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บทคัดย่อ 

 
        กากมันส าปะหลังเป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจากการผลิตแป้งมันส าปะหลังในอุตสาหกรรมของ
ประเทศไทย สามารถน าไปใช้เป็นวัตถุดิบส าหรับการผลิตเอทานอลได้โดยการย่อยกากมันส าปะหลังด้วย
กรดร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าซึ่งอาจก่อให้เกิดสารยับยั้ง เช่น กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวู ลินิก เฟอ
ฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและส่งผลต่อการหมักของเชื้อยีสต์ ดังนั้น ใน
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือปรับสภาพยีสต์ Saccharomyces cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพ
สูตรเดิมซ้ าหลายๆรอบเพ่ือให้ได้เซลล์ที่สามารถทนต่อสารยับยั้งโดยวัดจากการเจริญเติบโตของเชื้อ
จนกระท่ังได้ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อเท่ากับหรือมากกว่า 0.22 ขั่วโมง-1 (80% ของค่าอัตรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะในสภาวะควบคุม)  แล้วจึงน าไปเพาะเลี้ยงในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ความ
เข้มข้นสูงขึ้นตั้งแต่ 20 ถึง 100% (v/v) ผลการทดลองพบว่า การเพ่ิมปริมาณของสารละลายกากมัน
ส าปะหลังส่งผลให้เชื้ออยู่ในช่วงปรับตัวนานขึ้นและใช้เวลาเพาะเลี้ยงนานขึ้นเพ่ือให้ได้จ านวนเซลล์สูงสุดใน
อาหารแต่ละสูตร อย่างไรก็ตามการเลี้ยงเชื้อในอาหารปรับสภาพสูตรเดิมซ้ าๆ ช่วยลดระยะเวลาปรับตัวของ
เชื้อและใช้เวลาในการท าให้เซลล์มีจ านวนสูงสุดลดลงในแต่ละรอบของการหมัก เมื่อน าเซลล์ที่ผ่านการปรับ
สภาพมาเลี้ยงในอาหารเหลว YPD ที่เติมสารยับยั้งผสมซึ่งคัดเลือกจากการเจริญของยีสต์ในสารยับยั้งทั้งห้า
ชนิด พบว่าเซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพสามารถทนสารยับยั้งกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล 
และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้มากกว่าเซลล์ที่ไม่ได้ปรับสภาพ ที่ระดับความเข้มข้น 67.5 85 125 
3.25 และ4.39 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ และเม่ือน าไปเพาะเลี้ยงในสารละลายกากมันส าปะหลัง 100% (v/v) 
พบว่า เซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพมีการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการหมักสูงกว่าสภาวะที่ใช้เชื้อที่ไม่ได้
ปรับสภาพอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) เท่ากับ 38% และ 27% ตามล าดับ นอกจากการปรับสภาพเชื้อแล้ว 
การเติมปูนขาวให้มากเกินพอด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ก็เป็นวิธีการหนึ่งที่ช่วยก าจัดสารพิษในสารละลาย
จากวัสดุทางการเกษตรและสามารถเพ่ิมความสามารถในการผลิตเอทานอลของเชื้อได้ จากการทดลอง
พบว่า ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ก าจัดสารพิษออกโดยใช้ยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพ
สามารถปรับปรุงการเจริญและประสิทธิภาพการหมักของเชื้อได้สูงกว่าสภาวะที่ใช้สารละลายกากมัน
ส าปะหลังที่ไม่ได้ก าจัดสารพิษเพียงเล็กน้อยประมาณ 9% และ 4% ตามล าดับ 
ค าส าคัญ: กากมันส าปะหลัง การทนต่อสารยับยั้ง การปรับสภาพ สารยับยั้ง เอทานอลชีวภาพ Saccharomyces 

cerevisiae 
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ABSTRACT 
 

        Cassava pulp is an agricultural residue from cassava flour manufacturing in industry of 
Thailand. It can be used as a substrate for ethanol fermentation by using diluted acid 
hydrolysis combined with steam explosion which can generate inhibitory byproducts 
including acetic acid, formic acid, levulinic acid, furfural and 5-hydroxy methyl furfural (5-
HMF). These compounds have negative effect on yeast growth and fermentation ability. 
Therefore, the objective of this study was to adapt yeast Saccharomyces cerevisiae SC90 
to obtain the inhibitor tolerable cells. Adaptation was performed by repeated culture in 
the same media to a specific growth rate (µ) of 0.22 h-1 or higher (80% of the µ in control) 
and then transferring them to progressively higher concentration of cassava pulp 
hydrolysate ranging from 20% to 100% (v/v). The results showed that a tendency of longer 
lag phase as well as time to reach maximum cell number (tmaxc) with an increase in 
hydrolysate concentration. However, the repeated culture at the same hydrolysate 
concentration could shorten both lag period and tmaxc. The adapted cells were grown in 
YPD medium containing various mixed inhibitors which is selected from the yeast growth in 
each of the five inhibitors. The adapted cells showed the tolerant on acetic acid, formic 
acid, levulinic acid, furfural and 5-HMF more than that of non-adapted cells at the 
concentration of 67.5, 85, 125, 3.25 and 4.39 mmol/L, respectively. It also showed that the 
growth and fermentation efficiency of adapted cells in 100% hydrolysate were significantly 
higher (p≤0.05) than those of non-adapted cells by 38% and 27%, respectively. Moreover, 
the addition of Ca(OH)2 (overliming) is an alternative for detoxification in lignocellulose 
hydrolysate and it can enhance the fermentabillity by yeast. The result showed that the 
adapted cells can improve both growth and fermentation efficiency of detoxified cassava 
pulp hydrolysates which is more than those of un-detoxified hydrolysate about 9% and 
4%, respectively. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1  ความเป็นมา และความส าคัญของปัญหา 
 ปัจจุบันลิกโนเซลลูโลสเป็นสารประกอบชีวมวลที่มีปริมาณมากที่สุดในโลก พบได้ทั่วไปใน
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ซึ่งมีองค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลสแตกต่างกันตามชนิดของพืช แต่
โดยทั่วไปแล้วประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (พิชามญชุ์ และคณะ, 2556) ประเทศ
ไทยนับว่าเป็นประเทศเกษตรกรรม และมีผลผลิตทางการเกษตรเป็นจ านวนมาก จึงมีข้อได้เปรียบใน
เรื่องการน าวัสดุเหลือทิ้งมาใช้ประโยชน์ด้านอ่ืนๆ เช่น ใช้ในการผลิตไบโอเอทานอลซึ่งเป็นเชื้อเพลิง
ชีวภาพ สามารถน าไปใช้เป็นพลังงานทดแทนน้ ามันจากฟอสซิลได้เป็นอย่างดี 
 การผลิตเอทานอลจากวัสดุลิกโนเซลลูโลสจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องมีขั้นตอนปรับสภาพวัตถุดิบ 
เพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างของมวลชีวภาพโดยการละลายหรือแยกส่วนประกอบประเภทลิกนินและเฮมิ
เซลลูโลสรวมถึงการลดปริมาณคริสตัลไลน์เซลลูโลสออกจากกันเพ่ือให้ได้น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 
(Kumar et al., 2009) โดยวิธีที่น ามาใช้ในการวิจัยคือการปรับสภาพด้วยกรดเจือจางร่วมกับการให้
ความร้อน ซึ่งวิธีนี้มักจะเกิดสารเคมี อ่ืนๆ ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ ร่วมด้วย 
(Walker, 2011) โดยจะไปยับยั้งการเจริญของเชื้อ ตลอดจนมีความรุนแรงต่อกระบวนการผลิตเอทา
นอล โดยจะชะลอจลนพลศาสตร์ที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเอทานอลให้ช้าลง บางกรณีอาจพบการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ และยับยั้งการผลิตเอทานอลอย่างสมบูรณ์ (Palmqvist and Hahn-
Hägerdal, 2000; Mussatto and Roberto, 2004) ทั้งนี้ชนิดและปริมาณสารยับยั้งที่เกิดขึ้นนั้น
ขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบ และกระบวนการที่เลือกใช้ในการเตรียมวัตถุดิบ 

 เนื่องจากกระบวนการเตรียมวัตถุดิบก่อให้เกิดสารยับยั้งการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ซึ่ง
ส่งผลต่อความเข้มข้นของเอทานอลที่เกิดขึ้น จึงมีการศึกษาถึงการลดความเป็นพิษของสารยับยั้ง
ดังกล่าว เพ่ือที่จะเพ่ิมศักยภาพการผลิตเอทานอลจากวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส ในช่วงทศวรรษท่ี
ผ่านมา มีการศึกษาวิจัยในการผลิตเอทานอลจากวัสดุลิกโนเซลลูโลสนั้นหัวข้อหนึ่งที่ได้รับความสนใจ 
คือ การปรับสภาพของเชื้อจุลินทรีย์ต่อสารละลายที่ได้จากการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสซึ่งเป็นอีก
แนวทางหนึ่งที่จะช่วยปรับปรุงผลได้ของผลิตภัณฑ์ (Silva and Roberto, 2001) เข่น ในการศึกษา
การพัฒนาเชื้อ P. stipitis, C. shehatae และ P. tanophillus ให้ทนต่อสารยับยั้ง ซึ่งส่งผลให้เกิด
การพัฒนาความสามารถในการหมักสารละลายที่มีไซโลส (Tomás-Pejó et al., 2010; Zhu et al., 
2009; Martín et al., 2007) 

งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการใช้ประโยชน์จากกากมันส าปะหลังซึ่งเป็นของเหลือจากโรงงานโดยใช้
เป็นแหล่งวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลชีวภาพ โดยวัตถุดิบดังกล่าวจะต้องผ่านการย่อยด้วยกรดเจือ
จางร่วมกับการระเบิดเยื่อด้วยไอน้ าเพ่ือให้ได้น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่จุลินทรีย์สามารถน าไปใช้ในการ
หมักเอทานอลได้ และมีวัตถุประสงค์ในการปรับสภาพเชื้อจุลินทรีย์ให้สามารถทนต่อสารยับยั้งดังที่
เกิดขึ้นในสารละลายที่ได้จากกระบวนการปรับสภาพ  โดยท าการเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae SC90 ใน
อาหารปรับสภาพทีมี่ความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 5 สูตร ซึ่งจะเริ่มจากการเลี้ยงเชื้อ
ในสภาวะที่มีการเจือจางของสารยับยั้งน้อยที่สุดเพ่ือให้เชื้อได้มีการปรับตัว จากนั้นจึงถ่ายเชื้อไปยัง
สภาวะที่มีความเข้มข้นของสารยับยั้งสูงขึ้น ด้วยวิธีการดังกล่าวมานี้ มีผู้รายงานว่าเชื้อจุลินทรีย์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สามารถทนต่อสารยับยั้งได้สูงขึ้น และพบว่ามีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลที่สูงขึ้น (Martín et 
al., 2007; Tomás-Pejó et al., 2010) ซึ่งอาจเป็นทางเลือกหนึ่งในการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรมที่ใช้วัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็นวัตถุดิบ  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.2.1 เพ่ือปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ให้สามารถทนต่อสารยับยั้งต่างๆ ที่
เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการเตรียมวัตถุดิบจากกากมันส าปะหลังด้วยสารละลายซัลฟูริกเจือจาง
ร่วมกับการใช้ความร้อนเพ่ือใช้ในการผลิตเอทานอล 

1.2.2 ศึกษาผลของการผลิตเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลที่ได้จากการย่อยกากมัน
ส าปะหลังโดยการหมักด้วยยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพแล้ว 

 1.2.3 ศึกษาความเข้มข้นของสารอาหารแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทา
นอลจากสารละลายน้ าตาลที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลัง 

 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
  ในงานวิจัยนี้มีเป้าหมายในการปรับสสภาพเชื้อยีสต์ให้ทนต่อสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในกระบวน
การเตรียมวัตถุดิบจากกากมันส าปะหลัง คือ เฟอฟิวรอล 5-ไฮดรอกซี เมทิล เฟอฟิวรัล กรดลีวูลินิก 
กรดอะซิติก และกรดฟอร์มิก เพ่ือน าไปใช้ในกระบวนการหมักเอทานอล โดยขั้นต้นจะท าการศึกษา
ความสามารถเบื้องต้นของยีสต์ S. cerevisiae SC90 ในการทนต่อสารยับยั้งแต่ละชนิด  และปัจจัย
ร่วมของสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด ต่อการเจริญของเชื้อยีสต์ อีกทั้งยังท าการปรับสภาพเชื้อยีสต์ให้ทนต่อ
สารยับยั้งที่เกิดจากกระบวนการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยกรดร่วมกับการให้ความร้อน  โดยน า
สารละลายที่ย่อยได้ไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ เฟอฟิวรอล 5-ไฮดรอกซี เมทิล เฟอฟิวรัล 
กรดอะซิติก กรดลีวูลินิก และกรดฟอร์มิก ก่อนน าไปหมักกับยีสต์เพ่ือใช้ในการผลิตเอทานอล ซึ่งจะ
ท าการเจือจางความเข้มข้นของสารละลายส่วนใสออกเป็น 5 ระดับ คือ ระดับความเข้มข้น 20% 
40% 60% 80% และ100% โดยเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีความเข้มข้นน้อยที่สุดเพ่ือให้เชื้อได้มีการ
ปรับตัวในการทนต่อสารยับยั้งได้มากขึ้นก่อนจะถ่ายเชื้อไปยังสภาวะที่มีความเข้มข้นสูงขึ้น หลังจาก
ที่ได้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพแล้วจึงท าการศึกษาความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด
ในรูปสารผสมอีกครั้งเพ่ือเปรียบเทียบอัตราการเจริญกับเชื้อยีสต์ที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ รวมทั้ง
ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ผ่านการปรับสภาพในสารละลาย
น้ าตาลที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังที่ไม่ก าจัดสารพิษและก าจัดสารพิษ ตลอดจนศึกษาปริมาณ
แหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลชีวภาพจากสารละลายน้ าตาลที่ได้จากการ
ย่อยกากมันส าปะหลัง 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
  1.4.1  เพ่ิมทางเลือกในการน าวัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตร อย่างเช่น กากมันส าปะหลัง ที่
สามารถน ามาใช้เป็นวัตถุดิบส าหรับการผลิตเอทานอลชีวภาพได้ 
  1.4.2  เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพแล้วสามารถทนต่อสารยับยั้งต่างๆ ที่เกิดขึ้นระหว่าง
กระบวนการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยวิธีการใช้กรดเจือจางร่วมกับความร้อนได้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  1.4.3  ทราบระดับความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟต ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล
จากสารละลายน้ าตาลที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลัง 
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บทที ่2 
ทฤษฎี และวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ยีสต์ 
 ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ที่มนุษย์ให้ความสนใจศึกษาค่อนข้างมาก และรู้จักน ามาใช้ประโยชน์ใน
การผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ เช่น เบียร์ ไวน์ วิสกี สุรา เป็นต้น นอกจากนี้ยีสต์ยังมีบทบาทส าคัญ
ทางอุตสาหกรรมผลิตพลังงานทดแทนคือเอทานอลที่ผลิตจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร (อรุณ , 
2558) ยีสต์ที่นิยมใช้มากที่สุดในระดับอุตสาหกรรม และในการวิจัยในห้องปฏิบัติการคือยีสต์ใน
ตระกูล Saccharomyces sp. ซึ่งมีการพัฒนาเป็นสายพันธุ์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรม โดยเฉพาะ S. cerevisiae ที่มีการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุ์มาตลอด จนปัจจุบันมีเชื้อ
ยีสต์สายพันธุ์นี้มากกว่าพันสายพันธุ์ ด้วยคุณสมบัติที่ต่างจากสายพันธุ์อ่ืนๆ คือ สามารถเจริญเติบได้
เร็วทั้งในสภาวะที่มีอากาศและไม่มีอากาศ สามารถใช้น้ าตาลได้หลายชนิด เช่น กลูโคส ฟรักโทส และ
ซูโครส มีความคงทนต่อเอทานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ และผลิตเอทานอลได้สูง อีกทั้งยังทนต่อสาร
ยับยั้งที่เกิดในระหว่างกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ (Linden and Hahn-Hägerdal, 1989; Olsson 
and Hahn-Hägerdal, 1993.; กล้าณรงค์ และคณะ, 2549) 
 
  2.1.1 ลักษณะท่ัวไปของยีสต์ 

  ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ชนิดยูคาริโอตจัดอยู่ในอาณาจักรฟังไจ (fungi) อยู่ในดิวิชันยูมัย
โคตา (Eumycota) สามารถสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศด้วยวิธีการแตกหน่อ (budding) และการ
แบ่งตัวแบบทวิภาค (binary fission) บางชนิดสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศโดยการสร้างสปอร์ เซลล์ยีสต์
ส่วนใหญ่มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว (อรุณ, 2558) 

 
  2.1.2 โครงสร้างของยีสต์ 

  โครงสร้างส าคัญของยีสต์ประกอบไปด้วย ผนังเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ เพอริพลาสซึม ไซ
โทพลาสซึม นิวเคลียส ไมโทคอนเดรีย แวคิวโอล และเอนโดพลาสมิกเรทิคิวลัม (อรุณ, 2558) 

 
   2.1.3 แหล่งสารอาหารส าหรับยีสต์ 
     2.1.3.1 แหล่งคาร์บอน ได้แก่ น้ าตาล โดยเฉพาะกลูโคสเป็นน้ าตาลที่ยีสต์ส่วน
ใหญ่สามารถน าไปใช้และเจริญได้ดี ห้องปฏิบัติการจึงนิยมใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยงยีสต์ 
    2.1.3.2 แหล่งไฮโดรเจน ไฮโดรเจนไอออน หรือโปรตอน มีความส าคัญทาง
สรีรวิทยาของยีสต์ เนื่องจากมีผลต่อค่าความเป็นกรด-เบสทั้งภายในและภายนอกเซลล์ มีอิทธิพล
มากต่อการเจริญ และเมตาบอลิซึมของยีสต์ 
   2.1.3.3 แหล่งออกซิเจน  ยีสต์หลายชนิดเจริญเฉพาะในที่มีออกซิเจน โดย
ออกซิเจนท าหน้าที่หลักเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายในห่วงโซ่อิเล็กตรอน (electron transport 
chain) และยังท ามีความจ าเป็นต่อการเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซีเลชัน (hydroxylation) เพ่ือใช้ในการ
สังเคราะห์สเตรอล และกรดไขมันไม่อ่ิมตัวซึ่งเป็นองค์ประกอบส าคัญของเซลล์ 
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   2.1.3.4 แหล่งไนโตรเจน ยีสต์มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบภายในเซลล์ประมาณ
ร้อยละ 10 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ส าหรับการเพาะเลี้ยงยีสต์สามารถใช้สารหลายชนิดเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนได้ โดยต้องมีโมเลกุลขนาดเล็ก และใช้ได้ง่าย เช่น เกลือแอมโมเนียม ไนเตรท ไนไตรท์ ยู
เรีย กรดอะมิโนเพปไทด์ พิวรีน และเอมีน เป็นต้น 
   2.1.3.5 แหล่งซัลเฟอร์ ยีสต์ต้องการซัลเฟอร์เพ่ือใช้ในการสังเคราะห์กรดอะมิโนที่
มีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ แหล่งซัลเฟอร์ได้จากสารประกอบหลายชนิด เช่น ซัลเฟต ซัลไฟต์ ไทโอ
ซัลเฟต เมไทโอนีน และกลูตาไทโอน เป็นต้น สารซัลเฟตอินทรีย์ในรูปของซัลเฟตไออน โดยเฉพาะ
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) หรือโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) เป็นแหล่งของซัลเฟอร์ที่นิยมใช้
ในอาหาร 
   2.1.3.6 แหล่งฟอสฟอรัส ฟอสฟอรัสพบได้ในกรดนิวคลีอิกและฟอสโฟลิปิด ประจุ
ลบในไซโทพลาสซึมของยีสต์ส่วนหนึ่งเกิดจากสารอนินทรีย์ฟอสเฟต โดยแหล่งฟอสฟอรัสที่ใช้ คือ 
ออร์โทฟอสเฟต (H2PO4) และอนินทรีย์ฟอสเฟต โดยออร์โทฟอสเฟตท าหน้าที่ช่วยการท างานของ
เอนไซม์หลายชนิด รวมทั้งการเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างพลังงาน 
   2.1.3.7 แหล่งแร่ธาตุ ยีสต์ต้องการแร่ธาตุหลายชนิดส าหรับการเจริญ โดยแมค
โครอิลิเมนท์ (macro element) เป็นธาตุที่ต้องการมากกว่าธาตุ อ่ืน คือ โพแทสเซียม และ
แมกนีเซียม ที่ระดับมิลลิโมลาร์ (millimolar) ใช้ส าหรับสร้างสภาวะที่มีประจุบวกภายในเซลล์ ส่วน
ธาตุอาหารที่ยีสต์ต้องการในปริมาณต่ า เรียกว่า ไมโครอิลิเมนท์ (micro element) ได้แก่ แมงกานีส 
แคลเซียม เหล็ก สังกะสี ทองแดง นิกเกิล โคบอลท์ และ โมลิบดีนัม กลุ่มธาตุโลหะจ าเป็น ได้แก่ 
อะลูมิเนียม อะเซนิก โบรอน ซีเซียม แคดเมียม ปรอท ลิเทียม ตะกั่ว ต้อการในปริมาณน้อยมาก 
และจะเป็นพิษต่อการเจริญหากมีความเข้มข้นมากกว่า 100 ไมโครโมลาร์ 
   2.1.3.8 สารสนับสนุนการเจริญ (growth factor) เป็นสารประกอบอนินทรีย์ที่
ยีสต์ต้องการในปริมาณน้อยที่น ามาใช้เฉพาะในกระบวนการแคตาบอลิซึม (catabolism) บางอย่าง
เท่านั้น หรือมีบทบาทต่อการท างานของโครงสร้างของเซลล์ยีสต์ เช่น วิตามิน ซึ่งท าหน้าที่เป็นโค
เอนไซม์ (coenzyme) ของเอนไซม์บางชนิด อีกทั้งต้องการกรดอะมิโนบางชนิด สเตรอล พอลิเอมีน 
โคลีน มีโซอิโนซิทอล และกรดไขมันบางประเภท เนื่องจากยีสต์ไม่สามารถสังเคราะห์สารเหล่านี้เอง
ได้ ซึ่งพบว่าเมื่อเติมสารเหล่านี้ในอาหารเพาะเลี้ยงสามารถกระตุ้นการเจริญของยีสต์ได้มากขึ้น 
(สาวิตรี, 2549; อรุณ, 2558) 
 
  2.1.4 การเจริญของยีสต์ 
   การเจริญ (growth) ในทางจุลชีววิทยาหมายถึงทวีจ านวนของจุลินทรีย์ ซึ่งถือว่า
เป็นการเปลี่ยนแปลงในด้านปริมาณมากกว่าการเพ่ิมขนาดของเซลล์ โดยการเจริญของยีสต์เกี่ยวข้อง
กับการล าเลียงสารและการใช้สารอาหารที่น าเข้าสู่เซลล์เพ่ือใช้สร้างโครงสร้างภายในท าให้เซลล์มีการ
ขยายขนาดและสามารถแบ่งตัวได้อย่างต่อเนื่อง กระบวนการเจริญของเซลล์ที่ ส าคัญประกอบด้วย 
การสร้างผนังเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ การสังเคราะห์ดีเอ็นเอเพ่ิมข้ึน และการแบ่งเซลล์ (อรุณ, 2558) 
   การเจริญของยีสต์ในอาหารเหลวโดยให้สารอาหารเพียงครั้งเดียว (batch culture) 
และบ่มในสภาวะที่เหมาะสม สามารถแบ่งการเจริญของยีสต์ ณ เวลาต่างๆ เป็น 5 ระยะ ดังภาพที่ 
2.1   
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ภาพที่ 2.1 รูปแบบการเจริญของยีสต์ในระบบให้อาหารแบบครั้งเดียว (batch culture) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Paul, 2010 
 

  2.1.4.1 ระยะปรับตัว (lag phase) เป็นระยะที่ไม่มีการเจริญหรืออัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate, µ) เป็นศูนย์ เนื่องจากยีสต์พบกับการเปลี่ยนแปลงของ
สารอาหารหรือสภาพแวดล้อมทางกายภาพใหม่ ระยะเวลาช่วงเริ่มต้นจะนานเพียงใดขึ้นอยู่กับ
สภาวะแวดล้อมที่เจริญอยู่ ระยะเริ่มต้นนี้เซลล์ยีสต์มีการปรับตัวให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมทางกายภาพ
และสารเคมี 
   2.1.4.2 ระยะเร่ง (acceleration phase) เป็นระยะต่อจากระยะเริ่มต้น เซลล์
เริ่มปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมที่เจริญอยู่ได้และเริ่มแบ่งเซลล์      
   2.1.4.3 ระยะเพิ่มจ านวน (log phase) ในระยะนี้เซลล์มีการเจริญเติบโตอย่าง
เต็มที่  มีจ านวนเซลล์เพ่ิมข้ึนแบบทวีคูณในอัตราคงที่ และเป็นระยะที่มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ
สูงสุด (µmax)  
   2.1.4.4 ระยะชะลอตัว (deceleration phase) เซลล์อยู่ในสภาวะเริ่มขาดแคลน
อาหาร เกิดการสะสมเมตาบอไลท์ที่ยับยั้งการเจริญ และเซลล์เกิดการเกาะกลุ่มตกตะกอนจ านวน
มาก ระยะนี้เซลล์ยีสต์เริ่มเจริญช้าลง 
         2.1.4.5 ระยะคงที่  (stationary phase) เป็นระยะที่ เซลล์อยู่ ในสภาพขาด
สารอาหาร อัตราการเจริญในระยะนี้เท่ากับศูนย์ เซลล์ยีสต์บางส่วนแบ่งตัว บางส่วนตาย และเกิด
การย่อยสลายตัวเอง (autolysis) 
 
2.2 เอทานอลชีวภาพ (bioethanol) 
  เอทานอล (ethanol) หรือ เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) มีสูตรทางเคมี คือ C2H5OH  
เป็นแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่ง มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 46.07 จุดหลอมเหลว -114.3 องศาเซลเซียส จุด
เดือด 78.32 องศาเซลเซียส เป็นของเหลวใส ไม่มีสี ติดไฟง่าย ระเหยง่าย สามารถละลายในน้ าและ
สารอินทรีย์อ่ืนได้ดี (สิริวรรณ, 2554) สามารถใช้ประโยชน์ได้ทั้งเป็นเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ ตัวท า
ละลายทางเคมีในอุตสาหกรรม ยารักษาโรคและเครื่องส าอาง และที่ส าคัญยังถูกน ามาใช้เป็น
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เชื้อเพลิงเพ่ือทดแทนน้ ามันเบนซิลและน ามันดีเซล ซึ่งเป็นที่รู้จักกันดีว่าแหล่งพลังงานนี้ได้มาจาก
เชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) นั้นมีแนวโน้มลดลงตามล าดับ และราคาน้ ามันที่สูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง 
ท าให้หลายประเทศพยายามหาพลังงานทางเลือกใหม่ (ณพลพัทธ์ และคณะ, 2555) เช่น ก๊าซชีวภาพ 
(biogas) ไบโอดีเซล (biodiesel) และเอทานอลชีวภาพ (bioethanol) ซึ่งได้ถูกพัฒนาและน าไปใช้
อย่างกว้างขวาง 
  เอทานอลชีวภาพ เป็นพลังงานชีวภาพที่ถูกผลิตขึ้นจากชีวมวลที่ได้จากผลิตผลทาง
การเกษตร เช่น อ้อย น้ าตาล มันส าปะหลัง และข้าวโพด เป็นต้น ซึ่งก าลังได้รับความสนใจในการ
พัฒนาเป็นพลังงานทดแทนน้ ามันจากเชื้อเพลิงฟอสซิล มากกว่านั้นยังพบว่าการผลิตเอทานอล
ชีวภาพนี้สามารถผลิตจากชีวมวลที่ได้จากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งก าลังได้รับความสนใจและ
ถูกน าไปใช้ในหลายประเทศ (El-Naggar et al., 2014) โดยวัสดุ เหล่านี้มีความเป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม จึงเป็นอีกวิธีการหนึ่งในการลดภาวะโลกร้อนได้ เนื่องจากพลังงานจากชีวมวลมีการ
ปลดปล่อยมลพิษทางอากาศ และสารพิษต่างๆ ออกมาน้อยกว่าพลังงานจากเชื้อเพลิงฟอสซิล อีกทั้ง
ยังเป็นการรักษาความมั่นคงของพลังงานทั่วโลกได้อีกด้วย ดังนั้น วัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสจึงเป็น
แหล่งพลังงานทางเลือก ซึ่งสามารถน ากลับมาให้ใหม่ได้ และน าไปใช้ในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพแทน
การใช้เชื้อเพลิงจากฟอสซิล (Wyman and Goodman, 1993; Okudoh et al., 2014; อรุณี, 
2555) ส าหรับในประเทศไทย องค์กรทั้งภาครัฐและเอกชนประกาศแผนการลงทุนระยะยาว 10 ปี 
ซึ่งคาดว่าใช้มูลค่าประมาณ 400,000 ล้านบาทในการร่วมมือสร้างเศรษฐกิจชีวภาพโดยมุ่งเน้นไปที่
อ้อยและมันส าปะหลังเป็นหลัก ในการสร้างอุตสาหกรรมชีวเคมี ชีวเภสัชภัณฑ์ และเชื้อเพลิงชีวภาพ 
 
2.3 กากมันส าปะหลัง  
         มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) เป็นพืชเศรษกิจที่ส าคัญของประเทศไทย และ
ส่วนใหญ่น ามาผลิตเป็นแป้งมันส าปะหลัง กากมันส าปะหลังเป็นวัสดุเหลือทิ้งจากการผลิตแป้งมัน
ส าปะหลัง มีรายงานว่ามีปริมาณมากถึง 7.3 ล้านตันในปีพ.ศ.2558 (Trakulvichean et al., 2017) 
ลักษณะทั่วไปของกากมันส าปะหลัง คือ เปลือกมีลักษณะเป็นขุย สีน้ าตาล กากมันมีลักษณะละเอียด 
สีขาว (ประเวทย์ และคณะ, 2551) ดังภาพที่ 2.2 ส่วนมากน ามาใช้เป็นอาหารสัตว์หรือน าไปตากแห้ง
ท าเป็นมันเส้น มันอัดเม็ด หรือมันบด Balagopalan et al. (1994) รายงานว่า กากมันส าปะหลังที่
ผ่านการสกัดแป้งแล้ว คงเหลือแป้งเป็นส่วนประกอบร้อยละประมาณ 50-60 ของน้ าหนักแห้ง ซึ่งใน
การผลิตแป้งมันส าปะหลังแต่ละครั้งท าให้ได้กากมันส าปะหลังสูงถึงร้อยละ 10 ของน ้าหนักหัวมัน
ส าปะหลังสด 
  โดยกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลังจะต้องใช้หัวมันส าปะหลังน าไปล้างให้สะอาด และ
สับหัวมันส าปะหลังเป็นชิ้นเล็กๆ เพ่ือน าเข้าเครื่องโม่บดให้ละเอียด ซึ่งจะได้ของเหลวที่ประกอบด้วย 
แป้ง น ้า และกากมันส าปะหลังปนกันอยู่ จากนั้นน าของเหลวดังกล่าวเข้าเครื่องสกัดกากที่จะท า
หน้าที่แยกกากมันส าปะหลังออกจากน ้าแป้งโดยอาศัยแรงเหวี่ย ง หลังจากนั้นน าแป้งที่ได้ไปเข้า
เครื่องอบแห้งแล้วบรรจุถุงต่อไป ส่วนกากมันส าปะหลังที่ได้จากเครื่องสกัดกากจะถูกน าไปเข้าเครื่อง
อัดกากมันส าปะหลังแล้วตากแห้งในลานตาก 
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ภาพที่ 2.2 กากมันส าปะหลังจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง  

