลิตแอลกอฮอล์
จากไบโอแมสคือต้องท าให้ขนาดของไบโอแมสเล็กลงแยกเอาเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออก ด้วยการอบด้วย
ไอน้ าเพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างให้ย่อยง่ายขึ้นและท าปฏิกิริยาของกรดหรือเอนไซม์เพ่ือเปลี่ยนเซลลูโลสให้เป็น
น้ าตาลแล้วหมักด้วยยีสต์จนได้แอลกอฮอล์ 
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รูปที่ 2.4  องค์ประกอบของเซลลูโลสในพืช 
 

 ดังนั้นวัตถุดิบที่มีน ้าตาลกลูโคสเปนองคประกอบสามารถน ามาใชในการหมักเอทานอล  โดย
วัตถุดิบที่มีน ้าตาลกลูโคสเปนองคประกอบสามารถแบงออกไดเปน 3  ประเภท  ไดแก วัตถุดิบประเภทน ้า
ตาล   เชน ออย  และกากน ้าตาล   วัตถุดิบประเภทแปง  เชน มันส าปะหลัง  ขาว  ขาวโพด และอ่ืนๆ  
และประเภทสุดทายคือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulosic material) ที่ประกอบดวย  
เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  เชน ฟางขาว   กากออย   และซังข้าวโพด เป็นต้น ขั้นตอนในการ
ผลิตเอทานอล  โดยทั่วไปจะประกอบดวยการเตรียมวัตถุดิบ (Raw material preparation)  การหมัก 
(Fermentation)   การกลั่น (Distillation)  และการก าจัดน้ า (Dehydration) ซึ่งในกรณีที่วัตถุดิบเปน 
แปงหรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส  จึงตองมีขั้นตอนการยอยเพ่ือเปลี่ยนให้เปนน ้าตาลก่อนการหมัก 
(Hydrolysis) ดังรูป 
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รูปที่ 2.5  กระบวนการผลิตเอทานอลจากเซลลูโลส 
ที่มา : http://www.international.inra.fr/research/some_examples/ 

 
 ทิพวรรณและคณะ, 2553 อธิบายว่า ในด้านโครงสร้างสายของเซลลูโลสจะต่อกันด้วยพันธะบีต้า -
1,4-ไกลโคซิดิก โดยเรียงต่อกันเป็นสายตรงที่ไม่มีการแตกกิ่งก้านสาขา จานวนหน่วยย่อยที่มาต่อขึ้นอยู่กับ
ชนิด และอายุของพืช อาจมี 200-15,000 หน่วย หรือเป็นล้านหน่วย คอนฟิกูเลชัน (configulation) ของ
บีต้า-ดี-กลูโคไฟราโนส (β-D-glucogyranose) ส่วนใหญ่จะเป็นรูปแบบเก้าอ้ี (chair form) และโมเลกุล
ของกลูแคนจะมีผิว (surface) เป็นไฮโดรเจนอะตอม โมเลกุลของสายกลูแคนมีสมบัติไม่ชอบน้ า
(hydrophobic) การต่อกันด้วยพันธะบีต้า-1,4-ไกลโคซิดิก จึงเกิดแรงท่ีท าให้สายกลูแคนหมุนบิดตัวได้ 180 
องศา รอบแกน จึงทาให้แต่ละสายมีรูปร่างลักษณะที่เปรียบเสมือนริบบิ้น (flat ribbon) สายกลูแคนแต่ละ
สายจะมาเรียงต่อกันเป็นไมโครไฟบริล ซึ่งอาจจะม้วนหรือพับไปมาตามแกนของเส้นใยเซลลูโลส หรือม้วน
ทับกันเป็นเกลียวรอบแกนของเส้นใย จากการเรียงตัวของโมเลกุลของเซลลูโลสดังกล่าวทาให้สามารถแบ่ง
รูปร่างของเซลลูโลสในผนังเซลล์พืชได้ 3 แบบ ที่แตกต่างกันดังแสดงใน (Norkrans, 1967) จากการศึกษา
โดยใช้เอกซเรย์ดิฟแฟคชัน (x-ray diffraction) พบว่าไมโครไฟบริลบางส่วนจัดตัวอย่างมีระเบียบ 
(crystalline) แต่บางส่วนจัดตัวไม่เป็นระเบียบ (amorphous) ซึ่งในธรรมชาติจะมีส่วนจัดตัวเป็นระเบียบ
ร้อยละ 85 แต่ส่วนที่ไม่เป็นระเบียบร้อยละ 15 ผนังเซลล์ของพืชจะมีเซลลูโลสจับตัวอยู่เป็นแถบๆ ไม่
ติดต่อกันโดยตลอด แยกโดยช่องว่าง เมื่อเซลล์แก่เต็มที่ภายในช่องว่างจะเต็มไปด้วยลิกนิน ซึ่งมีผลทาให้
เซลลูโลสถูกห่อหุ้มด้วยลิกนิน 
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รูปที่ 2.6 โครงสร้างผนังเซลล์พืช (Hoffman, P. and Jones, M. A., 1989) 
 
2.2  กำรย่อยสลำยเซลลูโลส 
 เซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีการน ามาใช้ประโยชน์ในหลายด้าน ได้แก่ การน าเซลลูโลสไป
ใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมท าเยื่อกระดาษและกระดาษ อุตสาหกรรมทอผ้า มีรายงานการใช้เซลลูโลสใน
การผลิตแอลกอฮอล์ เป็นต้น จึงมีความจ าเป็นต้องมีการย่อยสลายเซลลูโลสให้เป็นสารที่มีโมเลกุลเล็กลง 
หรือในบางครั้งจ าเป็นต้องให้ได้เป็นน้ าตาลกลูโคส การย่อยสลายเซลลูโลสท าได้หลายวิธี เช่น การย่อยสลาย
ด้วยวิธีทางเคมี การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ และการย่อยสลายด้วยวิธีทางกายภาพ  
 2.2.1 กำรย่อยเซลลูโลสเป็นน  ำตำลด้วยกระบวนกำรทำงเคมี 
  การย่อยสลายเซลลูโลสด้วยกรด (acid hydrolysis) ได้ท ากันมานานแล้วด้วยวัตถุประสงค์
ที่จะได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายคือน้ าตาล (รูปที่ 2.7) แต่จากการย่อยเซลลูโลสด้วยกรดจะได้สารประกอบ 
furfural และอนุพันธ์ของ furfural ซึ่งไม่พึงประสงค์เกิดขึ้น วิธีการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยกรดกระท ากัน
เป็น 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรกคือขั้นตอนการใช้กรดเข้าไปท าลายโครงสร้างของเซลลูโลส โดยกรดจะเป็น 
swelling agent คือท าให้เซลลูโลสพองตัว ขั้นที่สอง เป็นการเติมน้ าเพ่ือลดความเป็นกรด จากนั้นให้ความ
ร้อนซึ่งมีผลท าให้เซลลูโลสถูกตัดเป็นโมเลกุลเล็กๆ คือ น้ าตาล ปัจจัยที่มีผลต่ อการย่อยสลายเพ่ือให้
โครงสร้างประเภท crystalline ซึ่งทนต่อการย่อยด้วยกรดเกิดการแตกตัวให้หมดด้วย กรดที่นิยมได้แก่ 
กรดซัลฟูริกเข้มข้น 72 % กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 41 % หรือกรดฟอสฟอริกเข้มข้น 80 % 
  การย่อยสลายด้วยกรดไม่เป็นที่นิยมเนื่องจาก ปฏิกิริยาการย่อยสลายด้วยกรดไม่จ าเพาะ
เจาะจง บางครั้งก่อให้เกิดปฏิกิริยาอ่ืนๆ เช่น ปฏิกิริยาการดึงน้ า และปฏิกิริยาการย่อยสลายน้ าตาลที่เป็น
ผลิตภัณฑ์ เป็นต้น นอกจากนี้กรดที่ใช้มีผลกัดกร่อนอุปกรณ์ต่างๆ การปรับสภาพให้เป็นกลาง มีผลให้
เสียเวลาและค่าใช้จ่าย 
 การอาศัยปฏิกิริยาทางเคมีในการท าลายโครงสร้างของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งจะเป็น
กระบวนการท างานร่วมกันระหว่างการใช้สารเคมีและกระบวนการ pretreatment อ่ืนๆร่วมด้วย 
  1) Weak acid hydrolysis  
  การใช้กรดเจือจางในการ treatment เป็นอีกวิธีการหนึ่งที่นิยมใช้ในการ pretreatment 
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยทั่วไปการใช้กรดเจือจางในการย่อยมี 2 ชนิด คือ 
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การใช้อุณหภูมิสูงและอัตราการเติมตัวอย่างชนิดที่มีปริมาณของแข็งต่ าในกระบวนการต่อเนื่อง (อุณหภูมิสูง
กว่า 160 °C และความเข้มข้นของสับสเตรตเป็นร้อยละ 5-10  ส่วนอีกวิธีการหนึ่งคือ  การใช้อุณหภูมิต่ าใน
กระบวนการแบบ batch ส าหรับตัวอย่างที่มีปริมาณของแข็งสูง (อุณหภูมิต่ ากว่า 160 °C และความเข้มข้น
ของสับสเตรตเป็นร้อยละ10-40 กรดเจือจางส่วนใหญ่เป็นกรดซัลฟิวริก ที่น าไปฉีดพ่นลงบนวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตร และผสมให้เข้ากันภายใต้อุณหภูมิ 160-220 °C ในระยะเวลาสั้น เมื่อเกิดกระบวนการย่อย
เฮมิเซลลูโลส จะเกิดการปลดปล่อย monomeric sugars และ soluble oligomers จากผนังเซลล์เข้าสู่
สารละลาย โดยดารน าเฮมิเซลลูโลสออกนั้นจึงเป็นการเพ่ิมรูพรุนแก่วัสดุเหลือทิ้งทางและยังช่วยให้เอนไซม์
ท างานได้ดีขึ้นด้วย (Chen et al., 2007) หรืออีกทางเลือกหนึ่งในการใช้กรดเจือจางในการ pretreatment 
คือ การใช้กรดอนินทรีย์หรือกรดอินทรีย์เจือจาง (เช่น กรดมาเลอิก และกรดฟูมาริก) (Kootstra et al, 
2009) การ treatment จึงเป็นกระบวนการหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการท าลาย ย่อยสลายน้ าตาลเฮมิ
เซลลูโลส แต่ข้อด้อยคือ  น้ าตาลเฮมิเซลลูโลสอาจถูกย่อยให้กลายเป็น furfural และ hydroxymethyl 
furfuralได้ ซึ่งจัดเป็นตัวยับยั้งการหมักของจุลินทรีย์ได้ อย่างไรก็ตาม การใช้กรดในการ treatment เหมาะ
กับวัตถุดิบที่มีปริมาณลิกนินต่ า หรือมีการน าลิกนินออกจากวัตถุดิบแล้ว  
  2) Strong acid hydrolysis  
  โดยทั่วไปการใช้กรดเข้มข้น เช่น  กรดซัลฟิวริก (H2SO4) และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
เป็นวิธีการที่นิยมใช้ในการ treatment วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เนื่องจาก เป็นสารที่มีประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายเซลลูโลส (Sun and Cheng, 2002) และไม่จ าเป็นต้องใช้เอนไซม์ร่วมในการย่อยสลาย โดย
ข้อดีของการใช้กรดเข้มข้นในการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร คือ มีความยืดหยุ่นในแง่ของการเลือก
วัตถุดิบ ได้ปริมาณ monomeric sugar สูงและยังใช้อุณหภูมิที่ไม่สูงมาก ส่วนข้อด้อย คือ เกิดปฏิกิริยาการ
กัดกร่อนข้ึนและจ าเป็นต้องมีการน ากรดเข้มข้นนั้นกลับมาใช้ใหม่เพ่ือเป็นการประหยัดต้นทุนการ ปัจจุบันมี
หลายบริษัทที่น าเอาการ pretreated ด้วยกรดเข้มข้นนี้ไปใช้ในการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
เพ่ือให้ได้วัตถุดิบส าหรับกระบวนการหมักของจุลินทรีย์ (BlueFire Ethanol, 2010; Biosulfurol, 2010) 
 

 
 

รูปที่ 2.7 การ pretreatement เพ่ือท าลายโครงสร้างลิกนินออกจากเซลลูโลส 
ที่มา:  http://www.hrs-heatexchangers.com/en/applications/biofuels/thermal-hydrolysis-
 biomass-biofuel-bioethanol-biogas-2-3.aspx 

 

Pretreatment 

http://www.hrs-heatexchangers.com/en/applications/biofuels/thermal-hydrolysis-%09biomass-biofuel-bioethanol-biogas-2-3.aspx
http://www.hrs-heatexchangers.com/en/applications/biofuels/thermal-hydrolysis-%09biomass-biofuel-bioethanol-biogas-2-3.aspx
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 พรเทพและคณะ (2538) กล่าวว่า ในธรรมชาติการย่อยสลายสารประกอบเซลลูโลส เกิดโดยอาศัย
การย่อยสลายจุลินทรีย์หลายชนิดรวมกันในสภาพที่มีออกซิเจน ผลที่ได้จากการย่อยสลาย จะได้ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ อิวมัส ความร้อน และจุลินทรีย์เพ่ิมขึ้น โดยที่ปริมาณการเพ่ิมขึ้นของจุลินทรีย์จะได้มา
จากการย่อยสลายสารประกอบเซลลูโลสในสภาพที่เหมาะสม มีการระบายอากาศ และอุณหภูมิที่เหมาะสม 
มีแหล่งอาหารเพียงพอกับการนาไปสร้างพลังงานเพ่ือใช้ในระบบเมตาบอลิซึม และการเพ่ิมจานวนเซลล์ ใน
สภาพที่ไม่มีออกซิเจน การย่อยสลายเซลลูโลส จะได้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ไฮโดเจน เอทธานอล กรด
ฟอร์มิก กรดซัคซินิก กรดบิวทีริก และกรดแลกติก เป็นต้น นอกจากนี้การย่อยสลายสารประกอบเซลลูโลส 
ยังสามารถทาได้โดยวิธีทางเคมี ซึ่งมีการย่อยสลายด้วยสารเคมี อาทิเช่น การใช้กรด การย่อยสลายวิธีนี้
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะไม่เฉพาะเจาะจง ดังนั้นน้าตาลกลูโลสบางส่วนที่เกิดขึ้นจะทาปฏิกิริยากับกรดต่อไป ทา
ให้ได้ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงชนิดอื่น และกรดยังทาปฏิกิริยากับสารชนิดอื่นที่ติดมากับเซลลูโลส ทาให้ผลิตภัณฑ์
ที่ไม่ต้องการ นอกจากนี้โครงสร้างในส่วนที่เป็น คริสตัลลีน ก็จาเป็นต้องใช้กรดที่ความเข้มข้น และอุณหภูมิ
สูงในการย่อยสลายจึงจะได้น้าตาลกลูโคส ปฏิกิริยาย่อยจึงเกิดแบบรุนแรง ภาชนะที่ใช้ต้องทนทานต่อการ
กัดกร่อน ต้นทุนจึงสูง และกรดที่ถูกทิ้งออกมายังก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อมอีกด้วย แต่วิธีนี้ปฏิกิริยาการ
ย่อยสลายจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วภายใน 15-20 นาท ี

Rajeev และคณะ (2009) ศึกษาข้อจ ากัดของการย่อยวัสดุทางการเกษตรส าหรับการผลิตเอทา
นอล คือราคาของเอนไซม์เซลลูเลส ราคากระบวนการผลิตเซลลูเลสเพ่ือที่จะให้ราคาถูกลงก็ต้องใช้ลิกโน
เซลลูโลสที่มีราคาถูกส าหรับเป็นสับสเตรต กระบวนการหมักด้วยเอนไซม์และกระบวนการหมักก็เป็น
เหมือนกับ Solid state fermentation (SSF) เพ่ือลดค่าใช้จ่ายในการผลิต ในการศึกษานี้จะใช้เอนไซม์
เซลลูโลไลติกย่อยวัสดุโดย Solid state fermentation (SSF) บนร าข้าวสาลี เซลลูเลสและบีต้ากลูโคซิเดส
โดยใช้  Trichoderma reesei RUT C30 และ Aspergillus niger MTCC 7956 ตามล าดับ  ใน
กระบวนการย่อยจะใช้ สามสับเตรตคือ ชานอ้อย ฟางข้าวและ ผักตบชวา ที่ใช้ในการศึกษาเอนไซม์ ใช้ 50 
เปเปอร์ฟิลเตอร์ยูนิตของเซลลูเลส และ 10 ยูนิตบีต้ากลูโคซิเดสต่อกรัมในการ pretreat วัสดุเหลือทิ้ง  ฟาง
ข้าวให้น้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด 26.3 กรัมต่อลิตร  ตามด้วย ชานอ้อย 17.79 กรัมต่อลิตร  ดังนั้นจึงใช้ฟางข้าว
เป็นสับสเตรตในกรผลิตเอทานอลด้วย  Saccharomyces cerevisiae ได้เอทานอล 0.0093 กรัมต่อกรัม
ฟางข้าว 

การ pretreatment ด้วยด่างเป็นการท าลายและน าโครงสร้างของลิกนินออกจากวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตร (รูปที่ 10) เพ่ือท าให้ปฏิกิริยาการย่อยสลายได้เป็นโพลีแซคคาไรด์ ทั้งยังเป็นการน าหมู่อะซิทิ
ลออกและทนที่ด้วยกรดยูโรนิก ในโครงสร้างของเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลส (Chang and Holtzapple, 
2000) ซึ่งมีการรายงานถึงกลไกการย่อยสลายด้วยด่าง ที่เป็นพ้ืนฐานในกระบวนการ saponification ของ
สารชีวโมเลกุลในต าแหน่งของพันธะเอสเตอร์ที่เชื่อมระหว่างไซแลน เฮมิเซลลูโลส และองค์ประกอบอ่ืนๆ 
เช่น ลิกนิน  (Sun and Cheng, 2002) 

 
2.2.2 กำรย่อยสลำยเซลลูโลสเป็นน  ำตำลด้วยเอนไซม์ (enzymatic hydrolysis) 