ที่มา: ณัฐธิดา, 2557 
 

  องค์ประกอบส่วนใหญ่ของกากมันส าปะหลังนั้นประกอบด้วยแป้งประมาณร้อยละ 60-75 
โดยน ้าหนักแห้ง รองลงมาคือ เส้นใย (เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน) ประมาณร้อยละ 12-20  
โดยน ้าหนักแห้ง มีความชื้นสูงประมาณร้อยละ 60-75 โดยน้ าหนักเปียก (สิริวรรณ, 2554) ทั้งนี้ก็
ขึ้นอยู่กับคุณภาพของหัวมันส าปะหลังและกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลังในแต่ละโรงงานด้วย 
โดยมีโปรตีน ไขมัน เถ้า ในปริมาณท่ีต ่า  

 
ตารางท่ี 2.1 องค์ประกอบของกากมันส าปะหลัง 

องค์ประกอบ ร้อยละโดยน้ าหนักแห้ง 

แป้ง 68.89 
ความชื้น 72 (ร้อยละโดยน้ าหนักเปียก) 

เถ้า 1.70 

โปรตีน 1.55 

เส้นใย 27.75 

ไขมัน 0.12 

ที่มา: Sriroth et al. (2000) 
 
     ชลดา (2546) ศึกษาองค์ประกอบของกากมันส าปะหลังจากจังหวัดนครราชสีมา พบว่า มี
แป้งเป็นองค์ประกอบสูงสุด คือ ร้อยละ 61.84-69.9 โดยน้ าหนักแห้ง รองลงมาคือปริมาณเส้นใยร้อย
ละ 10.61-14.35 โดยน้ าหนักแห้ง เถ้าร้อยละ1.61-2.38 โดยน้ าหนักแห้ง โปรตีนร้อยละ 1.82-2.03 
โดยน้ าหนักแห้ง และไขมันร้อยละ 0.09-0.20 โดยน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ 
  กากมันส าปะหลังจัดเป็นวัสดุลิกโนเซลลูโลสจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ซึ่งมีปริมาณ
แป้งตกค้างอยู่สูง สามารถน าไปใช้ประโยชน์ต่อในรูปอาหารสัตว์ การผลิตก๊าซชีวภาพ มากกว่านั้นยัง
สามารถใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได้อีกด้วย (Balat, 2011) สารตั้งต้นในการผลิตเอทานอ
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ลนอกเหนือไปจากวัสดุประเภทแป้งหรือน้ าตาลแล้ว วัสดุจ าพวกลิกโนเซลูโลสก็ก าลังได้รับความ
สนใจในปัจจุบันโดยพบว่า ร้อยละ 90 ของน้ าหนักแห้งของพืชส่วนใหญ่ ประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส และเพกติน (Yat et al., 2008) ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ย่อยสลายได้ยากทางชีวภาพ ดังนั้น
ในการผลิตวัตถุดิบประเภทนี้ควรมีขั้นตอนการปรับสภาพวัตถุดิบเบื้องต้นก่อน (สุภาวดี , 2557; รัช
พล, 2558) ซึ่งมีขั้นตอนการย่อยหลายวิธี เพ่ือให้ได้สารละลายที่มีปริมาณน้ าตาลสูงขึ้นซึ่งเหมาะ
ส าหรับการใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตเอทานอล  
 
2.4 องค์ประกอบของวัสดุลิกโนเซลลูโลส 

วัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็นชีวมวลที่เป็นแหล่งวัตถุดิบที่มีมากที่สุดในโลก จัดเป็น
สารประกอบอินทรีย์ประเภทคาร์โบไฮเดรตที่เป็นส่วนประกอบส าคัญของผนังเซลล์พืช อยู่ในรูปผลึก
มีลักษณะเป็นเส้นใยเหนียว และไม่ละลายน้ า ประกอบด้วยโครงสร้างหลัก 3 ชนิด คือ เซลลูโลส 
(cellulose) ร้อยละ 35-50  เป็นองค์ประกอบหลัก เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ร้อยละ 20-35  
และลิกนิน (lignin) ร้อยละ 15-20 (Mood et al., 2013) โดยอัตราส่วนของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนินแตกต่างกันไปข้ึนกับชนิดและอายุของวัสดุ  

  ในผนังเซลล์ของพืช เซลลูโลสแต่ละโมเลกุลจะเกิดการรวมกันเป็นมัดของเซลลูโลส 
(cellulose bundles) โดยมีลิกนินล้อมรอบอยู่ เฮมิเซลลูโลสท าหน้าที่เชื่อมต่อระหว่างเซลลูโลสกับ
ลิกนินเข้าไว้ดัวยกัน การจัดเรียงตัวในลักษณะดังกล่าวท าให้เส้นใยที่อยู่ในผนังเซลล์มีความแข็งแรง
สูงขึ้น (ประเวทย์ และคณะ, 2551; ประมุข, 2555) ดังภาพที่ 2.3 

 

ภาพที่ 2.3 แสดงโครงสร้างภายในผนังเซลล์ของพืช  
ที่มา: ชัชนันท์ และเฉลิม, 2555 
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  2.4.1 เซลลูโลส (cellulose) 
เซลลูโลสเป็นสารประกอบพวกพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดหนึ่งที่มีมากในผนังเซลล์พืช 

โครงสร้างของเซลลูโลสเป็นแบบไม่มีกิ่งกานสาขาประกอบด้วยหน่วยย่อยของน้ าตาลกลูโคสมากกว่า 
10,000 หน่วยมาต่อกันเป็นเส้นยาวด้วยพันธะแบบ β-1,4 glycosidic ดังแสงในภาพที่  2.4 
เซลลูโลสไม่สามารถละลายด้วยน้ า ตัวท าละลายอินทรีย์ หรือสารละลายด่างอ่อน แต่จะละลายใน
กรดและด่างแก่ หากการย่อยสลายด้วยกรดหรือเอนไซม์เกิดขึ้นสมบูรณ์จะได้น ้าตาลกลูโคสเพียง
อย่างเดียว แต่ถ้าการย่อยสลายตัวไม่สมบูรณ์จะได้เซลโลไบโอสซึ่งเป็นไดแซ็กคาไรด์ และได้โอลิ
โกแซ็กคาไรด์  

สายพอลิเมอร์แต่ละสายจะเรียงขนานกันและสร้างพันธะไฮโดรเจนเชื่อมต่อกัน ซึ่ง
อาจจะสูงถึง 3 พันธะต่อหน่วยกลูโคส แต่เมื่อรวมกันหลายสายจะเรียกว่า ไมโครไฟบริล 
(microfibril) ซึ่งเป็นโครงสร้างแบบโครงผลึกสามมิติ (Crystalline) ส่วนที่ไม่ได้เชื่อมต่อกันด้วย
พันธะไฮโดรเจนแต่มีการจัดเรียงตัวแบบสุ่มจะเรียกว่า เซลลูโลสแบบหลวม (Amorphous) ส่วนใหญ่
มักพบเซลลูโลสธรรมชาติเป็นเซลลูโลสแบบผลึก หรือโครงสร้างแบบระเบียบ ซึ่งมีการเรียงตัวของ
โครงสร้างแน่น มีความแข็งแรง และไม่ละลายน้ าหรือสารอินทรีย์ (สุภาวดี, 2557; ประมุข, 2555) 

 

 
ภาพที่ 2.4 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส  

ที่มา: ศุภรินทร์, 2557 
 

 2.4.2 เฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses) 
เฮมิเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบส่วนหนึ่งของผนังเซลล์พืช มักจะอยู่ร่วมกับเซลลูโลส 

ลิกนิน และสารประกอบเพกทิน จัดเป็นสารประกอบพวกคาร์โบไฮเดรทอสัณฐาน (Amorphous 
polymeric carbohydrate) พบมากในพวกไม้ใบกว้างและพวกพืชตระกูลหญ้า เฮมิเซลลูโลสเป็นพอ
ลิเมอร์ของน้ าตาลกลุ่มเพนโทส หรือเฮกโซสประกอบด้วยหน่วยย่อย 50-200 หน่วย และต่อกันแบบ
กิ่งก้านสาขามากกว่าแบบเส้นตรง ดังแสดงในภาพที่ 2.5 ซึ่งมีโมเลกุลต่ ากว่าเซลลูโลสจึงย่อยสลายได้
ง่ายกว่า น้ าตาลที่ประกอบอยู่ภายในเฮมิเซลลูโลส ได้แก่ ไซโลส อะราบิโนส กลูโคส กาแลกโตส และ
แมนโนส เฮมิเซลลูโลสส่วนใหญ่เป็นพวกเฮเทโรไกลแคน (Heteroglycan) คือประกอบด้วยน้ าตาล
ชนิดต่างๆ กันตั้งแต่ 2-4 ชนิด ส่วนเฮมิเซลลูโลสชนิดที่ประกอบด้วยน้ าตาลชนิดเดียวเรียกว่า โฮโม
ไกลแคน (Homoglycan) แตเ่ฮมิเซลลูโลสชนิดนี้จะพบเป็นส่วนน้อย ซึ่งชนิดของน้ าตาลและปริมาณ
ที่พบขึ้นอยู่กับชนิดและแหล่งของพืช มีคุณสมบัติไม่ละลายน้ าแต่ละลายในสารละลายที่เป็นด่างเจือ
จาง (ศุภรินทร์, 2557; ขวัญชนก, 2544 )  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



11 
 

  

 
ภาพที่ 2.5 โครงสร้างทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส  

ที่มา: ประมุข, 2555 
 

 นอกจากนี้ การใช้กรดที่มีความเข้มข้นสูง ช่วยเพ่ิมความสามารถในการละลายของ
เฮมิเซลลูโลสในน้ าได้ ซึ่งหากการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสมีการใช้อุณหภูมิสูงร่วมด้วย จ าเป็นต้อง
ระวังการเกิดผลิตภัณฑ์อ่ืนที่ไม่ต้องการซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งในกระบวนการหมัก ตัวอย่างเช่น เฟอฟิวรัล 
(Furfural) และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล (Hydroxy methyl furfural) เป็นต้น (Mood et al., 
2013; Galbe and Zacchi, 2012) 

 
2.4.3 ลิกนิน (lignin) 

ลิกนิน เป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง มักพบอยู่ร่วมกับเซลลูโลส 
เป็นสารประกอบพอลิเมอร์อะโรมาติกของฟีนิลโพรเพน (phenylpropane) มากกว่า 10,000 หน่วย 
ดังแสดงในภาพที่ 2.6 ซึ่งมีสารประกอบหลักเริ่มต้นที่ส าคัญ 3 หน่วยหลักๆ คือ p-coumaryl, 
coniferyl และ sinapyl alcohol  

 

 
ภาพที่ 2.6 โครงสร้างทางเคมีของลิกนิน  

ที่มา: ประมุข, 2555 
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ลิกนินไม่ใช่คาร์โบไฮเดรต แต่เป็นส่วนของผนังเซลล์ พวกพืชอายุน้อยจะมี primary 
wall ซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส เมื่อพืชอายุมากขึ้นจะเกิด secondary wall โดยมี
ลิกนินเข้ามาประกอบอีกส่วน จึงเป็นสารที่อยู่ร่วมกับคาร์โบไฮเดรตของพืช การที่ลิกนินเคลืบอยู่บน
ผนังเซลล์ของพืช ท าให้เอนไซม์ต่างๆ เข้าไปย่อยพวกเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสได้ยาก เป็นสาเหตุ
ให้พืชอาหารสัตว์ชนิดนั้นๆ ไม่ถูกย่อย หรือสัตว์น าไปใช้ประโยชน์ได้น้อยลง โดยทั่วไปแล้ว ลิกนินเป็น
สารที่ทนต่อสารเคมี  ไม่ละลายน้ าแต่สามารถละลายได้ในตัวท าละลายอินทรีย์บางชนิด เช่น ในเอทา
นอลหรือเมทานอลที่ร้อน และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ไม่มีสมบัติการยืดหยุ่น เพราะฉะนั้นจึง
ท าให้พืชที่มีลิกนินมากมีความแข็งแรงทนทาน (ขวัญชนก, 2544; ประมุข, 2555; สุภาวดี, 2557) 

 
2.5 วิธีการผลิตเอทานอลชีวภาพจากวัสดุลิกโนเซลลูโลส 

การผลิตเอทานอลชีวภาพสามารถผลิตได้จากวัตถุดิบทางการเกษตรซึ่งแบ่งได้เป็น 3 
ประเภท ดังนี้ (1) วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่  ข้าวโพด ข้าว มันฝรั่ง และมันส าปะหลัง (2) วัตถุดิบ
ประเภทน้ าตาล ได้แก่  อ้อย บีทรูต ข้าวฟ่างหวาน และกากน้ าตาล และ(3) วัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลสส่วนใหญ่เป็นผลพลอยได้จากผลผลิตทางการเกษตร ได้แก่ ไม้ ฟางข้าว ชานอ้อย แกลบ 
กากมันส าปะหลัง ส่วนที่เหลือของพืช ของเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ รวมทั้งวัสดุเหลือ
ทิ้งทางการเกษตร เป็นต้น (กล้าณรงค์ และคณะ, 2548) โดยในช่วงแรกของการผลิตเอทานอล
ชีวภาพนั้นพบว่ามาจากวัตถุดิบประเภทแป้งและน้ าตาลเป็นส่วนใหญ่เนื่องจากมีอยู่เป็นจ านวนมาก
ในประเทศไทย  แต่ในปัจจุบบันเริ่มหันมาสนใจวัสดุทดแทนประเภทอ่ืนๆ นอกเหนือจากแป้งและ
น้ าตาล นั่นก็คือ วัสดุลิกโนเซลลูโลส เนื่องจากได้ตระหนักถึงความมั่นคงของอาหารเพ่ือมนุษย์และ
สัตว์ และปัญหาสิ่งแวดล้อม งานวิจัยด้านการผลิตเอทานอลในปัจจุบันจึงมุ่งเน้นไปยังชีวมวลที่เป็น
ผลพลอยได้จากการเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตร ซึ่งวัตถุดิบเหล่านี้หาได้ง่ายและราคาถูก อีกทั้ง
เป็นการรักษาสิ่งแวดล้อมโดยเป็นการก าจัดขยะอินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพวิธี หนึ่ง (สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์แห่งประเทศไทย, 2551)  

กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสนั้นประกอบไปด้วย 4 
ขั้นตอน ดังนี้ (1) การปรับสภาพวัตถุดิบเบื้องต้น (Pretreatment) (2) การย่อยสลาย (Hydrolysis) 
(3) การหมักเอทานอล (Fermentation) และ(4) การกลั่นเอทานอล (Distillation) (ชัชนันท์ และ
เฉลิม, 2555) ดังแสดงในภาพที่ 2.7 
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ภาพที่ 2.7 กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
ที่มา: ธีรภัทร และคณะ, 2551 

 
เนื่องจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสนั้นประกอบด้วยพอลิเมอร์ 3 ชนิด คือ เซลลูโลส เฮ

มิเซลลูโลส และลิกนิน เป็นโครงสร้างที่มีความซับซ้อนและมีความแข็งแรงสูงมาก ท าให้การย่อย
สลายอย่างสมบูรณ์เป็นน้ าตาลเชิงเดี่ยวท าได้ยาก ดังนั้นจึงต้องมีกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ และย่อย
สลายด้วยสารเคมี หรือเอนไซม์เพ่ือที่จะเปลี่ยนโครงสร้างดังกล่าวให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว เช่น 
กลูโคส (glucose) ไซโลส (xylose) และอะราบิโนส (arabinose) ที่ยีสต์สามารถน าไปใช้ได้ ก่อนที่
จะน าสารละลายน้ าตาลดังกล่าวไปใช้ในกระบวนการผลิตเอทานอล 
 
2.6 กระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบเบื้องต้น 

การปรับสภาพวัตถุดิบเป็นขั้นตอนแรก และเป็นขั้นตอนส าคัญในการผลิตเอทานอลจาก
วัตถุดิบลิกโนเซลลูโลส มีวัตถุประสงค์หลักในการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางชีวเคมีของมวลลิกโน
เซลลูโลส โดยการละลายหรือแยกส่วนประกอบพวกเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และสารสกัดอ่ืนๆ 
ออกจากกัน ดังภาพที่ 2.8 เพ่ือให้มวลชีวภาพที่เหลืออยู่ง่ายต่อการน าไปย่อย ซึ่งหากไม่ก าจัด
สารประกอบจ าพวกลิกนินที่ห่อหุ้มโครงสร้างเฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลสออกจะท าให้ขั้นตอนการ
ย่อยสลายนั้นท าได้ยาก ขั้นตอนนี้ยังช่วยเพ่ิมขนาดรูพรุนของตัววัตถุดิบ เพ่ิมอัตราการย่อยน้ าตาล 
และลดการเกิดผลึกของเซลลูโลส (cellulose crystallinity) ท าให้เอนไซม์สามารถเข้าถึงวัตถุดิบได้
ง่ายขึ้น (Sun and Cheng, 2002; Harmsen et al., 2010; สุขใจ, 2554) อีกท้ังยังช่วยลดค่าใช้จ่าย
ส าหรับเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยเซลลูโลส เนื่องจากหากใช้เอนไซม์ในการย่อยเพียงอย่างเดียวโดยไม่มี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การปรับสภาพวัตถุดิบก่อนจะมีค่าใช้จ่ายสาหรับเอนไซม์ถึงร้อยละ 25 ของต้นทุนการผลิตเอทานอล
ทั้งหมด (สุภาวดี, 2557) มากกว่านั้นยังช่วยให้กระบวนการผลิตเอทานอลมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องเพ่ิมกระบวนการปรับสภาพเข้าไปในกระบวนการผลิตก่อนจะน าไปหมักเอทา
นอล  

 การศึกษาของ Sreenath et al. (2001) พบว่า การหมักเอทานอลจากเส้นใยอัลฟัลฟา 
(alfalfa fiber) โดยไม่ผ่านการปรับสภาพ ให้ปริมาณเอทานอลเพียง 6.4 กรัมต่อลิตร แต่เมื่อท าการ
ปรับสภาพวัตถุดิบก่อนน าไปหมักช่วยให้ปริมาณการผลิตเอทานอลสูงถึง 18.0 กรัมต่อลิตร 

 

 
ภาพที่ 2.8 โครงสร้างวัสดุลิกโนเซลลูโลสหลังการปรับสภาพ  

ที่มา: Kumar et al., 2009 
 

กระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบของวัสดุพวกลิกโนเซลลูโลสเพ่ือให้ได้น้ าตาลนั้นมีหลายวิธี
ด้วยกัน แบ่งออก เป็น 4 รูปแบบ ได้แก่ (1) การปรับสภาพทางกายภาพ (Physical pretreatment) 
(2) การปรับสภาพทางเคมี (Chemical pretreatment) (3) การปรับสภาพทางเคมีร่วมกับกายภาพ 
( Physico-chemical pretreatment) แ ล ะ  ( 4)  ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ท า ง ชี ว ภ า พ  (Biological 
pretreatment) การเลือกกระบวนการในการปรับสภาพขึ้นอยู่กับชนิด และลักษณะสมบัติของ
วัตถุดิบที่น ามาใช้ อย่างไรก็ตาม ปัญหาหลักที่เกิดขึ้นในกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ คือ การเกิด
สารเคมีที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ อีกทั้งต้องใช้วัตถุดิบเป็นจ านวนมาก และต้องมี
กระบวนการแยกน้ าตาลออกจากสารละลายอย่างมีประสิทธิภาพ จึงอาจกล่าวได้ว่า กระบวนการ
เตรียมวัตถุดิบลิกโนเซลลูโลสนั้นเป็นขั้นตอนหนึ่งที่ก่อให้เกิดค่าใช้จ่ายสูงในกระบวนการผลิตเอทา
นอล (Walker, 2011; Zheng et al., 2009) 

 
    2.6.1 การปรับสภาพทางกายภาพ (Physical pretreatment) 
   เป็นการใช้แรงกลหรือกระบวนการทางกายภาพเพ่ือปรับขนาด และท าลาย
โครงสร้างเซลล์ของวัตถุดิบ เพ่ือให้ปฏิกิริยาทางเคมีหรือชีวเคมีในขั้นต่อไปเกิดขึ้นได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ การตัดหรือบดให้ชิ้นวัตถุดิบมีขนาดเล็กลงจะช่วยเพ่ิมพ้ืนที่ผิว ท าให้ตัวเร่งปฏิกิริยา 
เอนไซม์ หรือไอน้ าจับกับวัตถุดิบได้ง่ายขึ้น (ปฐมา และคณะ, 2551)  

   เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  2.6.1.1 การใช้แรงทางกล (Mechanical communition)  
   คือ วิธีการท าให้วัตถุดิบมีขนาดเล็กลงสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การทุบ 

การบด การโม่ การเขย่าวัตถุดิบ เป็นต้น (รัชพล, 2558) โดยทั่วไปขนาดของเศษวัตถุดิบหลังการหั่น
แล้วมีขนาดประมาณ 1-3 เซนติเมตร และหลังจากการบดละเอียดจะมีขนาดประมาณ 0.2-2 
มิลลิเมตร ซึ่งความสามารถในการลดขนาดจะขึ้นอยู่กับขนาดสุดท้ายของวัสดุและคุณสมบัติของวัสดุ
นั้น (Sun and Cheng, 2002) 

2.6.1.2 การไพโรไลซีส (Pyrolysis)  
เป็นวิธีการใช้ความร้อนในสภาวะไร้ออกซิเจนในการสลายวัตถุดิบ โดยเมื่อ

อุณหภูมิมากกว่า 300 องศาเซลเซียส จะท าให้วัตถุดิบกลายสภาพเป็นแก๊สและผงถ่าน กระบวนการ
จะท าได้ช้าและการระเหยจะต่ าถ้าใช้อุณหภูมิต่ า (Singh et al., 2014) 

2.6.1.3 การระเบิดด้วยไอน้ า (Steam explosion)  
หากพิจารณาด้านค่าใช้จ่ายในกระบวนการเตรียมวัตถุดิบเบื้องต้นเป็นหลัก 

วิธีนี้นับเป็นวิธีที่น่าสนใจ และเป็นวิธีนิยมใช้กันมากที่สุดเนื่องจากช่วยลดการใช้สารเคมี นิยมใช้กับไม้
เนื้อแข็ง และวัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตร ไม่นิยมปรับสภาพไม้เนื้ออ่อน การปรับสภาพด้วยวิธีนี้มี
ประสิทธิภาพสูงเมื่อเทียบกับการปรับสภาพด้วยวิธีอ่ืน เนื่องจากใช้พลังงานและการลงทุนที่ต่ ากว่า มี
ความเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมน้อยกว่า (Balat, 2011) ท าได้โดยอาศัยใช้แรงดันไอน้ าอ่ิมตัวสูงก่อนที่จะ
ลดความดันลงอย่างรวดเร็วจนถึงความดันบรรยากาศ ท าให้เกิดการระเบิดของโครงสร้างวัตถุดิบ 
(explosive decompression of biomass) ซึ่งวิธีการปรับสภาพนี้ก่อให้เกิดการย่อยสลายอัตโนมัติ 
(autohydrolysis) โดยองค์ประกอบเฮมิเซลลูโลส และลิกนินสามารถถูกเปลี่ยนไปเป็นโอลิโกเมอร์ที่
ละลายน้ าได้ (soluble oligomers)  และลดการเกิดผลึกของเซลลูโลส (Banerjee et al., 2010) 
ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพของกระบวนการนี้ คือ ระยะเวลา อุณหภูมิ และขนาดอนุภาคของวัสดุ 
โดยส่วนใหญ่จะควบคุมอุณหภูมิที่ 160-260 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 0.69-4.83 เมกะพาสคาล 
เป็นเวลาสั้นๆ (Kumar et al., 2009) มีรายงานว่าการใช้อุณหภูมิต่ าและระยะเวลานานขึ้นเหมาะต่อ
กระบวนการปรับสภาพมากกว่าการใช้อุณหภูมิสูง (Zheng et al., 2009)   

   อย่างไรก็ตาม การย่อยวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลสด้วยการระเบิดไอน้ านี้
มักเกิดสารประเภทกรดอินทรีย์ เช่น กรดอะซิติก (acetic acid) และกรดลีวูลินิก (levulinic acid) 
ท าให้เกิดสารละลายในสภาวะที่เป็นกรด และอาจเกิดการย่อยสลายน้ าตาลไปเป็นเฟอฟิวรัล 
(Furfural) และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล (Hydroxy methyl furfural) ต่อไปได้ (Mood et 
al., 2013) ซึ่งสารประกอบเหล่านี้มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ และกระบวนการหมัก 
(Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000) 

 
 2.6.2 การปรับสภาพทางเคมี (Chemical pretreatment) 

2.6.2.1 การใช้กรด (Acid pretreatment)  
กรดที่นิยมใช้ส าหรับการปรับสภาพวัตถุดิบจากลิกโนเซลลูโลส ได้แก่ 

กรดซัลฟูริก และกรดไฮโดรคลอริก นอกจากนี้ยังมีกรดฟอสฟอริก และกรดไนตริก เดิมเคยใช้กรด
เข้มข้นในการย่อยลิกโนเซลลูโลสซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อยเซลลูโลสมาก แต่เนื่องจากกรดเข้มข้น
เหล่านี้มีฤทธิ์กัดกร่อนเครื่องมือหรืออุปกรณ์และเป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม ตลอดจนการเกิดสารที่
ไม่พึงประสงค์ต่อการหมัก และการก าจัดสารพิษที่มีราคาสูง จึงหันมาใช้กรดเจือจางร่วมกับการใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความร้อนในการปรับสภาพวัสดุจากลิกโนเซลลูโลสแทนซึ่งเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ได้รับความสนใจ และ
ประสบความส าเร็จโดยสามารถก าจัดเฮมิเซลลูโลส รวมทั้งเพ่ิมปริมาณกลูโคสได้มากขึ้นโดยใช้ต้นทุน
ในกระบวนต่ า (Kumar et al., 2009) การปรับสภาพด้วยกรดเจือจางมักใช้ความเข้มข้นของกรด
ร้อยละ 0.2-2.5 โดยอุณหภูมิที่ใช้อยู่ระหว่าง 130-210 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาสั้นๆไม่กี่นาที
ถึงนานเป็นชั่วโมง (Menon and Rao, 2012) ทั้งนี้การเลือกใช้สภาวะขึ้นอยู่กับความจ าเพาะต่อ
สารเคมี และองค์ประกอบทางโครงสร้างของแหล่งชีวมวลที่ใช้ด้วย 

นอกจากนี้ กระบวนการปรับสภาพโดยการใช้กรดร่วมกับการใช้อุณหภูมิสูง
ยังท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์ เช่น เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล 
ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อกระบวนการหมัก โดยปริมาณสารดังกล่าวขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของกรด 
อุณหภูมิ และระยะเวลาในที่ใช้ในการเตรียมวัตถุดิบ การลดความเป็นพิษสามารถท าได้โดยการปรับ
สภาพไฮโดรไลเซสให้เป็นกลางด้วยด่างก่อนน าไปใช้  

2.6.2.2 การใช้ด่าง (Alkaline pretreatment)  
กลไกการท างานของด่างนั้นเชื่อว่าจะไปเพ่ิมการพองตัวของโมเลกุลภายใน

ต่อสายพันธะภายในของไซแลนในเฮมิเซลลูโลส ความพรุนของวัสดุจะเพ่ิมข้ึนได้เมื่อท าการก าจัดสาย
โซ่ของโครงสร้างที่เชื่อมต่อภายใน ด่างที่นิยมใช้กันทั่วไป คือ โซเดียมไฮดรอกไซด์ โพแทสเซียมไฮดร
อกไซด์ แคลเซียมไฮดรอกไซด์ และแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ การใช้ด่างเจือจาง เช่น โซเดียมไฮดรอก
ไซด์เจือจางในการปรับสภาพวัสดุนั้น มีผลท าให้เกิดการบวมภายใน ช่วยเพ่ิมพ้ืนที่ผิวสัมผัสในการท า
ปฏิกิริยา ท าให้วัสดุมีความพรุนเพ่ิมขึ้นได้ ลดความเป็นโครงสร้างผลึกของเซลลูโลส และสามารถ
ท าลายของโครงสร้างลิกนิน ซึ่งประสิทธิภาพของด่างที่ใช้ในกระบวนการแปลงสภาพจะขึ้นอยู่กับ
ปริมาณของลิกนินที่มีอยู่ในวัสดุ นอกจากนั้นการปรับสภาพด้วยด่างยังเป็นวิธีที่ง่าย และไม่ต้องใช้
พลังงานมากเม่ือเปรียบเทียบกับการปรับสภาพด้วยกรด (Balat, 2011; รัชพล, 2558)  

2.6.2.3 การใช้โอโซน (Ozonolysis)  
โอโซนเป็นตัวออกซิแดนซ์ที่มีประสิทธิภาพ ช่วยลดการเกิดผลึกของ

เซลลูโลส สามารถท าให้เกิดการแตกตัวของลิกนิน และเฮมิเซลลูโลสได้  วิธีนี้มีจุดเด่นคือ เป็นวิธีที่มี
ประสิทธิภาพในการก าจัดลิกนินออกได้ดี ไม่ก่อให้เกิดสารพิษที่จะไปยับยั้งการท าปฏิกิริยาในส่วน
ต่างๆ กระบวนการนี้สามารถท าได้ที่อุณหภูมิห้อง แต่ข้อเสียของวิธีนี้คือ ต้องใช้โอโซนในปริมาณมาก
และมีค่าใช้จ่ายสูง (Balat, 2011; Jönsson and Martín, 2016) 

 
 2.6.3 ก า ร ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ท า ง เ ค มี ร่ ว ม กั บ ก า ย ภ า พ  ( Physico-chemical 

pretreatment) 
  2.6.3.1 การใช้ความร้อนชื้น (Liquid hot water)  
    วิธีการนี้อาศัยอุณหภูมิสูง  (160-220 องศาเซลเซียส) และความดัน 

ประมาณ 15 นาที เพ่ือควบคุมสถานะของน้ าในสภาวะของเหลว โดยไม่ต้องใช้สารเคมีในการเร่ง
ปฏิกิริยา การปรับสภาพวิธีนี้สามารถละลายโครงสร้างเฮมิเซลลูโลส และลิกนินได้น้อยกว่าการใช้
วิธีการระเบิดด้วยไอน้ า จึงท าให้เกิดสารยับยั้งน้อยกว่า และเกิดตะกอนของลิกนินน้อยกว่า (Mood 
et al., 2013; Zheng et al., 2009)  นอกจากนี้มีรายงานว่า การใช้เอนไซม์ในการย่อยสลายชีวมวล
จะเพ่ิมข้ึนหลังผ่านกระบวนการปรับสภาพด้วยวิธีนี้ (Weil et al., 1998) 

  2.6.3.2 การฉายรังสีไมโครเวฟ (Microwave irradiation)  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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17 
 

  

   การใช้รังสีไมโครเวฟในการปรับสภาพ เป็นการถ่ายเทพลังงานของรังสีไปสู่
โครงสร้างโมเลกุลของวัสดุ ความร้อนที่เกิดขึ้นจะท าให้โครงสร้างผลึกของเซลลูโลสเกิดการ
เปลี่ยนแปลง ช่วยก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ตลอดจนช่วยเพ่ิมการท างานของเอนไซม์ได้ดีขึ้น 
(ณัฐธิดา, 2557) 

 2.6.3.3 การระเบิดด้วยแอมโมเนีย (Ammonia fiber explosion, AFEX)  
เป็นการใช้แอมโมเนียเหลวร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า โดยท าให้ชีวมวล

สัมผัสกับแอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิปานกลาง (60-120 องศาเซลเซียส) ภายใต้ความดันสูง (1.72-
2.06 เมกะพาสคาล) เป็นเวลา 30 นาที กลไกการปรับสภาพด้วยวิธีนี้ท าให้ของเหลวเกิดสภาวะเป็น
กรด ท าให้เกิดการย่อยสลายเกิดขึ้นโดยเฉพาะเฮมิเซลลูโลส (Puri and Mamers, 1983; Kumar et 
al., 2009) อย่างไรก็ตาม วิธีนี้ไม่เหมาะกับวัสดุที่มีลิกนินสูง และยังเป็นวิธีที่มีค่าใช้จ่ายสูงกว่าวิธีการ
ระเบิดด้วยไอน้ าอีกด้วย (Cheng, 2009) 

2.6.3.4 การระเบิดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ (Carbondioxide explosion)  
วิธีการนี้ใช้คาร์บอนไดออกไซด์จากกรดคาร์บอนิกในการเพ่ิมอัตราการ

ย่อยสลายขั้นต่อไป (ปฐมา และคณะ, 2551) โดยโมเลกุลที่มีขนาดเล็กของแก๊สสามารถแทรกซึมผ่าน
รูพรุนของโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสได้ ข้อดีของวิธีการนี้คือไม่เกิดความเป็นพิษ และไม่ท าให้ติดไฟ ซึ่ง
วิธีการนี้ได้ผลผลิตต่ ากว่าการใช้ไอน้ าหรือแอมโมเนีย แต่ไม่เกิดสารยับยั้งที่เป็นพิษต่อการหมัก 
(Mood et al., 2013) 

2.6.3.5 การย่อยเปียก (Wet oxidation)  
โดยใช้ออกซิเจน และอากาศเป็นตัวกลางในการท าปฏิกิริยา นิยมใช้ถัง

หมักชีวภาพในสภาวะที่อุณหภูมิต่ าภายใต้แรงดัน และเวลาสั้น โดยทั่วไปจะใช้เวลา 10-15 นาที 
อุณหภูมิ 170-200 องศาเซลเซียส และความดันระหว่าง 10-12 บาร์ นิยมใช้ในการผลิตเอทานอลใน
ขบวนการหมักแบบการย่อยให้ เป็นน้ าตาลและหมักในขั้นตอนเดียวกัน ( Simultaneous 
saccharification and fermentation, SSF) (รัชพล, 2558) 

 
2.6.4 การปรับสภาพทางชีวภาพ (Biological pretreatment)  

  เป็นการใช้จุลินทรีย์ปรับสภาพของวัตถุดิบเพ่ือท าลายเนื้อเยื่อของเซลลูโลส เช่น 
ราสีน้ าตาล (brown-rot fungi) จะย่อยเซลลูโลส ส่วนราสีขาว (white-rot fungi) และราผุอ่อน 
(soft-rot fungi) จะย่อยลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ราขาวซึ่งจัดอยู่ใน Class Basidiomycetes เป็น
ตัวเลือกที่ดีที่สุดในการปรับสภาพทางชีวภาพ สามารถผลิตเอนไซม์ที่ท างานภายนอกเซลล์ 
(extracellular enzyme) หลายชนิด ซึ่งเอนไซม์เหล่านี้สามารถย่อยสลายโครงสร้างลิกนินได้  
(Singh et al., 2014) ข้อดีของกระบวนการนี้ คือ สามารถท าได้ในสภาวะปกติ ใช้พลังงานน้อย ไม่
ใช้สารเคมีในกระบวนการ ท าให้เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมและมีค่าใช้จ่ายต่ า แต่กระบวนการปรับสภาพ
ทางชีวภาพต้องอาศัยเวลานาน เนื่องจากสภาวะที่ใช้ไม่รุนแรง อัตราการย่อยสลายค่อนข้างต่ า ใช้
พ้ืนที่ในการผลิตมาก จึงไม่ค่อยเหมาะสมในการน ามาใช้จริง (สุภาวดี, 2557) 

มีการรายงานถึงการเตรียมกากมันส าปะหลังโดยวิธีทางชีวภาพซึ่งอาศัยครูดเอนไซม์
เซลลูเลส จากเชื้อรา Trichoderma reesei เพ่ือเปลี่ยนเซลลูเลสในกากมันให้กลายเป็นน้ าตาล 
จากนั้นจึงใช้ยีสต์มาหมักน้ าตาลให้เป็นเอทานอล (ผ่องศรี และคณะ, 2550) วิธีการนี้มีข้อดี คือ ใช้
พลังงานต่ าภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง ไม่ก่อให้เกิดสารยับยั้งต่อการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ และไม่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตามอัตราการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์นั้นใช้เวลานานมาก (สุขใจ, 
2554) 

 
2.7 การย่อยสลาย 

การย่อยสลายหรือไฮโดรไลซิส คือ การย่อยสลายสายพอลิเมอร์ทั้งเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสให้สั้นลงกลายเป็นน้ าตาลอิสระก่อนที่จะน าไปหมักเป็นเอทานอลโดยใช้กรด ด่าง หรือ
เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ซึ่งการย่อยสลายสามารถท าให้โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลสเปลี่ยนไปเป็น
น้ าตาลไซโลส แมนโนส กาแลคโตส และกลูโคส ส่วนเซลลูโลสเปลี่ยนไปเป็นกลูโคส (Palmqvist 
and Hahn- Hägerdal, 2000) โดยผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยอย่างสมบูรณ์คือกลูโคส ดังสมการ 
(1) (สิริวรรณ, 2554)  

 
(C6H10O5)n + nH2O                  nC6H10O6                                    (1) 

 
ในปัจจุบันการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่นิยมใช้ในการวิจัยเพ่ือผลิตเอทานอลมี 2 วิธี 

คือ 
2.7.1 การย่อยสลายด้วยกรด (Acid hydrolysis)  

   เป็นวิธีที่ท าได้ง่ายและค่าใช้จ่ายไม่สูง ในการย่อยสลายวัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลส สามารถแบ่งได้เป็น 2 วิธีตามชนิดของกรดที่ใช้ ดังนี้  
   2.7.1.1 การที่ใช้กรดเข้มข้น (Concentrated acid hydrolysis) เช่น กรด
ไฮโดรคลอริก หรือกรดซัลฟูริกเข้มข้น โดยปกติใช้ความเข้มข้นของกรดร้อยละประมาณ 10–30 
กระบวนการนี้สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเซลลูโลสไปเป็นกลูโคสได้อย่างอย่างรวดเร็ว ด้วย
สภาวะการย่อยที่รุนแรงของวิธีนี้ท าให้เกิดการผุกร่อนของเครื่องมือ และจ าเป็นต้องของการก าจัด
กรดออกจากน้ าตาลก่อนน าไปใช้  
   2.7.1.2 การใช้กรดเจือจาง (Dilute acid hydrolysis) นิยมใช้กรดซัลฟิวริกซึ่ง
เป็นกรดที่ใช้กันอย่างกว้างขวาง เป็นวิธีเก่าแก่ที่นิยมใช้เพ่ือปรับสภาพวัสดุลิกโนเซลลูโลส กรดที่ใช้
แล้วจ าเป็นต้องท าให้เป็นกลางด้วยปูนขาวหรือแคลเซียมคาร์บอเนตก่อนน ากลับมาใช้ใหม่  (ชัชนันท์ 
และเฉลิม, 2555) โดยทั่วไปการย่อยด้วยกรดเจือจางนี้มักใช้ร่วมกับสภาวะที่มีอุณหภูมิและความดัน
สูง แต่มักก่อให้เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงคือสารอนุพันธ์ฟูแรนซึ่งจะไปขัดขวางการย่อยสลายโครงสร้าง
ของวัสดุไปเป็นน้ าตาลได้น้อยลง มากกว่านั้นยังมีฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์และการเจริญของ
เชื้อจุลินทรีย์ อีกท้ังส่งผลต่อการผลิตเอทานอลอีกด้วย (Balat, 2011)  
 

2.7.2 การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (Enzymatic hydrolysis)  
 เป็นการใช้เอนไซม์ในการย่อยสลายสายวัสดุลิกโนเซลลูโลสให้กลายเป็นน้ าตาลโดย

อาศัยเอนไซม์ที่ได้มาจากเชื้อราและแบคทีเรีย ด้วยองค์ประกอบในโครงสร้างของวัสดุลิกโนเซลลูโลส
ที่มีความแตกต่างกันจ าเป็นต้องใช้เอนไซม์หลายชนิดเ พ่ือให้เกิดความจ าเพาะเจาะจงต่อสับเตรทใน
การท าปฏิกิริยาสูง จึงท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความบริสุทธิ์สูง และยังไม่ท าให้เกิดการผุกร่อนของ
เครื่องมือ (ธีรภัทร, 2551) อย่างไรก็ตามโครงสร้างของวัสดุประเภทนี้ท าให้เกิดการขัดขวางการย่อย
สลายโดยเอนไซม์จึงมักใช้เวลานานในการย่อย  เอนไซม์ที่ใช้ในปฏิกิริยาย่อยสลาย คือ เอนไซม์เซลลู
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เลส (cellulase) เป็นเอนไซม์ที่ได้จากรา Trichoderma viride โดยแบ่งกลุ่มของเอนไซม์ได้ 3 ชนิด 
ที่ท างานร่วมกัน (สิริวรรณ, 2554; ศุภรินทร์, 2553) ดังนี้ 

2.7.2.1 เอ็นโดกลูคาเนส (Endoglucanase) ท าหน้าที่ย่อยสลายเซลลูโลสให้
เปลี่ยนเป็นเซลโลไบโอส โดยตัดพันธะ β-1,4 glycosidic แบบสุ่มภายในสาย ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือโอลิ
โกแซคคาไรด์ 

2.7.2.2 เอ็กโซกลูคาเนส (Exoglucanase) ท าหน้าที่ย่อยสลายเซลลูโลส โดยจะ
ย่อยสลายจากทางด้านปลาย non-reducing ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือเซลโลไบโอส 

2.7.2.3 เบต้า-กลูโคสิเดส (β-Glucosidase) ท าหน้าที่ย่อยโอลิโกแซคคาไรด์ 
และเซลโลไบโอสให้เปลี่ยนเป็นกลูโคส 

 
2.8 กระบวนการหมักเอทานอล 

กระบวนการผลิตเอทานอลแบ่งเป็น 2 วิธี ได้แก่ (1) กระบวนการสังเคราะห์เคมี (Chemical 
synthesis) ซึ่งใช้เอทีลีน (C2H4) เป็นวัตถุดิบ และ(2) กระบวนการหมัก (Fermentation) โดยใช้
จุลินทรีย์เปลี่ยนน้ าตาลไปเป็นเอทานอล (ศุภรินทร์, 2553) ด้วยกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีมี
ราคาต้นทุนวัตถุดิบที่สูง และมีกระบวนการผลิตค่อนข้างยุ่งยาก พร้อมทั้งในปัจจุบันมีการพัฒนา
เทคโนโลยีการหมักมากขึ้นจึงหันมาใช้วิธีนี้ในการผลิตเอทานอลซึ่งอาศัยกิจกรรมของจุลินทรีย์แทน 
โดยจุลินทรีย์ที่นิยมใช้มากที่สุดนั่นก็คือยีสต์ 

ขั้นตอนการหมักเป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกิดจากการท างานของเชื้อยีสต์
ในการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคส ภายใต้สภาพที่ปราศจากออกซิเจนหรือมีออกซิเจนเพียงเล็กน้อยให้เป็น
แอลกอฮอล์ ในสภาวะที่มีออกซิเจน (aerobic) ยีสต์จะมีการใช้น้ าตาลกลูโคสในการหายใจ ส าหรับ
การเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวนเซลล์ ส่วนในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (anaerobic) ยีสต์จะสร้างเอทา
นอล คาร์บอนไดออกไซด์ และพลังงานจากการน าน้ าตาลกลูโคสเข้าสู่เซลล์ผ่านวิถีเอมบ์เดน-ไทเยอร์
ฮอฟ (embden-Meyerhof pathway) หรือวิถีไกลไลซีส (glycolysis pathway) (จิรศักดิ์, 2551) 
ตามทฤษฎีแล้ว น้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล สามารถเปลี่ยนไปเป็นเอทานอลได้ 2 โมเลกุล คิดเป็นร้อย
ละ 51.11 โดยน้ าหนัก และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 2 โมเลกุล คิดเป็นร้อยละ 48.89 โดยน้ าหนัก 
ดังสมการ (2) (กล้าณรงค์ และคณะ, 2548) แต่ในทางปฏิบัติปริมาณเอทานอลจะได้ต่ ากว่านี้  
เนื่องจากน้ าตาลส่วนหนึ่งถูกน าไปใช้ในการสร้างชีวมวลของเชื้อ และมีการสร้างผลพลอยได้อ่ืนๆ เช่น 
กลีเซอรอล และกรดอินทรีย์ (Boulton and Quain, 2006)  

 
          ยีสต์ + C6H12O6                       2 CH3CH2OH + 2 CO2 + 28.7 Kcal     (2) 

 
ทั้งนี้ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลนั้นจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสายพันธุ์จุลินทรีย์ 

ชนิดและความเข้มข้นของสับสเตรท ธาตุอาหาร เกลือแร่ และวิตามินต่างๆ ค่า pH เริ่มต้นของ
อาหาร อุณหภูมิ และการปรับสภาพวัตถุดิบที่ใช้ในการหมัก (พงษ์ศักดิ์, 2552) เนื่องจากปัจจัยส าคัญ
เหล่านี้มีส่วนเกี่ยวข้องต่อการเจริญเติบโตของเชื้อยีสต์ และการหมักเอทานอล โดยทั่วไปกระบวนการ
หมักเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสมี 2 วิธีการ คือ กระบวนการหมักแบบ Separate 
hydrolysis and fermentation (SHF) หมายถึงการหมักเอทานอล โดยการย่อยสลายให้เป็นน้ าตาล
แยกจากการหมัก ซึ่งมีหลายขั้นตอน ต้องท าในถังปฏิกรณ์มากกว่า 1 ถัง ท าให้ต้องใช้เวลาเพ่ิมขึ้น 

Fermentation    
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และบางกรณีอาจให้ผลผลิตต่ ากว่า และกระบวนการหมักแบบ Simultaneous saccharification 
and fermentation (SSF) หมายถึงการหมักเอทานอลโดยการย่อยสลายให้เป็นน้ าตาลควบคู่กับการ
หมักวิธีนี้จะท าให้เป็นน้ าตาล และเกิดการหมักในถังปฏิกรณ์เดียวกันสามารถแก้ไขข้อเสียจากวิธีการ
แรกได้  

เ วสารั ช  และคณะ ( 2557)  ศึกษาการการใช้ประโยชน์จากปอคิ วบา ( Hibiscus 
cannabisnus L.) เ พ่ือใช้ในการผลิตเอทานอลโดยใช้ยีสต์  S. cerevisiae TISTR 5019 และ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล 2 วิธี คือ กระบวนการหมักแบบ SHF และ SSF พบว่า 
กระบวนการหมักแบบ SSF มีความสามารถในการผลิตมากกว่า SHF โดย SSF ให้ปริมาณเอทานอล
ที่เกิดขึ้นสูงสุด และอัตราผลผลิตเอทานอล เท่ากับ 7.66 กรัมต่อ 100 กรัมของสารตั้งต้น และ 0.07 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ส่วนการหมักด้วยวิธีการหมักแบบ SHF ให้ปริมาณเอทานอลที่
เกิดขึ้นสูงสุด และอัตราผลผลิตเอทานอล เท่ากับ 1.70 กรัมต่อ 100 กรัมของสารตั้งต้น และ 0.01  
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ  

กล้าณรงค์ และคณะ (2548) ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากมันส าปะหลังโดย
อาศัยกระบวนการหมักที่มีการย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาล และหมักแบบ SSF โดยน าน้ าเชื่อมที่ผ่านการ
ย่อยครั้งแรกด้วยเอนไซม์อะไมเลสมาผสมกับเอนไซม์กลูโคอะไมเลสพร้อมกับเชื้อยีสต์ ซึ่ง
กระบวนการ SSF สามารถลดระยะเวลาการหมักได้เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการหมักแบบดั้งเดิม 
(Conventional Fermentation) 

เมื่อสิ้นสุดกระบวนหมักแล้ว เอทานอลที่ได้จะถูกน าไปกลั่นเพ่ือเพ่ิมความเข้มข้นของเอทา
นอล เนื่องจากเอทานอลที่ได้จากกระบวนการหมักมีความเข้มข้นอยู่ในช่วงร้อยละ 8-12 โดยปริมาตร 
และการน าเอทานอลไปใช้เป็นเชื้อเพลิงนั้นจ าเป็นต้องแยกเอทานอลให้ได้ความบริสุทธิ์ถึงร้อยละ 
99.5 โดยปริมาตร อย่างไรก็ตามการกลั่นที่ความดันบรรยากาศจะได้เอทานอลเพียงร้อยละ 95 โดย
ปริมาตร ดังนั้นจ าเป็นต้องใช้เทคนิคอ่ืนๆ มาช่วยแยกน้ าออกจากเอทานอลให้มีความบริสุทธิ์มากข้ึน 
เช่น กระบวนการแยกด้วยเมมเบรน หรือกระบวนการแยกโดยการให้เอทานอลไหลผ่านวัสดุที่มีรูพรุน
สูง (วิธีโมเลคูลาซีฟ) (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์แห่งประเทศไทย, 2551) 

ส าหรับการผลิตเอทานอลจากผลพลอยได้ทางการเกษตรนั้นจ าเป็นต้องมีการเพ่ิมแหล่ง
ไนโตรเจน วิตามิน และแร่ธาตุที่จ าเป็นให้แก่ยีสต์ โดยแหล่งไนโตรเจนมีความจ าเป็นส าหรับการ
สังเคราะห์กรดอะมิโน พิวรีน ไพริมิดีน คาร์โบไฮเดรตบางชนิด ลิปิด เอนไซม์ โคแฟกเตอร์และสาร
ชนิดอ่ืนๆ แหล่งไนโตรเจน ได้แก่ เกลืออนินทรีย์ เช่น แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมไนเตรต 
(NH4NO3) และสารประกอบอินทรีย์อ่ืนๆ เช่น เพปโตน และยีสต์สกัด (yeast extract) (สุขใจ, 
2554) อย่างไรก็ตาม มีงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการหาสูตรสารอาหารที่เหมาะสมส าหรับยีสต์เพ่ือใช้ใน
การผลิตเอทานอลซึ่งมีหลายสูตรด้วยกัน ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับวัตถุดิบที่ได้เลือกใช้และวัตถุประสงค์ของงาน 
งานวิจัยของ Alfenore et al. (2002) รายงานว่า การเติมวิตามินร่วมหลายชนิด จะส่งผลต่อการ
เพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของยีสต์ และให้ผลได้เอทานอลเพิ่มข้ึน 
 
2.9 สารยับยั้งที่เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการย่อยสลายด้วยกรดร่วมกับการใช้ความร้อน 

การปรับสภาพวัตถุดิบจ าพวกผลพลอยได้จากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง (กากหรือ
เปลือก) สามารถเตรียมได้ โดยการไฮโดรไลซ์ด้วยกรดเจือจางร่วมกับการให้ความร้อน 
(Srinorakutara et al., 2006; กัลยา และคณะ, 2548; Agu et al., 1997) กรดจะเข้าไปท าปฏิกิริยา

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



21 
 

  

สลายพันธะ β-1,4 glycosidic ของโครงสร้างที่ซับซ้อนของเซลลูโลสให้แตกออก ท าให้เกิดการ
ปลดปล่อยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวมากขึ้น เช่น กลูโคส กาแลคโตส แมนโนส ไซโลส และอะราบิโนส ซึ่ง
เป็นผลิตภัณฑ์หลัก ยิ่งไปกว่านั้นยังมีผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้อ่ืนๆ ที่อาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงหรือ
สลายตัวของโครงสร้างวัสดุเองหรือน้ าตาลรีดิวซ์ต่อไปเป็นสารประกอบอ่ืนได้อีก ดังแสดงในภาพที่ 
2.9 นอกจากนี้ยังท าให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้มีค่าน้อยลง (สิริวรรณ, 2554) 
 

 
ภาพที่ 2.9 ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากกระบวนการย่อยสลายวัตถุดิบจ าพวกลิกโนเซลลูโลสภายใต้สภาวะที่

เป็นกรด 

ที่มา: Jönsson and Martín, 2016 
 

อย่างไรก็ตาม สารประกอบบางตัวที่เกิดขึ้นในระหว่างการเตรียมวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลส
โดยใช้ความร้อนสูงภายใต้สภาวะที่มีความเป็นกรดร่วมด้วยนั้นส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อยีสต์เกิดข้ึน (Parajó et al., 1998) ได้แก่ เฟอฟิวรัล 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล กรดฟอร์มิก 
กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิก (Larsson et al., 1999) (ตารางที่ 2.2) การเกิดสารยับยั้งเหล่านี้ในรูป
ของสารผสม พบว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์โดยลดประสิทธิภาพการใช้น้ าตาล 
และการหมักเอทานอลได้มากกว่าการเกิดสารยับยั้งเพียงชนิดใดชนิดหนึ่ง (Mussatto and 
Roberto, 2004; Palmqvist et al., 1999b)  
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ตารางท่ี 2.2 สารยับยั้งทั่วไปที่เกิดขึ้นในสารละลายจากการย่อยสลายวัตถุดิบลิกโนเซลลูโลส 
กลุ่มของสารยับยั้ง ตัวอย่างสารยับยั้ง 
Furan derivatives 

 

 

 

5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF) 
 

2-Furaldehyde 
 

2-Furoic acid 

Aliphatic acids 

 Acetic acid 
 

Formic acid 
 

Levulinic acid 
 

 
Phenolic compounds 

 

R1 = R2 = H 4-hydroxybenzaldehyde 
R1 = H, R2 = OCH3 Vanillin 

R1 = R2 = OCH3 Syringaldehyde 

 

R1 = R2 = H 4-
hydroxyacetophenone 

R1 = H, R2 = OCH3 Acetovanillone 
R1 = R2 = OCH3 Acetosyringone 

 

R1 = R2 = H 4-hydroxybenzoic acid 
R1 = H, R2 = OCH3 Vanillic acid 
R1 = R2 = OCH3 Syringic acid 

 

R1 = R2 = H Phenol 
R1 = H, R2 = OH Cathecol 

R1 = OH, R2 = H Hydroquinone 

 
R1 = COOH Cinnamic acid 

ที่มา: Almeida et al. (2007) 
 

ปริมาณและชนิดสารยับยั้งที่เกิดขึ้นนั้นขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบ และกระบวนการที่ใช้ย่อย
สลายวัตถุดิบ โดยแบ่งสารพิษออกเป็น 4 ประเภทตามแหล่งก าเนิด (Mussatto and Roberto, 
2004)  ดังนี้  
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2.9.1 สารยับยั้งที่เกิดจากการสลายตัวของน้ าตาล 
ในระหว่างการย่อยสลาย น้ าตาลกลุ่มเพนโทสถูกสลายไปเป็นผลิตภัณฑ์อ่ืนโดย

กระบวนการดีไฮเดรชั่น (dehydration) ต่อได้เป็นเฟอฟิวรัล ซึ่งสามารถยับยั้งอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของเชื้อ และผลได้มวลเซลล์ ส่วนการสลายตัวของน้ าตาลกลุ่มเฮกโซสสามารถเกิดเป็นสาร
ยับยั้งได้เช่นกัน คือ 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล ซึ่งมีอิทธิพลในการยับยั้งได้เช่นเดียวกับเฟอฟิวรัล 
แต่มีความเป็นพิษน้อยกว่า อย่างไรก็ตามในสารละลายหลังการย่อยมักพบสารยับยั้งชนิดนี้ในปริมาณ
มากกว่าเฟอฟิวรัล (Almeida et al., 2007) ทั้งนี้เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล
สามารถสลายไปเป็นกรดฟอร์มิก ส่วน 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล ก็สามารถสลายต่อได้เป็นกรด
ลีวูลินิก  

 
2.9.2 สารยับยั้งที่เกิดจากการสลายตัวของลิกนิน 

ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากการย่อยสลายโครงสร้างลิกนินส่วนใหญ่ คือสารประกอบฟี
นอลิก โดยสารประกอบนี้ที่มีมวลโลกุลต่ าจะมีความเป็นพิษต่อกระบวนการหมักมากที่สุด (Ando et 
al., 1986) Parajó et al. (1998) รายงานว่าผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการสลายตัวของลิกนินมีความ
รุนแรงต่อเชื้อจุลินทรีย์มากกว่าเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล แม้จะพบในปริมาณต่ า
ก็ตาม 

 
2.9.3 สารยับยั้งที่มาจากองค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลส 

สารยับยั้งในกลุ่มนี้ ได้แก่ กรดอะซิติก (acetic acid) ซึ่งได้จากการย่อยสลายของ
หมู่อะซิติลที่พบในเฮมิเซลลูโลส และสารแทรกท่ีอยู่องค์ประกอบภายนอกในวัสดุลิกโนเซลลูโลส เช่น 
เรซิน (resin) แทนนิก (taninic) และ เทอร์ฟีน (terpene) โดยสารแทรกท่ีเกิดข้ึนนั้นมีฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์น้อยกว่าอนุพันธ์จากการสลายโครงสร้างลิกนินหรือกรดอะซิติก  

 
2.9.4 ไอออนของโลหะหนัก 

ไอออนของโลหะหนัก ได้แก่ เหล็ก โครเมียม นิกเกิล และทองแดง ที่เกิดจากการกัด
กร่อนของอุปกรณ์ที่ใช้ในกระบวนการย่อยด้วยกรด มีผลท าให้เกิดการยับยั้งเอนไซม์ในเมตาบอลิซึม
และกิจกรรมของเชื้อจุลินทรีย์ส าหรับการหมัก (Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000) 

 
2.10 กลไกการยับยั้งของสารยับย้ัง 
 

2.10.1 อนุพันธ์ฟูแรน (furan derivatives) 
สารยับยั้งจากอนุพันธ์ฟูแรน เช่น 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล และเฟอฟิวรัล จะ

ไปท าให้การผลิตชีวมวล อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อ และการผลิตเอทานอลน้อยลง  และ
ยังส่งผลให้ระยะปรับตัวนานขึ้น นอกจากนี้เฟอฟิวรัลสามารถเปลี่ยนไปเป็นเฟอฟิวริลแอลกอฮอล์ 
(furfuryl alcohol) ซึ่งส่งผลต่อการเจริญของเชื้อเช่นกัน ระดับความเป็นพิษขึ้นอยู่กับความเข้มข้น
ของสารยับยั้งและสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมัก Roberto et al. (1991a) รายงานว่า ความ
เข้มข้นของเฟอฟิวรัลในปริมาณต่ าส่งผลดีต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ Pichia stipites ที่ใช้ในการ
หมักเอทานอล แต่เมื่อความเข้มข้นมากกว่า 2 กรัมต่อลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได้เกือบ
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สมบูรณ์ นอกจากนี้ Liu et al. (2004) ท าการศึกษาผลของการใช้สารยับยั้งทั้ง 2 ชนิดนี้ร่วมกัน 
พบว่ามีผลต่อการเจริญของเชื้อยีสต์มากกว่าการมีสารยับยั้งเพียงชนิดใดชนิดหนึ่ง  

กลไกการยับยั้งเกิดจากสารทั้ง 2 ชนิดนี้เหมือนกัน คือ ไปยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์
แอลกอฮอล์ดี ไ ฮโดรจี เนส  (alcohol dehydrogenase) ไพรู เ วทดี ไฮโดรจี เนส  ( pyruvate 
dehydrogenase) และแอลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) รวมทั้งเอนไซม์ และ
โคแฟคเตอร์ในวิถีไกลโคไลซีส เฟอฟิวรัลยังสามารถท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของแวคิวโอล และไมโตคอน
เดรียได้อีกด้วย โดยทั่วไปอธิบายกลไกการยับยั้งของสารชนิดนี้ว่า ยีสต์จ าเป็นต้องลดการใช้ ATP 
และNAD(P)H ภายในเซลล์ รวมทั้งยับยั้งการท างานของเอนไซม์และการใช้โคแฟคเตอร์เพ่ือซ่อมแซม
การท าลายที่เกิดขึ้น (Almeida et al., 2007) 

 
2.10.2 กรดอ่อน (weak acids)  

กรดอ่อนที่เกิดขึ้นในกระบวนการย่อยสลาย ได้แก่ กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และ
กรดลีวูลินิก ท าให้เกิดการยับยั้งจุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมักโดยไปลดการผลิตชีวมวล และเอทานอล 
นอกจากนี้มีการรายงานว่า กรดอ่อนท าให้ลดการดูดซึมของกรดอะมิโนในอาหารท าให้เกิดการยับยั้ง
ก า ร เ จ ริ ญขอ ง เ ชื้ อ ยี ส ต์  ( Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000 ; Almeida et al., 2007) 
กระบวนการยับยั้งของกรดอ่อนประกอบไปด้วยกลไก 2 ขั้นตอน คือการแตกตัว และการสะสมประจุ
ลบภายในเซลล์ มีรายงานว่า กรดอ่อนที่มีความเข้มข้นเท่ากันมีความเป็นพิษต่างกันเนื่องจาก
ความสามารถในการแพร่เข้าไปในเซลล์ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ และความเป็นพิษของประจุลบในกรดอ่อน
แต่ละชนิดแตกต่างกัน  