  ปฏิกิริยาการย่อยสลายด้วยเอนไซม์จะเกิดขึ้นอย่างช้าๆ เป็นกระบวนการย่อยสลายที่มี
ความจ าเพาะสูง เอนไซม์จะไม่ท าปฏิกิริยากับสารอ่ืนที่ปะปนมา ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความบริสุทธิ์สูง 
ปฏิกิริยาไม่รุนแรง ดังนั้นผลิตภัณฑ์ที่ได้จึงไม่ถูกท าปฏิกิริยาต่อไป โดย เอนไซม์เซลลูเลสเป็นเอนไซม์ที่
ประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิดท างานร่วมกัน แสดงดังรูปที่ 2.3      
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  Endoglucanase (endo- β-1,4-glucanase) (E.C.3.2.1.4) (พิจิตรา, 2548) ท าหน้าที่
ย่อยโมเลกุลของเซลลูเลสในส่วนที่ไม่เป็นระเบียบ (amorphous) หรือย่อยอนุพันธ์ ของเซลลูโลส เช่น คาร์
บอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethyl cellulose) เซลลูโลสที่ผ่านการทา ปฏิกิริยากับกรดฟอสฟอริก 
(phosphoric swollen cellulose) ไฮดรอกซีเอทิลเซลลูโลส (hydroxyethyl cellulose) และเซลโลโอลิ
โกเมอร์ (cello-oligomers) โดยตัดย่อยเซลล์ที่ตาแหน่ง พันธะบีต้า-1,4-ไกลโคซิดิกแบบสุ่ม (random) ท า
ให้ผลิตภัณฑ์ผสมหลายชนิด คือ เซลโลโอลิโก แซคคาไรด์ ( cellooligo-saccharides) เซลโลเพนธาโอส  
( cellopentaose) เซลโลไตรโอส (cellotriose) เซลโลไบโอส (cellobiose) และกลูโคส โดยจะได้
ผลิตภัณฑ์หลักใดขึ้นอยู่กับสมบัติ ของแต่ละเอนไซม์  
  Exoglucosidase (exo- β -1,4-glucanase)  หรือเอกโซบีต้า-1,4-กลูแคนกลูโคไฮโดร 
เนส หรือเอกโซบีต้า-1,4-เซลโลไบโอไฮโดรเนส (E.C.3.2.1.91) พบว่ามักทาหน้าร่วมกับเอนไซม์ เอนโดกลู
คาเนสในการย่อยโมเลกุลของเซลลูโลส โดยการย่อยสลายเซลลูโลสจากปลายด้านที่ไม่มี น้ าตาลรีดิวซ์ 
(non-reducing) ของเซลลูโลส ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยสลายส่วนใหญ่ คือ น้ าตาล เซลโลไบโอส 
นอกจากนี้ยงัพบว่าสามารถย่อยสลายเซลลูโลสที่จัดตัวอย่างเป็นระเบียบ (microcrystalline cellulose) 
ได้โดยอาศัยการทา งานร่วมกับเอนโดกลูคาเนส 
  เอนไซม์บีต้า-1,4-กลูโคไซเนส (E.C.3.2.1.21) เป็นเอนไซม์ที่ทาหน้าที่ ย่อยโมเลกุลของเซล
โลไบโอส เซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ ที่ละลายน้าได้ให้เป็นน้าตาลกลูโคส แต่ไม่สามารถย่อยสลายโมเลกุล
ซับซ้อนขนาดใหญ่ของเซลลูโลสได้โดยตรง กลไกลการย่อยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสทั้งในส่วนที่เป็น
ระเบียบ (crystalline) และไม่เป็นระเบียบ (amorphous) ให้เป็นน้าตาลกลูโคส โดยเอนไซม์ทั้ง 3 ชนิด
ร่วมกันแสดงเป็นแผนภูมิได้ดังรูปที่ 2.8 
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รูปที่ 2.8  กระบวนการย่อยสลายเซลลูโลสโดยเซลลโูลไลติกเอนไซม์ (Arantes และคณะ, 2010) 
 
2.2.3 กำรย่อยเซลลูโลสเป็นน  ำตำลด้วยกระบวนกำรทำงกำยภำพ  

                  Mechanical pretreatment  
1)  Milling กระบวนการลดขนาดอนุภาคของวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเพ่ือให้

การจัดการง่ายขึ้นและเพ่ิมอัตราส่วนของพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตร ซึ่งท าได้โดยการสับ การโม่หรือการบด การ  
pretreatment ด้วยเครื่องกลนี้จะใช้ก่อนกระบวนการหมักเพ่ือให้ได้ ขนาดของอนุภาคที่เหมาะสมในการ
น าไปใช้ (P.F.H. Harmsen, 2010) และการย่อยด้วยวิธีการทางกายภาพแบบ ball milling คือ การอาศัย
การท างานของลูกทรงกลมในการบดวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเพ่ือให้มีขนาดของอนุภาคของเซลลูโลสที่
เล็กลง  ที่ส่งผลให้ประสิทธิภาพการย่อยสลายของเซลลูโลไลติกเอนไซม์มีประสิทธิภาพที่ดีขึ้นดังรูป 12 (Gy. 
Kakuk, 2009) 
   2) Ultrasonic pretreatment  กระบวนการท าลายโครงสร้างของวัสดุทาง
การเกษตรโดยใช้คลื่นเสียง (ultrasonication)  นั้นได้มีการศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการ เช่น การ 
treatment พวกโคลนในน้ าเน่าเสีย โดยในการทดลองนี้แสดงให้เห็นถึงผลของการ pretreatment 
เซลลูโลสโดยใช้กระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์  จากการทดลองนี้พบว่า เมื่อให้คลื่นรังสีพลังงานแก่เซลลูโลส
ในสภาพที่เป็นสารละลายนั้น คลื่นรังสีได้ส่งผลให้อัตราเร่งของปฏิกิริยาการย่อยสลายด้วยเอนไซม์เพ่ิมขึ้นถึง
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ร้อยละ 200 (Imai และคณะ., 2004)  แต่ยังไม่มีการทดลองในด้านกระบวนการท างานของคลื่นรังสี  แต่มี
ข้อสันนิฐานว่า พันธะไฮโดรเจนของโครงสร้างเซลลูโลสอาจจะถูกท าลายไปเมื่อได้รับพลังงานรังสี  อย่างไรก็
ตาม พลังงานที่ให้แก่ คาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลสต้องเท่ากับ   130 กิโลจูลต่อกรัมของคาร์บอกซิเมทิล
เซลลูโลส ซึ่งมีผลต่อพลังงานพันธะไฮโดรเจนเป็น  0.12 กิโลจูลต่อกรัมของเซลลูโลส (21 กิโลจูลต่อโมลของ
เซลลูโลส (Bochek, 2003)) 

 
รูปที่ 2.9 กระบวนการท างานของ ball mill. db: เส้นผ่าศูนย์กลางของลูกบอล, mb: ปริมาณของลูกบอล,     

Nb:จ านวนของลูกบอล, rp: ระยะห่างระหว่าง vial กับแกนกลาง, rv: รัศมีของ vial, mp: ปริมาณ
ของผงแป้ง, ωv: ความเร็วการหมุนของ vial, ωp: ความเร็วการหมุนของ  sun disk (Gy. Kakuk, 
2009) 

 
2.3  กำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสโดยเชื อรำ 
 เอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตเพ่ือการค้านั้นมักเป็นเอนไซม์เซลลูเลสผสมที่สกัดได้จากเชื้อราหลายชนิด
และปริมาณของเอนไซม์แตกต่างกันออกไป ขึ้นกับสายพันธุ์ของเชื้อราที่ใช้ในการผลิตองค์ประกอบของ
อาหารที่ใช้ในการผลิต ในธรรมชาติมีสิ่งมีชีวิตหลายชนิดสามารถสร้างเอนไซม์ย่อยสลายเซลลูโลสได้ เช่น 
สัตว์ทะเลในกลุ่มเพรียงหัวหอม (tunicate) หอยทากยักษ์ (Achatinafulica) และจุลินทรีย์หลายชนิดทั้งที่
เป็นโปรโตซัว แบคทีเรีย แอคติโนมัยสิท และเชื้อรา จุลินทรีย์แต่ละชนิดที่สร้างเอนไซม์ เซลลูเลสที่มี
ความสามารถในการย่อยลสายแตกต่างกันขึ้นกับสภาวะแวดล้อมที่จุลินทรีย์เหล่านั้นเจริญอยู่ พบว่าเชื้อรา 
(celllulolytic fungi) เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้ในปริมาณที่มากกว่าจุลินทรีย์ชนิด
อ่ืน ๆ เอนไซม์เซลลูเลสส่วนใหญ่เป็นเอกซ์ตร้าเซลลูลาร์เอนไซม์ (extracellular enzyme) คือ เซลล์ปล่อย
เอนไซม์ออกมานอกเซลล์ ทาให้สะดวกต่อการแยกและคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพดีในการย่อยสลาย
เซลลูโลส และสะดวกต่อการนามาผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเพ่ือใช้ในการศึกษา หรือใช้ในอุตสาหกรรม (พิจิตร, 
2548) 
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รูปที่  2.10 เชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูโลไลติก เอนไซม์ Aspergillus niger,      
     Trichoderma reesei  และ Phanerochaete chrysosporium 
ที่มา: http://genome.jgi-psf.org/Aspni5/Aspni5.home.html 
 http://en.wikipedia.org/wiki 
 
 Krishna และ Chowdary (2000) ศึกษาการผลิตและการประยุกต์ใช้เอนไซม์เซลลูเลส โดยได้
ศึกษาการผลิตเอนไซม์เซลลูโลสโดย Trichoderma reesei QM-9414 โดยในสภาวะที่การผลิตเอนไซม์
เหมาะสมจะขึ้นกับ pH อายุของเชื้อ สารอินทรีย์ที่ส่งเสริมการเจริญของเชื้อและความเข้มข้นของเชื้อ 
นอกจากนั้นยังศึกษาความสามารถของเอนไซม์บริสุทธิ์ในการ hydrolyze สารประกอบที่มีองค์ประกอบ
ของลิกนินและเซลลูโลส โดยสภาวะที่เหมาะสมในการเกิด hydrolysis คือที่อุณหภูมิ 50°C pH 4.5 ความ
เข้มข้นของเอนไซม์เท่ากับ 40 FPU/g และความเข้มข้นของ substrate เท่ากับ 2.5% 
 Pointing และคณะ (1999) ศึกษาเชื้อราจากต้นโกงกาง 5 ชนิด ที่ผลิตเอนไซม์ endoglucanase, 
cellobiohydrolase และ β-glucosidase โดยเลี้ยงในสภาวะที่ก าหนดใน define medium เมื่อมีการ
รบกวนการเพาะเลี้ยงเชื้อก็จะเป็นการรบกวนการผลิตเอนไซม์และเมื่อเพ่ิมระดับความเข้มข้นของเกลือการ
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสก็จะลดลงด้วยเช่นกัน 
 Soni และคณะ (1999) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสโดย Chaetomium 
erraticum จากการศึกษาพบว่าการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจะขึ้นกับสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ โดย
อุณหภูมิที่เชื้อผลิตเอนไซม์ได้มากที่สุด คือ 37°C pH 5.0-10.0 ในอาหารที่มี carboxymethyl cellulose 
ภายใต้การเขย่า 

Swangkeaw และคณะ (2006) รายงานการคัดเลือกยีสต์ที่สามารถผลิตเอนไซม์เบต้ากลูซิเดสจาก
ผลไม้ พบว่าสามารถคัดเลือกยีสต์ได้ 365 ไอโซเลต ที่ผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส โดยพบว่าเอนไซม์ส่วน
ใหญ่สะสมอยู่ใน periplasmic space 
 Chen และ Jin (2006) ศึกษาผลของเอทานอลต่อเอนไซม์เซลลูเลสจากยีสต์ในการย่อยสลาย
เซลลูโลส พบว่าในสภาวะที่มีเอทานอลความเข้มข้นระหว่าง 1%-9% ไม่มีผลกระทบต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์เซลลูเลสและ บีต้ากลูโคซิเดสที่ผลิตจากยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
 การเลี้ยงจุลินทรีย์เพ่ือผลิตเอนไซม์เซลลูเลสนั้นสามารถท าได้ทั้งในอาหารเหลวและอาหารแข็ง
ขึ้นกับความเหมาะสม การที่จะให้ผลผลิตเอนไซม์สูงและมีคุณภาพดีนั้นจะต้องมีการควบคุมสภาวะต่างๆ ให้
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เหมาะสม เช่น อุณหภูมิ ชนิดอาหารที่ใช้ต้องเหมาะสม พีเอช การปนเปื้อน รวมทั้งค านึงถึงราคาต้นทุนใน
การผลิตด้วย นอกจากนี้การใส่สารเร่งการเจริญ แหล่งไนโตรเจนและแร่ธาตุที่จ าเป็นต่อการเจริญของเซลล์ 
สาร เหนี่ ยวน า ให้ เชื้ อผลิต เอนไซม์ก็ เป็นสิ่ งที่ ต้ องค านึ งด้ วย สารเหนี่ ยวน าการผลิต เอนไซม์  
เซลลูเลส ได้แก่ สารประกอบเซลลูโลส อนุพันธ์ของเซลลูโลส และสารที่มีพันธะ β-1,4 glycosidic เช่น 
cellulobiose, sepharose และ lactose เป็นต้น (การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเชื้อรามีรายงานการ
ทดลองไว้ 2 วิธี คือ การผลิตเอนไซม์โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อในลักษณะ submerged culture และsolid 
state cultivation 
 การผลิตแบบ submerged culture ได้แก่ การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสโดยน าเชื้อรามาเลี้ยงใน
อาหารสังเคราะห์ชนิดเหลว (liquid synthetic medium) เช่น อาหาร Eggins & Pugh medium หรือ
อาหาร M4-medium เป็นต้น ข้อได้เปรียบของการผลิตแบบ submerged culture นี้ สามารถคุม
สภาพแวดล้อมได้ดีและง่ายต่อการควบคุมการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ 
 การผลิตแบบ solid substrate cultivation เป็นการเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาพที่ไม่มีน้ าอิสระ หรือมี
น้ าน้อย โดยให้มีความชื้นอยู่ระหว่าง 12-80 % และเป็นความชื้นอยู่ในลักษณะที่ดูดซับอยู่บนอาหารวัตถุ
แข็ง ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสในสภาพการเพาะเลี้ยงแบบ solid substrate 
นอกจากนี้จะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ใช้แล้ว ยังขึ้นอยู่กับปัจจัยอ่ืนๆ ซึ่งเป็นปัจจัยทางกายภาพ เช่น 
ความชื้นและความสามารถในการอุ้มน้ าของวัสดุของอาหารแข็งที่ใช้เพาะเลี้ยง อุณหภูมิของวัสดุอาหารแข็ง
ในขณะเพาะเลี้ยง ปริมาณของวัสดุอาหารแข็ง ขนาดและรูปร่างของวัสดุ อัตราการไหลเวียนอากาศและช่วง
ระยะเวลาในการบ่ม เป็นต้น  และปัจจัยทางเคมี เช่น แหล่งธาตุอาหารและอัตราส่วนของอาหารแต่ละชนิด 
วัสดุทางการเกษตรที่สามารถน ามาใช้ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ ได้แก่ ร าข้าวสาลี ฟางข้าว ขี้เลื้อย แกลบ 
และชานอ้อย เป็นต้น โดยเฉพาะร าข้าวสาลีและฟางข้าว จะนิยมใช้มากที่สุด  
 ข้อได้เปรียบของการผลิตแบบ solid substrate cultivation คือผลผลิตต่อหน่วยวัสดุแข็งที่ได้จะ
สูงกว่าการผลิตในอาหารเหลว ไม่ค่อยพบกับปัญหาเกี่ยวกับการปนเปื้อนของแบคทีเรีย ใช้เชื้อเริ่มต้นในรูป
ของสปอร์จึงไม่จ าเป็นต้องใช้ถังเตรียมเชื้อเริ่มต้น การย่อยสลายเซลลูโลสเกิดขึ้นภายนอกเซลล์ของจุลินทรีย์ 
โดยจุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสออกมาย่อยสลายเซลลูโลส โดยจุลินทรีย์จะกระตุ้นระบบการสร้างโปรตีน
ภายในเซลล์ให้มีการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสและปลดปล่อยออกมานอกเซลล์เพ่ือย่อยสลายสารประกอบพวก 
β-1,4 glycosidic ซึ่งเมื่อย่อยสลายเสร็จสมบูรณ์จะได้น้ าตาลกลูโคสเป็นผลิตภัณฑ์ 
 

 
 

รูปที่ 2.11 การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสแบบ submerged culture และแบบ solid substrate cultivation 
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ที่มา: http://www.basidionet.de/basidionet.html?&L=1 
 

Dogaris  และคณะ (2009) ปรับปรุงการผลิตเอทานอลของ Neurospora crassa  โดยสภาวะที่
เหมาะสมของการเพาะเลี้ยงแบบ solid-state cultivation (SSC) โดยใช้ก้านขา้วฟ่างเป็นสับสเตรต กลูโคส
เป็นผลผลิตหลักที่ได้จากกระบวนการย่อยข้าวฟ่างหวาน สุดท้ายความเข้มข้นของกลูโคสที่ได้  5.4 กรัมต่อ
ลิตรหลังจาก 51 ชั่วโมงของการย่อย ไซโลไบโอสมีความเข้มข้น 5.4 กรัมต่อลิตร การเปลี่ยนข้าวฟ่างหวาน
ไปเป็นเอทานอลภายใต้สภาวะ SSC ผลผลิตที่ได้เอทานอล 81.5 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซิติก 8.1เปอร์เซ็นต์ ไซ
ลิทอล 5.7 เปอร์เซ็นต ์และกลีเซอรอล 4.7 เปอร์เซ็นต์  

โดย Yu และคณะ (2008) รายงานการผลิตเอทานอลของยีสต์ที่ทนต่อความร้อนโดยอาศัย
กระบวนการหมักแบบแห้งที่มีข้าวฟ่างหวามเป็นวัตถุดิบในการผลิต ที่พบว่า สามารถผลิตเอทานอลได้ใน
ปริมาณสูงถึงร้อยละ 91 ภายใต้สภาวะที่ทดสอบ   

Chahal และคณะ(1984) รายงานกระบวนการหมักแบบแห้งด้วยเชื้อ Trichoderma reesei ใน
การผลิตเอทานอล พบว่าเอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตได้มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ
กระบวนการหมักแบบอาหารเหลวที่ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสที่ต่ าและนอกจากนี้ยังสามารถ
ตรวจสอบพบกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส และเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส โดยในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ไม่มี
การเติมสารกระตุ้นการเจริญของเชื้อด้วย 
2.4  เอนไซม์เซลลูเลส 
 จากการศึกษาถึงโครงสร้างของเอนไซม์เซลลูเลสพบว่า เซลลูเลสเป็น glycoprotein ประกอบด้วย
โปรตีน และคาร์โบไฮเครตในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 มีน้าหนักโมเลกุลประมาณ 30,000 ถึง 60,000 ดาลตัน มี
สมบัติละลายน้าได้ดี ไม่ต้องการ co-factor หรือโลหะอ่ืนๆในการทาปฏิกิริยา โดยทั่วไปเอนไซม์เซลลูเลสที่
ได้จากจุลินทรีย์ จะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทางานประมาณ 50 องศาเซลเซียส ยกเว้นจุลินทรีย์ทนร้อน
บางชนิด นอกจากนี้เอนไซม์เซลลูเลสยังมีความทนต่ออุณหภูมิสูง ทนต่อความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ในช่วง
กว้างประมาณ 4.8 ถึง 8.0 และคงทนต่อสารเคมีได้ดี สามารถเก็บที่อุณหภูมิที่ต่ากว่า 0 และ 4.0 องศา
เซลเซียส ได้เป็นเวลาหลายปี หรือเก็บโดยวิธี freeze dry หรือตกตะกอน ด้วยอะซิโตน หรือเอทานอล โดย
ไม่สูญเสียคุณสมบัติ อย่างไรก็ตามเอนไซม์ที่ได้จากจุลินทรีย์ต่างชนิดกัน ย่อมมีสมบัตแตกต่างกัน (พรเทพ, 
2538) 
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รูปที่  2.12 โครงสร้างโมเลกุลของเอนไซม์เซลลูเลส 
ที่มา:  http://sci.waikato.ac.nz/farm/content/microbiology.html 
 