กรดอ่อนที่เกิดขึ้นในสารละลายจะอยู่ในรูปไม่แตกตัว เมื่อแพร่เข้าไปในไซโทพลาส
ซึมของเซลล์ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์แล้วจะเกิดการแตกตัวของกรด ค่าความเป็นกรด-ด่างภายในเซลล์จึงลด
ต่ าลง ดังนั้นกระบวนการปรับสภาวะให้เป็นกลางภายในเซลล์จ าเป็นต้องอาศัยการท างานของ 
ATPase ในเยื่อหุ้มเซลล์เพ่ือขับโปรตอนออกนอกเซลล์ เป็นผลให้เซลล์ผลิตชีวมวลได้น้อยลง อย่างไร
ก็ตามกรดอ่อนที่ความเข้มข้นต่ าจะช่วยส่งเสริมการผลิตเอทานอลได้ดีขึ้น โดยเชื่อว่าที่จะไปกระตุ้น
การท างานของ ATPase และขับโปรตอนมากขึ้น ท าให้ ATP เพ่ิมข้ึน จึงสามารถรักษาระดับค่าความ
เป็นกรด-ด่างภายในเซลล์ได้ แต่เมื่อความเข้มข้นของกรดมากข้ึน ท าให้เซลล์ขาดความสามารถในการ
ขับโปรตอน ปริมาณ ATP ในไซโทพลาสซึมของเซลล์จึงหมดไป จึงเกิดความเป็นกรดข้ึน ส่งผลให้การ
ผลิตเอทานอลน้อยลงด้วย  

 
2.10.3 สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) 

สารประกอบฟีนอลิกสามารถยับยั้งกระบวนการหมักได้ โดยพบว่าสารประกอบฟี
นอลิกที่มีมวลโมเลกุลต่ ามีฤทธิ์ยับยั้งในกระบวนการหมักมากกว่าสารประกอบฟีนอลิกที่มีมวล
โมเลกุลสูง เนื่องจากสารที่มีมวลโมเลกุลต่ าสามารถแทรกอยู่ในโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ได้ ท าให้
เซลล์สูญเสียความแข็งแรง และยังไปมีผลต่อการควบคุมการเข้าออกของสารและเอนไซม์ต่างๆ มีผล
ท าให้การเจริญเติบโตและดูดซึมน้ าตาลโดยเชื้อจุลินทรีย์ลดลง นอกจากนี้ต าแหน่งของหมู่แทนที่
พารา (para-) ออโธ (ortho-) และ เมตา (meta-) ในสารประกอบก็มีส่วนท าให้เกิดความเป็นพิษได้
เช่นกัน (Mussatto and Roberto, 2004; Almeida et al., 2007) กลไกการยับยั้งจากอนุพันธ์ฟู
แรน กรดอ่อน และสารประกอบฟีนอลิกที่เกิดขึ้นในเซลล์ของยีสต์ ดังแสดงในภาพที่ 2.10 
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ภาพที่ 2.10 กลไกการยับยั้งที่เกิดขึ้นในเซลล์ของยีสต์ S. cerevisiae จากอนุพันธ์ฟูแรน กรดอ่อน 
และสารประกอบฟีนอลิก  

ที่มา: Almeida et al., 2007 
 
2.11 การลดความเป็นพิษของสารยับยั้งที่เกิดระหว่างกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ 

 เนื่องจากกระบวนการเตรียมวัตถุดิบก่อให้เกิดสารยับยั้งการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ซึ่ง
ส่งผลต่อความเข้มข้นของเอทานอลที่เกิดขึ้น จึงจ าเป็นต้องมีการปรับสภาพสับสเตรทจากที่ได้หลัง
การย่อยเพ่ือลดความเป็นพิษจากสารยับยั้งดังกล่าวให้เหมาะต่อระบบเมตาบอลิซึมของเชื้อ และ
เพ่ือที่จะเพ่ิมศักยภาพการผลิตเอทานอลในยุคที่สองให้ทัดเทียมกับยุคแรกได้ สิ่งที่จ าเป็นต้องทราบ
ก่อนที่จะเลือกวิธีการลดความเป็นพิษของสารยับยั้ง คือ ประเภทของสารยับยั้งที่เกิดขึ้น (Fernandes 
et al., 2012) แนวทางที่จะลดความเข้มข้นของสารยับยั้ง มีดังนี้ (1) ป้องกันการเกิดสารยับยั้งใน
ระหว่างกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ (2) การลดความเป็นพิษก่อนจะเข้าสู่กระบวนการหมัก (3) การ
พัฒนาเชื้อจุลินทรีย์ให้สามารถทนต่อสารยับยั้งนั้นๆ ได้ และ (4) เปลี่ยนสารพิษให้เป็นผลิตภัณฑ์อ่ืน
ที่ไม่รบกวนระบบเมตาบอลิซึม (Taherzadeh et al., 2000b)  

การลดความเป็นพิษประกอบไปด้วย (1) วิธีทางชีวภาพ (2) วิธีทางกายภาพ และ(3) วิธีทาง
เคมี (Mussatto and Roberto, 2004)  

 
2.11.1 วิธีทางชีวภาพ  

เป็นการใช้เอนไซม์ท่ีมีความจ าเพาะ หรือการใช้จุลินทรีย์ในการลดความเป็นพิษของ
สารยับยั้งที่เกิดขึ้นเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ เป็นกระบวนการที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม อีกทั้ง
ความต้องการพลังงานที่ใช้ในระบบต่ า อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีข้อจ ากัดที่ต้องอาศัยเวลาในการ
เกิดปฏิกิริยา และอาจมีการสูญเสียของน้ าตาลเกิดขึ้น (Yang and Wyman, 2008)  

  2.11.1.1 การปรับสภาพเชื้อ  
   การปรับสภาพของเชื้อจุลินทรีย์ให้ทนต่อสภาพแวดล้อมในสารละลาย 

หรือสารยับยั้งที่เกิดจากการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่จะช่วยปรับปรุงผลได้ของ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ผลิตภัณฑ์ (Silva and Roberto, 2001) เช่น ในการศึกษาการพัฒนาเชื้อ P. stipitis, C. shehatae 
และ P. tanophillus ให้ทนต่อสารยับยั้ง โดยการเลี้ยงในอาหารที่มีการเพ่ิมความเข้มข้นของสาร
ยับยั้งตามล าดับ วิธีการนี้สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลภายใต้สภาวะที่มีสารยับยั้งได้ดี
ขึ้น (Tomás-Pejó et al., 2010; Zhu et al., 2009; Martín et al., 2007) 

Silva and Roberto (2001) ศึกษาการปรับสภาพเชื้อ C. guilliermondii 
ในสารละลายที่ได้จากการย่อยสลายฟางข้าว เพ่ือใช้ในการผลิตไซลิทอล (xylitol) พบว่ากระบวนการ
ดังกล่าวนั้นได้ผลดี และมีค่าใช้จ่ายไม่สูง 

Pornpukdeewattana et al. (2014) ท า ก า ร ป รั บ ส ภ า พ เ ชื้ อ  S. 
cerevisiae SC90 ในสารละลายกากมันส าปะหลังที่มีความเข้มข้นต่างๆ โดยพบว่าเชื้อที่ผ่านการ
ปรับสภาพให้ผลได้เอทานอลสูงกว่าเชื้อที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ 

  2.11.1.2 การใช้เชื้อจุลินทรีย์ในการลดความเป็นพิษ  
กระบวนการนี้ท าโดยเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ในสารละลายที่ได้จากการย่อย

สลายลิกโนเซลลูโลส เพ่ือให้จุลินทรีย์นั้นลดความเป็นพิษของสารยับยั้งโดยการเปลี่ยนโครงสร้างทาง
เคมีของสารนั้นๆ (López et al., 2004) กระบวนการนี้จะช่วยประหยัดค่าใช้จ่ายของกระบวนการ
ผลิตเอทานอล โดยอาศัยเชื้อจุลินทรีย์พวกยีสต์ รา แบคทีเรียที่ไม่ผ่าน หรือผ่านการดัดแปลง
พันธุกรรมที่มียีนแลกเคส (laccase) หรือเพอรอกซิเดส (peroxidase) 

Nichols et al. (2008) พบว่าเชื้อ Coniochaeta ligniaria NRRL30616 
สามารถเมตาโบไลท์เฟอฟิวรัล ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล สารอะโรมาติก และแอลดีไฮด์ ที่มีอยู่ใน
สารละลายที่ได้จากการย่อยสลายซังข้าวโพด  

Okuda et al. (2008) ใ ช้ เ ชื้ อ  Ureibacillus thermosphaericus ล ด
ความเป็นพิษในสารละลายที่ได้จากการย่อยสลาย waste house wood การศึกษาพบว่าเชื้อนี้
สามารถย่อยเฟอฟิวรัล และไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่มีอยู่ในสารละลายที่สังเคราะห์ขึ้น อีกทั้งยัง
สามารถย่อยสารประกอบฟีนอลิกที่มีในสารละลายที่ได้จากการย่อยสลาย waste house wood 
โดยเชื้อนี้เจริญได้อย่างรวดเร็ว และใช้น้ าตาลในระบบต่ ากว่าร้อยละ 5  

2.11.1.3 การใช้ high cell density ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลขึ้นอยู่กับ
ประสิทธิภาพการผลิตจ าเพาะโดยมวล (cell specific productivity) และความเข้มข้นมวลชีวภาพ 
มีรายงานว่าการเติมหัวเชื้อจ านวนมาก (high cell mass inoculums) สามารถทนต่อสารยับยั้งใน
ระบบได้ (Purwadi et al., 2007) Brandberg et al. (2007) เสริมว่า การควบคุมระบบให้มีเชื้อ
เริ่มต้นจ านวนมากจะท าให้ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลสูงขึ้น อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยังไม่ได้รับความ
สนใจในระดับโรงงาน (Jönsson et al., 2013) 

2.11.1.4 การใช้เอนไซม์ในการลดความเป็นพิษ นิยมใช้เอนไซม์ laccase และ 
peroxidase ที่ผลิตจากเชื้อราสีขาวในการลดปริมาณสารยับยั้งจากสารประกอบฟีนอลิกที่เกิดขึ้น
โดยไปท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดทีฟพอลิเมอไรเซชัน (oxidative polymerization) (Chandel et 
al., 2011) 

Jõnsson et al. (1998) รายงานผลของการลดสารพิษในสารละลายที่ได้
จากการย่อยสลายไม้ด้วยเอนไซม์ laccase และ peroxidase ที่ผลิตจากเชื้อรา Trametes 
versicolar โดยพบว่าเชื้อใช้น้ าตาลได้ดีขึ้น และมีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลที่สูงขึ้น เนื่องจาก
เอนไซม์เหล่านี้ไปเปลี่ยนโครงสร้างของกรด และสารประกอบฟีนอลิก 
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2.11.2 วิธีทางกายภาพ  
วิธีทางกายภาพ เช่น การใช้การระเหยแบบสุญญากาศ (vacuum evaporation) 

การสกัดของเหลวด้วยของเหลว (liquid-liquid extraction) และการสกัดของแข็งด้วยของเหลว 
(solid-liquid extraction) เป็นต้น (Jönsson and Martín, 2016) Converti et al. (2000) รายงาน
ว่า การลดความเป็นพิษของสารยับยั้งด้วยการระเหยแบบสุญญากาศ สามารถลดปริมาณ
สารประกอบที่ระเหยง่ายในสารละลายที่ย่อยได้จากวัสดุลิกโนเซลลูโลส รวมทั้งกรดอะซิติก และเฟอ
ฟิวรัล อย่างไรก็ตามวิธีนี้จะท าให้สารประกอบที่ระเหยไม่ได้เพ่ิมขึ้น เช่น สารแทรก และสารยับยั้งที่
เกิดจากการสลายตัวของลิกนิน นอกจากนั้นการแยกโดยใช้เยื่อกรอง (membrane separation) ก็
เป็นอีกวิธีหนึ่งในการก าจัดสารยับยั้งกรดอะซิติกได้ (Chandel et al., 2011) 

 
2.11.3 วิธีทางเคมี  

วิธีทางเคมี เช่น การท าสาระลายให้เป็นกลาง (neutralization) โดยปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่างให้มีค่าประมาณ 6-7 ก่อนเข้าสู่ขั้นตอนการหมักโดยการเติมด่าง เช่น แคลเซียมไฮดรอก
ไซด์ (Ca(OH)2) หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ซึ่งสามารถลดความเป็นพิษที่เกิดขึ้นได้ ซึ่งการ
ปรับสภาพสารละลายที่ได้หลังการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจางโดยการเติมปูนให้มากเกินพอ 
(overliming) โดยใช้แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2) หรือแคลเซียมออกไซด์ (CaO) (Yang and 
Wyman, 2008) เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ มีค่าใช้จ่ายไม่สูง โดยทั่วไปมักเติมปูนจนกระทั่งสารละลาย
มีค่าความเป็นกรด-ด่างประมาณ 9-11 แล้วจะท าให้เกิดการตกตะกอนของแคลเซียมซัลเฟต 
(Mohagheghi et al., 2006) ทั้งนี้ยังช่วยในการก าจัดลิกนิน และเพ่ิมปริมาณการผลิตเอทานอลได้
อีกด้วย Chandel et al. (2011) รายงานว่า การใช้แคลเซียมไฮดรอกไซด์ช่วยก าจัดสารยับยั้งเฟอ
ฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลได้  

นอกจากนั้นการดูดซับสารยับยั้งยังมีอีกหลายวิธี ได้แก่ การใช้ถ่านกัมมันต์ 
(activated charcoal)  ไดอะตอมมาเชียสเ อิร์ ธ  ( diatomaceous earth) และการใช้ ระบบ
แลกเปลี่ยนไอออน (ion exchange resins) เป็นต้น (Mussatto and Roberto, 2004) 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

 
3.1 วัตถุดิบ 

 3.1.1 กากมันส าปะหลังสด ได้รับความอนุเคราะห์จาก บริษัท โค้วชั่งเอ๊ียะอุตสาหกรรมแป้ง
มันและสาคู จ ากัด อ าเภอบางละมุง จังหวัดชลบุรี  
 
3.2 เครื่องมือ และอุปกรณ์ 

3.2.1 กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง   Nikon, Japan   
3.2.2 เครื่องกวนผสมสาร (Overhead stirrer)  IKA รุ่น RW 20 digital, Germany 
3.2.3 เครื่องเขย่าสาร     New brunswick scientific รุ่น  

       Innova 2100 USA. 
3.2.4 เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ    N-Biotek รุ่น NB-205 VL, Korea 
3.2.5 เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  Shimadzu รุ่น Nexera, Japan 
3.2.6 เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง    Mettler toledo รุ่ น  Dragon3002, 
       USA. 
3.2.7 เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง    Sartorius รุ่น CPA3245, Germany 
3.2.8 เครื่องบดแบบแฮมเมอร์ (Hammer mill)      
3.2.9 เครื่องบ่มเชื้อ    Memmert, Germany 
3.2.10 เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน    Hettich รุ่น EBA20, Norway 
3.2.11 เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก                 Heraeus รุ่น Pico 21, Germany 
3.2.12 เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ  Eppendorf รุ่น 5804R, Germany 
3.2.13 เครื่องผสมละลาย (Vortex mixer)  Scientific industries รุ่ น  Vortex 
       genie2, USA. 
3.2.14 เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  Inolab PH level1, Germany 
3.2.15 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง    Shimadzu รุ่น UV-1601 , Japan  
3.2.16 โถดูดความชื้น (desiccator) 
3.2.17 ไมโครปิเปต    Sartorius รุ่น Proline, Germany 
3.2.18 ไมโครเวฟ    Electrolux รุ่น EMS 3027X, PRC 
3.2.19 ตะแกรงร่อน ขนาด 40 mesh             
3.2.20 ตู้เขี่ยเชื้อ      Bosstech รุ่น HBV120S, Thailand 
3.2.21 ตู้อบลมร้อน     Heraeus, Germany 
3.2.22 ตู้อบแห้งแบบถาด    Progress electronic, Thailand 
3.2.23 หม้อนึ่งฆ่าเชื้อ    Tomy รุ่น SS-325, Japan 
3.2.24 ฮีมาไซโตมิเตอร์     BOECO, Germany 
3.2.25 เครื่องแก้วต่างๆ 
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3.3 สารเคมี 
3.3.1 5-Hydroxy methyl furfural (5-HMF) Sigma-aldrich, Singapore 
3.3.2 Acetonitrile    Merk, Germany 
3.3.3 Ammonium sulfate    Merk, Germany 
3.3.4 Calcium chloride dihydrate   Merk, Germany 
3.3.5 Calcium hydroxide    Merk, Germany 
3.3.6 Ethanol 95%    Italmar, Thailand 
3.3.7 Ethanol 99.5%    Merk, Germany 
3.3.7 Furfural      Sigma-aldrich, Singapore 
3.3.8 Glycerol      Carlo Erba Reagent, Italy 
3.3.9 Isopropanol    Merk, Germany  
3.3.10 Levulinic acid 98%   Sigma-aldrich, Singapore 
3.3.11 Magnesium sulfate heptahydrate  Merk, Germany  
3.3.12 Methylene violet    Carlo Erba Reagent, Italy 
3.3.13 Phenol      RCI Labscan, Ireland 
3.3.14 Phosphoric acid    RCI Labscan, Ireland 
3.3.15 Potassium dihydrogen phosphate  Carlo Erba Reagent, Italy 
3.3.16 Sodium acetate trihydrate  Merk, Germany 
3.3.17 Sodium chloride   Merk, Germany 
3.3.18 Sodium citrate    Merk, Germany 
3.3.19 Sodium formate   Merk, Germany 
3.3.20 Sodium hydroxide   Carlo Erba Reagent, Italy 
3.3.21 Sulfuric acid 98%   RCI Labscan, Ireland 

 
3.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ และส่วนประกอบท่ีใช้ในการวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ 

3.4.1 Agar     SP scientific, Thailand 
3.4.2 Bacto peptone     Difco, USA. 
3.4.3 Dextrose      Zhucheng dongxiao   
       biotechnology, China 

  3.4.4 Yeast extract     Difco, USA 

 
3.5 วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.5.1. การเตรียมตัวอย่างกากมันส าปะหลัง 
น ากากมันส าปะหลังสดไปอบด้วยตู้อบลมร้อนที่ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

จนกระทั่งกากมันส าปะหลังแห้งเป็นเวลา 16 ชั่วโมง บดด้วยเครื่องบดแบบแฮมเมอร์ แล้วร่อนผ่าน
ตะแกรงขนาด 40 mesh เก็บรักษาในภาชนะท่ีแห้งและปิดให้มิดชิดที่อุณหภูมิห้องก่อนน าไปใช้ 
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3.5.2 เชื้อจุลินทรีย ์
         เชื้อยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ SC90 จากห้องปฏิบัติการคณะอุตสาหกรรมเกษตร 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าคุณทหารลาดกระบัง โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหารวุ้นเอียง YPD บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วท าการเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยมีการต่อเชื้อใหม่ทุก 1 เดือน เชื้อจุลินทรีย์อีกส่วนหนึ่งเก็บรักษาในรูปสารแขวนลอย
เซลล์ในสารละลายกลีเซอรอลร้อยละ 30 ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส       

 
3.5.3 การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ 
         การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisae SC90 ดัดแปลงจาก Silva et al. (2011) และ 

Pornpukdeewattana et al. (2014) โดยท าการเขี่ยกล้าเชื้อยีสต์จากอาหารวุ้นเอียง YPD 1 ลูป 
ลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท าการเพาะเลี้ยง
บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมงจากนั้นถ่ายกล้าเชื้อที่
ได้ลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบน
เครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการเตรียมกล้าเชื้อ
ยีสต์เข้มข้นร้อยละ 50 ก่อนน าไปใช้ โดยน ายีสต์ที่เพาะเลี้ยงไปเหวี่ยงแยกเซลล์ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แยกส่วนใสเก็บไว้ 
แล้วเติมส่วนใสกลับลงไปในเซลล์ยีสต์ด้วยอัตราส่วนเชื้อยีสต์ต่อส่วนใส 1:1 โดยน้ าหนัก แล้วท าการ
ตรวจนับปริมาณเชื้อโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ 

 
3.5.4 การย่อยกากมันส าปะหลังด้วยกรดเจือจางร่วมกับการให้ความร้อน 

                  การย่อยกากมันส าปะหลังโดยใช้กรดร่วมกับการให้ความร้อนดัดแปลงจากวิธีของ 
Srinorakutara et al. (2006) ซึ่งรายงานว่าได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูง โดยชั่งกากมันส าปะหลัง 80 
กรัม และเติมสารละลาย H2SO4 ความเข้มข้น 0.6 โมลาร์ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร (อัตราส่วนกากมัน
ส าปะหลังต่อกรดเท่ากับ 1:10 (w/v)) น าไปย่อยที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ในหม้อหม้อนึ่งฆ่า
เชื้อเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง โดยแบ่งสารละลายที่ได้ออกเป็น 2 
ส่วน คือ  

1) สารละลายที่ไม่ก าจัดสารพิษ  
   น าสารละลายไปกรองกากมันออกด้วยผ้าขาวบาง ปรับค่า pH ให้เป็น

กลางเท่ากับ 5.5 ด้วย NaOH ความเข้มข้น 10 โมลาร์ จากนั้นน าสารละลายที่ย่อยได้ไปปั่นเหวี่ยง
เพ่ือแยกตะกอนกากมันออกที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที  

2) สารละลายที่ก าจัดสารพิษ 
   การก าจัดสารพิษในสารละลายออก (detoxification) ซึ่งดัดแปลงจากวิธี

ของ Akaracharanya et al. (2011) โดยกรองกากมันส าปะหลังในสารละลายที่ได้จากการย่อยด้วย
กรดเจือจางออกด้วยผ้าขาวบาง ปรับค่า pH ให้เป็นเท่ากับ 10 ด้วยผง Ca(OH)2 ท าการกวนต่อเป็น
ระยะเวลา 30 นาที หลังจากนั้นปรับค่า pH ให้เป็นกลาง เท่ากับ 5.5 ด้วยกรด H2SO4 เข้มข้น แล้ว
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
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น าสารละลายไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก (Dubois 
et al., 1956) วิเคราะห์องค์ประกอบและปริมาณน้ าตาลแต่ละชนิดในสารละลาย ด้วยเทคนิคโครมา
โตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ดัดแปลง
จากวิธีการของ Sluiter et al. (2012) และสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด ได้แก่ กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และ
กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ด้วยเทคนิค HPLC แล้วเก็บสารละลายกาก
มันส าปะหลังพร้อมใช้ไว้ในภาชนะท่ีเหมาะสมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใช้ 

 
3.5.5 การศึกษาความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งแต่ละชนิดต่อการเจริญของยีสต์ใน

ระหว่างการเตรียมตัวอย่างโดยใช้กรดเจือจาง  
                  เตรียมอาหารเหลว YPD ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีการเติมสารยับยั้งแต่ละชนิดดังนี้ 
กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และกรดลีวูลินิกในรูปเกลือ ระดับความเข้มข้นละ 100 200 300 400 และ
500 มิลลิโมลาร์ เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ระดับความเข้มข้นละ 6.25 12.5 
18.75 และ 25 มิลลิโมลาร์ ควบคุมค่า pH ของอาหารเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 ด้วยสารละลาย H3PO4 
หรือสารละลาย NaOH และท าการฆ่าเชื้อ จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ลงใน
อาหารโดยควบคุมให้มีปริมาณเชื้อเริ่มต้นที่มีชีวิต 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อบน
เครื่องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72-120 ชั่วโมง 
เก็บตัวอย่างชั่วโมงที่ 0 1 2 4 8 12 18 24 36 48 60 และ72 ติดตามการเจริญของเชื้อยีสต์โดยการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงของเชื้อที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และน้ าหนักเซลล์แห้ง (Charoenrat 
et al., 2013) เปรียบเทียบผลกับการทดลองควบคุมท่ีไม่มีการเติมสารยับยั้ง 
 

3.5.6 การปรับสภาพเชื้อยีสต์ให้สามารถทนต่อสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในระหว่างกระบวน
การเตรียมสารละลายน้ าตาลจากกากมันส าปะหลังด้วยกรดเจือจาง 
                  3.5.6.1 การเตรียมอาหารปรับสภาพเชื้อยีสต์ 

        ท าการเติมสารอาหารต่างๆ ลงในสารละลายจากกากมันส าปะหลังส่วนที่ไม่
ก าจัดสารพิษ ดังนี้ yeast extract 5 กรัมต่อลิตร (NH4)2SO4 7.5 กรัมต่อลิตร KH2PO4 3.5 กรัมต่อ
ลิตร MgSO4·7H2O 0.75 กรัมต่อลิตร และ CaCl2·2H2O 1.00 กรัมต่อลิตร (Kouteu Nanssou et 
al., 2016) ปรับค่า pH ของอาหารให้เท่ากับ 5.5 จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่มีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตเริ่มต้น 
3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ลงในอาหาร ด าเนินการหมักในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท า 3 ซ้ า น าน้ าหมักชั่วโมงท่ี 0 และชั่วโมงท่ี 72 มา
วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก (Dubois et al., 1956) และ
ปริมาณน้ าตาลแต่ละชนิดด้วยเทคนิค HPLC โดยปริมาณน้ าตาลที่ลดลงคือปริมาณน้ าตาลที่เชื้อยีสต์ 
S. cerevisiae SC90  สามารถน า ไป ใช้ ในการหมั ก  ( fermentable sugar) ซึ่ ง มี ค่ า เ ท่ า กั บ 
46.52±0.56 กรัมต่อลิตร 

       ท าการเตรียมอาหารปรับสภาพเชื้อยีสต์โดยน าสารละลายจากกากมัน
ส าปะหลังส่วนที่ไม่ก าจัดสารพิษ (100% v/v) มาเจือจางด้วยน้ ากลั่น เพ่ือให้ได้อาหารปรับสภาพที่มี
ความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังเท่ากับ 0% 20% 40% 60% 80% และ100% (v/v) 
โดยอาหารในสภาวะควบคุม (0% v/v) จะไม่มีการเติมสารละลายกากมันส าปะหลัง ปรับปริมาณ 
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fermentable sugar ในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตรให้เท่ากับ 46.52 กรัมต่อลิตร ด้วยน้ าตาล
กลูโคส และเติมสารอาหารต่างๆ ดังที่กล่าวไว้ข้างต้น ปรับค่า pH เป็น 5.5 และน าไปฆ่าเชื้อ  

 3.5.6.2 การปรับสภาพยีสต์ 
           การปรับสภาพเชื้อดัดแปลงจากงานวิจัยของ Pornpukdeewattana et 

al. (2014) โดยท าการเลี้ยงเชื้อยีสต์ในอาหารปรับสภาพที่มีความเข้มข้นของสารยับยั้งต่ าก่อน
จากนั้นจึงเพ่ิมระดับความเข้มข้นของสารยับยั้งให้มากขึ้น โดยมีขั้นตอนดังนี้ ถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่มีปริมาณเชื้อเริ่มต้นที่มีชีวิต 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ลงในอาหารสภาวะ
ควบคุมปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 1,000 มิลลิลิตร ด าเนินการหมักในสภาวะเขย่า
ที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการเก็บตัวอย่าง
ชั่วโมงที่ 0 1 2 3 4 8 12 24 36 และ 48 เพ่ือติดตามการเจริญของเชื้อยีสต์  โดยใช้อัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุด (µmax) และระยะเวลาที่ท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุด (tmaxc) ในสภาวะ
ควบคุมเป็นค่าอ้างอิงในการประเมินการเจริญ หลังจากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงน้ าหมักเพ่ือแยกเซลล์
ยีสต์ที่ได้จากสภาวะควบคุมนี้ไปใช้เป็นกล้าเชื้อยีสต์ส าหรับอาหารปรับสภาพที่มีความเข้มข้นของกาก
มันส าปะหลังต่ าสุด (20% (v/v)) ต่อไป โดยควบคุมให้มีเชื้อยีสต์ที่มีชีวิตเริ่มต้นเท่ากัน และ
ด าเนินการหมักเช่นเดียวกันกับที่กล่าวไว้ข้างต้น ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารปรับสภาพสูตรเดิม
จนกระท่ังอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อมีค่าเท่ากับหรือสูงกว่า 80% ของค่าการเจริญเติบโต
จ าเพาะในสภาวะควบคุม แล้วจึงท าการถ่ายเซลล์ยีสต์ลงในอาหารปรับสภาพที่มีมีความเข้มข้นของ
สารละลายกากมันส าปะหลังมากขึ้นตามล าดับ (20%  40%  60%  80% และ100%) โดยทุกการ
ทดลองท า 3 ซ้ า เก็บตัวอย่างชั่วโมงท่ี 0 4 8 12 24 และ 48 ในรอบแรก และรอบสุดท้ายของอาหาร
แต่ละสูตร เพ่ือน ามาตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละการรอดชีวิต (Smart et al., 1999) 
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก (Dubois et al., 1956) ความเข้มข้นของเอทานอล 
และสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด ด้วยเทคนิค HPLC โดยกระบวนการปรับสภาพเชื้อยีสต์ด าเนินการต่อเนื่อง
เป็นเวลา 960 ชั่วโมง เมื่อสิ้นสุดการปรับสภาพ น าเซลล์ยีสต์ที่ได้ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งโดยมี
อาหารปรับสภาพที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง 100% เป็นส่วนประกอบเพ่ือรักษาความสามารถ
ในการทนต่อสารยับยั้งของเชื้อยีสต์ 

 
 3.5.7 การศึกษาความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งในรูปสารผสม และการผลิตเอทา

นอลในอาหารเหลว YPD โดยใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพ 
ท าการคัดเลือกความเข้มข้นของสารยับยั้งแต่ละชนิดที่ระดับสูงสุดซึ่งท าให้อัตราการ

เจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อมีค่าเท่ากับหรือสูงกว่า 80% ของค่าการเจริญเติบโตจ าเพาะในสภาวะ
ควบคุม จากการศึกษาในหัวข้อที่ 3.5.5 เพ่ือน ามาใช้ศึกษาปัจจัยร่วมของสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด โดย
แบ่งระดับความเข้มข้นออกเป็น 4 ระดับ คือ (1) 25% (2) 50% (3) 75% และ(4) 100% ของความ
เข้มข้นสูงสุดของสารยับยั้งแต่ละชนิดที่ยีสต์สามารถเจริญได้ ดังแสดงในตารางที่ 3.1 โดยท าการเติม
ลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 3.1 และมีอาหารที่ไม่เติมสาร
ยับยั้งเป็นสภาวะควบคุม ปรับค่า pH ของอาหารเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 ด้วยสารละลาย H3PO4 หรือ
สารละลาย NaOH แล้วท าการฆ่าเชื้อ 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



33 
 

  

ตารางท่ี 3.1 การทดสอบความสามารถของยีสต์ในการทนต่อสารยับยั้งในรูปสารผสม 

สารยับยั้ง 

ความเข้มข้น (มิลลิโมลาร์) 