 เอนไซม์เซลลูเลสเป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะ  beta - 1,4 
glycosidic ภายในโครงสร้างโมเลกุลของเซลลูโลส ผลผลิตสุดท้ายคือน้ าตาลกลูโคส จ าเป็นต้องอาศัยระบบ
เอนไซม์เซลลูเลสที่มีองค์ประกอบ  (component) แตกต่างกัน  Reese  และคณะ (1950) ได้เสนอว่า
เอนไซม์เซลลูเลสนั้นประกอบด้วยองค์ประกอบที่มีหน้าที่แตกต่างกัน 2 องค์ประกอบคือ C1 – 
component เป็นส่วนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายโครงสร้างเซลลูโลสที่มีอยู่ในธรรมชาติ (native 
cellulose)  ให้เกิดเป็นโครงสร้างที่ง่ายต่อการย่อยสลาย (reactive cellulose)  ต่อไปและ CX – 
component  คือส่วนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย reactive cellulose ผลผลิตสุดท้ายที่ได้จากการย่อย 
reactive  cellulose คือสารประกอบ  cellobiose  ซึ่งละลายน้ าได้และจุลินทรีย์สามารถน าไปใช้
ประโยชน์ได้  ต่อมา Reese  และ Levinson (1952) ได้เสนอลักษณะการเข้าท างานของเอนไซม์เซลลูเลส
เพ่ิมเติมโดยเสนอว่ามีองค์ประกอบของเอนไซม์ส่วนที่สามคือ beta - glucosidase ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยา
การย่อยสลายสารประกอบ cellobiose ให้เป็นน้ าตาลกลูโคส ลักษณะของปฏิกิริยามีดังนี้ 
 

 
  
 ส าหรับขั้นตอนการท าปฏิกิริยาของระบบเอนไซม์เซลลูเลสซึ่งประกอบด้วย  endoglucanase, 
exoglucanase และ beta -glucosidase มีดังนี้คือ endoglucanase จะเข้าท าปฏิกิริยาตรงส่วนของ
เซลลูโลสบริเวณที่เป็น amorphous ท าให้สายของเซลลูโลสขาดออกจากกันหลังจากนั้นจะเป็นปฏิกิริยา
ร่วมกันของเอนไซม์ endoglucanase และ exoglucanase ซึ่ง exoglucanase เข้าท าปฏิกิริยาตรงปลาย
ด้านนอนรีดิวซิงของสายเซลลูโลสที่ถูกตัดนี้ ท าให้ได้ cellobiose สุดท้าย β -glucosidase จะย่อยสลาย 
cellobiose จนกระท่ังได้น้ าตาลกลูโคส 
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รูปที่ 2.13 ปฏิกิริยาของระบบเอนไซม์เซลลูเลส (Alonso, D. (2011)) 

2.3  ขั นตอนกำรน ำเอนไซม์เซลลูโลไลติกมำผลิตเอทำนอล 
 ในการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งมีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลักท าได้โดย
ในขั้นตอนแรก โดยการย่อยสลายโครงสร้างวัสดุทางการเกษตรด้วยกรดจะได้เฮมิเซลลูโลส และน้ าตาล ใน
ขั้นตอนต่อไปคือปฏิกิริยาของเอนไซม์ในการย่อยสลายเซลลูโลสให้ได้น้ าตาล (cellobiose) จากนั้น 
cellobiose จะถูกย่อยสลายได้เป็นน้ าตาลกลูโคส ซึ่งเป็นสารอาหารแก่ยีสต์ส าหรับน าไปใช้ในการผลิต 
เอทานอล โดยขั้นตอนของปฏิกิริยามีดังต่อไปนี้ 

 
 

ไบโอเอทำนอล    
"เอทานอล" หมายความว่า แอลกอฮอล์ หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า เอทิลแอลกอฮอล์ มีสูตรทางเคมี 

CH3CH2OH มีลักษณะเป็นของเหลวใส ไม่มีสี ติดไฟง่าย มีความไวไฟและค่าออกเทนสูง (เอทานอลบริสุทธิ์
ร้อยละ 99.8 มีค่าออกเทนสูงถึ ง 113)   ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน   เป็นไฮดรอก
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ซิล ดิริเวทีฟของไฮโดรคาร์บอน เกิดจากการแทนที่ไฮโดรเจนอะตอมด้วย hydroxyl group (OH)   มี
น้ าหนักโมเลกุล 46.07 ความหนาแน่น 0.789 กรัมต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส   จุด
หลอมเหลว -114.1 องศาเซลเซียส   จุดเดือด 78.5 องศาเซลเซียส  สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้มากมาย 
อาทิ ใช้ผลิตอาหาร และเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ ใช้เป็นตัวท าละลายในอุตสาหกรรม ใช้เป็นเชื้อเพลิงส าหรับ
เครื่องยนต์ ฯลฯ โดยจะใช้เป็นเชื้อเพลิงโดยตรง หรือใช้ผสมกับน้ ามันเชื้อเพลิงก็ได้  "ไบโอดีเซล" 
หมายความว่า แอลคิลเอสเตอร์ของกรดไขมัน (alkyl ester of fatty acid) มีสูตรทางเคมี R1COOR2 ซึ่งใช้
เป็นเชื้อเพลิงส าหรับเครื่องยนต์ โดยจะใช้เป็นเชื้อเพลิงโดยตรง หรือใช้ผสมกับน้ ามันเชื้อเพลิงก็ได้ 

 

 
 

รูปที่ 2.14 โครงสร้างทางเคมีของเอทานอล 
(ที่มา: http://www.vcharkarn.com/varticle/38199) 

 
 เอทานอล ผลิตได้ทั้งจากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี โดยใช้เอทิลีนเป็นวัตถุดิบ และ
กระบวนการทางชีวเคมี โดยใช้พืชผลหรือวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีแป้งและน้ าตาลสูงเป็นวัตถุดิบ ซึ่ง
เป็นกระบวนการที่ได้รับความนิยมและมีวัตถุดิบที่สามารถเลือกใช้ได้หลาก หลายชนิดตามความเหมาะสม
ของแต่ละประเทศ เช่น ข้าวโพด ข้าวฟ่าง มันส าปะหลัง อ้อย กากน้ าตาล สาหร่าย ฯลฯ นอกจากนั้นยัง มี
ความพยายามพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบที่ มีเซลลูโลสสูง เช่น ฟางข้าว ขี้เลื่อย 
หญ้า เป็นต้น เนื่องจาก เอทานอล มีออกซิเจนประกอบอยู่ในโมเลกุล ออกซิเจนจะจับตัวอยู่ในรูปของอนุมูล 
ไฮดรอกซิล (Hydroxyl _OH) ท าให้โมเลกุลของเอธานอล มีคุณสมบัติเป็นขั้ว (Polar) ซึ่งมีปฏิกิริยาสูงกว่า
เบนซิน จึงท าให้เอทานอลมีอ านาจการกัดกร่อนมากกว่า เบนซิน คุณสมบัติการกัดกร่อนของเอทานอล
ป้องกันได้โดยใช้สารเคลือบที่สามารถต้านทานการกัดกร่อนไว้กับถังน้ ามันเชื้อเพลิง  ล าพังเอทานอลอย่าง
เดียวไม่สามารถผสมเข้ากับน้ ามันดีเซลได้ดีนัก ต้องเติมสารพิเศษเข้าไปเพ่ือให้ผสม เข้ากันได้ดี ร่วมกับการ
เติมสาร Emulsifier และ Cetane Improver ในปริมาณ 1 - 2 % เพ่ือปรับปรุงคุณสมบัติ ในการจุดระเบิด 
ซึ่งผลลัพธ์ที่ได้คือ สามารถลดปริมาณไฮโดรคาร์บอน (HC) ลงได้ถึง 20-40 % และ ลดปริมาณฝุ่น และควัน
ด าลงได้ถึง 0-40 % 
 โดยทั่วไปเอทานอลมี 2 ประเภทคือ เอทานอลสังเคราะห์ (synthetic ethanol) ซึ่งได้จาก
กระบวนการผลิตทางเคมี และเอทานอลชีวภาพ  (ไบโอเอทานอล) ซึ่งได้จากการใช้จุลินทรีย์จ าพวกยีสต์
หมักกับวัตถุดิบจากการเกษตรผลิตได้จากวัตถุดิบที่มีน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวอยู่ในโครงสร้างโมเลกุล เช่น มัน
ส าปะหลัง อ้อย molasses เป็นของเสียจากอุตสาหกรรมน้ าตาล  ข้าวโพด ข้าวฟ่างและของเสียจาก
อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ  ฯลฯ จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอทานอลได้มีหลายชนิดแต่ ยีสต์ ( Yeast )ก็ถูก
น ามาใช้ผลิตเอทานอลอย่างแพร่หลายเพราะสามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็วและมีปริมาณมาก ยีสต์ยัง
สามารถใช้น้ าตาลได้หลากหลาย  เอทานอลยังสามารถท าเป็นแอลกอฮอล์หรือสุราที่ใช้บริโภคได้ และ
เนื่องจากเอทานอลมีค่าออกเทนสูงจึงน าไปผสมกับน้ ามันเบนซิน เรียกว่า น้ ามันแก๊สโซฮอล์ ใช้เป็นเชื้อเพลิง
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ทดแทนการใช้น้ ามันจากฟอสซิลได้  ประเทศบราซิล (ผู้ผลิตเอทานอลรายใหญ่ของโลก) ใช้อ้อยเป็นวัตถุดิบ
ในการผลิตเอทานอล  ประเทศสหรัฐอเมริกาใช้ข้าวโพดเป็นวัตถุดิบ  และเอทานอลยังมีประโยชน์  ในการ
ช่วยลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม  ซึ่งท าให้เครื่องยนต์มีการเผาไหม้ดีขึ้น  ท าให้ไอเสียจากการใช้แก๊สโซฮอล์
มีปริมาณแก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ลดลงร้อยละ 20 และปริมาณไฮโดรคาร์บอนลดลงร้อยละ 10 เมื่อเทียบ
กับการใช้น้ ามันเบนซิน ซึ่งจะส่งผลให้ลดค่าใช้จ่ายในการแก้ปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมและสุขภาพของ
ประชาชน  ลดปริมาณการน าเข้าน้ ามันเชื้อเพลิง จากต่างประเทศได้ประมาณ 3,000 ล้านบาทต่อปี ลดการ
ใช้เชื้อเพลิงปิโตรเลียมซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิด Greenhouse Effect ที่ท าให้อากาศบนโลกร้อนขึ้น ส่งผล
กระทบต่อการเกษตรกรรม การละลายของน้ าแข็งขั้วโลก ระดับน้ าทะเลที่สูงขึ้น และการเกิดอุทกภัย
บ่อยครั้งในพ้ืนที่ชายฝั่งทะเล  ท าให้ปริมาณก๊าซพิษในบรรยากาศลดลง ช่วยให้คุณภาพชีวิตดีขึ้น  และ
เนื่องจากการผลิตเอทานอล ได้จากกพืชผลการเกษตร ซึ่งประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมจึงมีผลผลิต
เหล่านี้มากมาย ช่วยลดการน าเข้าวัตถุดิบ และลดการพ่ึงพาเชื้อเพลิงปิโตรเลียมจากต่างประเทศ ช่วยพยุง
เศรษฐกิจในระดับระดับไร่นา สร้างความมั่นคงทางด้านอาชีพและเพ่ิมรายได้ให้กับเกษตรกร  ท าให้เกิดการ
พัฒนาเทคโนโลยีทั้งในด้านการผลิตและการใช้ประโยชน์ การสร้างงานและสร้างรายได้ให้กับเศรษฐกิจ
ครัวเรือนภาคการเกษตร ช่วยสร้างผลตอบแทนทางเศรษฐกิจให้กับประเทศ 
 แต่การใช้ผลผลิตทางการเกษตรโดยตรงอาจจะมีผลกระทบต่อราคาของผลผลิตซึ่งเป็นพืชที่ใช้ใน
การบริโภค ท าให้มีราคาสูงขึ้น เกิดความเดือนร้อนต่อประชาชน  จึงมีการศึกษาที่จะน าเศษวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรมาใช้ในการเป็นวัตถุดิบการผลิตไบโอเอทานอล ทั้งยังช่วยลดต้นทุนการผลิตอีกด้วย  ซึ่งการ
พัฒนาด้านการเกษตรและอุตสาหกรรม  มักจะมีเศษวัสดุเหลือใช้จากการผลิตมากกมาย เช่น ฟางข้าว กาก
ชานอ้อย ซังข้าวโพด ฯลฯ   ส่วนใหญ่จะมีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย  เซลลูโลสมีโครงสร้างที่
แข็งแรง  ไม่ละลายน้ า  และไม่สามารถย่อยสลายไปได้ในเวลาอันรวดเร็วจึงมักจะเกิดปัญหาเศษวัสดุเหลือ
ใช้ที่เกษตรกรไม่ต้องการ  ท าให้เกิดการเน่าเหม็น  เกิดเป็นมลพิษที่ไม่ดีต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งการย่อยเซลลูโลส
จ าเป็นต้องใช้สารละลายกรด  หรือใช้เอนไซม์  cellulase ที่จุลินทรีย์หลายชนิดสามารถสร้างขึ้นได้ เช่น 
Trichoderma species, Aspergillus species, Bacillus, Saccharomyces cerevisiae เป็นต้น  ขณะนี้
การศึกษาค้นคว้าและน าจุลินทรีย์มาใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ มากขึ้นเพราะสามารถเจริญเติบโตรวดเร็ว  
ใช้พ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยงน้อย ต้นทุนในการเพาะเลี้ยงน้อย และยังเจริญได้ในทุก ๆฤดูกาล  ยีสต์ก็
เช่นเดียวกัน ที่เป็นที่นิยมน ามาสกัดเอาสารต่างๆ ที่ยีสต์สร้างขึ้นมาใช้ประโยชน์ซึ่งก็คือ น้ าตาลกลูโคส  
น ามาผลิต ไบโอเอทานอล  เพื่อใช้ลดปัญหาเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและอุตสาหกรรมที่มีมากเกินไป
และก าจัดไปได้ยาก  และช่วยพัฒนาในด้านการเกษตรและเทคโนโลยีเพ่ือให้ได้วัตถุดิบต่างๆ มากขึ้น   ซึ่ง
การน ายีสต์มาใช้ในการผลิตไบโอเอทานอล  เรามุ่งเน้นไปที่ยีสต์ที่สร้าง เอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
และ บีต้ากลูโคซิเดส จะช่วยในการย่อยสลาย 1,4-beta-D- glycosidic linkages ในเซลลูโลส, lichenin 
และ  beta-D-glucans ในธัญพืช ช่วยย่อย cellubios ให้ได้เป็นน้ าตาลกลูโคส  
 
กระบวนกำรหมักแอลกอฮอล์ (alcohol fermentation) 
 จะเกิดผลิตภัณฑ์ที่ เป็นเอทานอลหรือเอทิลแอลกอฮอล์ซึ่งเป็นการ สลายกลูโคสโดยไม่ใช้
ออกซิเจน เริ่มต้นด้วยไกลโคไลซิสเช่นเดียวกับการสลายอาหารแบบใช้ออกซิเจน กล่าวคือ กลูโคส 1 
โมเลกุลสลายได้กรดไพลูวิก 2 โมเลกุล แล้วปล่อย ATP 2 โมเลกุล และ ไฮโดรเจน 4 อะตอม NAD จะมา
รับไฮโดรเจนเป็น NADH+H+ และจะถ่ายทอดอะตอมของไฮโดรเจนให้กับแอซิตัลดีไฮด์  ซึ่งมีคาร์บอน 2 
อะตอม จึงไม่สามารถน าเอาพลังงานอิเล็กตรอนที่มีอยู่ในอะตอมของไฮโดรเจนมาสร้าง ATP ได้อีก ดังนั้น

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=th&langpair=en%7Cth&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Glycosidic_linkage&rurl=translate.google.co.th&usg=ALkJrhiUoEx1dqRWJUiN08mSfdWKGphDYw
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การสลายกลูโคส 1 โมเลกุล จึงได้ ATP เพียง 2 โมเลกุลเท่านั้น  เอทานอลที่ได้จากการสลายกลูโคสถ้ามี
ปริมาณมากจะเป็นอันตรายต่อเซลล์  ร่างกายจะมีกระบวนการเปลี่ยนเอทานอลให้เป็นสารอ่ืนที่ไม่เป็น
อันตรายแก่เซลล์และขับออกจากร่างกายโดยระบบขับถ่ายเมื่อน ายีสต์มาเลี้ยงในน้ าตาลจะได้เอทานอล 
ถึงแม้เอทานอลจะเป็นพิษต่อยีสต์ก็ตาม การหมักนั้นจะไม่ให้อากาศเข้าสู่ภาชนะที่ใช้หมักและให้อาหารยีสต์
อย่างเพียงพอจะเกิดสมการดังนี้ 

C6H12O6 - - - > 2C2H5OH + 2CO2 + พลังงาน 
 

แต่ถ้าอากาศเข้าสู่ภาชนะที่ใช้หมักจะท าให้ยีสต์หายใจแบบใช้ออกซิเจนเกิดสมการดังนี้ 
 

C6H12O6 + 6O2 - - - > 6CO2 + H2O + พลังงาน 
 

 เอทานอลที่ได้จะมีพลังงานศักย์สะสมอยู่เพราะสามารถติดไฟได้ จึงกล่าวได้ว่าเป็นการสลายของ
อาหารที่ไม่สมบูรณ์ ส่วนสมการที่ใช้ O2 ไม่เหลือพลังงานอยู่ในส่วนของคาร์บอนไดออกไซด์ 

 
 

รูปที่ 2.15 กระบวนการหมักเอทานอล 
ที่มา : http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/BIOBK/BioBookGlyc.html 