ความเข้มข้น
ระดับท่ี 1 

ความเข้มข้น
ระดับท่ี 2 

คว าม เ ข้ ม ข้ น
ระดับท่ี 3 

ความเข้มข้น
ระดับท่ี 4 

กรดอะซิติก 
33.75 
42.5 
62.5 
1.63 
2.19 

67.5 
85 
125 
3.25 
4.39 

101.25 
127.5 
187.5 
4.88 
6.58 

135 
170 
250 
6.5 
8.77 

กรดฟอร์มิก 
กรดลีวูลินิก 
เฟอฟิวรัล 
5-ไฮดรอกซี เ มทธิ ล เฟอ
ฟิวรัล 

 
เตรียมกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ และไม่ผ่านการปรับ

สภาพ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 100% (ส่วนที่ไม่
ก าจัดสารพิษ) และอาหารเหลว YPD ตามล าดับ โดยมีขั้นตอนดังข้อ 3.5.3 จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ 
S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ ลงในอาหารเหลว YPD ที่ผสมสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด 
ควบคุมเชื้อให้มีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตเริ่มต้น 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ด าเนินการหมักที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอย่างชั่วโมงที่ 0 4 
8 12 24 48 และ 72 เพ่ือตรวจสอบการเจริญของเชื้อยีสต์โดยวัดการเจริญ และร้อยละการรอดชีวิต 
(Smart et al., 1999) รวมถึงประสิทธิภาพการใช้น้ าตาลกลูโคส ความเข้มข้นของเอทานอล และสาร
ยับยั้งทั้ง 5 ชนิด ด้วยเทคนิค HPLC และท าการทดลองแบบเดียวกันโดยใช้กล้าเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ เปรียบเทียบผลในสภาวะที่ใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับ
สภาพ 

 
3.5.8 การศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังโดย

ใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพ   
3.5.8.1 ศึกษาการเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังความ

เข้มข้น 100% (v/v) (ส่วนที่ไม่ก าจัดสารพิษ) 
        เตรียมกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ และไม่ผ่าน

การปรับสภาพ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารปรับสภาพที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 
100% และ 0% (v/v) ตามล าดับ โดยมีขั้นตอนดังข้อ 3.5.3 ถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 
ที่ผ่านการปรับสภาพลงในอาหารสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% (v/v) (ส่วนที่ไม่
ก าจัดสารพิษ) ซึ่งเติมสารอาหารต่างๆ ตามการรายงานของ Kouteu Nanssou et al. (2016) ปรับ
ค่า pH เป็น 5.5 ควบคุมปริมาณเชื้อที่มีชีวิตเริ่มต้น 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ด าเนินการหมักที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอย่าง
ชั่วโมงที่ 0 4 8 12 18 24 36 48 60 และ 72 เพ่ือตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละการ
รอดชีวิต (Smart et al., 1999) ประสิทธิภาพการใช้น้ าตาลด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก (Dubois et al., 
1956)  และความเข้มข้นของเอทานอลด้วยเทคนิค HPLC ท าการทดลองแบบเดียวกันโดยใช้กล้าเชื้อ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ยีสต์ที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ (สภาวะควบคุม) เปรียบเทียบผลในสภาวะที่ใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับ
สภาพ  

ท าการประเมินความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งของเชื้อด้วยเทคนิค Spot 
plate โดยน ากล้าเชื้อยีสต์ทั้งสองที่มีความเข้มข้น 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร มาเจือจางให้อยู่ที่ระดับ
ความเข้มข้นอย่างละ 10-4 10-5 และ 10-6 แล้วน ามา Spot ลงบนเพลท 0% 50% และ100% 
(v/v) hydrolysate medium agar จ านวน 10 ไมโครลิตร เป็นจ านวน 3 ซ้ า บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท าการถ่ายรูปเพื่อเปรียบเทียบผลการเจริญของเชื้อทั้งสองชนิด 

3.5.8.2 ศึกษาการเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังความ
เข้มข้น 100% ที่ก าจัด และไม่จ ากัดสารพิษ 

         เตรียมกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ และไม่ผ่าน
การปรับสภาพ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 100% (ส่วน
ที่ไม่ก าจัดสารพิษ) และอาหารเหลว YPD ตามล าดับ โดยมีขั้นตอนดังข้อ 3.5.3 

         ถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพลงในอาหาร
สารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% ทั้งส่วนที่ก าจัด และไม่ก าจัดสารพิษ ซึ่งเติม
สารอาหารต่างๆ ตามการรายงานของ Kouteu Nanssou et al. (2016) ปรับค่า pH เป็น 5.5 และ
ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ควบคุมปริมาณเชื้อที่มีชีวิตเริ่มต้น 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ด าเนินการหมักที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอย่าง
ชั่วโมงที่ 0 4 8 12 24 48 และ 72 เพ่ือตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละการรอดชีวิต 
(Smart et al., 1999) ประสิทธิภาพการใช้น้ าตาลด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก (Dubois et al., 1956) 
ความเข้มข้นของเอทานอลด้วยเทคนิค HPLC ท าการทดลองแบบเดียวกันโดยใช้กล้าเชื้อยีสต์ที่ยังไม่
ผ่านการปรับสภาพ เปรียบเทียบผลในสภาวะที่ใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพ 

 
 3.5.9 การศึกษาปริมาณแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล

ชีวภาพ 
         ถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพลงในอาหารสารละลาย

กากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100%  ส่วนที่ไม่ก าจัดสารพิษ โดยมีการเติม (NH4)2SO4 ในปริมาณ
แตกต่างกัน คือ 0 1 3 5 และ 7.5 กรัมต่อลิตร และเติมสารอาหารอ่ืนๆ ตามการรายงานของ 
Kouteu Nanssou et al. (2016) ตลอดจนปรับค่า pH เป็น 5.5 และผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว โดย
ควบคุมปริมาณเชื้อที่มีชีวิตเริ่มต้น 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ด าเนินการหมักที่ความเร็วรอบ 120 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างชั่วโมงท่ี 0 4 8 12 24 48 
และ 72 เพ่ือตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละการรอดชีวิต ( Smart et al., 1999) 
ประสิทธิภาพการใช้น้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก (Dubois et al., 1956) และความเข้มข้น
ของเอทานอลด้วยเทคนิค HPLC  

  
3.5.10 วิธีการวิเคราะห์ 

3.5.10.1 การการตรวจสอบการเจริญ ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของเชื้อยีสต์ 
ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ตามวิธีการของ Charoenrat et al. 
(2013) โดยเจือจางตัวอย่างน้ าหมักให้มีความเข้มข้นเหมาะสมด้วยสารละลาย 0.8% NaCl  
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3.5.10.2 การการตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละการรอดชีวิตตาม
วิธีการของ Smart et al. (1999) โดยใช้การย้อมด้วยสีเซลล์ด้วยเมทิลีนไวโอเลต และนับปริมาณ
เซลล์ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์  

อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และระยะพักของเชื้อ (lag time, tlag) ได้มาจากการ
ประมาณโดยใช้กราฟความสัมพันธ์ของสมการเส้นตรงระหว่างค่าลอการิทึมธรรมชาติของจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิต และเวลาในระยะเพ่ิมจ านวนของเชื้อยีสต์ ( log phase) ตามวิธีของ El-Mansi and 
Bruce Ward (2006) ดังสมการ (3)  

 
µ (ชั่วโมง-1)        =         ln Xt – ln X0                                      (3) 
                                      t - t0 
 
3.5.10.3 การวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้ง ดัดแปลงจากวิธีการของ Charoenrat et 

al. (2013) 
3.5.10.4 การวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก ตาม

วิธีการของ Dubois et al. (1956)  
 3.5.10.5 การวิเคราะห์องค์ประกอบและปริมาณน้ าตาลแต่ละชนิด (กลูโคส ไซโลส 

และอะราบิโนส) ด้วยเทคนิค HPLC ดัดแปลงจากวิธีการของ Sluiter et al. (2012) 
3.5.10.6 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล และสารยับยั้งประเภทกรด (กรดอะซิ

ติก กรดฟอร์มิก และกรดลีวูลินิก) ด้วยเทคนิค HPLC  
ความสามารถในการผลิตเอทานอลของเชื้อประเมินโดยใช้พารามิเตอร์ทาง

จลนพลศาสตร์ ดังนี้  
(1) ผลได้เอทานอล (YP/S; กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส) ค านวณจาก ความเข้มข้น

ของเอทานอลที่ผลิตสูงสุด/ปริมาณน้ าตาลที่ถูกน าไปใช้  
(2) อัตราการผลิตเอทานอล (Q; กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) ค านวณจาก ความเข้มข้น

ของเอทานอลที่ผลิตสูงสุด/เวลาที่ได้เอทานอลสูงสุด  
(3) ประสิทธิภาพการหมัก (%) ค านวณจาก ผลได้เอทานอล/ผลได้ของการผลิตเอ

ทานอลทางทฤษฎีจากกลูโคส (0.51 กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส) *100 
3.5.10.7 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารยับยั้งประเภทฟูแรน (เฟอฟิวรัล และ5-ไฮด

รอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล) ด้วยเทคนิค HPLC ตามวิธีการของ Martín et al. (2017) 
 

3.6 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
การแสดงผลน ามาแสดงเป็นค่าเฉลี่ย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานโดยแสดงเป็นแถบค่า

คลาดเคลื่อน ค่าทั้งสองได้มาจากการค านวณในโปรแกรม Microsoft Excel 2010 โดยใช้ฟังก์ชัน 
AVERAGE และ STDEV ตามล าดับ ท าการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของค่าเฉลี่ยด้วย
โปรแกรม SPSS เวอร์ชัน 16 ด้วยวิธี Unpaired two-tailed T-test ที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติ 0.05 
(p≤0.05)  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง และวิจารณ์ 

 
4.1 ปริมาณน้ าตาล และสารยับย้ังท่ีเกิดขึ้นในสารละลายกากมันส าปะหลัง 

การปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสนั้นมีวัตถุประสงค์เพ่ือย่อยสลายโครงสร้างผนัง
เซลล์ในวัสดุ และเกิดการปลดปล่อยน้ าตาลที่ยีสต์สามารถน าไปใช้หมักเอทานอลได้ (Kumar et al., 
2009; Yang and Wyman, 2008) ซึ่งการใช้กรดในการปรับสภาพวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็นที่
นิยมในระดับอุตสาหกรรม โดยเฉพาะกรด H2SO4 ซึ่งใช้กันอย่างแพร่หลาย เนื่องจากกรดชนิดนี้มี
ราคาถูก ไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม และมีประสิทธิภาพในการย่อย (Bensah and Mensah, 2013; 
Jönsson and Martín, 2016) อย่างไรก็ตาม ผลกระทบของการใช้กรดอ่อนในการปรับสภาพคือการ
เกิดสารยับยั้งต่างๆในไฮโดรไลเซส เช่น กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮด
รอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล ซึ่งส่งผลให้เกิดการยับยั้งในกระบวนการหมัก (Larsson et al., 1999) ใน
การศึกษานี้ท าการย่อยกากมันส าปะหลัง ด้วยสารละลาย H2SO4 ความเข้มข้น 0.6 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 
120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยสัดส่วนของกากมันส าปะหลังต่อสารละลายกรดซัลฟิวริก
เท่ากับ 1:10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท าการตรวจสอบองค์ประกอบน้ าตาล ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 
และปริมาณสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด ผลการทดลองพบว่า ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังมีค่าเท่ากับ 62.95 กรัมต่อลิตร โดยพบน้ าตาลกลูโคส 
ไซโลส และอะราบิโนส เป็นองค์ประกอบในสารละลายพบน้ าตาลกลูโคสเท่ากับ 45.47 2.52 และ 
1.74 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และพบสารยับยั้งเพียง 3 ชนิด คือ กรดอะซิติก ลีวูลินิก และ5-ไฮดรอก
ซี เมทธิลเฟอฟิวรัล เท่ากับ 14.68 0.43 และ0.10 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ  

เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Cao et al. (2010) ที่ท าการย่อยซังข้าวโพดด้วย
สารละลาย H2SO4 2% (v/v) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที ได้น้ าตาลทั้งหมด
ความเข้มข้น 14.17 กรัมต่อลิตร โดยพบกรดอะซิติก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล 
ปริมาณ 30.81 6.24 และ1.98 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ในขณะที่ Huang et al. (2011) ย่อยซัง
ข้าวโพดด้วยสารละลาย H2SO4 ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์กรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง ที่อุณหภูมิ 190 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที พบปริมาณน้ าตาลทั้งหมด กรดอะซิติก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี 
เมทธิลเฟอฟิวรัล เท่ากับ 57.15 85.26 7.18  และ5.79 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ นอกจากนี้ Tian et 
al. (2011) ย่อยไม้เนื้ออ่อน killed lodgepole ด้วยโซเดียมไบซัลไฟต์ และกรดซัลฟูริกในเครื่องย่อย
ที่ณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที ได้น้ าตาล กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก 
เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิลเฟอฟิวรัลที่มีความเข้มข้น 33.36 85.26 77.99 2.67 20.71 และ 
19.90 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าสภาวะที่ใช้ในการปรับสภาพกากมันส าปะหลังนี้มีความ
รุนแรงน้อยกว่ ารายงานที่ กล่ าวมาข้างต้น  จึ งอาจท าให้ เกิดสารยับยั้ งปริมาณน้อยกว่า 
Soleymanpour et al. (2018) รายงานว่า การใช้กรดที่มีความเข้มข้นสูงส่งผลให้เกิดการย่อยสลาย
น้ าตาลมากขึ้น และเกิดสารยับยั้งในปริมาณสูงด้วยเช่นกัน นอกจากนี้ชนิดและความเข้มข้นของสาร
ยับยั้งที่เกิดขึ้นยังขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบและความรุนแรงของสภาวะที่ใช้ในการปรับสภาพวัตถุดิบ 
(Görgens et al., 2014)  
 หลังจากได้สารละลายกากมันส าปะหลัง ท าการเตรียมอาหารปรับสภาพเชื้อยีสต์โดยท าการ
จ าลองสภาวะให้มีปริมาณ fermentable sugar เริ่มต้นให้เท่ากันในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตร 
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อย่างไรก็ตาม ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่พบในสารละลายกากมันส าปะหลัง (62.95 กรัมต่อลิตร) 
ประกอบไปด้วย fermentable sugar คือน้ าตาลที่ยีสต์น าไปใช้ประโยชน์ได้ ซึ่งพบเพียงน้ าตาล
กลูโคส และ non-fermentable sugar  เป็นน้ าตาลที่ยีสต์น าไปใช้ประโยชน์ไม่ได้ ซึ่งพบเฉพาะ
น้ าตาลไซโลส และอะราบิโนสในไฮโดรไลเซส โดยทั่วไปแล้ว น้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และ
มอลโทส ไซโลส เป็นน้ าตาล fermentable sugar ส าหรับยีสต์ S. cerevisiae จึงเป็นไปได้ว่า 
น้ าตาลดังที่กล่าวข้างต้นยีสต์สามารถน าไปใช้ในการหมักได้ (Luján-Rhenalsand Morawicki, 
2016) ท าการตรวจสอบการใช้น้ าตาลของเชื้อโดยท าการเพาะเลี้ยงยีสต์ในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังเป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดยปริมาณน้ าตาลที่ลดลง คือปริมาณ fermentable sugar ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ยีสต์น าไปใช้ เท่ากับ 46.52 กรัมต่อลิตร ซึ่งจะเห็นว่า
มีปริมาณมากกว่าน้ าตาลกลูโคสเริ่มต้นเล็กน้อย (45.47 กรัมต่อลิตร) ที่พบในสารละลายกากมัน
ส าปะหลัง หลังจากการหมักพบว่า ปริมาณน้ าตาลกลูโคสลดลง 43.92 กรัมต่อลิตร ดังแสดงในตาราง
ที่ 4.1 ซึ่งความแตกต่างของทั้งสองค่าอาจมาจากในไฮโดรไลเซสอาจมีน้ าตาลตัวอ่ืนๆ ที่ไม่ได้
วิเคราะห์ซึ่งยีสต์น าไปใช้ได้ หรืออาจมาจากความแม่นย าของวิธีการวิเคราะห์ อย่างไรก็ตามใน
การศึกษานี้ใช้ค่าที่ ได้จากการวิเคราะห์น้ าตาลทั้งหมด คือ 46.52 กรัมต่อลิตร เป็นปริมาณ 
fermentable sugar เนื่องจากครอบคลุมปริมาณน้ าตาลทั้งหมดได้ดีกว่า 
 
ตารางที่ 4.1 ปริมาณ fermentable sugars ที่ลดลงในระหว่างการหมักในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 

องค์ปะกอบ 
ความเข้มข้นเริ่มต้น 

(ชั่วโมงท่ี 0) 
(กรัม/ลิตร) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 
(ชั่วโมงท่ี 72) 
(กรัม/ลิตร) 

ปริมาณน้ าตาลที่ใช้ 
(กรัม/ลิตร) 

น้ าตาลทั้งหมด1 59.56±1.88 13.04±0.05 46.52±0.56 
กลูโคส2 44.64±0.54 0.72±0.00 43.92±0.53 
ไซโลส2 2.18±0.04 1.97±0.07 0.21±0.00 
อะราบิโนส2 1.49±0.01 1.44±0.02 0.05±0.00 

หมายเหตุ: 1ความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดวิเคราะห์โดยวิธีฟีนอล -ซัลฟิวริก โดยใช้กลูโคสเป็น  
สารละลายมาตรฐาน, 2ความเข้มข้นของน้ าตาลแต่ละชนิดวิเคราะห์โดยเทคนิค HPLC 
 
4.2  ผลการศึกษาอิทธิพลของสารยับย้ังแต่ละชนิดต่อการเจริญของเชื้อยีสต์ 

กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิก เป็นสารยับยั้งจ าพวกกรดอ่อนที่เกิดขึ้นระหว่าง
การปรับสภาพวัตถุดิบจ าพวกลิกโนเซลลูโลส (Mussatto and Roberto, 2004) ซึ่งชนิดและปริมาณ
สารยับยั้งต่างๆ ที่เกิดขึ้นแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับวัตถุดิบและกระบวนการไฮโดรไลซิส (Olsson and 
Hahn-Hägerdal, 1996)  ดังนั้น การศึกษานี้จึงได้ท าการทดสอบความสามารถในการทนต่อพิษของ
สารยับยั้งของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 โดยท าการศึกษาการเจริญของเชื้อยีสต์ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ YPD ที่มีการเติมสารยับยั้งกรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิก ในระดับความเข้มข้นละ 
100 200 300 400 และ500 มิลลิโมลาร์ เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ระดับความ
เข้มข้นละ 6.25 12.5 18.75 และ25 มิลลิโมลาร์ เพาะเลี้ยงในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบ
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ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และติดตามการเจริญของเชื้อยีสต์โดยการวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  

การติดตามการเจริญของเชื้อในรูปแบบการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงดังแสดงในภาพ
ที่ 4.1  
ก) ข) 

  

ค) ง) 

  

จ)  

 

 

 

ภาพที่ 4.1 การเจริญของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 โดยติดตามจากค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ในอาหาร YPD ที่เติมกรดฟอร์มิก (ก) กรดอะซิติก (ข) กรดลีวูลินิก (ค) 
เฟอฟิวรัล (ง) และ 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล (จ) ในระดับความเข้มข้นต่างๆ และสภาวะ

ควบคุมท่ีไม่เติมสารยับยั้ง 
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จากภาพที่ 4.1 พบว่า ค่าการดูดกลืนแสงของเชื้อมีค่าลดลงตามระดับความเข้มข้นของกรด
ฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิกที่มากขึ้น ในขณะเดียวกันติดตามน้ าหนักเซลล์แห้ง และ
แสดงผลของสารยับยั้งต่อการเจริญของเชื้อเป็นค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ระยะพัก และการ
เจริญสัมพัทธ์ของเชื้อดังตารางที่ 4.2 โดยแสดงให้เห็นว่า เมื่อค่าความเข้มข้นของสารยับยั้งมากขึ้น
ส่งผลให้น้ าหนักเซลล์แห้ง อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อ และการเจริญสัมพัทธ์ลดลง ในขณะ
ที่ระยะปรับตัวของเชื้อนานขึ้น ส่วนสารยับยั้งกรดลีวูลินิก 100 มิลลิโมลาร์ มีอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะสูงกว่าสภาวะควบคุมท่ีไม่มีการเติมสารยับยั้งเล็กน้อย 

อิทธิพลการยับยั้งของกรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิกเป็นไปในทางเดียวกัน คือ 
เมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งสูงขึ้นส่งผลให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและการผลิตชีวมวลของ
เชื้อลดลง นอกจากนี้ยังส่งผลให้เชื้อยีสต์อยู่ในช่วงปรับตัวนานก่อนเข้าสู่ระยะแบ่งเซลล์ และจะเห็น
ว่าอิทธิพลของสารยับยั้งจ าพวกกรดอ่อน โดยเฉพาะกรดอะซิติก มีผลต่อการการเจริญของเชื้อ S. 
cerevisiae SC90 มากที่สุด เนื่องจากที่ระดับความเข้มข้นของกรดอะซิติกสูงๆ  (400 และ500 มิลลิ
โมลาร์) พบว่า แทบไม่พบการเจริญสัมพัทธ์ของเชื้อ หรือเกิดการยับยั้งการเจริญเกือบสมบูรณ์  แต่ใน
การศึกษานี้ อิทธิพลการยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต์โดยกรดฟอร์มิกดูเหมือนจะมากกว่ากรดลีวูลินิก 
เนื่องจากการเจริญสัมพัทธ์ของเชื้อยีสต์ในสภาวะที่มีกรดลีวูลินิกมีค่ามากกว่าในสภาวะที่มีกรดฟอร์
มิก และยังช่วยให้เชื้อสามารถเจริญได้ดีในสภาวะที่มีกรดลีวูลนิกความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ มีการ
รายงานว่า กรดลีวูลินิกสามารถกระตุ้นการเจริญของเชื้อของยีสต์ได้ โดย Zhang et al. (2016) 
พบว่าที่ความเข้มข้นของกรดลีวูลินิก 10 กรัมต่อลิตร (ประมาณ 86 มิลลิโมลาร์) ส่งผลให้รา 
Rhizopus oryzae มีการเจริญเติบโตมากที่สุดเมื่อเทียบกับการใช้กรดฟอร์มิก และกรดอะซิติกที่
ระดับความเข้มข้นเดียวกัน Almeida et al. (2007) อธิบายว่ากรดลีวูลินิกมีความเป็นพิษน้อยกว่า
กรดฟอร์มิก แต่มากกว่ากรดอะซิติก อันเนื่องมาจากความเข้มข้นของกรดที่ไม่แตกตั วในอาหารมี
ความแตกต่างกัน Thomas et al. (2002) รายงานว่า ยีสต์สามารถเจริญในอาหารที่มีการปรับค่า 
pH เริ่มต้นได้ดีกว่าอาหารที่ไม่ได้ปรับค่า pH เริ่มต้น โดยพบว่า การเติมกรดอะซิติก 167 มิลลิโมลาร์ 
ลงในอาหาร ท าให้ค่า pH ในอาหารลดลงเป็น 2.76 ส่งผลให้เชื้อไม่สามารถเจริญได้ แต่เมื่อเติม
กรดอะซิติกลงในอาหารซึ่งปรับ pH เริ่มต้นเท่ากับ 4.5 ยีสต์สามารถเจริญได้ข้ึน ที่เป็นเช่นนี้เนื่องจาก 
การเกิดคู่บัฟเฟอร์จากการเติมกรดในอาหารสามารลดความแตกต่างของกรดระหว่างภายในและ
ภายนอกเซลล์ เซลล์จึงมีความสามารถในการรักษาระดับ pH ได้ดีกว่าอาหารที่ไม่ได้ปรับค่า pH 
เริ่มต้น pH ในอาหารจึงลดลงไม่มาก ซึ่งเหตุผลนี้อาจเกี่ยวข้องกับระดับการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ยีสต์จากกรดทั้ง 3 ชนิดที่เติมลงในอาหารที่ใช้ในการศึกษานี้  อย่างไรก็ตาม สาเหตุที่ฤทธิ์การยับยั้ง
ของกรดอ่อนแต่ละชนิดต่อการเจริญของยีสต์ในการศึกษานี้แตกต่างออกไปอาจเนื่องมาจากสายพันธุ์
ยีสต์และสภาวะที่ใช้เพาะเลี้ยงแตกต่างกัน 
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    * สภาวะควบคมุ: ไมเ่ติมสารยบัยั้ง 

ตารางที่ 4.2 อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ระยะพัก การเจริญสัมพัทธ์ และน้ าหนักเซลล์แห้งของ
เชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ระดับความเข้มข้นและสารยับยั้งแตกต่างกัน  

สารยับยั้ง 
ความเข้มข้น 
(มิลลโิมลาร)์ 

อัตราการเจรญิเติบโต 
จ าเพาะ (ช่ัวโมง-1) 

ระยะพักa 
(ช่ัวโมง) 

การเจรญิสมัพัทธ์ 
b (%) 

น้ าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัม/ลิตร) 

กรดฟอร์มิก 0* 0.41 ± 0.00 0.2 100 ± 0.76 7.69 ± 0.19 

100 0.38 ± 0.01 0.6 92.15 ± 2.49 5.65 ± 0.24 

200 0.31 ± 0.00 1.7 75.33 ± 0.96 4.52 ± 0.31 

300 0.27 ± 0.00 2.5 64.13 ± 0.26 2.68 ± 0.01 

400 0.20 ± 0.00 3.6 48.96 ± 0.28 2.16 ± 0.02 

500 0.12 ± 0.00 4.45 29.54 ± 1.11 1.56 ± 0.03 

กรดอะซติิก 0* 0.41 ± 0.00 0.2 100 ± 0.17 7.96 ± 0.30 

100 0.36 ± 0.00 0.8 88.05 ± 0.08 5.66 ± 0.05 

200 0.27 ± 0.00 2.7 66.10 ± 0.63 4.29 ± 0.16 

300 0.16 ± 0.00 5.35 38.97 ± 0.40 2.68 ± 0.09 

400 0.02 ± 0.00 - 4.52 ± 0.41 0.45 ± 0.00 

500 0.02 ± 0.00 - 4.57 ± 0.31 0.44 ± 0.00 

กรดลีวลูินิก 0* 0.40 ± 0.00 0.33 100 ± 1.12 8.36 ± 0.06 
100 0.40 ± 0.00 1.0 101.34 ± 1.01 6.02 ± 0.09 
200 0.35 ± 0.00 1.05 86.74 ± 0.56 5.56 ± 0.05 
300 0.30 ± 0.01 1.9 75.36 ± 1.62 4.92 ± 0.05 
400 0.20 ± 0.00 2.2 50.94 ± 0.56 4.28 ± 0.12 
500 0.08 ± 0.00 3.9 20.16 ± 0.26 3.03 ± 0.04 

เฟอฟิวรัล 0* 0.41 ± 0.01 0.31 100 ± 0.96 7.78 ± 0.02 
6.25 0.33 ± 0.00 1.25 80.99 ± 0.38 7.70 ± 0.13 
12.5 0.20 ± 0.00 2.9 48.53 ± 0.28 6.94 ± 0.10 
18.75 0.13 ± 0.00 5.8 32.73 ± 0.02 6.52 ± 0.06 

25 0.08 ± 0.00 7 18.36 ± 0.02 6.12 ± 0.02 
5-ไฮดรอกซ ี

เมทธิล 
เฟอฟิวรัล 

0* 0.41 ± 0.00 0.34 100 ± 0.30 7.94 ± 0.28 
6.25 0.37 ± 0.00 1.22 92.13 ± 0.40 7.60 ± 0.04 
12.5 0.23 ± 0.00 1.50 56.05 ± 0.31 6.86 ± 0.05 
18.75 0.17 ± 0.00 2.08 41.68 ± 0.53 6.85 ± 0.05 

25 0.11 ± 0.00 4.45 27.00 ± 0.28 6.83 ± 0.08 
หมายเหตุ :  a ได้จากการลากเส้นการเจริญของเช้ือในระยะเพิ่มจ านวนมาสัมผัสกับเส้นปริมาณเช้ือเริ่มต้น  ( -: ไม่
พบระยะพักของเชื้อ) 
       b ค านวณจาก [อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเช้ือในแต่ละการทดลอง/อัตราการ  เจริญจ าเพาะของเช้ือใน
สภาวะควบคุม]*100  
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ส าหรับกลไกการยับยั้งของกรดอ่อนอธิบายไว้ว่า กรดที่ไม่แตกตัวเป็นประจุสามารถแพร่ผ่าน
เยื่อหุ้มเซลล์ และเกิดการแตกตัวส่งผลให้ค่า pH ภายในเซลล์ลดลง จึงท าให้เซลล์ต้องใช้พลังงาน 
(ATP) ที่อยู่ภายในเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อขับโปรตอนออกภายนอกเซลล์ (Russel, 1992; Verduyn et al., 
1992; Pampulha and Loureiro-Dias, 1989)  พลังงานจึงไม่เพียงพอต่อการสร้างชีวมวลของเชื้อ 
จึงส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญ และมีการอธิบายว่า การที่เชื้อต้องขับโปรตอนที่มีปริมาณมาก
เกินไปออกนอกเซลล์เพ่ือให้ค่า pH ภายในเซลล์เหมาะสมต่อการเจริญ รวมถึงส่งผลให้เชื้ออยู่ใน
ระยะพักก่อนเข้าสู่ระยะแบ่งตัวนานขึ้น (Lambert and Stratford, 1999) ยิ่งกว่านั้น ในสภาวะที่มี
ความเข้มข้นของกรดสูงๆ พลังงานในขับโปรตอนออกนอกเซลล์อาจไม่เพียงพอจนท าให้เกิดสภาวะ
กรดภายในเซลล์  และส่งผลให้การแบ่งเซลล์น้อยลง (Russel, 1992; Imai and Ohono, 1995) 
เช่นเดียวกับผลการเจริญที่ได้จากการศึกษานี้คือ เมื่อความเข้มข้นของกรดอ่อนเพ่ิมขึ้น ค่าการ
ดูดกลืนแสง และน้ าหนักเซลล์แห้งของเชื้อมีค่าลดลง แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการแบ่งตัวน้อยลง
เนื่องจากความเป็นกรดที่เพ่ิมข้ึนนั่นเอง 