 
ในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรประเภทเซลลูโลสเป็นจ านวน

มาก ดังนั้นหากน าเศษวัสดุดังกล่าวมาเปลี่ยนเป็นเอทานอลจะท าเป็นการเพ่ิมมูลค่า ตลอดจนเป็นพลังงาน
ทดแทนอีกแหล่งหนึ่งได้ ชานอ้อยสามารถเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้จากกระบวนการย่อยสลายเซลลูโลสให้ได้
เป็นน้ าตาลกลูโคส ต่อจากนั้นกลูโคสจะถูกเปลี่ยนให้เป็นเอทานอลโดยกระบวนการหมักจากยีสต์  การย่อย
สลายเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลท าได้สองวิธีโดยกระบวนการเคมีและกระบวนการของเอนไซม์ แต่อย่างไรก็
ตามกระบวนการทางเคมีจะใช้ปฏิกิริยาที่รุนแรงเนื่องจากใช้กรดในการย่อยสลายท าให้ได้ผลผลิตบางอย่าง
เกิดขึ้นส่งผลให้เกิดสารพิษต่อยีสต์และท าให้กระบวนการหมักมีประสิทธิภาพต่ านอกจากนั้นยังก่ อให้เกิด
มลพิษต่อสิ่งแวดล้อม ดังนั้นการย่อยสลายอ้อยโดยใช้กระบวนการทางเอนไซม์จะมีข้อเด่นกว่าการใช้เคมี
เนื่องจากปฏิกิริยาของเอนไซม์ไม่รุนแรง ควบคุมได้ และไม่มีพิษต่อสิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตาม สิ่งที่น่าสนใจ

http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/BIOBK/BioBookGlyc.html
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ในการหาแหล่งพลังงานทดแทนใหม่ โดยเอทานอล คือ แหล่งพลังงานทดแทนที่ได้มาจากกระบวนการหมัก
น้ าตาล ซึ่งในประเทศสหรัฐอเมริกาได้มีการนาเอทานอลไปใช้เป็นส่วนประกอบของน้ามันเบนซิน ซึ่งน้ามัน
เบนซินนี้จะมีปริมาณของเอทานอลสูงถึง 10% โดยปริมาตร และภาคการขนส่งของประเทศสหรัฐอเมริกา
ในปัจจุบันมีการใช้ เอทานอลถึง 4540 ล้านลิตรต่อปี (Wang และคณะ 1999) 
  

 
 

รูปที่ 2.16  วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
ที่มา:  http://kanchanapisek.or.th/oncc-cgi/text.cgi?no=12129 
 http://www.thairath.co.th/media/content/2012/04/04/250619/o4/420.jpg 
  
 เอทานอลเป็นแอลกอฮอล์ที่เกิดจากการหมักพืช  เศษซากพืชเพ่ือเปลี่ยนแป้งจากพืชให้เป็นน้ าตาล
แล้วเปลี่ยนจากน้ าตาลให้เป็นแอลกอฮอล์อีกครั้งแอลกอฮอล์ที่ท าให้บริสุทธิ์   95%  จะเรียกว่าเอทานอล 
เมื่อน าไปใช้ผสมกับน้ ามันเบนซินเรียกว่าแก๊สโซฮอล์  ถ้าผสมกับน้ ามันดีเซลเรียกว่าดีโซฮอล์  สามารถใช้
เป็นเชื้อเพลิงได้ พืชสะสมพลังงานจากดวงอาทิตย์ในรูปพลังงานเคมีของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ใน
เนื้อเยื่อพืชที่เราเรียก  รวมๆ  ว่าไบโอแมสนั้นประกอบด้วยส่วนส าคัญคือเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และ
ลิกนิน เซลลูโลสเป็นโพลิเมอร์ของน้ าตาลซึ่งต่อกันเป็นสายยาว ถ้าเราตัดเซลลูโลสออกเป็นแต่ละยูนิตของ
น้ าตาลเราก็จะได้น้ าตาลสามารถน ามาหมักด้วยยีสต์เพ่ือผลิตเป็นแอลกอฮอล์ได้ การตัดเซลลูโลสอาจตัด
ด้วยกรดหรือเอนไซม์ แต่เนื่องจากพืชมีเฮมิเซลลูโลสและลิกนินด้วยจึงต้องท าให้เป็นเซลลูโลสบริสุทธิ์
เสียก่อน  ซึ่งพืชแต่ละชนิดก็มีสัดส่วนของเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลสและลิกนินแตกต่างกัน  การผลิต
แอลกอฮอล์จากไบโอแมสคือต้องท าให้ขนาดของไบโอแมสเล็กลง  แยกเอาเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออก  อบ
ด้วยไอน้ าเพื่อเปลี่ยนโครงสร้างให้ย่อยง่ายขึ้น  ท าปฏิกิริยาของกรดหรือเอนไซม์เพ่ือเปลี่ยนเซลลูโลสให้เป็น
น้ าตาลแล้วหมักด้วยยีสต์จนได้แอลกอฮอล์ 

http://kanchanapisek.or.th/oncc-cgi/text.cgi?no=12129
http://www.thairath.co.th/media/content/2012/04/04/250619/o4/420.jpg
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 Haan และคณะ (2007) ได้วิเคราะห์กระบวนการผลิตเอทานอลจาก lignocellulose โดยใช้
กระบวนการ  Consolidated bioprocessing (CBP) แบบ one-step เพ่ือลดขั้นตอนและต้นทุนของ
กระบวนการผลิต โดยการปรับปรุงสายพันธุ์ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ให้มีคุณสมบัติทั้งการย่อย
สับสเตรทที่มีองค์ประกอบเป็นเซลลูโลสและเปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอลให้รวมอยู่ด้วยกัน โคลนยีนที่สร้าง
เอนไซม์ Cellobiohydrolase (CBH) ของเชื้อรา (Trichoderma reesei cbh1 และ cbh2, Aspergillus 
niger cbhB และ Phanerochaete chrysosporium cbh1–4) ให้มีการแสดงออกในยีสต์ พบว่าเอนไซม์
ทั้งสี่ชนิด (CBH1, CBH2, CBHB และ CBH1-4) มีการแสดงออกและมีกิจกรรมของเอนไซม์ภายนอกเซลล์
เหมือนกัน โดยจะเห็นว่าทั้ง recombinant CBHs และ native Trichoderma reesei CBH มีระดับการ
แสดงออกต่ าเหมือนกัน จากนั้นวิเคราะห์กิจกรรมของ Cellobiohydrolase (CBH) CBH2 มีกิจกรรมสูง
กว่า CBH1 CBHB CBH1-4 แต่เมื่อเทียบ recombinant CBHs กับ native T. reesei CBH กิจกรรมของ
เอนไซม์ไม่ได้แตกต่างกัน และ CBH2มีกิจกรรมบน phosphoric acid swollen cellulose (PASC) สูงกว่า 
bacterial microcrystalline cellulose (BMCC) แต่กิจกรรมของ CBH1 บน PASC และ BMCC ไม่
ต่างกัน ดังนั้นจึงน า CBH1 ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ปริมาณโปรตีนที่ได้ 0.22±0.17  กรัมต่อมิลลิลิตร 
และค่า specific activity คือ 0.22 ± 0.07 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ซึ่งสูงกว่า Y294[REF] ที่ผสมกับ native 
CBH1 ที่มีค่า specific activity เท่ากับ 0.14 ± 0.04  ยูนิตต่อมิลลิกรัม จากการทดลองท้ังหมดพบว่าระดับ
การแสดงออกของ Cellobiohydrolase (CBH) เท่ากับ native Trichoderma reesei CBH สุดท้ายสิ่งที่
จะท าต่อคือเพ่ิมระดับการแสดงออกใน Saccharomyces cerevisiae ต่อไป 

Mingjie และคณะ (2010) ตรวจสอบการผลิตเอทานอลโดยใช้ switchgrass (Panicum 
virgatum) เป็นวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่ใช้เป็นสับสเตรต โดยกระบวนการเริ่มจากขั้นตอน Pretreatment 
ด้วย Ammonia Fiber Expansion (AFEX) และใช้ทั้งเอนไซม์ทางการค้า และ Saccharomyces 
cerevisiae 424A (LNH-ST) ในการผลิตเอทานอล กระบวนการผลิตใช้มีสองวิธีคือ two-step 
Simultaneous saccharification และ co-fermentation (SSCF). แต่ละกระบวนการจะส่งเสริมการใช้
ไซโลสซึ่งส่งผลให้ปริมาณเอทานอลเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ SSCF ดั้งเดิม SSCF ดั้งเดิมหลังจากย่อย
ความเข้มข้นของกลูโคสและไซโลสเป็น 30.7 และ 25.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ หลังจากเติมยีสต์ความ
เข้มข้นของกลูโคสลดลง 1.3 กรัมต่อลิตร ใน 14 ชม.ความเข้มข้นสุดท้ายของไซโลสและเอทานอลประมาณ 
25 กรัมต่อลิตร และ 22 กรัมต่อลิตร ส าหรับกระบวนการ two step SSCF ความเข้มข้นของกลูโคสและ
ไซโลสเป็น 8.1 และ 25.1 กรัมต่อลิตร หลังจาก 8 ชม. ของการ prehydrolysis. ในขั้นที่หนึ่งของวิธี SSCF 
ความเข้มข้นของกลูโคสและไซโลสลดลง 0.6 และ 18.7 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ขั้นที่สองความเข้มข้นของ
ไซโลสประมาณ 19 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกลูโคสเพ่ิมขึ้นถึง 15 กรัมต่อลิตร ใน 36 ชม. อย่างไร
ก็ตาม ความเข้มข้นของกลูโคสลดลงถึง 0.9 กรัมต่อลิตร ที่ 128 ชม.  ความเข้มข้นขอเอทานอลเป็น 26.3 
กรัมต่อลิตร  

Badal  และคณะ (2008) ทดลองการน าเปลือกข้าว (rice hulls) เป็นวัสดุเหลือทิ้งทางเกษตรมา
พัฒนาเป็น feedstock เพ่ือผลิตเอทานอล โดยย่อยเปลือกข้าวด้วย ปูนขาว (lime หรือ CaCO3) 100 
มิลลิกรัมต่อกรัมของเปลือกข้าว มีการปลดปล่อยน้ าตาลสูงสุดที่ 126 ± 1 มิลลิกรัมต่อกรัมของเปลือกข้าว 
(กลูโคส 93 ± 1 มิลลิกรัม ไซโลส 27 ± 0 มิลลิกรัม อะราบิโนส 6 ± 0 มิลลิกรัม) จากนั้นใช้เซลลูโลไลติ
กเอนไซม์ปริมาณ  0.05 มิลลิลิตรต่อกรัมสับสเตรต  ในสภาวะพีเอช 5 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
และเวลา 72 ชม. จากสภาวะการย่อยด้วยเอนไซม์ที่พีเอช 5 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณของ
เอนไซม์ 3 ชนิดที่ 0.15 มิลลิลิตรต่อกรัมสับสเตรต ให้น้ าตาลสูงที่สุด 154 ± 1 มิลลิกรัมต่อกรัมของเปลือก
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ข้าว จากนั้นตัวอย่างน้ าตาลที่ได้ในขั้นตอน enzymatic saccharification น าเข้าสู่กระบวนการหมักโดยใช้   
recombinant E. coli  สายพันธุ์ FBR5 ในการเปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอล กระบวนการหมักมี 2 ระบบ 
คือ separate hydrolysis and fermentation (SHF) และ simultaneous saccharification and 
fermentation  (SSF) จากการทดลองพบว่า ระบบ SHF  ได้ความเข้มข้นของเอทานอล 9.8 ± 0.5 กรัมต่อ
ลิตร ซึ่งมีความหนาแน่นของเซลล์สูงที่สุดที่ A 660 นาโนเมตร ถึง 6.5± 0.5   ในเวลา 19 ชม. ส่วนใน
ระบบ SSF ความเข้มข้นของเอทานอล 11.0 ± 1.0 กรัมต่อลิตรที่เวลา 53 ชม. 
 
ควำมรู้ทั่วไปเกี่ยวกับยีสต์ 
 ยีสต์ หรือ ส่ำเหล้ำ (อังกฤษ: yeast) คือ รากลุ่มหนึ่งที่ส่วนใหญ่เป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างหลายแบบ 
เช่น รูปร่างกลม รี สามเหลี่ยม รูปร่างแบบมะนาว ฝรั่ง เป็นต้น ส่วนใหญ่มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ 
โดยวิธีการแตกหน่อ มีน้อยชนิดที่เพ่ิมจ านวนโดยการแบ่งเซลล์แบบฟิสชันหรือวิธีอ่ืนๆ มีทั้งชนิดที่สืบพันธุ์
แบบอาศัยเพศโดยการสร้างแอสโคสปอร์ ที่เรียกว่าแอสโคมัยซีตัสยีสต์ และชนิดที่สร้างแบสิดิโอสปอร์ ที่
เรียกว่า แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์  ยีสต์มีความสัมพันธ์กับพืชหรือสัตว์ที่มีชีวิตหรือสารอินทรีย์ที่ได้จากพืชและ
สัตว์ที่ตายแล้ว โดยยีสต์สามารถใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอนได้อย่างหลากหลาย เช่น น้ าตาล กรด
อินทรีย์ กรดไขมัน ไฮโดรคาร์บอน แอลกอฮอล์ และพอลิเมอร์หลายชนิด มีบางชนิดที่เป็นโรคท าให้เกิดโรค
พืชและสัตว์   ยีสต์พบได้ทั่วๆ ไปแบบไม่มีจ ากัดในชีวภาค โดยในธรรมชาติแล้วยีสต์แต่ละชนิดมีแหล่งที่อยู่
จ าเพาะ ขึ้นอยู่กับลักษณะสรีรวิทยาของยีสต์ชนิดนั้น ๆ พบบนบก ในน้ า รวมทั้งแหล่งที่อยู่ที่มีความรุนแรง 
เช่น มีความเค็มสูง และมีความเย็นจัด แหล่งที่อยู่ที่ยีสต์ชอบคือ พืช โดยพบทั้งที่ดอก ผล ใบ ล าต้น และ
ยางไม้   แหล่งที่พบยีสต์อยู่บ่อยๆ คือแหล่งที่มีน้ าตาลความเข้มข้นสูง เช่น น้ าผลไม้ที่มีรสหวาน ยีสต์ที่มีอยู่
ตามธรรมชาติ มักจะปนลงไปในอาหาร เป็นเหตุให้อาหารเน่าเสียได้  และยีสต์เป็นราชนิดที่ส่วนใหญ่มีการ
ด ารงชีวิตเป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างหลายแบบ เช่น กลม รี สามเหลี่ยม รีและปลายด้ายหนึ่งแหลม 
ทรงกระบอกที่มีปลายมน รูปร่างแบบมะนาวฝรั่ง รูปคนโฑหรือฟลาสก์ ยาว เป็นเส้นสาย บางชนิดมีการ
สร้างเส้นใยเทียม บางชนิดสร้างเส้นใยแท้  ขนาดของเซลล์ยีสต์จะผันแปร บางชนิดมีความยาวของเซลล์ 2-
3 ไมโครเมตร ขณะที่บางชนิดยาว 20-50 ไมโครเมตร ส่วนความกว้างผันแปรน้อยกว่า คือระหว่าง 1-10 
ไมโครเมตร (สาวิตรี, 2549) 
 

  
 

รูปที่ 2.17 รูปร่างของยีสต์ 
ที่มา: http://www.microbiologyonline.org.uk/about-microbiology/introducing-microbes/fungi 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A9%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%81%E0%B8%A4%E0%B8%A9
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://www.microbiologyonline.org.uk/about-microbiology/introducing-microbes/fungi
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ประโยชน์จำกยีสต์ 
 ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ชนิดแรกที่มนุษย์น ามาใช้ เริ่มจากการผลิตเบียร์ชนิดหนึ่งที่เรียกว่า Boozah เมื่อ
ประมาณ 7,000 ปีก่อนคริสต์ศักราช ต่อมามีการใช้ยีสต์ในการผลิตไวน์เมื่อ 3,500 ปีก่อนคริสต์ศักราช เมื่อ 
2,000 ปี ก่อนคริสต์ศักราชมีรายงานที่แสดงให้เห็นว่าขนมปังที่ใช้ยีสต์ขึ้นฟูกว่าที่ไม่ได้ใช้อย่างชัดเจน 
จากนั้นเทคโนโลยีการผลิตเบียร์ ไวน์ และขนมปัง ถูกถ่ายทอดจากประเทศอียิปต์ไปยังประเทศกรีก และ
ต่อไปยังโรมัน ส าหรับทวีปเอเชียมีมาประมาณ 1,000 ปีก่อนคริสต์ศักราชมีรายงานในประเทศจีนเกี่ยวกับ
สุรากลั่น ต่อมาในศตวรรษที่ 12  การผลิตวิสกี้เป็นที่รู้จักกันอย่างแพร่หลายทั่วโลก นอกจากนั้นในเอเชียมี
การผลิตน้ านมหมักที่เรียกว่า Kefyr และ Koumiss มาเป็นเวลาหลายศตวรรษ  ปัจจุบันยีสต์ในผลิต
ผลิตภัณฑ์จากการหมักในอุตสาหกรรมที่มีการผลิตปริมาณมากอยู่ 4 ชนิด คือ เบียร์ ไวน์ ยีสต์ขนมปัง และ
โปรตีนเซลล์เดี่ยวและยีสต์อาหารสัตว์ และสามารถแบ่งกว้างๆ ได้เป็น  

1.  เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ เช่น เบียร์ ไวน์ และวิสกี ้
2. ผลิตภัณฑ์จากการหมัก เช่น เอทานอล และกลีเซอรอล 
3. ผลิตภัณฑ์ในรูปของเซลล์ยีสต์ เช่น ยีสต์ขนมปัง  ยีสต์อาหารคน และยีสต์อาหารสัตว์ 
4. ผลิตภัณฑ์ที่สกัดจากเซลล์ยีสต์ เล่น วิตามินบี และวิตามินดี เอนไซม์  

บทที่ 3 
วัสดุและอุปกรณ ์

 
อุปกรณ์ 
1.  Spectrophotometer 
2. Water bath 
3. Incubator shaker 
4. Autoclave 
5. Microscope 
6. Hot air oven 
7. Laminar flow 
8. pH miter 
9. เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง 
10. เตาแก๊ส 
11. micro centrifuge tube  
12. Micropipette 
13. Flask  
14. Duran  bottle 
15. หลอดทดลอง 
16. ลูกแก้ว 

 
สำรเคมี 

1. Carboxymethyl cellulose 
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2. 3, 5-dinitrosalicylic acid 
3. Na2CO3 
4. Citric acid 
5. Na2HPO4 
6. pNPG 
7. 0.004% (w/v) MUG (4-methylumbelliferyl-  -glucoside) 

 
 
 
อำหำรเลี ยงเชื อ 

1. Yeast  extract –malt extract (YM ) agar 
2. carboxymethylcellulose  agar (CMC agar) 
3. Yeast  extract peptone dextrose (YPD broth) 
4. Yeast Nitrogen Base w/0 amino acids (YNB) agar plate 
5.  Minimum medium  
6. Mendel’s medium  
7. Potato dextrose agar  
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บทที่ 4 
วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 
4.1 กำรคัดเลือกยีสต์และรำที่มีประสิทธิภำพในกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 

4.1.1  กำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์เซลลูเลสบนอำหำรแข็ง 
รวบรวมเชื้อยีสต์ที่สามารถผลิต คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส จากจังหวัด

ขอนแก่นและจังหวัชัยภูมิ ที่มีการคัดแยกได้แล้ว 
เตรียมกล้าเชื้อโดยน าเชื้อยีสต์จาก YM agar slant มา streak ลงบนอาหาร YM agar plate 

บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 จากนั้น point inoculation ลงบนอาหาร YM agar plate 
ที่ผสม 1% Carboxymethyl cellulose (CMC) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน
ตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสโดยการราด congo red ให้ท่วมบริเวณบนผิวหน้า
อาหารที่มีเชื้ออยู่ โดยยีสต์ที่ความสามารถในการการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้จะสังเกตเห็นโซนใส (clear 
zone) รอบโคโลนี และบันทึกผล  

 ส่วนการทดสอบเชื้อราจะใช้อาหาร Mineral medium แทน อาหาร YM โดยสุ่มเก็บ
ตัวอย่างเชื้อราจากตัวอย่างดินและเศษใบไม้ จากจังหวัดชัยภูมิ เพ่ือน ามาแยกหาเชื้อราที่สามารถสร้าง
เอนไซม์เซลลูเลสและบีต้ากลูโคซิเดส น าเชื้อราที่เก็บรักษาไว้ใน PDA slant มาท า Point inoculation 
ลงบนอาหาร Mineral medium ที่มีส่วนผสมของ 1%Carboxymethyl cellulose (CMC ) แล้วน า 
จานเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 3-7 วัน จากนั้นราดด้วย congo red solution เพ่ือ
ทดสอบการสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส เลือกเชื้อราที่เกิดเป็นบริเวณใสรอบๆ โคโลนีและ
บันทึกผล 

 
4.1.2 กำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์บีต้ำกลูโคซิเดส (ดัดแปลงจำก White et al., 1996)   

น าเชื้อมาจาก YM agar slant stock มา streak บนอาหาร YM agar plate บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน จากนั้น point inoculation เชื้อลงบนอาหาร Yeast Nitrogen Base 
w/o amino acids (YNB) agar plate ที่มี 0.004% (w/v) MUG (4-methylumbelliferyl- β-D-
glucoside) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมงตรวจสอบการสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโค
ซิเดส โดยเชื้อที่สามารถเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส ได้จะเรืองแสงรอบโคโลนี เมื่อส่องดูภายใต้แสง
อัลตราไวโอเลต บันทึกผล  

ส่วนการทดสอบเชื้อราจะใช้อาหาร Mineral medium แทน อาหาร YM น าเชื้อราที่เก็บ
รักษาไว้ใน PDA slant มาท า point inoculation ลงบนอาหาร Mineral medium ที่มี 0.004%(w/v) 
MUG (4-methylumbelliferyl-β-D-glucoside) แล้วน า จานเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 3 
-5 วัน จากนั้นทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส โดยเชื้อที่สามารถสร้างเอนไซม์
บีต้ากลูโคซิเดสได้นั้นจะสังเกตจากรอบๆโคโลนีของเชื้อจะเรืองแสงเมื่อส่องดูภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต 
 
4.2 กำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ โดยใช้วัสดุเหลือทิ งทำงกำรเกษตรเป็นแหล่งอำหำร 
 4.2.1 กำรผลิตเอนไซม์คำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสและบีต้ำกลูโคซิเดสในอำหำรเหลวส ำหรับยีสต์ 
        น ายี ส ต์ที่ ไ ด้ ท ากา รคั ด เ ลื อกแล้ ว ว่ า เป็ นส าย พันธุ์ ที่ มี ป ระสิ ทธิ ภ าพ ในการผลิ ต 
เซลลูโลไลติกเอนไซม์มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM agar บ่มที่อุณหภูมิ 30º C เป็นเวลา 24-48  
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ชั่วโมง  จากนั้นเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์มา 1 loop full เติมลงใน flask ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร YPD 
broth (yeast extract 10 กรัม, peptone 20 กรัม และ glucose 10 กรัม น้ า 1 ลิตร พีเอช 5) 50 ml, 
pH 5.0 บ่มแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 30ºC  เป็นเวลา 16 ชั่วโมง วัดปริมาณเซลล์โดยใช้ hemacytometer  
(108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ปิเปตเชื้อยีสต์ปริมาตร 5  มิลลิลิตร ลงใน flask ที่มีอาหาร YPD  broth  อยู่ 50 
มิลลิลิตร,  pH 5.0  บ่มแบบเขย่าที่ 150 rpm , อุณหภูมิ 30º C  จากนั้นเก็บเชื้อ 1 มิลลิลิตร ไปปั่นเหวี่ยง
ที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสเก็บใส่ micro centrifuge tube อันใหม่ และเติม 0.5 
M citrate phosphate buffer , pH 5.0  ลงในตะกอนเซลล์ 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นล้างเซลล์ที่  10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เท buffer ทิ้งแล้วเติมกลับ 1 ml เท่าเดิม เก็บส่วนใสที่ -20º C  เก็บ
ตะกอนเซลล์ที่ 4ºC   เพ่ือใช้ส าหรับศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ต่อไป 

  
 4.2.2  กำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ในอำหำรเหลวส ำหรับรำ 

น า ร าที่ ไ ด้ ท า ก า รคั ด เ ลื อ กแล้ ว ว่ า เ ป็ นส าย พันธุ์ ที่ มี ป ระสิ ท ธิ ภ าพ ในการผลิ ต 
เซลลูโลไลติกเอนไซม์มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยน าเชื้อราสายพันธุ์ Penicillium oxalicum HS1-
3 ที่เก็บรักษาไว้ใน PDA slant ย้ายลงใน PDA slant หลอดใหม่ แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 3-
5 วัน จากนั้นน าเชื้อรามาท า Spore suspension โดยให้มีจ านวนสปอร์ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดยน า 
spore suspension ถ่ายลงในอาหาร Mendel (urea 0.3 g/L, (NH4)2SO4 1.4 g/L, KH2PO4 2 g/L, 
CaCl2 0.3 g/L, MgSO4 0.3 g/L, yeast extract 0.25 g/L, peptone 0.75 g/L) ที่ผสมเศษวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย แกลบ เป็นต้น เป็นการเพาะเลี้ยงในสภาพที่เป็น solid state ใน
ถุงพลาสติกชนิดถุงร้อนขนาด 9x14 นิ้ว ปากถุงครอบด้วยกระดาษแข็งรูปทรงกระบอกที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 
50 มิลลิเมตร เพ่ือบังคับขนาดของปากถุง และปิดปากถุงด้วยจุกสาลีโดยสวมตรงบริเวณที่ครอบไว้ด้วย
กระดาษแข็ง ทั้งนี้เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนหลังจากการฆ่าเชื้อแล้ว (Lotong และ Suwanarit, 1983)  บ่ม
ที่อุณหภูมิ 30°C เก็บเชื้อทุกวันที่ 1, 3, 5, และ 7 วัน เป็นเวลาหนึ่งสัปดาห์ แยกราออกจากอาหารโดยการ
เซนตริฟิวก์ น าส่วนใสไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์ 

 
 
 

4.3  กำรศึกษำกิจกรรมของเอนไซม์ 
 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสด้วยการวัดปริมาณของน้ าตาลรีดิวซ์ 

ตามวิธีของ Miller และคณะ (1959) เตรียมตัวอย่างเอนไซม์ที่มีความเข้มข้นที่เหมาะสม  โดยเจือจางด้วย 
0.05 M citate phosphate buffer pH 5 และเตรียมสับสเตรต คือ  สารละลาย Carboxymethyl 
cellulose ร้อยละ 1 ละลายใน 0.05 M citate phosphate buffer pH 5 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลองและน าไปบ่มในอ่างน้ าร้อน 45°C เพ่ือให้สารละลายในหลอดทดลองมีอุณหภูมิเป็น 45°C 
จากนั้นจึงเติมสารตัวอย่างเอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้ลงในหลอดทดลองที่มีสับสเตรตอยู่ แล้วเขย่าให้
เข้ากันทันที และบ่มต่อเป็นเวลา 30 นาที  จึงหยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน
แล้วจึงน าไปต้มในน้ าเดือดนาน 10 นาที  จากนั้นจึงท าให้สารละลายเย็นทันทีโดยน าไปแช่ในอ่างน้ าแข็ง 
แล้วจึงเติมน้ ากลั่นลงไปในหลอดทดลอง 10 มิลลิลิตร จากนั้นจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ น าค่าที่ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย
มาตรฐานกลูโคสเพื่อค านวณหาน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น ซึ่งจะท าให้ทราบค่ากิจกรรมเอนไซม์  
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1 หน่วยของเอนไซม์ (U) หมายถึงปริมาณของเอนไซม์ที่เร่งให้เกิดปฏิกิริยาย่อยสลาย

สับสเตรต (Carboxymethylcellulose Filter paper และ Microcrystalline cellulose) ได้เป็นน้ าตาล
รีดิวซ์ 1 นาโนโมลต่อมิลลิลิตร ในเวลา 1 นาท ีภายใต้สภาวะที่ก าหนด  

 
  การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส  เตรียมตัวอย่างเอนไซม์ที่มีความเข้มข้น
ที่เหมาะสม  โดยเจือจางด้วย 0.05 M citate phosphate buffer pH 5 และปิเปตสับสเตรตคือ  
สารละลาย 0.002 mM pNPG ( para-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside) 0.2 มิลลิลิตร  ใส่ใน
หลอดทดลองและน าไปบ่มในอ่างน้ าร้อน 30°C จากนั้นจึงเติมสารตัวอย่างเอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้
ลงในหลอดทดลองทีม่ีสับสเตรตอยู่ แล้วเขย่าให้เข้ากันทันที และบ่มต่อเป็นเวลา 30 นาที  จึงหยุดปฏิกิริยา
ด้วยสารละลาย 0.25 M Na2CO3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ น าค่าที่ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของ
สารละลายมาตรฐาน p – nitrophenol (pNP) เพ่ือค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์  

1 หน่วยของเอนไซม์ (U) หมายถึงปริมาณของเอนไซม์ที่เร่งให้เกิดปฏิกิริยาการย่อยสับสเตรต 
pNPG และเกิดเป็นผลิตภัณฑ์ p – nitrophenol (pNP) 1 นาโนโมลต่อมิลลิลิตร ในเวลา 1 นาที ภายใต้
สภาวะที่ก าหนด 
 
4.4  กำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยวัตถุดิบทำงกำรเกษตรโดยใช้กระบวนกำรทำงเอนไซม์
 และเคมี 
 น าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาตัดให้เป็นชิ้นเล็กๆ และปั่นให้ละเอียด จากนั้น เริ่มขั้นตอนการ 
pretreatment ด้วยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ในอัตราส่วน 1:10 
และใช้ความร้อนที่ 121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ศึกษาปริมาณน้ าตาลที่ได้และน าวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตรที่ผ่านการ pretreatment แล้วใช้เป็นแหล่งคาร์บอนใน 0.05 M citate phosphate 
buffer pH 5 น าเชื้อยีสต์มาเลี้ยงใน YPD agar (yeast extract peptone dextrose) บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 2-3 วัน จากนั้นย้ายเชื้อมา 1 loop full ใส่ใน YPD broth (yeast extract peptone 
dextrose) ใน flask  ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นับจ านวนเซลล์เริ่มต้นให้ได้ 108 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร ปิเปตเชื้อยีสต์ปริมาตร 5  มิลลิลิตร ลงใน flask ที่มีอาหาร YPD  broth  อยู่ 50 มิลลิลิตร,  
pH 5.0  บ่มแบบเขย่าที่ 150 rpm , อุณหภูมิ 30º C  เพ่ือผลิตเอนไซม์ หรือเพาะเลี้ยงราเพ่ือผลิตเอนไซม์
ในอาหารที่เหมาะสม จากนั้นเติมลงในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ผ่านการ pretreatment แล้วเพ่ือ
ศึกษาความสามารถในการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้ง เก็บตัวอย่าง วิเคราะห์การเจริญ กิจกรรมของเอนไซม์
เซลลูเลส บีต้ากลูโคซิเดส และศึกษาปริมาณน้ าตาลที่ได้ เพ่ือน าน้ าตาลที่ได้ไปใช้ในขั้นตอนของการบวนการ
หมักเอทานอลต่อไป   
 
4.5 ศึกษำกำรผลิตเอทำนอลจำกยีสต์โดยใช้วัสดุเหลือทิ งทำงกำรเกษตรมำใช้เป็นแหล่งอำหำร 
 เลี้ยง Saccharomyces cerevisiae ใน YPD agar (yeast extract peptone dextrose) บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 2-3 วัน จากนั้นย้ายเชื้อมา 1 loop full ใส่ใน YPD broth (yeast extract 
peptone dextrose) ในขวดขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นับจ านวนเซลล์เริ่มต้นให้ได้ 108 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
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 น าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาตัดให้เป็นชิ้นเล็กๆ และปั่นให้ละเอียด จากนั้น pretreatment 
ด้วยกรดซัลฟวิริก (H2SO4) ความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ในอัตราส่วน 1:10 และใช้ความร้อน
ที่ 121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมงวัดปริมาณน้ าตาล จากนั้นเลือก pretreatment ด้วยกรด
ซัลฟวิริก (H2SO4) ความเข้มข้นที่เหมาะสม ศึกษาน้ าตาลที่ได้ 
การผลิตเอทานอลจะน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ผ่านการ pretreatment ด้วยกรดซัลฟิวริก (H2SO4) 
ความเข้มข้นที่เหมาะสม ปรับพีเอช 5 แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง น าส่วนที่เป็นของเหลวเก็บไว้ ส่วนที่เป็น
ของแข็งน าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นใช้เป็นสับเสตรต 10% 
ใน 0.05M CP buffer พีเอช 5 ของเอนไซม์เซลลูเลส บีต้ากลูโคซิเดส อย่างล่ะ 10 มิลลิลิตรบ่มที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นกรองเอาส่วนใส และเติมใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ใน YP 
medium พีเอช 5 เติมยีสต์ 10 เปอร์เซ็นต์ inoculum size ที่ผ่านการบ่มแล้วที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส   18 ชั่วโมง จากนั้น บ่มแบบเขย่าที่30 องศาเซลเซียส   24 ชั่วโมง และน ามาตั้งไว้โดยไม่เขย่าที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   15 วัน เก็บตัวอย่าง 1, 3, 5, 7, 10, 15 วัน และวิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซ์ และ
วิเคราะห์เอทานอลโดยใช้แก๊สโครมาโทกราฟี 
 

 
 

บทที่ 5 
ผลกำรทดลอง 

 
5.1  กำรคัดเลือกยีสต์และรำที่มีประสิทธิภำพในกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 
 5.1.1  กำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์เซลลูเลสและบีต้ำกลูโคซิเดสจำกบนอำหำรแข็ง 
  การทดสอบการสร้างเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ในอาหารแข็ง CMC เป็นเวลา 24-
48 ชั่วโมง ราดด้วย congo red ทิ้งไว้ 15 นาที สังเกตดูโซนใสที่เกิดขึ้น โดยที่ congo red จะดูดซับกับโพ
ลิเมอร์ของน้ าตาลกลูโคสที่ใช้เป็นสับสเตรท คือ carboxymethyl cellulose แล้วจะเห็นเป็นสีแดงของ 
congo red ถ้าหากยีสต์ไม่สามารถสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสซึ่งจะสามารถย่อยสับสเตรทได้
เป็นน้ าตาลกลูโคสได้ ท าให้ congo red ไม่สามารถดูซับกับสับสเตรทได้ จึงเห็นเป็นโซนใส จากการทดสอบ
พบว่าเชื้อเกิดโซนใส 10 สายพันธุ์ คือ Torulaspora  sp.PM34 (New sp.), Candida  sp.PM47(New 
sp.), Candida fructus PM05, Candida sp. FW10 (New sp.), Kluyveromyces africanus S2-1-2, 
Candida tropicalis S1-1, Candida orthopsilosis 109-1, Candida orthopsilosis  214-1, 
Candida  sp. F5-1 (New sp.) , 201-2, 203-1 และ Pichia fabianii 204-1 
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รูปที่ 5.1  การสร้างเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสบนอาหารแข็งของเชื้อ C. tropicalis S1-1  
 

การทดสอบการสร้างเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส บนอาหารแข็ง YNB ที่มี 0.004%(w/v) MUG(4-
methylumbelliferyl-  -glucoside) ที่ 24 – 48 ชม. สังเกตการณ์เรืองแสงเมื่อส่องภายใต้แสง UV  โดย 
MUG จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส ได้เป็น 4-methylumbelliferone ซึ่งเป็นสารเรืองแสง จาก
การส่องภายใต้แสงยูวี พบเชื้อ 3 สายพันธุ์ที่เกิดการเรืองแสง คือ  Wickerhamomyces sp. HT4-37 
(sister sp.), Candida sp. HFr2-24 (sister sp.), Candida natalensis HS1-26 และ Candida tropicalis 
S1-1 

 

 
 
รูปที่ 5.2 การสร้างเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส บนอาหารแข็ง YNB ของเชื้อ C. tropicalis S1-1 

 
 จากการคัดเลือกยีสต์จากธรรมชาติ ได้ ยีสต์ไอโซเลต 204-1 ที่สามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซิล
เมทิลเซลลูเลส และยีสต์ไอโซเลต S1-1 สามารถผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสได้สูง เมื่อจัดจ าแนกประเภท
ยีสต์โดยเปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของยีสต์ พบว่าไอโซเลต 204-1 มีความเหมือน 100% 
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เมื่อเทียบกับเชื้อ Pichia fabianii และไอโซเลต S1-1 มีความเหมือน 100% เมื่อเทียบกับเชื้อ  
C.  glabrata  
 วิเชียร  และคณะ (2538)  ได้ศึกษาการคัดแยกยีสต์ที่ใช้ไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนจากตัวอย่างดิน
และน้ าบริเวณที่มีการเน่าเปื่อยของวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส  ได้แก่ ดินบริเวณนาข้าว  ดินไร่ข้าวโพด  
ดินไร่อ้อย  ดินในป่า  และน้ าทิ้งจากโรงงานกระดาษ  รวมจ านวน  55  ตัวอย่าง  ได้ยีสต์  105  ไอโซเลต  
และเมื่อน ามาคัดเลือกยีสต์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตไซลิทอลซึ่งเป็นแอลกอฮอล์ของไซโลสที่มีความ
หวานใกล้เคียงกับซูโครส  ร่วมกับยีสต์ที่ใช้ไซโลสได้ที่เก็บรวบรวมอยู่ที่มหาวิทยาลัยฮิโรชิมา  ประเทศญี่ปุ่น  
15  สายพันธุ์  โดยใช้การเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีไซโลสและตรวจการสร้างไซลิทอลโดยการเกิดสีหลังจาก
เกิดปฏิกิริยาเคมีของ ไซลิทอล  พบว่า  Candida sp. WT52 มีประสิทธิภาพสูงสุด 
 Swangkeaw และคณะ (2008) รายงานการผลิต extracellular beta-glucosidase จากเชื้อ 
Pichia anomala MDD24 พบว่าที่พีเอช 5-7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 150-200 รอบ
ต่อนาที เป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต β-glucosidase เมื่อท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอน
โปรตีนด้วย 50% (V/V) acetone และน ามาศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์พบว่า เอนไซม์สามารถท างาน
ได้ดีในสภาวะที่มีแอลกอฮอล์ (4-20% V/V) 
 จากการศึกษาการสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยราที่สามารถคัดแยกได้ทั้งหมด 65 ไอ
โซเลต พบรา 25 ไอโซเลต ที่สามารถย่อยสลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสที่ผสมในอาหาร Mineral 
medium ได้ (ตารางที่ 1) ซึ่งสังเกตได้จากโซนใสที่เกิดขึ้นรอบๆ โคโลนี หลังจากการราด congo red ทิ้งไว้ 
15 นาที โดยที่ congo red  จะดูดซับกับโพลิเมอร์ของน้ าตาลกลูโคสที่ใช้เป็นสับสเตรท คือ 
carboxymethy cellulose แล้วเห็นเป็นสีแดง ของ congo red หากรามีการสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิล
เซลลูเลส ซึ่งจะสามารถย่อยสับสเตรทได้ ท าให้ congo red ไม่สามารถดูดซับกับสับสเตรท จึงเห็นเป็นโซน
ใส และผลการผลิตเอนไซม์ จากราที่แยกได้ 65 ไอโซเลต ตรวจพบราจ านวน 25 ไอโซเลต ที่สามารถผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็งได้ (รูปที่ 5.3) 
 