นอกเหนือจากสารยับยั้งประเภทกรดอ่อนแล้ว สารอนุพันธ์ฟูแรนก็สามารถเกิดขึ้นใน
กระบวนการเตรียมวัตถุดิบได้เช่นกัน สารอนุพันธ์ฟูแรน เช่น เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอ
ฟิวรัล โดยเฟอฟิวรัลเกิดจากการสลายน้ าตาลเพนโตส ส่วน5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลเกิดจาก
การสลายของน้ าตาลเฮกโซส (Wright and Power 1987; Clausen and Gaddy, 1988) จัดเป็น
สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ ในการศึกษานี้จึงได้ท าการศึกษาอิทธิพลของสารทั้ง
สองต่อการเจริญของยีสต์ S. cerevisiae SC90 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่มีการเติมสารยับยั้งโดยท า
การเพาะเลี้ยงยีสต์ในอาหาร YPD ที่เติมเฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ระดับความ
เข้มข้นละ 6.25, 12.5 , 18.75 และ 25 มิลลิโมลาร์ เพาะเลี้ยงในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่า การเจริญของเชื้อยีสต์ในสารยับยั้งประเภทฟูแรน
ทั้ง 2 ชนิดมีแนวโน้มเหมือนกับลักษณะการเจริญของเชื้อในสภาวะที่มีสารยับยั้งประเภทกรดอ่อน 
โดยค่าการดูดกลืนแสง น้ าหนักเซลล์แห้งมีค่าลดลง ในขณะที่ระยะพักของเชื้อมีค่ามากขึ้นตามระดับ
ความเข้มข้นของสารยับยั้งที่มากขึ้น จึงส่งผลต่อการลดลงของอัตราการเจริญจ าเพาะและการเจริญ
สัมพัทธ์เช่นกัน ยิ่งกว่านั้นในสภาวะที่เติม 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล เชื้อมีการเจริญสูงกว่า และ
การเจริญในช่วงระยะพักสั้นกว่าในอาหารที่เติมเฟอฟิวรัลในแต่ละระดับความเข้มข้นที่เท่ากัน ดัง
แสดงในภาพที่ 4.1 และตารางที่ 4.2 สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Taherzadeh et al. (2000b) 
และ Liu et al. (2004) ซึ่งรายงานว่า ระดับเป็นพิษของเฟอฟิวรัลต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์มี
ความรุนแรงมากกว่า 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล และยังท าให้เชื้ออยู่ในระยะพักนาน เข้าสู่ระยะ
แบ่งตัวช้ากว่าในสภาวะที่มีสารยับยั้ง 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลที่ระดับความเข้มข้นเดียวกัน 
โดยปกติแล้วกลไกการยับยั้งของสารทั้ง 2 ชนิดนี้จะไปยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์ในวัฏจักรเครป (krebs 
cycle) ตลอดจนเมแทบอลิซึมในการสร้างเอทานอล (alcohol metabolism) เช่น เอนไซม์ alcohol 
dehydrogenase เอนไซม์ aldehyde dehydrogenase และเอนไซม์ pyruvate dehydrogenase 
รวมถึงเอนไซม์และโคแฟคเตอร์ในวิถีไกลโคลิซีส (Banerjee et al., 1981; Modig et al., 2002) 
โดยเมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งประเภทฟูแรนสูงขึ้น ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญ โดยไปลด
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ผลได้ของชีวมวล รวมทั้งยืดระยะพักของเชื้อ (Boyer et al., 1992; 
Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Ask et al., 2013) 
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จากผลการศึกษานี้ท าให้ทราบว่า ความเป็นพิษของสารยับยั้งประเภทนี้ต่อการเจริญของเชื้อ S. 
cerevisiae SC90 ค่อนข้างสูง เนื่องจากที่ระดับความเข้มข้นของสารยับยั้งประเภทฟูแรนเพียง 6.25 
- 25 มิลลิโมลาร์ ท าให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของยีสต์ S. cerevisiae SC90 ลดลงอย่าง
รวดเร็วเมื่อเทียบการเจริญในสารยับยั้งประเภทกรดอ่อนซึ่งเติมในประมาณที่สูงกว่ามาก (100 - 500 
มิลลิโมลลาร์) โดยในสภาวะที่มีความเข้มข้นของเฟอฟิวรัล หรือ 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลสูงสุด 
(25 มิลลิโมลลาร์) ท าให้ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะมีเท่ากับ 18.36  และ 27.00 ชั่วโมง-1 

ตามล าดับ ในขณะที่การเติมกรดอ่อนความเข้มข้นต่ าสุด (100 มิลลิโมลลาร์) ยังให้ค่าอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะสูงกว่าในสภาวะที่มีสารยับยั้งฟูแรนอย่างเห็นได้ชัด เช่นเดียวกับการศึกษาของ 
Zhang et al. (2016) ที่รายงานว่าให้เห็นว่าสารยับยั้งประเภทฟูแรนที่เกิดจากการสลายน้ าตาลมี
ความเป็นพิษต่อเชื้อมากกว่าสารยับยั้งจากกรดอ่อน อย่างไรก็ตามระดับความเป็นพิษขึ้นอยู่กับความ
เข้มข้นของสารยับยั้งและสายพันธุ์ยีสต์ที่ใช้ (Almeida et al., 2007).       
 
4.3 ผลการศึกษาการปรับสภาพเชื้อยีสต์ให้ทนต่อสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการย่อย
กากมันส าปะหลัง 

เนื่องจากเกิดสารประกอบต่างๆที่เกิดขึ้นมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์โดย
ลดประสิทธิภาพการใช้น้ าตาล และการหมักเอทานอล การปรับสภาพเชื้อให้ทนต่อสารยับยั้งเหล่านั้น
จึงเป็นวิธีหนึ่งที่สามารถเพ่ิมศักยภาพในการผลิตเอทานอลของเชื้อจากวัสดุลิกโนเซลลูโลสได้ 
(Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Silva and Roberto, 2001) ในการศึกษานี้จึงท าการ
ปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ให้ทนต่อสารยับยั้งที่อาจเกิดขึ้นในสาระละลายกากมัน
ส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรดเจือจางที่อุณหภูมิสูง โดยเริ่มเลี้ยงเชื้อจากสภาวะที่มีความ
เข้มข้นของสารยับยั้งต่ าก่อน แล้วค่อยๆเพ่ิมความเข้มข้นของสารยับยั้งให้สูงขึ้น นั่นคือเริ่มการปรับ
สภาพเชื้อยีสต์ในสภาวะควบคุมหลังจากนั้นจึงถ่ายเชื้อลงในอาหารปรับสภาพที่มีความเข้มข้นของ
สารละลายกากมันส าปะหลัง 20%  40%  60%  80% และ100% (v/v) ตามล าดับ แต่ละรอบท า
การเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ด าเนินการหมักเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เลี้ยง
เชื้อในอาหารสูตรเดิมซ้ าจนกระทั่งค่าการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อไม่ต่ ากว่า 80% ของค่าการ
เจริญเติบโตจ าเพาะของสภาวะควบคุม เปรียบเทียบผลการรอดชีวิตของยีสต์ การเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณกลูโคส เอทานอล และปริมาณสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด 
  

4.3.1 การเจริญ และการรอดชีวิต  
         ผลการเจริญของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตรใช้
เวลาการปรับสภาพเชื้อยีสต์ทั้งหมด 19 รอบ โดยท าการเลี้ยงเชื้อยีสต์ในอาหารปรับสภาพที่มี
สารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 20% 40% 60% 80% และ100% (v/v) อย่างละ 2 2 3 
5 และ 7 รอบ ตามล าดับ ดังตารางที่ 4.3 ปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดในอาหารสภาวะควบคุม (ไม่มี
สาระละลายกากมันส าปะหลัง) คือ 1.99x108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ส่วนปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดใน
อาหารที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 20% และ40% (v/v) มีปริมาณมากกว่า
เล็กน้อย คือ 2.6x108 และ 2.4x108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ Greetham (2014) รายงานว่า 
กรดอะซิติกที่ความข้มข้นต่ าประมาณ 10-25 มิลลิโมลลาร์ มีผลกระทบเล็กน้อยหรือไม่มีผลกระทบ
ต่อการเจริญของยีสต์ นอกจากนี้ยังพบว่า ที่ความเข้มข้นกรดอะซิติก 25 มิลลิโมลลาร์ สามารถเพ่ิม
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การเจริญให้แก่เซลล์ได้เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่ไม่มีสารยับยั้งกรดอะซิติก ส่วนระยะเวลาที่ท าให้
ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุด (tmaxc) ของรอบแรกในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง 20% (v/v) 
คือ 12 ชั่วโมง ซึ่งเท่ากับสภาวะควบคุม และเมื่อปรับสภาพเชื้อในอาหารที่มีสารละลายกากมัน
ส าปะหลัง 40% (v/v) ในรอบแรก พบว่าระยะเวลาที่ท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดคือ 24 ชั่วโมง 
และการปรับสภาพเชื้อในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้นมากกว่า 40% (v/v) 
ส่งผลให้มีปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดมีค่าน้อยลงและใช้เวลาในการท าให้ได้ปริมาณเซลล์สูงสุดมากขึ้น 
อย่างไรก็ตาม ปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดของรอบสุดท้ายในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง  
60% 80% และ 100% (v/v) มีค่ามากกว่าปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดของรอบแรกประมาณ 11 13 
และ 34% ตามล าดับ 

ในไฮโดรไลเซสที่ระดับความเข้มข้นต่ าหรือมีสารยับยั้งน้อยเป็นสภาวะที่เซลล์ยีสต์ยัง
ไม่ได้รับการปรับสภาพ เมื่อความเข้มข้นของไฮโดรไลเซสสูงขึ้นหรือมีสารยับยั้งมากข้ึนท าให้การปรับ
สภาพเชื้อรอบแรกในอาหารแต่ละสูตรมีปริมาณเซลล์น้อยลง แต่เมื่อท าการเลี้ยงเชื้อหลายๆรอบใน
อาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง 80% และ 100% (v/v) แสดงให้เห็นว่าเซลล์สามารถทนต่อ
สารยับยั้งได้ นั่นคือ มีปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงขึ้น ระยะพักของเชื้อ และระยะเวลาที่ท าให้ปริมาณ
เซลล์มีค่าสูงสุดมีค่าน้อยลง (ตารางที่ 4.3) ซึ่งการลดลงของระยะพักเมื่อท าการเลี้ยงเชื้อซ้ าในอาหาร
เดิม ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Wallace-Salinas and Gorwa-Grauslund (2013) และ 
Koppram et al. (2012) 

อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อที่สภาวะควบคุมและในสภาวะที่มีสารละลาย
กากมันส าปะหลัง 20% และ 40% (v/v) อยู่ในช่วง 0.27-0.30 ชั่วโมง-1 หลังจากนั้น เซลล์ถูกน าไป
เลี้ยงต่อในรอบแรกของสภาวะที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 60% 80% และ 
100% (v/v)  ส่งผลให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะลดลงเป็น 0.24 0.21 และ 0.20 ชั่วโมง -1 
ตามล าดับ อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อที่ลดลงเมื่อถ่ายเชื้อไปยังอาหารที่มีความเข้มข้นของ
ไฮโดรไลเซสสูงขึ้น สอดคล้องกับผลการทดลองของ Wallace-Salinas and Gorwa-Grauslund 
(2013) งานวิจัยของ Koppram et al. (2012) อธิบายไว้ว่า ช่วงระยะพักที่นานขึ้นก่อนที่เชื้อจะฟ้ืน
ตัวและเจริญแบ่งตัวได้นั้นบ่งบอกว่าเซลล์เกิดการปรับเปลี่ยนสรีรวิทยาภายใต้สภาวะเครียดจากสาร
ยับยั้งในอาหาร โดยอัตราการเจริญของเซลล์ที่ค่อยๆเพ่ิมขึ้นนี้เกิดจากการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่ปรับ
สภาพซึ่งมีปริมาณมากกว่าเซลล์ที่ไม่ได้ปรับสภาพ นอกจากนี้ผลการทดลองยังแสดงให้เห็นว่า ใน
สภาวะที่มีความเข้มข้นของสารยับยั้งสูงขึ้นจ าเป็นต้องมีการเลี้ยงเชื้อซ้ าในอาหารนั้นๆ จนกระท่ังเชื้อ
สามารถเจริญและท าให้ได้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะไม่ต่ ากว่า 80% ของสภาวะควบคุม (0.28 
ชั่วโมง-1) นั่นก็คือ 0.22 ชั่วโมง-1 โดยยีสต์จากสภาวะควบคุมที่ถูกน าไปเลี้ยงต่อในสภาวะที่มีความ
เข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 20% 40% และ 60% (v/v)  ให้อัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของเชื้ออยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ (ไม่ต่ ากว่า 0.22 ชั่วโมง-1) แต่เมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะที่มีความ
เข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังสูงขึ้นเป็น 80% หรือ 100% (v/v)  พบว่าเชื้อมีอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะน้อยกว่าสภาวะที่เลี้ยงในอาหารปรับสภาพช่วงแรกซึ่งมีความเข้มข้นสารละลาย
กากมันส าปะหลังต่ ากว่า ดังนั้นเพื่อที่จะได้อัตราการเจริญจ าเพาะสูงขึ้น (มากกว่า 0.22 ชั่วโมง-1) จึง
ต้องเพ่ิมจ านวนรอบในการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรเดิมซ้ า 5 และ 7 รอบ ตามล าดับ ซึ่งอัตราการเจริญ
ที่ลดลงนี้อาจมาจากปริมาณสารยับยั้งที่สูงขึ้นในอาหารปรับสภาพที่ใช้ ที่เป็นเช่นนี้อาจเกิดจากความ
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เข้มข้นของสารยับยั้งที่มากขึ้นในอาหารปรับสภาพที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง
มากขึ้นนั่นเอง 

สารยับยั้งกรดอะซิติก กรดลีวูลินิก และ5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล เป็นที่รู้จักกันว่า
เป็นสารประกอบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ โดยในสารละลายกากมันส าปะหลังใน
การศึกษานี้พบกรดอะซิติก กรดลีวูลินิก และ5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่ความเข้มข้น 14.68 0.43 
และ 0.10 มิลลิโมลลาร์ ตามล าดับ (ภาพที่ 4.2) ความรุนแรงของสารยับยั้งขึ้นอยู่กับปัจจัยอื่นๆ เช่น 
สายพันธุ์ยีสต์ที่ใช้ ความสารมารถในการปรับตัวของยีสต์ต่อสารยับยั้ง กระบวนการหมัก ประเภท
ของสารยับยั้ง ตลอดจนการเสริมฤทธิ์กันของสารยับยั้งร่วม (Mussatto and Roberto, 2004) 
อนุพันธ์ฟูแรน เช่น เฟอฟิวรัล และ5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล เป็นสารยับยั้งที่เกิดจากการสลายตัว
ของน้ าตาลเพนโตสและเฮกโซส ตามล าดับ โดยสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ในวิถีไกลโคไล
ซีสซึ่งส่งผลให้อัตราการเจริญของเชื้อ การสร้างชีวมวล ประสิทธิภาพการผลิต และผลได้เอทานอล
ลดลง และท าให้ระยะพักของเชื้ อนานขึ้น  (Almeida et al., 2007; Palmqvist and Hahn-
Hägerdal, 2000) สารยับยั้งประเภทกรดอ่อนที่เกิดขึ้นระหว่างการย่อยวัตถุดิบส่วนใหญ่ คือ กรดอะ
ซิติก กรดฟอร์มิก และกรดลีวูลินิก ซึ่งส่งผลต่อการการผลิตชีมวลและผลได้เอทานอลของเชื้อได้
น้อยลง (Larsson et al., 1999; Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000) Bauar et al. (2003) 
รายงานว่า กรดอ่อนสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อโดยลดการดูดซึมกรดอะมิโนในอาหาร ซึ่งระดับ
ความเป็นพิษของกรดนั้นขึ้นอยู่กับสภาวะที่ใช้ในการหมัก (Mussatto and Roberto, 2004) 

ระยะเวลาที่ท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดเป็นพารามิเตอร์ที่สามารถบ่งบอกได้ว่าเซลล์
เกิดการปรับตัว ในอาหารสภาวะควบคุมและอาหารปรับสภาพที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง 20% 
(v/v) เชื้อใช้เวลาในการท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดเท่ากัน คือ 12 ชั่วโมง แต่เมื่อการปรับสภาพเชื้อ
อยู่ในอาหารที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมนส าปะหลัง 40%-100% (v/v)  เวลาในการท าให้
ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดมีค่ามากขึ้น อย่างไรก็ตาม การเลี้ยงเชื้อในอาหารเดิมหลายๆครั้ง ช่วยลด
ระยะเวลาที่ท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุด สิ่งนี้อาจบ่งบอกได้ว่าการปรับตัวของเซลล์ในระหว่างการ
เลี้ยงเชื้อหลายๆรอบ ช่วยให้เซลล์ทนต่อความเป็นพิษของสารยับยั้งได้ (ตารางที่ 4.3)  
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ตารางท่ี 4.3 การเจริญ และการรอดชีวิตของเชื้อ S. cerevisiae SC90 ในระหว่างกระบวนการปรับ
สภาพ  

หมายเหตุ :  a,b คือ การปรับสภาพเช้ือรอบแรกและรอบสุดท้ายในสารละลายกากมันส าปะหลังแต่ละสูตร 
ตามล าดับ 
 

4.3.2 สารยับยั้ง และการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารยับยั้ง 
         จากที่รายงานไปข้างต้น สารยับยั้งที่ส าคัญที่พบในสารละลายกากมันส าปะหลัง คือ 
กรดอะซิติก กรดลีวูลินิก และ5-ไฮดรอกซี เมทธิลเฟอฟิวรัล ในการด าเนินการปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่มีการใช้อาหารปรับสภาพหลายความเข้มข้น พบว่า ในอาหารที่ใช้ไฮโดดรไลเซส
ที่ความเข้มข้นสูง จะพบปริมาณสารยับยั้งที่มากขึ้น ดังภาพที่ 4.2 ในช่วงแรกของการหมัก พบ
กรดอะซิติก และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลในปริมาณสูง และมีปริมาณเพ่ิมขึ้นตามปริมาณ
สารละลายกากมันส าปะหลังที่ใช้เป็นส่วนผสมในอาหารปรับสภาพ โดยที่ความเข้มข้นของสารละลาย
กากมันส าปะหลัง 20% 40% 60% 80% และ 100% (v/v) มีกรดอะซิติกเริ่มต้นเท่ากับ 4.08 ± 

การทดลอง 
เซลล์ทั้งหมดสูงสุด 
(เซลล/์มลิลลิิตร) 

การรอดชีวิต 
(%) 

อัตราการเจรญิ 
เติบโตจ าเพาะ 

(ช่ัวโมง-1) 

ระยะเวลาที่ท า
ให้ปริมาณ

เซลล์มีค่าสูงสุด 
(ช่ัวโมง) 

ระยะ
พัก 

(ช่ัวโมง) 

สภาวะควบคุม 1.99 ± 0.04 x 108 92.04 ± 2.46 0.28 ± 0.00 12 0.9 
สารละลายกากมัน 20% (v/v)    
รอบที่ 1a 2.55 ± 0.16 x 108 91.18 ± 2.40 0.27 ± 0.01 12 1.5 
รอบที ่2 b 2.58 ± 0.17 x 108 89.41 ± 0.48 0.30 ± 0.01 12 1.0 
สารละลายกากมัน 40% (v/v)    
รอบที่ 3 a 2.42 ± 0.06x108 98.60 ± 0.23 0.30 ± 0.01 24 1.9 
รอบที ่4 b 2.44 ± 0.01x108 98.94 ± 0.23 0.28 ± 0.01 12 1.5 
สารละลายกากมัน 60% (v/v)     
รอบที่ 5 a 1.95 ± 0.10 x 108 99.00 ± 0.05 0.26 ± 0.02 36 2.0 
รอบที ่6 2.03 ± 0.13 x 108 98.99 ± 0.50 0.24 ± 0.01 24 1.9 
รอบที ่7 b 2.16 ± 0.06 x 108 98.58 ± 0.46 0.25 ± 0.01   12  15 
สารละลายกากมัน 80% (v/v)      
รอบที่ 8 a 1.74 ± 0.06 x 108 98.16 ± 1.13 0.21 ± 0.01 48  2.0 
รอบที ่9 1.74 ± 0.07 x 108 99.01 ± 0.76 0.21 ± 0.01 36  1.9 
รอบที ่10 1.74 ± 0.15 x 108 99.63 ± 0.64 0.22 ± 0.01 36  1.6 
รอบที ่11 1.88 ± 0.13 x 108 98.83 ± 2.03 0.23 ± 0.01 24  1.6 
รอบที ่12 b 1.96 ± 0.12 x 108 99.06 ± 0.34 0.23 ± 0.01 12  1.6 
สารละลายกากมัน 100% (v/v)     
รอบที่ 13a 1.52 ± 0.10 x 108 98.31 ± 1.10 0.20 ± 0.01 48  1.9 
รอบที ่14 1.48 ± 0.14 x 108 99.24 ± 0.37 0.20 ± 0.01 48  1.7 
รอบที ่15 1.68 ± 0.11 x 108 99.26 ± 0.38 0.21 ± 0.02 36  1.5 
รอบที ่16 1.55 ± 0.02 x 108 99.40 ± 0.63 0.19 ± 0.01 24 1.5 
รอบที ่17 1.67 ± 0.16 x 108 98.88± 1.12 0.21 ± 0.01 12 1.3 
รอบที ่18 1.97 ± 0.06 x 108 99.11 ± 0.93 0.23 ± 0.01 12 1.3 
รอบที ่19b 2.04 ± 0.07 x 108 99.69 ± 0.53 0.24 ± 0.00 12 1.3 
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0.04 7.75±0.08 10.13±0.01 14.16±0.12 และ 15.96±0.09 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ และ5-ไฮด
รอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลเริ่มต้นเท่ากับ 0.035±0.004 0.043±0.002 0.051±0.003 0.076±0.002 
และ 0.103±0.003 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ นอกจากนี้มีรายงานว่า กรดอะซิติกมักพบในปริมาณสูง
กว่าสารยับยั้งที่เป็นกรดฟอร์มิก และรดลีวูลินิก เช่นเดียวผลการทดลองของ Tomás-Pejó et al. 
(2010) และ Tian et al. (2011) และยังพบว่าเป็นสารยับยั้งที่พบมากในไฮโดรไลเซส Nilvebrant 
et al. (2003) รายงานว่า โดยทั่วไปแล้ว เฟอฟิวรัลมักพบในปริมาณที่น้อยกว่า 5-ไฮดรอกซีเมทธิล
เฟอฟิวรัล ซึ่งในการศึกษานี้ ไม่พบสารยับยั้งเฟอฟิวรัล 

จากการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสภายใต้สภาวะที่เป็นกรดร่วมกับ
การให้ความร้อน มักพบ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ซึ่งเกิดจากการย่อยสลายจากน้ าตาลเฮกโซส 
และยังสามารถสลายตัวไปเป็นกรดฟอร์มิก และกรดลีวูลินิก ซึ่งจากผลการศึกษานี้จะเห็นได้ว่ากรด
ลีวูลินิกที่เกิดขึ้นในสารละลายกากมันส าปะหลังนั้นมีความเข้มข้นต่ าในขณะที่ไม่พบกรดฟอร์มิก อัน
เนื่องมาจากการสลายตัวของสาร 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่เกิดขึ้นได้น้อย (Palmqvist and 
Hahn-Hägerdal, 2000; Thomas et al., 2002) ส่วนกรดอะซิติกเกิดจากการย่อยสลายของหมู่อะ
ซิติลที่มีอยู่ในโครงสร้างของเฮมิเซลลูโลส (Almeida et al., 2007) นอกจากนี้กรดอะซิติกยังเป็น
ผลิตภัณฑ์พลอยได้ที่ เกิดขึ้นในระหว่างการหมักด้วยเชื้อยีสต์  Saccharomyces sp. อีกด้วย 
(Narendranath et al., 2001) ในผลการศึกษานี้จะเห็นได้ว่ากรดลีวูลินิกที่เกิดขึ้นในสารละลายกาก
มันส าปะหลังมีปริมาณต่ าในขณะที่ไม่พบกรดฟอร์มิก อาจมาจากการสลายตัวของสาร 5-ไฮดรอกซีเม
ทธิลเฟอฟิวรัลเกิดข้ึนได้น้อย   

จากวิธีการปรับสภาพกากมันส าปะหลังในการศึกษานี้โดยการย่อยด้วยกรดซัลฟูริก 
0.6 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 30 นาที พบปริมาณ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลน้อย
มาก (ประมาณ 0.1 มิลลิโมลาร์) ซึ่งคล้ายกับผลการศึกษาของ Lacerda  et al. (2013) ที่ศึกษาการ
ย่อยเส้นใยป่าน (sisal pulp) โดยใช้สารละลายกรดซัลฟูริกความเข้มข้น 5% โดยปริมาตร (ประมาณ 
0.5 โมลาร์) ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส พบว่า การย่อยที่เวลาต่ ากว่า 120 นาที พบปริมาณเฟอ
ฟิวรัล (น้อยกว่า 0.26 มิลลิโมลาร์) และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล (น้อยกว่า 0.04 มิลลิโมลาร์) ใน
ไฮโดรไลเซสปริมาณต่ า และสามารถพบกรดฟอร์มิกเมื่อใช้กรดซัลฟูริกความเข้มข้นตั้งแต่ 15-25% 
โดยปริมาตร (1.5-2.5 โมลาร์) ขึ้นไป ดังนั้นชนิดสารยับยั้งและปริมาณสารยับยั้งที่ เกิดขึ้นใน
สารละลายลิกโนเซลลูโลสมีความแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบและกระบวนการเ ตรียม
วัตถุดิบที่เลือกใช้ 
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ก)  ข)  

  
ค)  ง)  

  
จ)   

 

 

ภาพที่ 4.2 การเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดอะซิติก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล
เฟอฟิวรัล ในระหว่างการปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่เลี้ยงในอาหารที่ผสม

สารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 20% (ก) 40% (ข) 60% (ค) 80% (ง) และ 100% (v/v) 
(จ) ในรอบแรก และรอบสุดท้าย 

 
ส าหรับแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงของสารยับยั้งในระหว่างการปรับสภาพเชื้อยีสต์รอบ

แรกและรอบสุดท้ายในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตรนั้น มีรูปการเปลี่ยนแปลงปริมาณของสารยับยั้งที่
เหมือนกัน (ภาพท่ี 4.2)  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ปริมาณกรดอะซิติกมีค่าน้อยลงอย่างต่อเนื่อง
ใน 8 ชั่วโมงแรก และมีปริมาณเพ่ิมขึ้นอีกครั้งหลังจากการเพาะเลี้ยงผ่านไป 12 ชั่วโมง ซึ่งกรดอะ
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ซิติกสามารถดูดซึมโดยน าไปสร้างอะซิติลโคเอ (Acetyl CoA) และน าไปใช้ในวัฏจักรเครปต่อไป 
อย่างไรก็ตาม กรดอะซิติกก็เป็นผลพลอยได้จากการหมักโดยใช้ยีสต์เช่นกัน (Palmqvist and Hahn-
Hägerdal, 2000; Thomas et al., 2002) ส าหรับกรดลีวูลินิกมีปริมาณมากขึ้นอย่างรวดเร็วใน 8 
ชั่วโมงแรกของการหมัก หลังจากนั้นจึงมีปริมาณคงที่ตลอดการหมัก มีการวิจัยที่สออดคล้องกันกับ
ผลการทดลองนี้ โดย Thompson et al. (2016) พบว่า กรดลีวูลินิกมีค่าสูงขึ้นในระหว่างการหมัก  
เช่นเดียวกับ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ที่มีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็วใน 8 ชั่วโมงแรก การศึกษา
ของ Palmqvist and Hahn-Hägerdal (2000) แสดงให้เห็นว่ายีสต์ S. cerevisiae สามารถเปลี่ยน 
5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ด้วยเอนไซม์ไปเป็นสารประกอบที่เป็นพิษน้อยลง โดย 5-ไฮดรอกซีเม
ทธิลเฟอฟิวรัลถูกรีดิวซ์ไปเป็น 2,5-bis-hydroxymethylfuran (HMF-alcohol) ภายใต้สภาวะที่มี
และไม่มีอากาศ (Liu et al., 2004) และ Koppram et al. (2012) ยังค้นพบว่า ในระหว่างการปรับ
สภาพ เซลล์มีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงสารยับยั้งประเภทฟูแรนได้ ทั้งนี้ข้อมูลของสารยับยั้ง
กรดฟอร์มิกไม่ได้น ามาแสดงเนื่องจากความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นขั้นสุดท้ายต่ ามากจนไม่
สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ ดังนั้น ในการค่อยๆปรับสภาพเชื้อ S. cerevisiae SC90 ซึ่งเชื้อมีการน า
สารยับยั้งไปใช้ ถือได้ว่าเป็นการเปลี่ยนแปลงที่ส าคัญซึ่งอาจช่วยให้เซลล์ทนต่อสารยับยั้งที่เกิดขึ้นใน
ระหว่างการปรับสภาพกากมันส าปะหลังได้ดีข้ึน 
 

4.3.3 ประสิทธิภาพการใช้น้ าตาล และการผลิตเอทานอล 
จากการติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอลในระหว่างการปรับสภาพเชื้อยีสต์ 

S. cerevisiae SC90 ในอาหารแต่ละสูตรโดยค านวณค่าพารามิเตอร์ของการผลิตเอทานอล จาก
ชั่วโมงที่ 8 ซึ่งให้ค่าความเข้มข้นของเอทานอลสูงสุด โดยพบว่า การปรับสภาพเชื้อยีสต์ในอาหารแต่
ละสูตรมีผลต่อการปรับปรุงการใช้น้ าตาลกลูโคสในสารละลายได้ดีขึ้น แต่พบการลดลงของอัตราการ
ผลิตเอทานอล และประสิทธิภาพการหมักในสภาวะที่มีความเข้ มข้นของสาระละลายกากมัน
ส าปะหลัง 80% และ100% (v/v) ดังตารางที่ 4.4 เนื่องมาจากความเป็นพิษจากความเข้มข้นของ
สารยับยั้งที่พบในอาหารปรับสภาพมากขึ้นนั่นเอง (ภาพที่ 4.2) จากการปรับสภาพรับสภาพเชื้อยีสต์
ในขั้นแรกที่เริ่มเลี้ยงในสภาวะควบคุม (ไม่เติมสารละละลายกากมันส าปะหลัง ) พบว่า เชื้อมี
ประสิทธิภาพการหมักสูงถึง 96.15 % และเมื่อเลี้ยงเชื้อลงในอาหารที่มีส่วนผสมของสารละลายกาก
มันส าปะหลังความเข้มข้น 20% (v/v) รอบแรก พบว่ามีประสิทธิภาพการหมักลดลงเล็กน้อยเมื่อ
เทียบกับสภาวะควบคุม โดยในสภาวะที่มีสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 20% (v/v) ใน
การศึกษานี้พบสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในระหว่างการปรับสภาพโดยพบกรดอะซิติกปริมาณเริ่มต้นต่ ามาก
ประมาณ 4 มิลลิโมลาร์ ดังที่รายงานไว้ข้างต้น มีรายงานก่อนหน้าที่ศึกษาเกี่ยวกับการใช้กรดอะซิติก
ความเข้มข้นต่ าในการปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักเอทานอล การศึกษาของ Thomas et al. 
(2002) พบว่า ในสภาวะการหมักที่มีกรดอะซิติก ท าให้ปริมาณเอทานอลสูงกว่าในสภาวะที่ไม่มี
กรดอะซิติก และ Greetham (2014) ค้นพบว่า ความเข้มข้นกรดอะซิติกท่ีต่ ากว่า 25 มิลลิโมลาร์ ไม่
ส่งผลต่อ metabolic output ที่เกี่ยวข้องกับการเจริญและการผลิตเอทานอลของเชื้อ Larsson et 
al. (1999) รายงานเพ่ิมเติมว่า กรดอะซิติกที่ความเข้มข้นต่ าช่วยเพ่ิมผลได้ของเอทานอลซึ่งอาจเกิด
จากการกระตุ้นการผลิต ATP   
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ตารางที่ 4.4  พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลจากการปรับสภาพเชื้อยีสต์  S. 
cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตร 