 
 
รูปที่ 5.3   ราไอโซเลต HS1-3 ที่ผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ตรวจสอบโดยราดด้วย congo red 
 
ตำรำงท่ี 5.1  ราไอโซเลตที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็ง 
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Isolate Clear zone 
(mm) 

Isolate Clear zone 
(mm) 

Isolate Clear zone 
(mm) 

HS1-1 - HS2-4 2 HS3-8 3 

HS1-2 - HS2-5 17 HS3-9 10 

HS1-3 21 HS2-6 - HS3-10 - 

HS1-4 4 HS2-7 - HS3-11 - 

HS1-5 43 HS2-8 - HS3-12 - 

 
 
ตำรำงท่ี 5.1  ราไอโซเลตที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็ง (ต่อ) 
 

Isolate Clear zone 
(mm) 

Isolate Clear zone 
(mm) 

Isolate Clear zone 
(mm) 

HS1-6 10 HS2-9 10 HS3-13 - 

HS1-7 32 HS2-10 - HS3-14 - 

HS1-8 - HS2-11 - HS3-15 - 

HS1-9 - HS2-12 7 HS3-16 - 

HS1-10 - HS2-13 10 HS3-17 - 

HS1-11 10 HS2-14 - HS3-18 - 

HS1-12 40 HS2-15 5 HS3-19 - 

HS1-13 - HS2-16 - HS3-20 5 

HS1-14 - HS2-17 1 HS3-21 - 

HS1-15 6 HS2-18 10 HS3-22 1 

HS1-16 - HS3-1 - HS3-23 10 

HS1-17 - HS3-2 - HS3-24 - 

HS1-18 2 HS3-3 - HS3-25 2 

HS1-19 - HS3-4 - HS3-26 11 

HS2-1 - HS3-5 - HS3-27 - 

HS2-2 - HS3-6 - HS3-28 1 

HS2-3 - HS3-7 - 
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 จากการศึกษาการสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสที่ดัดแปลงวิธีจาก White และคณะ, 1996 โดยราที่
สามารถคัดแยกได้ทั้งหมด 65 ไอโซเลต พบราเพียง 2 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่ 2 โดยราที่สามารถผลิต
เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสได้จะสามารถย่อยสลาย 0.004% (w/v) MUG (4-methylumbelliferyl-β-D-
glucoside) ที่ผสมในอาหาร Mineral medium เมื่อถูกย่อยด้วยเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดส จะได้เป็น สาร 4-
methylumbelliferone ซึ่งเป็นสารเรืองแสง  เมื่อส่องดูภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลตจะพบการเรืองแสง
รอบๆ โคโลนีของเชื้อราได้  (รูปที่ 5.4)    

 

 
 
รูปที่ 5.4   ราไอโซเลต HS1-3 ที่ผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส ตรวจสอบโดยส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
 
ตำรำงท่ี 5.2  ไอโซเลตที่สามารถสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสบนอาหารแข็ง 
 

Isolate Visualize zone 
(mm) 

Isolate Visualize zone 
(mm) 

Isolate Visualize zone 
(mm) 

HS1-1 - HS2-5 - HS3-10 - 

HS1-2 - HS2-6 - HS3-11 - 

HS1-3 2 HS2-7 - HS3-12 - 

HS1-4 - HS2-8 - HS3-13 - 

HS1-5 2 HS2-9 - HS3-14 - 

HS1-6 - HS2-10 - HS3-15 - 

HS1-7 - HS2-12 - HS3-16 - 

HS1-8 - HS2-13 - HS3-17 - 
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HS1-9 - HS2-14 - HS3-18 - 

HS1-10 - HS2-15 - HS3-19 - 

HS1-11 - HS2-16 - HS3-20 - 

HS1-12 - HS2-17 - HS3-21 - 

HS1-13 - HS2-18 - HS3-22 - 

HS1-14 - HS3-1 - HS3-23 - 

ตำรำงท่ี 5.2  ไอโซเลตที่สามารถสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสบนอาหารแข็ง (ต่อ) 
 

Isolate Visualize zone 
(mm) 

Isolate Visualize zone 
(mm) 

Isolate Visualize zone 
(mm) 

HS1-15 - HS3-2 - HS3-24 - 

HS1-16 - HS3-3 - HS3-25 - 

HS1-17 - HS3-4 - HS3-26 - 

HS1-18 - HS3-5 - HS3-27 - 

HS1-19 - HS3-6 - HS3-28 - 

HS2-1 - HS3-7 - HS2-5 - 

HS2-2 - HS3-8 - HS2-6 - 

HS2-3 - HS3-9 - HS2-7 - 

HS2-4 -   
   

เอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสจาก  P. citrinum YS40-5 มีค่ากิจกรรมเอนไวม์สูงสุดเมื่อเพาะลี้ยงใน
แหล่งคาร์บอนเป็น  rice bran แต่ไม่พบกิจกรรมเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสเมื่อเพาะเลี้ยงในชานอ้อย (Ng และ
คณะ, 2010) แต่อย่างไรก็ตาม ทั้งฟางข้าว ร าข้าวสาลีและชานอ้อยยังคงเป็นแหล่งของสับสเตรตที่เหมาะสม
ต่อการน าไปใช้ในการผลิตเอทานอล (Sukumaran และคณะ, 2009; Lever และคณะ, 2010).   

Ng และคณะ (2010) รายงานการทนอุณหภูมิสูงของเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสสามารถเกิดกิจกรรม
ได้ที่ 30 ถึง 50oC เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง ซึ่งมีค่าครึ่งชีวิต (T1/2) ที่ 60oC 1 ชั่วโมง โดยค่าครึ่งชีวิตของ
เอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสจาก  P. citrinum YS40-5 อยู่ที่ 58oC เป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง และมีค่ากิจกรรม
สูงสุดร้อยละ 75 ที่ 60oC เป็นเวลา  10 นาที และเอนไซม์นี้จะไม่สามรถเกิดกิจกรรมเอนไซม์เมื่อบ่มที่ 
70oC เป็นเวลา 10 นาที  

ความสามารถของเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสในการทนต่อค่าพีเอชจาก P. citrinum YS40-5 สามารถ
ทนได้ที่ช่วง  3.0 ถึง 8.0 ซึ่งมีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงกว่าร้อยละ 85 (Ng และคณะ, 2010).    

เอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสทางการค้าจากรา A. niger ถูกยับยั้งโดยกลูโคส (Barbagallo และคณะ, 
2004; Swangkeaw และคณะ, 2009).  Moreover, the catalyzed reactions from Pichia anomala 
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AL112 (Spagna et al., 2002), Debaryomyces vanrijiae (Belancic และคณะ, 2003) and Candida 
peltata NRRL Y-6888 (Saha and Bothast, 1996) β-glucosidases are inhibited by glucose.   

จากการทดลอง ราไอโซเลต HS1-3 มีความสามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้สูงสุดบนอาหาร PDA 
และมีความสามารถสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสได้สูงสุดเช่นกัน จึงคัดเลือกรา HS1-3  เพ่ือน ามาศึกษา
กิจกรรมของเอนไซม์ในขั้นตอนต่อไป 
  
5.2  กำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ โดยใช้วัสดุเหลือทิ งทำงกำรเกษตรเป็นแหล่งอำหำร 
      5.2.1  กำรผลิตเอนไซม์เซลลูโลไลติกเอนไซม์ ในอำหำรเหลวส ำหรับยีสต์   
  จากการการทดสอบการสร้างเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ในอาหารเหลว ส าหรับ
เชื้อ Pichia fabianii 204-1 พบว่า P. fabianii 204-1 สามารถเจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 โดยมีจ านวนเซลล์ประมาณ 10.85 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหาร
ที่ม ีชานอ้อย ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอนตามล าดับ (รูปที่ 5.5)  
 

 
 
รูปที่ 5.5  จ านวนเซลล์ของ  Pichia fabianii 204-1 ที่มีแหล่งคาร์บอนต่าง ๆกัน (  CMC,  ชาน
    อ้อย, YPD) 
 
 เมื่อศึกษากิจกรรมเอนไซม์ของเชื้อ P. fabianii 204-1 ที่สามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิล 
เซลลูเลส จาก Extracellular enzyme  พบว่า เมื่อใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่เป็นชานอ้อยเป็นแหล่ง
คาร์บอนส าหรับการผลิตเอนไซม์ เชื้อ P. fabianii 204-1 สามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิล 
เซลลูเลสสูงที่สุดในวันที่ 3 ของการเพาะเลี้ยงคือ 32.55 U/ml  และอาหารที่ม ีCMC และกลูโคส เป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล าดับ (รูปที่ 5.6) และจากรูปที่ 5.7 เชื้อ Pichia fabianii 204-1 
สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี CMC เป็นแหล่ง
คาร์บอนซึ่งผลิตได้มากในวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยงคือเท่ากับ 37.41  U/ml  และในสภาวะที่มีกลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา 
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รูปที่ 5.6 กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก extracellular  enzyme ของ P. fabianii 204-1  
 ( YPD,  CMC,    ชานอ้อย) 
  

  
 
รูปที่ 5.7  กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ whole cell จากเชื้อ Pichia fabianii 204-1  
   ( YPD,  CMC) 
  
 เมื่อศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญส าหรับเชื้อ โดยเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีแหล่ง
คาร์บอนต่างกัน คือ YPD, CMC และ ชานอ้อย เป็นส่วนผสมลงไปในอาหารเหลว และท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
Candida tropicalis S1-1 เป็นระยะเวลา 7 วัน โดยมีการเก็บตัวอย่างทุกวันเพ่ือศึกษาการเจริญของเชื้อ
โดยการนับเซลล์  พบว่า เชื้อ C. tropicalis S1-1 สามารถเจริญได้ดีในอาหารที่มี ชานอ้อยเป็นแหล่ง
คาร์บอน ซึ่งเจริญสูงสุดในวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยง และในอาหารที่มี กลูโคส และ CMC เป็นแหล่ง
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คาร์บอน คือมีเซลล์ประมาณ  4.03 x 108 , 3.25 x 108 , 0.78 x 108 และ 0.38 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ (รูปที่ 5.8)  
  

 
 
รูปที่ 5.8 จ านวนเซลล์ของ Candida tropicalis S1-1 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกัน 
  ( YPD,  CMC,    ชานอ้อย) 

 
จากนั้นวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสที่ผลิตโดยยีสต์ในอาหารเหลว โดยน าเอนไซม์

บีต้ากลูโคซิเดสท าปฏิกิริยากับสับสเตรตคือ  สารละลาย 0.002 mM pNPG ( para-nitrophenyl-beta-D-
glucopyranoside)  และวัดค่าการดูดกลืนแสง จากนั้นจึงน าค่าที่ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน จึ งจะ
สามารถทราบค่ากิจกรรมของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสได้ โดยจาการทดลองพบว่า Candida tropicalis S1-
1 สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสได้สูงสุดคือ 17.98 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบเชื้อยีสต์อ่ืนๆที่
คัดแยกได ้(ตารางท่ี 5.3) 

 
 
 
 
 
ตำรำงท่ี 5.3 ปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสโดยยีสต์ในอาหารเหลวเมื่อเลี้ยงเชื้อ 
 

ไอโซเลต 
กิจกรรมของเอนไซม์บีต้ำกลูโคซิเดส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร)  
Intracellular enzyme Extracellular enzyme 
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 5.2.2 กำรผลิตเอนไซม์คำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสและบีต้ำกลูโคซิเดสในอำหำรเหลวส ำหรับรำ 
  จากการคัดเลือกเชื้อราโดยการสุ่มเก็บตัวอย่างดินและเศษใบไม้  จากจังหวัดชัยภูมิ 
สามารถแยกราได้จ านวน 65 ไอโซเลต โดยสามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซิลเมทิลเซลลูเลสและเอนไซม์
เบต้ากลูโคซิเดสได้สูงสุดจ านวน 1 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต HS1-3 เมื่อน ามาจัดจ าแนกเชื้อราโดยใช้ ITS1-2 
region sequencing พบว่าไอโซเลต HS1-3 มีความเหมือน 100% เมื่อเทียบกับเชื้อ Penicillium 
oxalicum  
  การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสด้วยการหาปริมาณ reducing 
sugar ด้วยวิธี DNS ตามวิธีของ Miller และคณะ (1959) โดยเตรียมตัวอย่างเอนไซม์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว ซึ่งท าการเก็บตัวอย่างเอนไซม์ทุกวันเป็นระยะเวลา 7 วัน จากนั้นเตรียมเอนไซม์ที่มีความเข้มข้นที่
เหมาะสมและท าปฏิกิริยากับสารละลายสับสเตรต คือ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส จึงหยุ ดปฏิกิริยาด้วย
สารละลาย DNS แล้วจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ น าค่าที่ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกลูโคสเพ่ือค านวณหาน้ าตาล
รีดิวซ์ที่เกิดขึ้น ซึ่งจะท าให้ทราบค่ากิจกรรมเอนไซม์ จากการทดลองจึงได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ พบว่า ใน
วันที่ 3 ของระยะเวลาการบ่ม โดยรา P. oxalicum HS1-3 จะมีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด คือ 217.60 ยูนิ
ตต่อมิลลิลิตร และมีค่าลดลงเมื่อบ่มเป็นระยะเวลา 7 วัน ดังรูปที่ 5.9 
 

 
 

รูปที่ 5.9 การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดย P. oxalicum HS1-3 
 
 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสโดย P. oxalicum HS1-3 โดยเตรียมตัวอย่าง
เอนไซม์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ซึ่งมีการเก็บตัวอย่างเอนไซม์ทุกวันเป็นระยะเวลา 7 วัน ในการวิเคราะห์
กิจกรรมเอนไซม์สามารถท าได้โดยเตรียมตัวอย่างเอนไซม์ที่มีความเข้มข้นที่เหมาะสม  เพ่ือท าปฏิกิริยากับ
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สารละลายสับสเตรต คือ pNPG ( para-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside) จากนั้นจึงหยุด
ปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 0.25 M Na2CO3 แล้วจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโน
เมตร น าค่าที่ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน p – nitrophenol (pNP) เพ่ือ
ค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ จากการทดลองจึงพบว่า รา P. oxalicum HS1-3 สามารถผลิตเอนไซม์
บีต้ากลูโคซิเดสได้สูงสุดในวันที่ 5 ของการทดลองซึ่งผลิตได้ 23.70 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และค่ากิจกรรม
เอนไซม์จะเริ่มลดลงในวันที่ 7 ของระยะเวลาการบ่ม  ดังรูปที่ 5.10  

 

 
รูปที่ 5.10 การผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสโดย P. oxalicum HS1-3 

 
 การศึกษาการเจริญของเชื้อราท าโดยการหาน้ าหนักแห้งของรา โดยน าเชื้อราที่เลี้ยงไว้ในอาหาร
เหลว mineral salt medium มากรองเพ่ือแยกเอาส่วนของเส้นใยและสปอร์ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ส่วนบนกระดาษกรองจะมีเส้นใยและสปอร์ของราอยู่ น าไปอบเพ่ือหาน้ าหนักแห้ง โดยการอบแล้ววัด
น้ าหนักแห้งในวันที่ 1, 3, 5 และ 7 จากรูปที่ 5.11 จะเห็นได้ว่ารา P. oxalicum HS1-3 มีน้ าหนักแห้ง
เพ่ิมขึ้นในแต่ละวันที่น าท าการวิเคราะห์หาน้ าหนักแห้ง โดยพบการเจริญระยะ log phase ภายหลังจาก
การเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 3 วัน  
 การคัดเลือกรา Penicillium เพ่ือการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์พบรา P. brasillianum IBT 
20888 มีกิจกรรมเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสสูงสุดที่ 1.2 U/mL เมื่อเลี้ยงเป็นเวลา 240 ชั่วโมง ในอาหารที่มี
เซลลูโลส 20 กรัมต่อลิตร (Kristian และคณะ, 2004) 

Sree และคณะ (1999) พบว่า การผลิตเอทานอลโดยใช้เชื้อ Saccharomyces cerevisiae (VS3) 
ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่สามารถท างานได้ในที่ที่มีอุณหภูมิสูงร่วมกับเชื้อ Bacillus sp. (VB9) ในกระบวนการหมัก
แบบ Solid Substrate Fermentation (SSF) ที่ใช้วัตถุดิบผสมระหว่างข้าวฟ่างและมันเทศจะสามารถผลิต
เอทานอลได้ 5 กรัม/100 กรัมวัตถุดิบ และ 3.5 กรัม/100 กรัมวัตถุดิบ ที่อุณหภูมิในกระบวนการหมัก 
370C และ 42 0C ตามล าดับ 
 

0

5

10

15

20

25

0 1 2 3 4 5 6 7

กิจ
กร

รม
เอ

นไ
ซม

์บีต้
ำก

ลูโ
คซิ

เด
ส 

(U
/m

l) 

ระยะเวลำกำรบ่ม (วัน) 



43 

 

 
รูปที่ 5.11  การเจริญของเชื้อราโดยการหาน้ าหนักแห้ง 

 

 ในการทดลองขั้นต่อไป จะศึกษาการผลิตเอนไซม์โดยใช้วัสดุเหลือใช้ทางเกษตรมาเป็นแหล่งอาหาร 
เพ่ือน าไปใช้ในการผลิตเอทานอล 
 
5.3 ศึกษำกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ โดยใช้วัสดุเหลือทิ งทำงกำรเกษตรเป็นแหล่งอำหำร          
 5.3.1 กำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์จำกยีสต์โดยใช้วัสดุเหลือทิ งทำงกำรเกษตร 
  จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร
เป็นแหล่งอาหาร น ายีสต์ P. fabianii 204-1  ที่ได้ท าการคัดเลือกแล้วว่าเป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM agar ที่มีส่วนผสมเศษวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ชานอ้อย และ CMC ในความเข้มข้นที่ต่างกัน  บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ  
30 °C เป็นระยะเวลา 15 วัน วัดการเจริญของยีสต์โดยการนับจ านวนเซลล์ยีสต์  พบว่าจ านวนเซลล์ของ  
P. fabianii 204-1  เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็น ชานอ้อยที่ผสมใน
อาหารเหลวที่ความเข้มข้น 2% จะมีปริมาณเซลล์มากที่สุดในวันที่ 3 ของการบ่ม คือ 7440 x106 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร (ตารางที่ 5.4) 
 
  

0
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
0.006
0.007
0.008
0.009
0.01