การทดลอง 

อัตราการใช้
น้ าตาลกลูโคส 
(กรัม/ลิตร/

ช่ัวโมง) 

ผลได ้
เอทานอล          

(กรัมเอทานอล/
กรัมกลโูคส) 

ผลผลติชีวมวล 
(เซลล/์กรัม) 

อัตราการผลติ 
เอทานอล 
(กรัม/ลิตร/

ช่ัวโมง) 

ประสิทธิภาพ
การหมัก 

(%) 

สภาวะควบคุม 6.08 0.49 4.09 x 106 3.20 96.15 

สารละลายกากมัน 20% (v/v)    

รอบที่ 1a 5.61 0.48 5.49 x 106 3.14 94.83 

รอบที ่2b 6.02 0.49 5.55 x 106 3.19 96.12 

สารละลายกากมัน 40% (v/v)    

รอบที ่3a 6.52 0.46 4.60 x 106 2.96 89.37 

รอบที่ 4b 6.57 0.47 4.64 x 106 3.09 93.10 

สารละลายกากมัน 60% (v/v)     

รอบที ่5a 6.80 0.44 3.41 x 106 2.86 86.35 

รอบที ่7b 7.49 0.41 3.78 x 106 2.91 80.09 

สารละลายกากมัน 80% (v/v)     

รอบที ่8a 6.77 0.43 3.03 x 106 2.80 84.50 

รอบที ่12b 7.58 0.40 3.41 x 106 2.62 78.96 

สารละลายกากมัน 100% (v/v)     

รอบที่ 13a 7.96 0.36 2.44 x 106 2.32 69.91 

รอบที ่19b  7.62 0.32 3.27 x 106 2.06 62.14 

หมายเหตุ : เวลาที่ได้เอทานอลสูงสุดคือช่ัวโมงที่ 8, a,b คือ การปรับสภาพเช้ือรอบแรกและรอบสุดท้ายใน
สารละลายกากมันส าปะหลังแต่ละสูตร ตามล าดับ 
 

เมื่อสังเกตประสิทธิภาพการหมักในรอบแรกของสภาวะที่มีความเข้มข้นของกากมัน
ส าปะหลัง 20% (v/v) พบว่ามีค่าเท่ากับ 94.83% และในรอบสุดท้าย มีค่าเท่ากับ 96.12% จะเห็น
ได้ว่าไม่มีความแตกต่างกันของผลได้เอทานอล อัตราการผลิตเอทานอล การใช้น้ าตาล และ
ประสิทธิภาพในการหมักระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อซ้ าในอาหารเดิม เมื่อท าการปรับสภาพเชื้อยีสต์ใน
สภาวะที่มีความเข้มข้นของสาระละลายกากมันส าปะหลัง 60% 80% และ100% (v/v) พบว่า ผลได้
เอทานอลและประสิทธิภาพในการหมักลดลงในรอบสุดท้ายเมื่อเปรียบเทียบกับรอบแรก (ตารางที่ 
4.4) อย่างไรก็ตาม ในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง 60% 80% และ100% (v/v) ในรอบ
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สุดท้าย พบว่า ปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุด (ตารางที่ 4.3) และผลผลิตชีวมวล (Yx/s) (ตารางที่ 4.4) มี
ค่าสูงขึ้นเมื่อเทียบกับผลในรอบแรกของการปรับสภาพในอาหารแต่ละสูตร สิ่งนี้สามารถอธิบายได้
จากกระจายตัวของ flux ของคาร์บอนในระหว่างการหมักเอทานอลซึ่งน าไปใช้ในกระบวนการ
สังเคราะห์องค์ประกอบ (anabolism) และเมตาโบลิซึมของพลังงานภายในเซลล์ โดยในรอบแรก
ของอาหารปรับสภาพแต่ละสูตร เซลล์อาจต้องปรับตัวให้เข้ากับความเข้มข้นของสารยับยั้งที่สูงขึ้น 
จึงจ าเป็นต้องใช้พลังงานมากกว่าปกติเพ่ือใช้ในการหมักเอทานอล ดังจะเห็นได้จากผลได้เอทานอลที่
มากขึ้นในรอบแรก (ตารางที่ 4.4) และหลังจากที่เซลล์สามารถปรับตัวให้ทนต่อสารยับยั้งในรอบ
สุดท้ายในอาหารแต่ละสูตร พบการเจริญของเซลล์เพ่ิมขึ้นและแหล่งคาร์บอนส าหรับการหมักเอทา
นอลลดลง ผลการทดลองในการศึกษานี้คล้ายกับการปรับสภาพเชื้อยีสต์ Pichia stipitis ของ Zhu 
et al. (2009) โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารที่ค่อยๆเพ่ิมความเข้มข้นของไฮโดรไลเลซซังข้าวโพดตั้งแต่ 
10% ถึง 50% (v/v) แต่ละความเข้มข้นท าการเลี้ยงเชื้อซ้ า 3 รอบ พบว่า ปริมาณน้ าตาลไซโลสที่
เหลือค่อยๆเพ่ิมขึ้นเมื่ออยู่ในอาหารที่มีความเข้มข้นไฮโดรเซสมากขึ้น ในขณะเดียวกัน เอทานอลที่
ผลิตในแต่ละรอบมีปริมาณสูงขึ้นในอาหารที่มีความเข้มข้นไฮโดรเซสต่ า และมีค่าน้อยลงในแต่ละรอบ
ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของไฮโดรไลเซสสูงขึ้น  
 
4.4 ผลการศึกษาความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งในรูปสารผสม และการผลิตเอทานอลใน
อาหารเหลว YPD โดยใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพ 

หลังท าการศึกษาอิทธิพลของสารยับยั้งแต่ละชนิด (กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก 
เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล) ในหัวข้อที่ 4.2 ต่อการเจริญของเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ จึงได้ท าการศึกษาอิทธิพลของการมีสารยับยั้งทั้ง 5 
ชนิดร่วมกันในอาหารเหลว YPD โดยใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ ซึ่งความ
เข้มข้นของสารยับยั้งแต่ละชนิดที่เติมในอาหารได้มาจากการคัดเลือกความเข้มข้นของสารยับยั้งแต่
ละชนิดที่ระดับสูงสุดที่ท าให้เชื้อยีสต์ (ยังไม่ปรับสภาพ) สามารถเติบโตไม่ต่ ากว่า 80% ของค่าการ
เจริญสูงสุด ดังความเข้มข้นที่แสดงในตารางที่ 3.1 โดยระดับความเข้มข้นสูงสุดของสารยับยั้งกรดอะ
ซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่ยีสต์สามารถเจริญได้ 
คือ 135 170 250 6.5 และ 8.77 มิลลิโมลลาร์ ตามล าดับ (ความเข้มข้นสูงสุด; 100%) จัดให้เป็น
ความเข้มข้นระดับที่ 4 แล้วท าการเจือจางให้มีความเข้มข้นน้อยลงเหลือ 25% 50% และ 75% ของ
ความเข้มข้นสูงสุด จัดให้เป็นความเข้มข้นระดับที่ 1 2 และ 3 ตามล าดับ ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อบน
เครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
ตรวจสอบการเจริญ อัตราการรอดชีวิต การเปลี่ยนแปลงสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด ประสิทธิภาพการใช้
น้ าตาลและการผลิตเอทานอล ตลอดจนเปรียบเทียบผลกับสภาวะที่หมักโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
SC90 ที่ยังไม่ได้ปรับสภาพ  
 

4.4.1. การเจริญ และการรอดชีวิต 
ยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพมีเซลล์ที่มีชีวิต และการรอดชีวิต

ในสภาวะควบคุมสูงสุด เมื่อเติมสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิดลงในอาหาร พบว่า ที่สภาวะการเติมสารยับยั้ง
ผสมน้อยที่สุด หรือความเข้มข้นระดับที่ 1 มีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของเชื้อสูงกว่าความเข้มข้นระดับที่ 
2 3 และ 4 ดังแสดงในภาพที่ 4.3 ก และ 4.3 ข โดยที่ความเข้มข้นระดับที่ 1 เชื้อมีการรอดชีวิตต่ า

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กว่าสภาวะควบคุมเล็กน้อย และเมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมมากขึ้นเป็นระดับที่ 2 3 และ 4 
การรอดชีวิตมีค่าต่ ากว่าความเข้มข้นระดับที่  1 ประมาณ 13.54%  17.45% และ 30.78% 
ตามล าดับ เมื่อสิ้นสุดการหมัก นอกจากนี้ยังพบว่า เชื้อมีระยะพักประมาณ 4 ชั่วโมงในสภาวะที่มีสาร
ยับยั้งความเข้มข้นระดับที่ 1 ซึ่งนานกว่าสภาวะควบคุมท่ีไม่เติมสารยับยั้ง 

ส าหรับการเจริญของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพแล้ว ดัง
แสดงในภาพที่ 4.3 ค และ 4.3 ง 
 
ก) ข) 

  

ค) ง) 

  

 

 

ภาพที่ 4.3 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (ก) และการรอดชีวิต (ข) ของเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่ไม่ได้ปรับสภาพ และปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (ค) และการรอดชีวิต (ง) ของเชื้อ

ยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในอาหาร YPD ที่เติมสารยับยั้งในระดับความเข้มข้น
ต่างๆ 

จากภาพที่ 4.3 ค และ 4.3 งพบว่าเซลล์ที่มีชีวิตมีค่าสูงสุดในสภาวะควบคุม และมีค่า
น้อยลงในสภาวะที่เติมสารยับยั้งผสมที่ระดับความเข้มข้นที่ 1 และความเข้มข้นระดับที่ 2 ตามระดับ
ความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมที่มากขึ้น เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นสูงถึงระดับที่ 3 และ 4 พบการเจริญเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ของเชื้อน้อยมาก ส่วนการรอดชีวิตของเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพในสภาวะที่มีสารยับยั้งผสมในระดับ
ความเข้มข้นที่ 1 และ 2 มีค่าใกล้เคียงกับสภาวะควบคุม ในขณะที่การรอดชีวิตน้อยลงในระดับความ
เข้มข้นที่ 3 และ 4 ซึ่งมีค่าต่ ากว่าความเข้มข้นระดับที่ 2 ประมาณ 11.6% และ 15.58% ตามล าดับ 
ณ จุดสิ้นสุดการหมัก อย่างไรก็ตาม จากการทดลองสารยับยั้งผสมในระดับความเข้มข้นที่ 2 หรือ
ความเข้มข้น 50% ของความเข้มข้นสูงสุด พบว่า สภาวะที่ใช้เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพมีปริมาณเซลล์
สูงกว่าเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพอย่างเห็นได้ชัด  

เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อทั้ง 2 ตัว ดังตารางที่ 4.5 
พบว่า ในสภาวะที่เติมสารยับยั้งผสมในระดับความเข้มข้นที่ 1 ท าให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะต่ า
กว่าสภาวะควบคุม แต่มีค่าสูงกว่าในอาหารที่มีสารยับยั้งผสมความเข้มข้นระดับที่  2 3 และ 4 อย่าง
ชัดเจน โดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพเจริญได้น้อยมากในระดับความ
เข้มข้นที่ 2 โดยให้ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.04 ชั่วโมง-1 ในขณะที่เชื้อที่ผ่านการปรับ
สภาพให้ค่าอัตราการเจริญจ าเพาะที่สูงกว่านั่นคือ 0.08 ชั่วโมง-1 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพแล้วมีให้การเจริญที่สูงกว่าเชื้อที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ โดยแสดง
ความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งผสมในระดับความเข้มข้น 50% ของความเข้มข้นสูงสุด  
 
ตารางท่ี 4.5  อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อ S. cerevisiae SC90 ที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ 
และผ่านการปรับสภาพในอาหารเหลว YPD ที่มีการเติมสารยับยั้งผสมในระดับต่างๆ 

การทดลอง 
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ชั่วโมง-1) 

เชื้อ S. cerevisiae SC90  
ที่ยังไม่ปรับสภาพ 

เชื้อ S. cerevisiae SC90   
ที่ผ่านการปรับสภาพ 

ควบคุม 0.26 ± 0.00 0.25 ± 0.03 
สารยับยั้งความเข้มข้นระดับที่ 1  0.22 ± 0.00 0.21 ± 0.04 
สารยับยั้งความเข้มข้นระดับที่ 2  0.04 ± 0.00 0.08 ± 0.01 
สารยับยั้งความเข้มข้นระดับที่ 3  0.03 ± 0.00 0.03 ± 0.01 
สารยับยั้งความเข้มข้นระดับที่ 4  0.03 ± 0.00 0.04 ± 0.03 

 
 4.4.2 การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารยับยั้ง 
         จากการติดตามการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารยับยั้งในระหว่างการหมักโดย
เชื้อยีสต์  S. cerevisiae SC90 ที่ผ่ านการปรับสภาพและไม่ ได้ผ่ านการปรับสภาพ พบการ
เปลี่ยนแปลงของสารยับยั้งประเภทฟูแรน ดังแสดงในภาพที่ 4.4 ในขณะที่สารยับยั้งประเภทกรด
อ่อนไม่พบความแตกต่างระหว่างความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเมื่อสิ้นสุดการหมัก จึง
ไม่ได้น ามาแสดงผล ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมระดับที่ 1 เชื้อทั้งสองตัวสามารถใช้
สารยับยั้งทั้งเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้ไม่แตกต่างกัน โดยมีการลดลงอย่าง
รวดเร็วในช่วง 4 ชั่วโมงแรก และอัตราการใช้สารยับยั้งทั้งสองไม่มีความแตกต่างโดยเชื้อทั้งสอง เมื่อ
ความเข้มข้นของสารยับยั้งสูงถึงระดับที่ 2 พบว่า เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพสามารถลดความเข้มข้น
ของสารยับยั้งทั้งสองได้มากกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งมีการลดลงของสารยับยั้ง
อย่างรวดเร็วใน 12 ชั่วโมงแรก โดยเฟอฟิวรัลสามารถลดลงได้ 64.95% และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ฟิวรัลลดลง 16.10% โดยเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ส่วนเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพสามารถลดเฟอ
ฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้ 88.56% และ39.49% ตามล าดับ จากผลการทดลอง 
เห็นได้ชัดว่า ที่ระดับของความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมเป็น 50% ของสารยับยั้งสูงสุด เชื้อยีสต์ที่
ผ่านการปรับสภาพมีความสามารถในการใช้สารยับยั้งทั้งสองในอาหารได้ดีกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ 
แต่เมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมสูงขึ้นเป็นระดับที่ 3 และ 4 พบว่าไม่พบการเปลี่ยนแปลง
ปริมาณสารยับยั้งในระหว่างการหมัก 
 
ก) ข) 

  

ค) ง) 

 

 

ภาพที่ 4.4 การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารยับยั้งเฟอฟิวรัล ( ) และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล  (
) โดยการใช้เชื้อ S. cerevisiae SC90 ที่ไม่ผ่านปรับสภาพ และผ่านการปรับสภาพ [( ), (
)] ที่ลี้ยงในอาหาร YPD ที่เติมสารยับยั้งผสมระดับความเข้มข้นที่ 1 (ก) 2 (ข) 3 (ค) และ 4 (ง) 

  
ในการศึกษานี้จะเห็นว่า การลดลงของสาร 5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลช้ากว่าการ

ลดลงของเฟอฟิวรัล ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Larsson et al. (1999) อีกทั้งมีการศึกษาอ่ืนๆ
ก่อนหน้านี้ รายงานว่า ยีสต์สามารถใช้สารยับยั้งเฟอฟิวรัลได้จนหมดโดยใช้เวลาเร็วกว่า 5-ไดรอกซี
เมทธิลเฟอฟิวรัล โดยสามารถเปลี่ยนสารยับยั้งประเภทฟูแรนไปเป็นสารประกอบที่มีความเป็นพิษ
น้อยกว่า นั่นคือ 5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลถูกเปลี่ยนไปเป็น 2,5-บิส-ไฮดรอกซีเมทธิลฟูแรน (2,5-
bis-hydroxymethylfuran) และเฟอฟิวรัลสามารถเปลี่ยนไปเป็นเฟอฟิวริล แอลกอฮอล์ ( furfuryl 
alcohol) เมื่อสารยับยั้งถูกเปลี่ยนไปเป็นสารอ่ืนแล้วจะปรากฏการเจริญของเชื้อยีสต์ขึ้น (Villa et 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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al., 1992; Taherzadeh et al.,  2000a; Liu et al., 2004) Palmqvist et al. (1999a) รายงาน
ว่า อัตราการลดลงของเฟอฟิวรัลมีค่าลดลงเนื่องจากเซลล์ตายเมื่อความเข้มข้นของเฟอฟิวรัลสูงมาก 
เช่นเดียวกับการเปลี่ยนแปลงของสารยับยั้งในผลการศึกษานี้  เมื่อมีการใช้เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพ
แล้วพบว่าเชื้อมีความสามารถสูงในการใช้สารยับยั้งทั้งเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล
เช่นเดียวกับการรายงานของ Tian et al. (2011) อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของ Wallace-Salinas 
and Gorwa-Grauslund (2013) รายงานว่า ในสภาวะที่มีกรดอินทรีย์ในไฮโดรไลเซส การเจริญ 
และประสิทธิภาพการหมักของเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพไม่มีความแตกต่างกับเชื้อที่ไม่ ได้ปรับสภาพ 
และ Landaeta et al. (2013) ยังพบอีกว่า ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของความเข้มข้นกรดอะซิติกใน
ระหว่างการหมักแบบแบทช์จากสายพันธุ์ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ได้ปรับสภาพ ซึ่งอาจเป็นสาเหตุ
ที่ท าให้การศึกษานี้ไม่พบความแตกต่างของการใช้กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิกในอาหารจาก
เชื้อยีสต์  S. cerevisiae SC90 ที่ผ่ านการปรับสภาพ และไม่ปรับสภาพ ตลอดจนไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกรดที่เติมลงในระหว่างการหมัก ดังนั้น จะเห็นได้ว่ าในสภาวะที่มีสาร
ยับยั้งผสมในอาหาร เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพจะมีความทนต่อสารยับยั้ง โดยเซลล์สามารถน าสาร
ยับยั้งในกลุ่มฟูแรนไปใช้ได้ดีกว่าเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับรายงานของ 
Martín et al. (2007) และ Tian et al. (2011)  

 
4.4.3 ประสิทธิภาพการใช้น้ าตาล และการผลิตเอทานอล 

         ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ผ่านการปรับ
สภาพในอาหาร YPD ที่เติมสารยับยั้งผสมในระดับความเข้มข้นต่างๆ น ามาแสดงเป็นค่าพารามิเตอร์
ดังแสดงในตารางที่ 4.6 แต่ไม่ได้แสดงข้อมูลในสภาวะความเข้มข้นระดับที่ 3 และ 4  เนื่องจากมี
อัตราการเจริญ และอัตราการใช้น้ าตาลของเชื้อรวมถึงการผลิตเอทานอลมีค่าต่ ามากซึ่งไม่สามารถ
น ามาค านวณได้ จากผลการทดลองพบว่า เชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพในสภาวะควบคุม และใน
สภาวะที่สารยับยั้งผสมระดับความเข้มข้นที่ 1 ให้อัตราการผลิตเอทานอล และประสิทธิภาพการหมัก
สูง โดยให้ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุดที่เวลาการหมัก 8 ชั่วโมง ซึ่งใกล้เคียงกับความสามารถในการ
หมักเอทานอลโดยเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพ เมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมสูงขึ้น เป็นระดับที่ 2 
พบว่า เชื้อทั้งสองชนิดสามารถผลิตเอทานอลโดยให้ความเข้มข้นสูงสุดนานขึ้นเป็น 12 ชั่วโมง โดย
อัตราการผลิตเอทานอล และประสิทธิภาพการหมักโดยเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ มีค่าเท่ากับ 0.52 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 63.63% ตามล าดับ และเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพ ให้อัตราการผลิตเอทา
นอล และประสิทธิภาพการหมัก เท่ากับ 0.74 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 104.45% ตามล าดับ 
แสดงให้เห็นว่า เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพแล้วมีความสามารถในการผลิตเอทานอลได้ดีกว่าเชื้อที่ไม่
ผ่านการปรับสภาพ  Boulton (2000) อธิบายว่า การเติมกลูโคสปริมาณ 20 กรัมต่อลิตร ช่วยให้เกิด
การสลายไกลโคเจนในเมแทบอลิซึมมากข้ึน ส่งผลให้เชื้อสร้างเอทานอลได้สูงกว่าปริมาณเอทานอลที่
ผลิตได้ทางทฤษฎี เช่นเดียวกันกับการศึกษานี้ที่ใช้อาหารเหลว YPD ซึ่งประกอบด้วยกลูโคส 20 กรัม
ต่อลิตร จึงท าให้มีประสิทธิภาพการหมักค่อนข้างสูง นอกจากนี้ที่ระดับความเข้มข้นของสรยับยั้งผสม
ที่ 1 เชื้อยังสามารถให้ประสิทธิภาพการหมักสูงใกล้เดียวกับสภาวะควบคุม อาจเนื่องมาจากการมี
กรดอะซิติกในปริมาณต่ า งานวิจัยของ Greetham et al. (2016) เปิดเผยว่า การเติมกรดอะซิติกใน
ระดับ 20 มิลลิโมลาร์ สามารถป้องกันเซลล์ยีสต์อันเนื่องมาจากความเครียดจากสารยับยั้งเฟอฟิวรัล 
และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลได้ อีกท้ังช่วยปรับปรุงอัตราการใช้น้ าตาลและอัตราการผลิตเอทา
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นอลได้ จึงเป็นไปได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมที่  1 ซึ่งเติมกรดอะซิติกลงในอาหาร 
YPD ความเข้มข้น 33.75 มิลลิโมลาร์ สามารถเพ่ิมความสารถในการหมักให้สูงขึ้นได้ อย่างไรก็ตาม 
เมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมสูงขึ้นเป็นระดับที่ 2 ซ่ึงเติมกรดอะซิติก 67.5 มิลลิโมลาร์ ส่งผลให้
ประสิทธิภาพการหมักลดลง ซึ่งรายงานของ Greetham (2014) ได้อธิบายว่า การเจริญเติบโตของ
เชื้อและประสิทธิภาพการหมักลดลงเมื่อความเข้มข้นของกรดอะซิติกสูงถึง 50 มิลลิโมลาร์ อย่างไรก็
ตามการเพ่ิมความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมมากขึ้นกว่าระดับนี้ไม่พบการผลิตเอทานอลของเชื้อทั้ง
สอง โดยการศึกษาของ Larsson et al. (1999) ได้จ าลองโมเดลผลของสารยับยั้งที่เกิดข้ึนในระหว่าง
การย่อยวัสดุลิกโนเซลลูโลสต่อการหมักของเชื้อ S. cerevisiae พบว่า สภาวะที่มีสารยับยั้งจากกรด
สามชนิด และจากอนุพันธ์เฟอฟิวรัลยิ่งส่งผลให้เกิดการยับยั้งร่วมกัน จะเห็นได้ว่าการการใช้สาร
ยับยั้งร่วมกันนั้นสามารถเสริมฤทธิ์กันในการเกิดผลกระทบด้านลบต่อการเจริญ และการหมักเอทา
นอลของเชื้อ 
 
ตารางที่ 4.6  พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสต์  S. cerevisiae 
SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ และผ่านการปรับสภาพ ในอาหาร YPD ที่มีการเติมสารยับยั้งผสมใน
ระดับต่างๆ 

การทดลอง 

เวลาที่ได ้
เอทานอล

สูงสุด 
(ช่ัวโมง) 

อัตราการใช้
น้ าตาล
กลูโคส 

(กรัม/ลิตร/
ช่ัวโมง) 

ความเข้มข้น
กลูโคสที่
เหลือ 

(กรัม/ลิตร) 

ผลได ้
เอทานอล          
(กรัมเอทา
นอล/กรัม
กลูโคส) 

อัตราการ
ผลิตเอทา

นอล (กรัม/
ลิตร/ช่ัวโมง) 

ประสิทธิภาพ 
การหมัก 

(%) 

ควบคุม       

เชื้อยังไม่ปรับสภาพ 8 2.39 0.25 0.53 1.28 104.77 
เ ช้ื อ ผ่ า น ก า ร ป รั บ
สภาพ 

8 2.29 0.07 0.54 1.25 106.58 

สารยับยั้งความเข้มข้นระดบัท่ี 1      

เชื้อยังไม่ปรับสภาพ 8 2.38 0.15 0.54 1.30 106.74 
เ ช้ื อ ผ่ า น ก า ร ป รั บ
สภาพ 

8 2.22 0.15 0.54 1.19 105.10 

สารยับยั้งความเข้มข้นระดบัท่ี 2      

เชื้อยังไม่ปรับสภาพ 12 1.59 0.20 0.32 0.52 63.63 
เชื้อผ่านการปรับ
สภาพ 

12 1.39 0.66 0.53 0.74 104.45 

 
Tomás-Pejó et al. (2010) ศึกษาการปรับสภาพเชื้อยีสต์ด้วยการเลี้ยงเชื้อใน

สารละลายฟางข้าวสาลี โดยค่อยๆเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลาย พบว่า เชื้อที่ผ่านปรับสภาพ
สามารถปรับปรุงประสิทธิภาพการหมัก และทนต่อสารยับยั้งได้ดีกว่าการใช้เชื้อที่ยังไม่ได้ปรับสภาพ 
ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับการศึกษาอ่ืนๆ (Zhu et al., 2009; Martín et al., 2007) มีการรายงานว่า 
ความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งของเชื้อที่ได้จากการปรับสภาพ สามารถลดความเข้มข้นของ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้อย่างรวดเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์เดิม 
ดังนั้น การศึกษาปัจจัยร่วมกันของสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิดโดยการใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพ
สามารถเจริญและให้ประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลสูงกว่าการใช้เชื้อที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ 
โดยแสดงความสามารถในการทนสารยับยั้งผสมในระดับความเข้มข้น 50% ของความเข้มข้นสูงสุดได้ 
นั่นคือ ที่ระดับความเข้มข้นของกรดอะซิติก 67.5 มิลลิโมลาร์ กรดฟอร์มิก 85 มิลลิโมลาร์ กรดลีวูลิ
นิก 125 มิลลิโมลาร์ เฟอฟิวรัล 3.25 มิลลิโมลาร์ และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล 4.39 มิลลิโม
ลาร์ จึงมีความเป็นไปได้ว่าการใช้ไฮโดรไลเซสที่เตรียมได้จากวัตถุดิบที่เหลือใช้ทางการเกษตรต้องมี
ความเข้มข้นของสารยับยั้งต่างๆเริ่มต้นไม่เกินตามที่อธิบายไว้ข้างต้น เพ่ือสามารถน าไปใช้เป็น
สับสเตรทในกระบวนการหมักเอทานอลในอุตสาหกรรมโดยใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่าน
การปรับสภาพ 
 
4.5 ผลการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังโดยใช้เชื้อ
ยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพ   
 

4.5.1 การเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ผ่านการ
ก าจัดสารพิษความเข้มข้น 100% (v/v)  

จากการปรับสภาพยีสต์ให้ทนต่อสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในสารละลายไฮโดรไลเซสเป็น 
กระบวนการทางชีวภาพอีกวิธีหนึ่งที่ได้รับความสนใจซึ่งช่วยให้ลดค่าใช้จ่ายในกระบวนการก าจัด
สารพิษในสารละละลายได้ (Parawira and Tekere, 2011) ในการศึกษานี้ ยีสต์ S. cerevisiae 
SC90 ที่ได้จากการปรับสภาพของรอบสุดท้ายถูกน ามาเพาะเลี้ยงในสารละลายกากมันส าปะหลัง 
100% (v/v) ที่ไม่ก าจัดสารพิษ เพ่ือประเมินการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพในการหมักเอทานอล
เพ่ือเปรียบเทียบกับเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ผลการทดลองพบว่า 
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพสูงกว่าเซลล์ที่ไม่ผ่านการ
ปรับสภาพ (ภาพท่ี 4.5ก, ข; ตารางที่ 4.7) เมื่อค านวณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะพบว่าเชื้อที่ผ่าน
การปรับสภาพมีอัตราการเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.22 ± 0.00 ชั่วโมง− 1 ในขณะที่เชื้อที่ไม่ผ่านการ
ปรับสภาพมีค่าเท่ากับ 0.19 ± 0.00 ชั่วโมง− 1 (ตารางที่ 4.7) ช่วงระยะพักของเชื้อที่ปรับสภาพและ
ไม่ปรับสภาพ ซึ่งมีปริมาณเซลล์ค่อนข้างน้อย มีระยะพักเท่ากับ 0.3 และ 0.7 ชั่วโมง ตามล าดับ  
ผลการเปรียบเทียบการใช้น้ าตาลกลูโคสและการผลิตเอทานอลโดยเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพและยัง
ไม่ปรับสภาพ ดังแสดงในภาพที่ 4.5 ค และ ง และตารางที่ 4.7 พบว่า เชื้อที่ปรับสภาพแล้วให้ความ
เข้มข้นของเอทานอล ผลได้เอทานอล ประสิทธิภาพการหมัก และอัตราการผลิต เอทานอลที่สูงกว่า
เชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานของ Silva 
and Roberto (2001) ซึ่งรายงานว่า จุลินทรีย์ที่ผ่านการปรับสภาพให้ทนต่อสารยับยั้งแล้วสามารถ
ปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักเอทานอลในสารละลายลิกโนเซลลูโลสได้ 
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ก) ข) 
 

 

ค) ง) 

 
 

ภาพที่ 4.5 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (ก) อัตราการรอดชีวิต (ข) การใช้น้ าตาลกลูโคส 
(ค) และ (ง) การผลิตเอทานอล ของเชื้อ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ         ( ) 
และไม่ผ่านการปรับสภาพ ( ) ในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ก าจัดสารพิษความ

เข้มข้น 100% (v/v) 
 