0 1 2 3 4 5 6 7

น  ำ
หน

ักแ
ห้ง

 

ระยะเวลำบ่ม (วัน) 



44 

 

ตำรำงท่ี 5.4  จ านวนเซลล์ของ P. fabianii 204-1  เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีส่วนผสมของ 
        คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และชานอ้อย 
 

รหัสเชื อ วัสดุเหลือทิ งทำงกำรเกษตร วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 10 วันที่ 15 

204-1 

2% carboxymethylcellulose 69 x105 1520 x105 152 x106 296 x106 2080 x105 136 x106 

2% ชานอ้อย 69 x105 7440 x105 7440 x106 1092 x106 976 x106 704 x106 

1% ชานอ้อย 69 x105 7480 x105 748 x106 1548 x106 1576 x106 1016 x106 
 
 

 
 
รูปที่ 5.12 จ านวนเซลล์ของ  Pichia fabianii 204-1 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนเป็น
     2% carboxymethylcellulose,  2% ชานอ้อย และ 1% ชานอ้อย 

 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็น
แหล่งอาหาร แสดงดังตารางที่ 5.4 ซึ่งเชื้อมีการเจริญสูงในวันที่ 3 ในแหล่งอาหารชนิดต่างๆ และการเจริญ
ลดลงในวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยง ดังรูปที่ 5.12 การสร้างเอนไซม์เซลลูเลสดังแสดงในตารางที่ 5.5  2% 
carboxymethylcellulose และ 2% ชานอ้อย กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสสูงสุดเป็น 14.60 และ 2.93 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยงตามล าดับ และเริ่มลดลงในวันที่ 10  
 
 
ตำรำงที่ 5.5  ปริมาณกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสของ Pichia fabianii 204-1 
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รหัสเชื้อ วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 10 

204-1 
2% ชานอ้อย 0 2.60 2.93 2.60 

1% ชานอ้อย 0 5.27 3.60 9.93 

 

 
 
รูปที 5.13 กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ  Pichia fabianii 204-1 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร
    ที่มีแหล่งคาร์บอนเป็น 2% ชานอ้อย และ 1% ชานอ้อย) 

 
 

  เมื่อศึกษาการเจริญของ C. tropicalis S1-1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่าง
กันคือ carboxymethylcellulose และชานอ้อย โดยมีสภาวะการเพาะเลี้ยงและระยะเวลาการบ่ม
เช่นเดียวกับการเพาะเลี้ยงเพ่ือการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  พบว่า C. tropicalis S1-1 
สามารถเจริญได้ในแหล่งอาหารที่ประกอบไปด้วย carboxymethylcellulose, ฟางข้าว และชานอ้อย ซึ่ง
ผลการทดลองการศึกษาการเจริญของเซลล์ยีสต์โดยการนับจ านวนเซลล์ (ตารางที่ 5.6) พบว่าไอโซเลต 
C.tropicalis S1-1 เจริญได้สูงสุดเมื่อเลี้ยงเป็นระยะเวลา 5 วัน โดยมีแหล่งคาร์บอนเป็น 1% ฟางข้าว และ 
1% ชานอ้อย เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญ ดังรูปที่ 5.14 
  
 
 
ตำรำงท่ี 5.6  จ านวนเซลล์ของ Candida tropicalis S1-1 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีส่วนผสมของ   
  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และชานอ้อย 
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รูปที่ 5.14 จ านวนเซลล์ของ Candida tropicalis S1-1 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนเป็น 
    1% ชานอ้อย,  2% carboxymethylcellulose,  2% ชานอ้อย) 
 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสโดยใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นแหล่งอาหาร 
น ายีสต์ C. tropicalis S1-1 ที่ได้ท าการคัดเลือกแล้วว่าเป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์
บีต้ากลูโคซิเดสมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM agar ที่มีส่วนผสมเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น 
ฟางข้าว ชานอ้อย และ CMC ในความเข้มข้นที่ต่างกัน  พบว่ามีการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสสูงสุดใน
วันที่  3 ของการ เลี้ ย ง เชื้ อ  และค่ ากิ จกรรมของ เอนไซม์จะค่อยลดน้อยลง โดย 2% 
carboxymethylcellulose เป็นแหล่งอาหาร ที่เหมาะสมส าหรับผลิตเอนไซม์บีต้ากลูซิเดส โดยผลิตได้
เท่ากับ   3.10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ส่วนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 1% ฟางข้าว และ 1% ชานอ้อย สามารถผลิต
เอนไซม์ได้สูงรองลงมาคือ 2.63 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  (รูปที่ 5.15 และ ตารางที่ 5.7) 
 
ตำรำงท่ี 5.7 ปริมาณกิจกรรมเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida tropicalis S1-1  
 

ไอโซเลต วัสดุเหลือทิ งทำงกำรเกษตร 
กิจกรรมของเอนไซม์บีต้ำกลูโคซิเดส (U/ml) 

วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 10 วันที่ 15 
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S1-1 

2% carboxymethylcellulose 14x105 150x105 700x105 300x105 280x105 220x105 

2% ชานอ้อย 14x105 600x105 800x105 815x105 850x105 500x105 

1% ชานอ้อย 14x105 1280x105 1950x105 2460x105 2250x105 760x105 
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2% ชานอ้อย 0 0.48 1.91 1.91 2.15 0.25 

1% ชานอ้อย 0 1.9 2.63 0.96 2.39 0.01 
 
  

 
 
รูปที่ 5.15  กิจกรรมเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส ของ Candida tropicalis S1-1 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีวัสดุ 
     เหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนเป็นเวลา 15 วัน   
    ( 2% ชานอ้อย, 1%ชานอ้อย) 
 
 5.3.2 กำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์จำกรำโดยใช้วัสดุเหลือทิ งทำงกำรเกษตร 
  น าราที่ได้ท าการคัดเลือกแล้วว่าเป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลไลติกเอน
ไซม์มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยน าเชื้อราสายพันธุ์ Penicillium oxalicum HS1-3 มาเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีส่วนผสมของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร คือ ชานอ้อย ร าข้าวสาลีและแกลบ ในสภาวะ
การหมักแบบแห้ง จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 10 วัน  วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซี
เมทิลเซลลูเลสและเอนไซม์บีต้ากลูโคสิแดสที่เกิดข้ึน 
  จากการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสที่ผลิตโดยเชื้อรา P. oxalicum 
HS1-3 ในสภาวะการหมักแบบแห้ง พบว่าเมื่อใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยงสามารถส่งผล
ให้รา P. oxalicum HS1-3 ผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสได้สูงถึง 311.11 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 5 วัน (รูปที่ 5.16 ) และเริ่มมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
ระยะเวลาที่นานขึ้น คือ วันที่ 10 ของการเพาะเลี้ยงจะมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ เท่ากับ 166.67 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และเปรียบเทียบกับการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในสภาวะการเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว พบว่าจะมีค่ากิจกรรมเอนไซม์น้อยกว่าการเพาะเลี้ยงเพ่ือการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสใน
สภาวะการหมักแบบแห้ง 
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รูปที่ 5.16  กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  เมื่อเลี้ยง P. oxalicum HS1-3 ในอาหารที่มีวัสดุ

เหลือทิ้งทางการเกษตรในสภาวะการหมักแบบแห้ง (          ชานอ้อย) และหมักแบบสภาพ
เหลว (  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส) 

 

 จากการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสที่ผลิตโดยเชื้อรา P. oxalicum HS1-3 ในสภาวะ
การหมักแบบแห้ง พบว่าเมื่อใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยงสามารถส่งผลให้รา 
P. oxalicum HS1-3 ผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสได้สูงถึง 244.90 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 10 วัน (รูปที่ 5.17) และเมื่อเพาะลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 5 วัน มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่สูง 235.82  
ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งใกล้เคียงกับค่ากิจกรรมเอนไซม์เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 10 วัน และเมื่อเปรียบเทียบค่า
กิจกรรมเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสที่ผลิตโดยเชื้อรานี้ในสภาวะการหมักแบบแห้งและในอาหารเหลว พบว่าการ
ผลิตเอนไซม์เอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสในอาหารเหลวให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 22.05 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 10 วัน ซึ่งเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะการหมักแบบแห้งจะให้ค่ากิจกรรม
เอนไซม์สูงกว่ามากถึง 100 เท่าของค่ากิจกรรมเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสในสภาวะการหมักในอาหารเหลว 
 การใช้ชานอ้อย ซังข้าวโพด และขี้เลื่อยเพ่ือผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจาก A. flavus โดยมีการบดสับ 
และการย่อยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ก่อนน าไปใช้ในการผลิตเอนไซม์  โดยจากการหมักพบว่าขี้เลื่อยเป็น
แหล่งคาร์บอนที่ผลิตเอนไซม์และให้ค่ากิจกรรมสูงสุดที่ 0.0743 IU/mL  ขณะที่ ชานอ้อยและซังข้าวโพดให้
ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 0.0573 และ 0.0502 IU/mL ตามล าดับ และวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเหล่านี้ให้ค่า
กิจกรรมเอนไซม์ที่สูงสุดเมื่อบ่มเป็นเวลา 12 ชั่วโมง (Ojumu และคณะ, 2003) 
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รูปที่ 5.17 กิจกรรมเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดส เมื่อเลี้ยง P. oxalicum HS1-3 ในอาหารที่มีวัสดุเหลือทิ้งทาง   

การเกษตรในสภาวะการหมักแบบแห้ง (  ชานอ้อย) และหมักแบบสภาพเหลว (  
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส) 

  
 เมื่อศึกษาปริมาณของโปรตีนตามวิธี Lawry และคณะ (1951) ของรา P. oxalicum HS1-3 ใน
การเจริญในสภาวะการหมักแบบแห้งที่มีชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน  พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงราเป็นระยะเวลา 
7 วัน จะพบว่ามีปริมาณของโปรตีนที่สูงที่สุด คือ 9.60 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่าปริมาณโปรตีนลดลง
เมื่อเพาะเลี้ยงต่อไป (รูปที่ 5.18) 

 
 
รูปที่ 5.18  ปริมาณของโปรตีน เมื่อเลี้ยง P. oxalicum HS1-3 ในอาหารที่มีชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนใน
     สภาวะการหมักแบบแห้ง  
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Badal  และคณะ (2008) ทดลองการน าเปลือกข้าว (rice hulls) เป็นวัสดุเหลือทิ้งทางเกษตรมา
พัฒนาเป็น feedstock เพ่ือผลิตเอทานอล พบว่ามีการปลดปล่อยน้ าตาลสูงสุดที่ 126 ± 1 มิลลิกรัมต่อกรัม
ของเปลือกข้าว (กลูโคส 93 ± 1 มิลลิกรัม ไซโลส 27 ± 0 มิลลิกรัม อะราบิโนส 6 ± 0 มิลลิกรัม) จากนั้นใช้
เซลลูโลไลติกเอนไซม์ปริมาณ  0.05 มิลลิลิตรต่อกรัมสับสเตรต  จากสภาวะการย่อยด้วยเอนไซม์ ให้น้ าตาล
สูงที่สุด 154 ± 1 มิลลิกรัมต่อกรัมของเปลือกข้าว จากนั้นตัวอย่างน้ าตาลที่ได้ในขั้นตอน enzymatic 
saccharification น าเข้าสู่กระบวนการหมักโดยใช้   recombinant E. coli  สายพันธุ์ FBR5 ในการ
เปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอล จากการทดลองพบว่า ระบบ SHF  ได้ความเข้มข้นของเอทานอล 9.8 ± 0.5 
กรัมต่อลิตร ซึ่งมีความหนาแน่นของเซลล์สูงที่สุดที่ A 660 นาโนเมตร ถึง 6.5± 0.5   ในเวลา 19 ชม. ส่วน
ในระบบ SSF ความเข้มข้นของเอทานอล 11.0 ± 1.0 กรัมต่อลิตรที่เวลา 53 ชม. 

การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสจาก A.niger MTCC 7956 โดยการหมักแบบ
แห้งที่มีวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นฟางข้าว ชานอ้อย และร าข้าวสาลีในการผลิตเอนไซม์ ซึ่งในการย่อย
วัสดุเหลือทิ้งจะใช้เอนไซม์เซลลูเลส 50 FPU และเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดส 10 U ต่อ 1 กรัมวัสดุเหลือ พบว่า
ได้น้ าตาลรีดิ้วซ์สูงสุด คือ 26.3 กรัมต่อลิตร และ 17.79 กรัมต่อลิตร จากนั้นน าน้ าตาลที่ได้ไปหมักเอทานอ
ลพบว่า ให้ปริมาณเอทานอลสูงสุดที่  0.093 กรัมต่อกรัมฟางข้าว ( Sukumaran และคณะ, 2009)  

 วิมลทิพย์ และคณะ ทดลองพบว่า Bacillus sp. สายพันธุ์ TW-1 เป็น facultatively anaerobic 
bacterium ซึ่งคัดแยกได้จากถังหมักแก๊สชีวภาพ สามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่มไซลาโนไลติกและเซลลูโลไล
ติก โดยประกอบด้วย ไซลาเนส เบต้าไซโลซิเดส อะราบิโนฟูราโนซิเดส คาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลส อะไว
ซิเลส เซลโลไบโอไฮโดรเลส และ เบต้ากลูโคซิเดส เมื่อเจริญในอาหารที่มีเปลือกข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอน 
ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน ในส่วนของ crude enzyme เมื่อน ามาตรวจสอบด้วย SDS-PAGE และ 
zymograms พบโปรตีนอย่างน้อย 26 ชนิด ซึ่งประกอบด้วยไซลาเนส 12 ชนิด และคาร์บอกซีเมททิลเซลลู
เลส 12 ชนิด เมื่อน า crude xylanolytic-cellulolytic enzyme มาย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
พบว่าสามารถย่อยเปลือกข้าวโพดได้สูงสุด รองลงมา คือ ซังข้าวโพด ชานอ้อย ฟางข้าว และ แกลบ 
ตามล าดับ โดยผลิตภัณฑ์ที่ได้ส่วนใหญ่เป็นน้ าตาล ไซโลส และกลูโคส 
 
5.4   กำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยวัตถุดิบทำงกำรเกษตร 
 5.4.1   ปริมำณน  ำตำลทั งหมดจำกกำรย่อยสลำยด้วยวิธีทำงเคมี 
            จากการทดสอบการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรด้วยวิธีทางเคมี  โดยการน าวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตร คือ ชานอ้อยซึ่งพบว่าทั้งราและยีสต์มีความสามารถในการย่อยสลายและให้ปริมาณ
น้ าตาลกลูโคสสูง มาย่อยสลายด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นต่างๆและวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคสที่เกิดขึ้น
พบว่า เมื่อย่อยชานอ้อยด้วย 1%กรดซัลฟิวริกและบ่มด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที จะ
ใหป้ริมาณน้ าตาลกลูโคสสูงสุดคือ  28.01 กรัมต่อลิตร (รูปที่ 5.19) ซึ่งเป็นความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสที่
เหมาะสมและสามารถน าไปใช้ในการหมักเอทานอลต่อไปได้  
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รูปที่ 5.19  ปริมาณน้ าตาลกลูโคสจากการย่อยสลายด้วยกรดซัลฟิวริก (   บ่มชานอ้อย 30 นาที,  
       บ่มชานอ้อย 60 นาที) 
 

 
 
รูปที่ 5.20  ลักษณะของชานอ้อยเมื่อถูกย่อยด้วยกรดซัลลฟิวริกและความร้อน (A :ชานอ้อยที่ยังไม่ถูกย่อย
     ด้วยกรด และ B : ชานอ้อยที่ถูกย่อยด้วยกรดและความร้อน) 
  
  
5.5  กำรศึกษำกำรผลิตเอทำนอลจำกยีสต์ 
 โดยใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใช้เป็นแหล่งอาหารโดยการหมักร่วมกับ ราและ/หรือยีสต์ที่
สามารถผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ ตลอดจนทดลองร่วมกับการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยวิธีทางเคมี วิเคราะห์
ปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึน 
 
ตำรำงท่ี 5.8 ปริมาณเอทานอลจากการหมักชานอ้อยด้วยเซลลูไลติกเอนไซม์จากเชื้อรา P. oxalicum  
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      HS1- 3 ยีสต์ Pichia fabianii 204-1 และ Candida glabrata S1-1 
 

น้ าตาลกลูโคส
เริ่มต้น  

(g/g substrate) 

เอทานอล (% v/v) 

วันที 1 วันที 3 วันที 5 วันที 10 วันที 15 

0.600 0.032 0.176 0.282 0.290 0.221 
 
 จากนั้นน าวัสดุเหลือทิ้งที่ได้จากการย่อยสลายด้วยกรดเข้าสู่กระบวนการหมักเอทานอล โดย 
Saccharomyces cerevisiae ซึ่งหมักร่วมกับเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากยีสต์และราร่วมด้วย  โดยปริมาณ
น้ าตาลกลูโคสเริ่มต้นที่น าไปใช้ในกระบวนการหมักเท่ากับ 0.6 g/g ชานอ้อยโดยกระบวนการหมักเอทานอล
โดย ทั้งหมดใช้เวลา 15 วันและน าตัวอย่างที่ได้วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลโดยการวิเคราะห์ด้วย gas 
chromatography  พบว่าเมื่อเลี้ยงยีสต์เป็นเวลานาน 10 วัน ได้เอทานอลสูงสุด คือ 0.290 % (v/v)  
(ตารางที่ 5.8 และรูปที่ 5.21) 
 
 

 
 
รูปที่ 5.21  การผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae เมื่อเลี้ยงในชานอ้อยที่ผ่านการ  
     pretreatment และ enzyme hydrolysis  
 
 
 Yi-Huang Chang และคณะ, 2012 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล โดยการย่อยซัง
ข้าวโพดเพ่ือผลิตน้ าตาลรีดิ้วซ์  พบว่าได้น้ าตาลรีดิ้วซ์สูงสุดเมื่อบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ได้น้ าตาลกลูโคส 
0.36 กรัมต่อกรัมซังข้าวโพด  จากนั้นจึงศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใช้ยีสต์ S. cerevisiae BCRC 21812 
พบว่าได้เอทานอล 6.9 – 23  กรัมต่อลิตร  โดยเมื่อให้ปริมาณน้ าตาลกลูโคส 30 กรัมต่อลิตร จะให้ปริมาณ
เอทานอลสูงถึง 20 กรัมต่อลิตร  
 Haan และคณะ (2007) ได้วิเคราะห์กระบวนการผลิตเอทานอลจาก lignocellulose โดยใช้
กระบวนการ  Consolidated bioprocessing (CBP) แบบ one-step โดยการปรับปรุงสายพันธุ์ยีสต์ 
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Saccharomyces cerevisiae ให้มีคุณสมบัติทั้งการย่อยสับสเตรทที่มีองค์ประกอบเป็นเซลลูโลสและ
เปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอลให้รวมอยู่ด้วยกัน โคลนยีนที่สร้างเอนไซม์ Cellobiohydrolase (CBH) ให้มี
การแสดงออกในยีสต์ พบว่าเอนไซม์ทั้งสี่ชนิด (CBH1, CBH2, CBHB และ CBH1-4) มีการแสดงออกและมี
กิจกรรมของเอนไซม์ภายนอกเซลล์เหมือนกัน ดังนั้นจึงน า CBH1 ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ปริมาณโปรตีน
ที่ได้ 0.22±0.17  กรัมต่อมิลลิลิตร และค่า specific activity คือ 0.22 ± 0.07 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ซึ่งสูงกว่า 
Y294[REF] ที่ผสมกับ native CBH1 ที่มีค่า specific activity เท่ากับ 0.14 ± 0.04  ยูนิตต่อมิลลิกรัม  

Mingjie และคณะ (2010) ตรวจสอบการผลิตเอทานอลโดยใช้ switchgrass (Panicum 
virgatum) เป็นวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่ใช้เป็นสับสเตรต โดยกระบวนการเริ่มจากขั้นตอน Pretreatment 
ด้วย Ammonia Fiber Expansion (AFEX) หลังจากย่อยความเข้มข้นของกลูโคสและไซโลสเป็น 30.7 และ 
25.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ หลังจากเติมยีสต์ความเข้มข้นของกลูโคสลดลง 1.3 กรัมต่อลิตร ใน 14 ชม.
ความเข้มข้นสุดท้ายของไซโลสและเอทานอลประมาณ 25 กรัมต่อลิตร และ 22 กรัมต่อลิตร ส าหรับ
กระบวนการ two step SSCF ความเข้มข้นของกลูโคสและไซโลสเป็น 8.1 และ 25.1 กรัมต่อลิตร ในขั้นที่
หนึ่งของวิธี SSCF ความเข้มข้นของกลูโคสและไซโลสลดลง 0.6 และ 18.7 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ขั้นที่สอง
ความเข้มข้นของไซโลสประมาณ 19 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกลูโคสเพ่ิมขึ้นถึง 15 กรัมต่อลิตร ใน 
36 ชม. อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของกลูโคสลดลงถึง 0.9 กรัมต่อลิตร ที่ 128 ชม.  ความเข้มข้นของ 
เอทานอลเป็น 26.3 กรัมต่อลิตร  
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บทที่ 6 
สรุปผลกำรวิจัย 

 
 พลังงานทางเลือกต่างๆ ที่มีการศึกษาเช่น พลังงานเชื้อเพลิงแอลกอฮอล์  หรือ พลังงานจากไบโอ
ดีเซล ซึ่งก าลังมีการศึกษากันอย่างกว้างขวางในประเทศไทย แต่อย่างไรก็ตามอาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ
และผลิตเอนไซม์มีราคาสูง ประกอบกับปัจจุบันจึงได้มีผลิตผลทางการเกษตรมากมาย เช่น น้ าอ้อย แป้งและ
แป้งมันส าปะหลัง และวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร การเกษตร เช่น ฟางข้าว เป็นต้น ดังนั้นการน าวัสดุเหลือ
ทิ้งทางการเกษตรมาย่อยสลายโดยใช้เซลลูโลไลติกเอนไซม์ เพ่ือให้ได้น้ าตาล ซึ่งเป็นแหล่งอาหารส าหรับ
ยีสต์เพ่ือใช้ในกระบวนการหมักเพ่ือเปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอล จะเป็นการท าให้ผลผลิตทางการเกษตรที่มี
ราคาต่ าของภาคตะวันออกเฉียงเหนือมาใช้ให้เกิดประโยชน์ และเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้ผลผลิตดังกล่าวอีก
ด้วย 
 จากการวิจัยโดยการสุ่มเก็บตัวอย่างใบไม้ ดอกไม้ ผลไม้ และดิน เพ่ือคัดเลือกยีสต์ที่มีประสิทธิภาพ
ในการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ และจาการสุ่มเก็บตัวอย่างใบไม้ ดอกไม้ ผลไม้ และดิน รวมทั้งหมด 48 
ตัวอย่าง จากจังหวัดชัยภูมิ เพ่ือคัดเลือกราที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ ในขั้นแรกคือ
การทดสอบความสามารถเบื้องต้นในการย่อยสลายสับสเตรตคือ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสบนอาหารแข็ง ซึ่ง
ในการทดลองได้มีการผสมคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสในอาหาร YM agar plate ส าหรับยีสต์และ PDA 
ส าหรับรา เพาะเลี้ยงเชื้อ จากนั้นจึงตรวจสอบการย่อยสลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสด้วยการราด
สารละลาย Congo red ให้ท่วมจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  แล้วสังเกตโซนใสที่เกิดขึ้นซึ่ง congo red  จะดูดซับ
กับโพลิเมอร์ของน้ าตาลกลูโคสที่ใช้เป็นสับสเตรท คือ carboxymethy cellulose แล้วเห็นเป็นสีแดง ของ 
congo red หากยีสต์มีการสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสซึ่งจะสามารถย่อยสับสเตรทได้เป็นน้ าตาล
กลูโคสได้ ท าให้ congo red ไม่สามารถดูดซับกับสับสเตรท จึงเห็นเป็นโซนใสเกิดขึ้น จากการทดลอง
ดังกล่าวสามารถคัดเลือกยีสต์จากธรรมชาติได้ 10 สายพันธุ์ โดยในการทดลองในครั้งนี้สามารถคัดเลือกยีสต์
ไอโซเลต 204-1 ที่มีสามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซิลเมทิลเซลลูเลสได้สูงสุด ส าหรับราสามารถคัดเลือกรา
ไอโซเลตได้ทั้งหมด 65 ไอโซเลต โดยไอโซเลต HS1-3 เป็นราที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซิล
เมทิลเซลลูเลสได้สูงสุดเช่นกัน 
 การทดสอบการสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสโดยดูการเรืองแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ซึ่งการ
ทดลองท าโดยน าเชื้อยีสต์ที่คดเลือกได้มาเพาะเลี้ยงในอาหาร YM agar plate ที่มี 0.004% (w/v) MUG 
(4-methylumbelliferyl- β-D-glucoside) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง
ตรวจสอบการสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส โดยเชื้อที่สามารถเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส ได้จะเรืองแสงรอบ
โคโลนี เมื่อส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต เมื่อ 4-methylumbelliferyl-β-D-glucoside เมื่อถูกย่อย
ด้วยเอนไซม์บีต้ากลู โคซิ เดส ที่ พันธะ beta-1,4 glycosidic จะเกิดสารประกอบเป็น 4-
methylumbelliferone ซึ่งเป็นสารเรืองแสง เมื่อส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตจะเห็นการเรืองแสง
รอบๆโคโลนีของเชื้อได้ จากการทดลองจึงสามารถคัดเลือกยีสต์ที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์
บีต้ากลูโคสิเดสทั้งหมด พบเชื้อ 3 สายพันธุ์ที่เกิดการเรืองแสง และคัดเลือกไอโซเลต S1-1 ที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์นี้ได้สูงสุด ส าหรับเชื้อรานั้น ได้มีการเพาะเลี้ยงเชื้อราที่คัดเลือกมาได้บน
อาหาร Mineral medium ที่มี 0.004% (w/v) MUG (4-methylumbelliferyl- β-D-glucoside) 
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เช่นเดียวกัน พบว่ารา 2 ไอโซเลต และไอโซเลต HS1-3 เป็นราที่สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสได้
สูงสุด 
 เมื่อจัดจ าแนกประเภทยีสต์โดยเปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของยีสต์ พบว่าไอโซเลต 
204-1 มีความเหมือน 100% เมื่อเทียบกับเชื้อ Pichia fabianii  ไอโซเลต S1-1 มีความเหมือน 100% 
เมื่อเทียบกับเชื้อ Candida glabrataและราที่ผลิตเอนไซม์คาร์บอกซิลเมทิลเซลลูเลสและเอนไซม์
เบต้ากลูโคซิเดสได้สูงจ านวน 1 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต HS1-3 เมื่อน ามาจัดจ าแนกเชื้อราโดยใช้ ITS1-2 
region sequencing โดยไอโซเลต HS1-3 มีความเหมือน 100% เมื่อเทียบกับเชื้อ Penicillium 
oxalicum จากนั้นจึงศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ศึกษา
ความสามารถในการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และศึกษาประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล
ของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์ 
 การศึกษาความสามารถของเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากเชื้อยีสต์  Pichia fabianii  204-1, 
Candida glabrata S1-1 และ Penicillium oxalicum HS1-3 ในการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตร  ในการทดลองส าหรับยีสต์ทั้งสองสายพันธุ์นั้น ท าโดยเพาะเลี้ยงยีสต์ในอาหารเหลวที่มีส่วนผสม
ของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร จากนั้นศึกษาการเจริญและความสามารถในการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรโดยเซลลูโลไลติกเอนไซม์  พบว่า ยีสต์ Pichia fabianii  204-1 สามารถเจริญในอาหารเหลวที่มี
ส่วนผสมของชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งมีจ านวนเซลล์สูงสุดเมื่อ เพาะเลี้ยงในวันที่ 7 โดยมีจ านวนเซลล์
ประมาณ 10.85 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ส าหรับยีสต์ Candida glabrata S1-1 สามารถเจริญได้ดีใน
อาหารที่มี ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งเจริญสูงสุดในวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยง คือมีเซลล์ประมาณ  
4.03 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
 เมื่อศึกษากิจกรรมเอนไซม์ของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยการวิเคราะห์หากิจกรรมของ
เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ด้วยวิธี DNS โดยวัดปริมาณ reducing sugar ซึ่งแปรผันตรงกับค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ เมื่อมีปริมาณ reducing sugar เพ่ิมขึ้นค่ากิจกรรมของเอนไซม์ก็จะเพ่ิมขึ้นด้วย พบว่า 
เชื้อ P. fabianii 204-1 ที่สามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส พบว่า เมื่อใช้วัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรที่เป็นชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการผลิตเอนไซม์ เชื้อ P. fabianii 204-1 สามารถผลิต
เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงที่สุดในวันที่ 3 ของการเพาะเลี้ยงคือ 32.55 U/ml และรา P. 
oxalicum HS1-3 ผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงสุด 217.59 U/ml เมื่อเลี้ยงในสภาวะการหมัก
แบบแห้ง 
 การวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส ด้วยวิธีการหาปริมาณ p-nitrophenol จาก
ยีสต์ Candida glabrata S1-1 พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดสสสูงที่สุด คือ 17.98 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบเชื้อยีสต์อ่ืนๆที่คัดแยกได้เมื่อเลี้ยงในสภาวะการหมักในอาหารเหลว และรา พบว่า 
P. oxalicum HS1-3 ผลิตเอนไซม์เอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสได้ 23.64 U/ml เมื่อเลี้ยงในสภาวะการหมัก
แบบแห้ง 
 การทดสอบการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้น
เพ่ือท าลายโครงสร้างของเซลลูโลสร่วมกับความร้อนสูง 121 °C เป็นเวลา 60 นาที และตรวจสอบปริมาณ
น้ าตาลกลูโคสที่เกิดขึ้น พบว่ามีปริมาณน้ าตาลสูงถึง 28.01 g/L เมื่อน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ผ่าน
กระบวนการย่อยด้วยวิธีทางเคมีมาแล้ว มาศึกษาประสิทธิภาพของเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากราและยีสต์โดย
การบ่มเซลลูโลไลติกเอนไซม์ร่วมกับวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรนี้ที่อุณหภูมิ  50°C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  
จากนั้นจึงวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลที่เกิดขึ้นตามวิธีของ Nelson ซึ่งเป็นการวัดปริมาณน้ าตาลรีดิ้วซ์ที่เกิดขึ้น  
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พบว่า เซลลูโลไลติกเอนไซม์จากยีสต์ สามารถย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและให้ปริมาณน้ าตาล
กลูโคสสูงสุด 0.513 กรัมต่อกรัมชานอ้อย เมื่อบ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง  และรา P. oxalicum HS1-3ให้
ปริมาณน้ าตาลกลูโคสสูงสุด 0.500 กรัมต่อกรัมชานอ้อย เมื่อบ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
 จากนั้นน าวัสดุเหลือทิ้งที่ได้จากการย่อยสลายด้วยกรดเข้าสู่กระบวนการหมักเอทานอล โดย 
Saccharomyces cerevisiae ซึ่งหมักร่วมกับเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากยีสต์และราร่วมด้วย  โดยปริมาณ
น้ าตาลกลูโคสเริ่มต้นที่น าไปใช้ในกระบวนการหมักเท่ากับ 0.6 g/g ชานอ้อยโดยกระบวนการหมักเอทานอล
โดย ทั้งหมดใช้เวลา 15 วันและน าตัวอย่างที่ได้วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลโดยการวิเคราะห์ด้วย gas 
chromatography  พบว่าเมื่อเลี้ยงยีสต์เป็นเวลานาน 10 วัน ได้เอทานอลสูงสุด คือ 0.290 % (v/v)   
 ดังนั้นการใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ประเภทชานอ้อย เป็นทางเลือกหนึ่งส าหรับน ามาใช้ในการ
ผลิตพลังงานทดทนประเภทไบโอเอทานอลได้  
 
 ข้อเสนอด้ำนกำรวิจัย ควรมีการศึกษาทางด้าน large scale ในขั้นต่อไปเพื่อน าไปประยุกต์ใช้
ในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
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ภำคผนวก ก 
 อำหำรเลี ยงเชื อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
สูตรอำหำร 

1. Yeast extract-malt  extract (YM ) agar 
 Glucose     1% 
 Peptone     0.5% 
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 Yeast extract     0.3% 
 Malt extract     0.3% 
 Agar      1.5% 
 Purified water     100 มิลลิลิตร 

 
2. Yeast extract malt extract broth (YM broth) 

   Yeast extract     3  กรัม   
  Malt extract     3  กรัม 
  Peptone     5  กรัม 
   Glucose     10  กรัม  
   Distill water     1000  มิลลิลิตร 
 

3. Yeast extract peptone dextrose (YPD  broth) pH 5.0 
 Glucose     20  กรัม 
 Yeast extract     20  กรัม 
 Peptone      10  กรัม 
 น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 
 

4. YNB agar (Yeast Nitrogen Base /W/O amino acids) 
 Yeast Nitrogen Base    1.7  กรัม 
 Ammonium sulfate    5  กรัม 
 Agar      20  กรัม 
 น้ ากลั่น       1000 มิลลิลิตร 
 

5. Carboxymethylcellulose agar(CMC agar) pH 5.0 
 Glucose     5  กรัม 
 Peptone     5  กรัม 
 Yeast extract     3  กรัม 
 Malt extract     3  กรัม 
 Agar      15  กรัม 
 0.5% CMC     5  กรัม 
 น้ ากลั่น      1000 มิลลิลิตร 
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6. mendels  medium broth 
 urea       0.3  กรัม 
 (NH4)2SO4      1.4  กรัม  
 KH2PO4      2  กรัม  
 CaCl2       0.3  กรัม  
 MgSO4       0.3  กรัม   
 yeast extract      0.25  กรัม  
 peptone      0.75  กรัม 
 น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 
 

7. mendels  medium agar 
 urea       0.3  กรัม 
 (NH4)2SO4      1.4  กรัม  
 KH2PO4      2  กรัม 
 CaCl2       0.3  กรัม 
 MgSO4       0.3  กรัม   
 yeast extract      0.25  กรัม  
 peptone      0.75  กรัม 
 Agar      15  กรัม 
 น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 
  

8. Mineral salt medium 
  Carboxymethyl cellulose  1.0  กรัม 
  KH2PO4     1.0  กรัม 
  CaCl2     0.1  กรัม 
  MgSO4:7H2O    0.2  กรัม 
  KCl     0.5  กรัม 
  (NH4)2SO4    0.543  กรัม 
  น้ ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
  

9. Potato dextrose agar (PDA) 
  PDA ส าเร็จรูป    39  กรัม 
  น้ ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
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ภำคผนวก ข  
สำรเคมี 
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1. Congo red 
 Stock NaCl  

 NaCl     30  กรัม 
 100% OH    800  มิลลิลิตร 
 น้ ากลั่น      200  มิลลิลิตร 
Stock working solution 
 Stock NaCl    50  มิลลิลิตร 
 1% NaOH    0.5  มิลลิลิตร 
Congo red 
 Congo red     0.1  กรัม 
 Stock NaCl    500  มิลลิลิตร 

 
2. citrate phosphate buffer 

  citric acid     10.5 กรัม 
  Na2HPO4: 7H2O     25.8  กรัม 
  น้ ากลั่น      1000 มิลลิลิตร 
 

3. 0.004 %( w/v) MUG (4-methylumbelliferylβ-D-glucoside) 
 

4. 0.002 M p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside   
 

5. p-nitrophenol 



65 

 

 
6. 1%  Carboxymethylcellulose 

 Carboxymethylcellulose   1 กรัม 
 น้ ากลั่น       100  มิลลิลิตร 
 

7. Standards  glucose 
 D-glucose     0.1 กรัม 
 น้ ากลั่น       100 มิลลิลิตร 
 

8. DNS (Dinitrosalicylic ) 
 DNS      2 กรัม 
 NaOH      4 กรัม 
 NaPO4 tratate      40 กรัม 
 น้ ากลั่น       200 มิลลิลิตร 
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ภำคผนวก ค 
ลักษณะต่ำง ๆของยีสต์และรำ 

 
 
 

204-1 

  

โคโลนีใหญ่ ผิวหน้าโค้งนูน 
ผิวหน้ามันวาว สีขาวขุ่น  ขอบ
เรียบ 

S1-1 

  

โคโลนีกลม สีขาวขุ่น ผิวหน้าไม่
มันวาว ผิวหน้าโค้งนูน ขอบ
เรียบ 

HS1-3 

  

โคโลนีขนาดใหญ่ เส้นใยสีขาวมี
ผนังก้ัน สร้างสปอร์สีเขียว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำคผนวก ง 
กำรทดสอบเอนไซม ์

คำร์บอกซีเมททิลเซลลูเลส 
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ตำรำงท่ี 1ง ตารางการทดสอบสารละลายกลูโคสมาตรฐาน หาปริมาณ reducing sugar ของกราฟ
มาตรฐาน 

 
สำรละลำยกลูโคสมำตรฐำน 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ค่ำดูดกลืนแสง 540 นำโนเมตร 

0 0 
100 0.031 
200 0.051 
300 0.082 
400 0.128 
500 0.152 
800 0.256 

 

 
รูปที่ 1ง กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

 
บีต้ำกลูโคสิเดส 

 
ตำรำงท่ี 2ง การทดสอบ สารละลาย pNP มาตรฐาน 
 

สารละลาย pNP มาตรฐาน 
(มิลลิโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโน
เมตร 

y = 0.0003x 
R² = 0.9925 
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สำรละลำยกลูโคสมำตรฐำน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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0 0 
50 0.27 
100 0.515 
150 0.761 
200 1.051 
250 1.212 

 

 
 

รูปที่ 2ง กราฟมาตรฐานของสารละลาย pNP มาตรฐาน 
 
 
 
 

y = 0.0049x + 0.017 
R² = 0.9962 
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สำรละลำย pNP มำตรฐำน (มิลลิโมลำร์) 