เมื่อเปรียบเทียบผลของการศึกษานี้กับการศึกษาของ Landaeta et al. (2013) ที่ท า
การปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. cerevisiae NRRL Y-265 ในอาหารที่ค่อยๆ เพ่ิมความเข้มข้นสารยับยั้ง
ต่างกัน 5 ระดับ โดยมีการน าเซลล์กลับมาใช้ใหม่ อาหารทีใช้นั้นเป็นสภาวะจ าลองปริมาณสารยับยั้ง
ในสารละลายจากไม้ยูคาลิปตัส พารามิเตอร์ทางจลพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลแสดงในตารางที่ 
4.7 จะเห็นได้ว่าเชื้อที่ปรับสภาพในสภาวะที่มีสารละลายจากยูคาลิปตัสสามารถปรับปรุงอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะและอัตราการผลิตเอทานอลประมาณ 70% และ 10% ตามล าดับ เมื่อเทียบกับ
ผลของเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า เชื้อที่ปรับสภาพมีอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะและอัตราการผลิตเอทานอลได้ 17% และ 46% ตามล าดับ เมื่อเทียบกับผลของ
เชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ อย่างไรก็ตาม ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและอัตราการผลิตเอทานอลที่
ได้จากผลการศึกษา Landaeta et al. (2013) มีค่าต่ ากว่าผลจากการศึกษานี้ทั้งเชื้อที่ปรับสภาพและ
ไม่ปรับสภาพ 
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ตารางท่ี 4.7  พารามิเตอร์การเจริญและการผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่าน
การปรับสภาพ และไม่ผ่านการปรับสภาพ ในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ก าจัดสารพิษ 100% 
(v/v)  

พารามิเตอร ์ การศึกษาปัจจุบัน การศึกษาของ Landaeta et al. 
(2013) 

เชื้อที่ผ่านการปรับ
สภาพ 

เชื้อที่ไม่ผ่านการ
ปรับสภาพ 

เชื้อที่ผ่านการปรับ
สภาพ 

เชื้อที่ไม่ผ่านการ
ปรับสภาพ 

ระยะพัก (ช่ัวโมง) 0.3 0.7 nd nd 
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 
(ช่ัวโมง-1) 

0.22 ± 0.00 0.19 ± 0.00 0.05 0.03 

ปริมาณเซลล์สูงสุด 
(x108 เซลล์/มิลลิลิตร) 

1.75 ± 0.05 1.27 ± 0.02 nd nd 

ผลได้เอทานอล 
(กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) 

0.43 ± 0.01a 0.34 ± 0.01b 0.48 0.48 

ประสิทธิภาพการหมัก (%) 83.82 ± 1.37a 66.04 ± 2.94b nd nd 

อัตราการผลิตเอทานอล 
(กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง) 

2.47 ± 0.01a 1.69 ± 0.08b 0.53 0.48 

หมายเหตุ : a, b ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้งแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิต ิ(p≤0.05), 
การศึกษาของ Landaeta et al. (2013) เปรียบเทียบผลการเจริญและประสิทธิภาพการหมักของเชือ้ท่ีปรับและไม่
ปรับสภาพในสารละลายยคูาลิปตสั 
 nd: ไมม่ีข้อมูล 
 

ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Parekh et al. (1986) ซึ่งรายงานว่ายีสต์ 
Candida shehatae และ Pichia stipites ที่ปรับสภาพแล้วด้วยวิธีการน าเซลล์กลับมาเพาะเลี้ยง
ในสารละลายไม้แอสเพน (aspen wood) หลายๆ รอบ ส่งผลให้การผลิตเอทานอลมีค่ามากขึ้น
ประมาณ 13% เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ Yu and Zhang (2003) รายงานว่า การ
เลี้ยงเชื้อยีสต์ที่ปรับสภาพในสารละลายที่ได้จากการย่อยฝ้าย สามารถเพ่ิมการผลิตเอทานอลได้สูง
กว่าการใช้เชื้อที่ยังไม่ปรับสภาพ และการศึกษาของ Pornpukdeewattana et al. (2014) ทดลอง
การหมักเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรดอ่อน พบว่าด้วยเชื้อ
ที่ผ่านการปรับสภาพให้ผลได้เอทานอลเท่ากับ 0.42 กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส และเชื้อที่ไม่ได้
ปรับสภาพให้ผลได้เอทานอลเท่ากับ 0.35 กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส  

การทดลองการเพ่ือทดสอบความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งของเชื้อยีสต์  S. 
cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ปรับสภาพด้วยเทคนิค Spot plate โดยท าการ
เพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองบนเพลทที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังแตกต่างกัน (0% 
50% และ100% (v/v))  พบว่า เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ผ่านการปรับสภาพสามารถเจริญได้
ดีในเพลทที่ไม่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง (0% (v/v)) (สภาวะควบคุม) แต่เมื่อความเข้มข้นของ
สารละลายกากมันส าปะหลังมากขึ้นเป็น 50% (v/v) ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ไม่
ผ่านการปรับสภาพ และเมื่อความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังมากขึ้นเป็น 100% (v/v) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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พบเพียงการเจริญของเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพเท่านั้น ในขณะที่เชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพการ
เจริญถูกยับยั้งอย่างสมบูรณ์ ดังภาพที่ 4.6 ซึ่งเห็นได้ชัดว่าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการ
ปรับสภาพแล้วสามารถทนต่อสารยับยั้งในสารละลายกากมันส าปะหลังได้มากกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับ
สภาพ 
 

 
ภาพที่ 4.6 ผลของความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ผ่านการก าจัดสารพิษ ต่อการ 

เจริญของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ผ่านการปรับสภาพ  การ
ทดลองนี้ใช้เทคนิค Spot plate บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

 
4.5.2 การเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 

100% ที่ผ่านการก าจัดและไม่จ ากัดสารพิษ 
         อย่างที่ได้กล่าวในขั้นต้นว่าปัญหาหลักในกระบวนการเตรียมวัตถุดิบโดยการย่อยด้วย
กรดภายใต้อุณหภูมิสูงเพ่ือให้ได้น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวนั้นคือการเกิดสารเคมีที่มีฤทธิ์ ยับยั้งการท างาน
ของเชื้อจุลินทรีย์ และกระบวนการหมัก (Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Walker, 2011
) นอกจากนอกการปรับสภาพเชื้อให้สามารถทนต่อสารยับยั้งแล้ว การลดความเป็นพิษของสับสเตร
ทก่อนจะเข้าสู่กระบวนการหมักเป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถเพ่ิมศักยภาพการผลิตเอทานอลจากวัสดุลิก
โนเซลลูโลสให้ดีขึ้น ดังนั้นการลดความเป็นพิษในการศึกษานี้ใช้วิธีการเติมปูนขาวให้มากเกินพอ 
(Overliming) ด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ซึ่งนับว่าเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ และมีค่าใช้จ่ายไม่สูง 
(Mohagheghi et al., 2006; Yang and Wyman, 2008) การศึกษานี้ท าโดยน าเชื้อยีสต์ที่ผ่านการ
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ปรับสภาพมาเลี้ยงในอาหารสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% (v/v) ในส่วนที่ไม่ก าจัด
สารพิษ และส่วนที่ก าจัดสารพิษ ตรวจสอบการเจริญ อัตราการรอดชีวิต และประสิทธิภาพการผลิต
เอทานอล  
 

4.5.2.1 การเจริญ และการรอดชีวิต 
          จากผลการเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต และการรอดชีวิตของเชื้อยีสต์  
S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในสารละลายกากมันส าปะหลังส่วนที่ก าจัดสารพิษ และ
ไม่ก าจัดสารพิษ ดังแสดงในภาพที่ 4.7 จะเห็นได้ว่าเชื้อยีสต์ที่เจริญในสารละลายกากมันส าปะหลังที่
ก าจัดสารพิษให้ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตและการรอดชีวิตสูงกว่าในสภาวะที่ไม่ก าจัดสารพิษอย่างเห็นได้
ชัด โดยมีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.25 ± 0.01 ชั่วโมง -1 ซึ่งมากกว่าอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะในสภาวะที่ไม่ก าจัดสารพิษออก คือ 0.23 ± 0.00 ชั่วโมง-1 นอกจากนี้ยังพบว่า 
เชื้อยีสต์ใช้เวลาในการปรับตัวในสภาวะที่ก าจัดสารพิษเพียง 1.7 ชั่วโมง ซึ่งน้อยกว่าในสภาวะที่ไม่มี
การก าจัดสารพิษซึ่งใช้เวลาการปรับตัวท่ากับ 2.6 ชั่วโมง 
 

ภาพที่ 4.7 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (ก) และการรอดชีวิต (ข) ของเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ก าจัด ( ) และไม่ก าจัด

สารพิษ ( ) 
 
การศึกษาของ van Zyl et al. (1988) อธิบายว่า การก าจัดสารพิษด้วยการปรับ pH ของสาระ
ละลายให้เป็นด่างสูงๆ ช่วยให้เกิดการตกตะกอนของสารพิษ โดยสามารถก าจัดสารประกอบฟีนอลิก 
(Roberto et al., 1991b) รวมถึงกรดอะซิติก เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล (Tian 
et al., 2011) จึงเป็นไปได้ว่า การก าจัดสารพิษในสารละลายกากมันส าปะหลังก่อนจะน ามาใช้ใน
การทดลองด้วยการเติมแคลเซียมไฮดรอกไซด์นั้น ส่งผลให้เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพมีการเจริญและ
การอยู่รอดสูงกว่าการเจริญของเชื้อในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ได้ก าจัดสารพิษ 
  
  

ก) ข) 
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4.5.2.2 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล 
          ท าการประเมินประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล ณ ชั่วโมงท่ี 8 ที่เชื้อสามารถ
ผลิตเอทานอลโดยให้ความเข้มข้นสูงสุด พบว่า ในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ก าจัดสารพิษออก 
เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพให้ผลได้เอทานอลสูงกว่าในสภาวะที่ไม่ก าจัดสารพิษออก โดยให้
ประสิทธิภาพการหมักสูงกว่าประมาณ 3.13 % ดังตารางที่ 4.8 
 
ตารางท่ี 4.8 พารามิเตอร์การผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ
ในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ก าจัด และก าจัดสารพิษ 

พารามิเตอร์ สารละลายที่ไม่ก าจัด
สารพิษ 

สารละลายที่ก าจัด
สารพิษ 

ผลได้เอทานอล (กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) 0.43 ± 0.01a 0.45 ± 0.02b 
ประสิทธิภาพการหมัก (%) 85.10 ± 4.26a 88.23 ±3.31b 

หมายเหตุ : a, b ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้งแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p≤0.05) 
 

Martín et al. (2002) ท าการศึกษาการใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae TMB 
3001 ที่ได้รับการพัฒนาให้มีความสามารถในการหมักเอทานอลในสารละลายชานอ้อย เมื่อน าเชื้อมา
เลี้ยงในสารละลายชานอ้อยทั้งที่ไม่ได้ก าจัดและก าจัดสารพิษโดยการเติมด่างให้มากเกินพอด้วย
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ พบว่า ประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลของเชื้อในสภาวะที่ก าจัดสารพิษ
ออกมีค่าสูงกว่าในสภาวะที่ไม่ก าจัดสารพิษ ซึ่งสอดคล้องกับการผลของการศึกษานี้ คือ ในสภาวะที่มี
การก าจัดสารพิษออกจากสารละลายกากมันส าปะหลัง เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพสามารถผลิตเอ
ทานอลได้ดีกว่าในสภาวะที่ไม่มีการก าจัดสารพิษออกจากสารละลายกากมันส าปะหลัง 
 
4.6 ผลการศึกษาปริมาณแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลชีวภาพ 

โดยทั่วไปแล้ว การหมักเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม มีการเติมแอมโมเนีมซัลเฟต เพ่ือ
เป็นแหล่งแหล่งไนโตรเจน โดยจัดเป็นสารที่ช่วยกระตุ้นให้เกิดการเจริญเติบโตของยีสต์   (Yu and 
Zhang, 2003) จึงได้ท าการศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลจากสารละลาย
กากมันส าปะหลังที่ ได้จากการย่อยด้วยกรดเจือจางและความร้อน โดยท าการเลี้ยงยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในอาหารสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% 
ส่วนที่ไม่ก าจัดสารพิษซึ่งมีการเติมแอมโมเนีมซัลเฟตปริมาณ 1 3 5 และ 7.5 กรัมต่อลิตร โดยมี
สภาวะที่ไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นการทดลองควบคุม ด าเนินการหมักในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 
120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ติดตามการเจริญ อัตราการรอด
ชีวิต การใช้ของน้ าตาล และการผลิตเอทานอล  
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.6.1 การเจริญ และการรอดชีวิต 
จากการศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล และการเจริญของ

เชื้อ พบว่า ในการทดลองควบคุม และการทดลองท่ีเติมแอมโมเนียมซัลเฟต 1  3 และ 5 กรัมต่อลิตร 
เมื่อสิ้นสุดการหมักปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของเชื้อใกล้เคียงกันในช่วง 1.56 ×108 ถึง 1.78×108 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร แต่ในสภาวะที่แอมโมเนียมซัลเฟตถึงระดับ 7.5 กรัมต่อลิตร ให้ปริมาณเชลล์ที่มีชีวิตมีค่า
สูงกว่า คือ 2.13×108  เซลล์ต่อมิลลิลิตร ดังภาพที่ 4.8 ก และการรอดชีวิตของเชื้อพบว่าใกล้เคียงกัน
ดังภาพที่ 4.8 ข เมื่อค านวณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อในสภาวะที่ไม่มีการเติมแหล่ง
ไนโตรเจนมีค่าเท่ากับ 0.25 ชั่วโมง-1 และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตมากขึ้นเป็น 1  
3  5 และ 7.5 กรัมต่อลิตร พบว่าอัตราการเจริญของเชื้อมีค่าเท่ากับ 0.26  0.25  0.24 และ 0.23 
ชั่วโมง-1 ตามล าดับ  

 

 
ภาพที่ 4.8 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับ 

สภาพในสารละลายกากมันส าปะหลังไม่ก าจัดสารพิษท่ีไม่มี ( ) และมีการเติมแอมโมเนียม
ซัลเฟตปริมาณ 1 ( ) 3 ( ) 5 ( ) และ 7.5 กรัมต่อลิตร ( ) 

 
4.6.2 ประสิทธิภาพการใช้น้ าตาล และการผลิตเอทานอล 

ความสามารถในการผลิตเอทานอลของเชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพในสารละลาย
กากมันส าปะหลัง ที่มีการเติม และไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต แสดงในภาพที่ 4.9 พบว่า ในสภาวะ
ควบคุมที่ไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต ความเข้มข้นเอทานอลที่เชื้อสร้างได้เมื่อสิ้นสุดการหมักมีค่า
เท่ากับ 18.92 กรัมต่อลิตร และเมื่อเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 1 3 และ5 กรัมต่อลิตร พบว่า 
ความเข้มข้นเอทานอลสุดท้ายลดลงเป็น 18.12 17.22 และ 16.67 กรัมต่อลิตร ในขณะที่การเติม
แอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 7.5 กรัมต่อลิตร เชื้อสามารถผลิตเอทานอลได้สูงที่สุดคือ 21.09 กรัมต่อ
ลิตร โดยค่าพารามิเตอร์การหมักเอทานอลของเชื้อ ดังตารางที่ 4.9 

ก)  

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.9 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอลของยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ
ในสารละลายกากมันส าปะหลังไม่ก าจัดสารพิษที่ไม่มี ( ) และมีการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริ

มาณ 1 ( ) 3 ( ) 5 ( ) และ 7.5 กรัมต่อลิตร ( ) 
 
ตารางท่ี 4.9 ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตต่อค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอ
ทานอลโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่
ก าจัดสารพิษ  

แอมโมเนียม
ซัลเฟต 

(กรัม/ลิตร) 

เวลาที่ได้           
เอทานอล

สูงสุด 
(ช่ัวโมง) 

อัตราการใช้
น้ าตาลกลูโคส 
(กรัม/ลิตร/

ช่ัวโมง) 

ความเข้มข้น
กลูโคสที่
เหลือ 

(กรัม/ลิตร) 

ผลได้เอทานอล          
(กรัมเอทานอล/

กรัมกลโูคส) 

อัตราการผลติ   
เอทานอล 
(กรัม/ลิตร/

ช่ัวโมง) 

ประสิทธิ 
ภาพการ
หมัก (%) 

- 12 4.62 1.85 0.38 1.77 74.20 
1 12 4.49 1.85 0.38 1.74 74.86 
3 12 4.49 1.78 0.37 1.69 72.92 
5 12 4.71 0.89 0.35 1.68 69.08 

7.5 12 4.82 0.49 0.37 1.80 73.05 
 

โดยค่าพารามิเตอร์การหมักเอทานอลของเชื้อ ณ ชั่วโมงท่ี 12 ดังตารางที่ 4.9 พบว่า 
ในสภาวะที่ไม่เติม และเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 1 กรัมต่อลิตร เชื้อมีประสิทธิภาพการหมัก
ใกล้เคียงกันประมาณ 74% หลังจากนั้นเมื่อความเข้มข้นแอมโมเนียมซัลเฟตเพ่ิมขึ้นเป็น 3 และ 5 
กรัมต่อลิตร ประสิทธิภาพการหมักลดลงเหลือประมาณ 73% และ 69% ตามล าดับ แต่เมื่อความ
เข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตเพ่ิมขึ้นถึง 7.5 กรัมต่อลิตร พบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของ
เชื้อสูงขึ้นเล็กน้อยคือ 73% นอกจากนี้ยังพบว่า เมื่อเติมแอมโมเนียมซัลเฟตสูงถึงระดับนี้เชื้อมีการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ปรับปรุงการใช้น้ าตาลโดยให้อัตราการใช้น้ าตาลกลูโคสสูงสุด ตลอดจนสามารถปรับปรุงการผลิตเอ
ทานอล และท าให้ประสิทธิภาพการหมักเอทานอลเพิ่มข้ึนเล็กน้อย  

นอกจากแหล่งไนโตรเจนจะมีความส าคัญต่อการเจริญและการเพ่ิมจ านวนของยีสต์
แล้ว ยังช่วยเพิ่มสามารถในการทนต่อเอทานอลและการผลิตเอทานอลได้ (Bafrncová et al., 1999) 
โดยแอมโมเนียมไอออนสามารถถูกดูดซึมเข้าสู่คู่กรดอะมิโนได้อย่างรวดเร็ว (Nissen et al., 2000; 
Mendes-Ferreira et al., 2004) แต่จากผลการศึกษานี้ เชื้อประสิทธิภาพการหมักที่ใกล้เคียงกัน ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาของ Akaracharanya et al. (2011) ที่รายงานว่า การเติมแอมโมเนียม
ซัลเฟตปริมาณ 0 0.2 0.4 และ 0.6% (w/v) (0 2 4 และ 6 กรัมต่อลิตร) ลงในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังที่ถูกย่อยด้วยกรดซัลฟูริกไม่พบความแตกต่างกันของเอทานอลที่สร้างขึ้นโดยเชื้อ S. 
cerevisiae TISTR 5596 อย่างไรก็ตามในการทดลองนี้พบว่าการเติมแอมโมเนียมซัลเฟต 7.5 กรัม
ต่อลิตร เชื้อสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดและให้ความเข้มข้นสูงสุดเมื่อสิ้นสุดการหมัก แม้ว่าเชื้อจะ
มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะต่ าสุดก็ตาม เป็นไปได้ว่าเชื้อยีสต์อาจมีการใช้สารอาหารไปกระตุ้น
การผลิตเอทานอลมากเกินไปจนลดการเจริญของเชื้อเอง อย่างเช่นการศึกษาของ Mendes-Ferreira 
et al. (2004) ซึ่งศึกษาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตต่อรูปแบบการเจริญและการหมักเอทา
นอลของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae ในอาหารเลี้ยงเชื้อจากน้ าองุ่น (grape juice medium) พบว่าเมื่อ
ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตมากขึ้นจะไปลดอัตราการเจริญจ าเพาะของเชื้อ S. cerevisiae ในขณะที่
ความเข้มข้นของเอทานอลสุดท้ายมีค่ามากข้ึน   

 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5 
 สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

โดยภาพรวม สรุปได้ว่า การปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 สามารถปรับปรุงการ
เจริญและการผลิตเอทานอลของเชื้อจากสารละลายกากมันส าปะหลังซึ่งเป็นของเหลือทิ้งจาก
อุตสาหกรรมผลิตแป้งมันได้ การปรับสภาพซึ่งท าโดยเลี้ยงเชื้อยีสต์ในสารละลายกากมันส าปะหลั งที่
ค่อยๆเพิม่ความเข้มข้นของสารละลายในอาหารที่ใช้ปรับสภาพอย่างต่อเนื่อง และเลี้ยงในอาหารสูตร
เดิมซ้ าหลายๆรอบ การเพ่ิมจ านวนรอบของการปรับสภาพสามารถปรับปรุงอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของเชื้อ และลดระยะเวลาปรับตัวของเชื้อได้ สันนิษฐานได้ว่า เชื้อเกิดการปรับตัวให้เข้ากับ
สภาพแวดล้อมนั้นๆ เมื่อน าเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพไปทดสอบความสามารถในการหมักเอทานอล 
เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพแล้วมีความทนต่อความเป็นพิษจากสารยับยั้งร่วมทั้ง 5 ชนิด ในอาหาร YPD 
ได้ดีกว่าเชื้อยีสต์ที่ยังไม่ได้ปรับสภาพ โดยสามารถทนระดับสารยับยั้ งผสมของกรดอะซิติก กรดฟอร์
มิก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้เท่ากับ 67.5 85 125 3.25 และ 
4.39 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ซึ่งเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพสามารถน าสารยับยั้งประเภทฟูแรนไปใช้ได้  
และยังพบว่าเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพเมื่อเลี้ยงในสารละลายกากมันส าปะหลัง 100% (v/v) ให้ผลได้
เอทานอลสูงกว่าการใช้เชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ ประมาน 27% นอกจากนี้ การเติม Ca(OH)2 ลงใน
สารละลายกากมันส าปะหลังเพ่ือก าจัดสารพิษออก ยังช่วยให้เชื้อยีสต์มีการเจริญและปรับปรุง
ประสิทธิภาพการหมักของเชื้อได้ดีขึ้น ดังนั้น วิธีการปรับสภาพโดยเลี้ยงในอาหารเดิมหลายๆครั้ง
สามารถช่วยให้เชื้อทนต่อสารยับยั้ง (กรดอะซิติก กรดลีวูลินิก และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล) ที่
เกิดขึ้นในระหว่างการย่อยกากมันส าปะหลังได้ ท าให้เซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพแล้วสามารถทนต่อ
สารพิษได้ดีกว่าเซลล์ที่ไม่ได้ปรับสภาพ สิ่งนี้อาจเป็นประโยชน์ส าหรับการหมักเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรมที่ใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพและใช้กากมันส าปะหลังเป็น
วัตถุดิบต่อไปได้  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
  5.2.1 ในการศึกษานี้ แม้ว่าจะใช้เชื้อยีสต์ที่ได้จาการปรับสภาพในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังซึ่งย่อยด้วยสภาวะการย่อยที่ไม่รุนแรงมาก และก่อให้เกิดสารยับยั้งในปริมาณไม่สูง แต่ยัง
พบว่าเมื่อน าเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพมาเลี้ยงในอาหาร YPD ที่เติมสารยับยั้งผสมทั้ง 5 ชนิดซึ่งเติมใน
ระดับความเข้มข้นสูงกว่าที่พบในไฮโดรไลเซส แล้วยังพบว่าเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพสามารถเจริญ
และผลิตเอทานอลได้ดี ดังนั้นหากท าการปรับสภาพเชื้อโดยใช้ไฮโดรไลเซสที่ผ่านการย่อยด้วยสภาวะ
ที่รุนแรงมากขึ้น ซึ่งอาจท าให้ได้สารยับยั้งปริมาณที่สูงขึ้นเช่นกัน การปรับสภาพอาจเพ่ิม
ความสามารถในการทนต่อความเป็นพิษจากสารยับยั้งและเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักได้ดีขึ้นได้  
อย่างไรก็ตามในการประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรม อาจมีปัจจัยอ่ืนมาเกี่ยวข้อง เช่น ความเข้มข้น
ของสับสเตรท หรือน้ าตาลที่ใช้ในปริมาณค่อนข้างสูงกว่าในระดับห้องปฏิบัติการ รวมถึงสภาวะการ
หมักท่ีแตกต่างกันอาจมีผลต่อการผลิตเอทานอลของเชื้อต่างจากผลในงานวิจัยนี้  
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  5.2.2 ส าหรับการศึกษาอิทธิผลของสารยับยั้งแต่ละชนิดต่อการเจริญของเชื้อยีสต์ ควรใช้
วิธีการวัดปริมาณเซลล์แทนการใช้การวัดค่าการดูดกลืนแสง เนื่องจากสีของสารละลายกรดต่างๆหลัง
การน าไปนึ่งฆ่าเชื้อท าให้สีเข้มขึ้น และส่งผลให้ผลการทดลองคลาดเคลื่อนได้  
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บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
 6.1 พัฒนาเชื้อจุลินทรีย์ให้ทนต่อสารพิษ รวมถึงแนวทางในการผลิตเอทานอลชีวภาพจาก
ผลพลอยได้ทางอุตสาหกรรมเกษตร ซึ่งเป็นประโยชน์ในด้านการสร้างความมั่นคงของอาหาร อีกทั้ง
ช่วยรักษาสิ่งแวดล้อมโดยการใช้ประโยชน์จากทรัพยากรที่มีอยู่ให้เกิดความคุ้มค่ามากที่สุด และ
ปลดปล่อยของเสียน้อยที่สุด 
 6.2 สร้างว่าที่มหาบัณฑิต 1 คน โดยนักศึกษาอยู่ในระหว่างเตรียมตัวในการสอบปกป้อง
วิทยานิพนธ์ 
 6.3 น าองค์ความรู้ที่ได้ไปสอนในวิชาที่เก่ียวข้องกับเทคโนโลยีการหมัก 
 6.4 ส่วนหนึ่งของผลงานวิจัยนี้ ได้รับการตีพิมพ์ในวารสาร 3BIOTECH (SJR impacfactor 
2017: 0.51, Q2) 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และสารเคมี 

 
ข.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ข.1.1 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium 

Yeast Extract     10  กรัม 
Peptone     20  กรัม  
Dextrose (Glucose)    20  กรัม 
น้ ากรอง      1000  มิลลิลิตร 

วิธีท า 
 ผสมสารอาหารต่างๆเข้าด้วยกันลงในบีกเกอร์ เทน้ ากรองปริมาตร 500 มิลลิลิตร ลงใน
สารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ท าการปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ด้วย
กระบอกตวง เทสารละลายที่ได้ลงในขวดดูแรนแล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
ข.1.2 Yeast Peptone Dextrose (YPD) Agar 

Yeast Extract     1  กรัม 
Peptone     2  กรัม  
Dextrose (Glucose)    2  กรัม 
Agar       2  กรัม 
น้ ากรอง      100  มิลลิลิตร 

วิธีท า 
 ผสมสารอาหารต่างๆเข้าด้วยกันลงในบีกเกอร์ เทน้ ากรองปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงใน
สารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ท าการปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 100 มิลลิลิตร ด้วย
กระบอกตวง เทสารละลายที่ได้ลงในขวดดูแรนส าหรับเทลงในจานเพาะเชื้อหรือดูดใส่หลอดทดลอง
เพ่ือท าอาหารวุ้นเอียง แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาท ี
 
ข.1.3 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมสารยับยั้งแต่ละชนิด 

ก.1.3.1 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมกรดอะซิติก  
Yeast Extract     15  กรัม 
Peptone     30  กรัม  
Dextrose (Glucose)    30  กรัม 
2 M Sodium acetate trihydrate (Stock solution) 
น้ ากรอง        

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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วิธีท า 
 ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน้ ากรองปริมาตร 
500 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร 
ด้วยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 5 ขวด) แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อ
นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น ผสมสารละลาย Sodium 
acetate trihydrate ที่ฆ่าเชื้อและปรับค่า pH เป็น 5.5 แล้วลงในอาหาร YPD ให้มีความเข้มข้นขวด
ละ 100 200 300 400 และ500 มิลลิโมลาร์ โดยค านวณจากสูตร N1V1 = N2V2 (N1 คือ ความเขมข
นของสารละลายที่ตองการใช N2 คือ ความเขมขนของสารละลาย stock solution V1 คือ ปริมาตร
ของสารละลายที่ตองการใช้ V2 คือ ปริมาตรของสารละลาย stock solution ที่ตองใชในการเตรียม) 
แล้วปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 300 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากรองที่ฆ่าเชื้อแล้ว 
 

ข.1.3.2 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมกรดฟอร์มิก 
Yeast Extract     15  กรัม 
Peptone     30  กรัม  
Dextrose (Glucose)    30  กรัม 
2 M Sodium formate (Stock solution) 
น้ ากรอง   

วิธีท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน้ ากรองปริมาตร 

500 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร 
ด้วยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 5 ขวด) แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อ
นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น ผสมสารละลาย Sodium 
formate ที่ฆ่าเชื้อและปรับค่า pH เป็น 5.5 แล้วลงในอาหาร YPD ให้มีความเข้มข้นขวดละ 100 
200 300 400 และ500 มิลลิโมลาร์ แล้วปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 300 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากรองที่
ฆ่าเชื้อแล้ว 

 
ข.1.3.3 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมกรดลีวูลินิก 

Yeast Extract     15  กรัม 
Peptone     30  กรัม  
Dextrose (Glucose)    30  กรัม 
98% Levulinic acid 
น้ ากรอง      

วิธีท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน้ ากรองปริมาตร 

500 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับปริมาตร
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สารละลายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ด้วยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 
5 ขวด) ผสม Levulinic acid ลงในอาหาร YPD ให้มีความเข้มข้นขวดละ 100 200 300 400 และ
500 มิลลิโมลาร์ จากนั้นท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 
5.5 แล้วปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 300 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากรอง น าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

ข.1.3.4 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมเฟอฟิวรัล 
Yeast Extract     12  กรัม 
Peptone     24  กรัม  
Dextrose (Glucose)    24  กรัม 
1 M Furfural (Stock solution) 
น้ ากรอง   

วิธีท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน้ ากรองปริมาตร 

400 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 800 มิลลิลิตร 
ด้วยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 4 ขวด) แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อ
นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น ผสมสารละลาย Furfural 
ลงในอาหาร YPD ให้มีความเข้มข้นขวดละ 6.25 12.5 18.75 และ25 มิลลิโมลาร์ แล้วปรับปริมาตร
สารละลายให้ได้ 300 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากรองที่ฆ่าเชื้อแล้ว 
 

ข.1.3.5 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสม 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล 
Yeast Extract     12  กรัม 
Peptone     24  กรัม  
Dextrose (Glucose)    24  กรัม 
1.06 M 5-HMF (Stock solution) 
น้ ากรอง  

วิธีท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน้ ากรองปริมาตร 

400 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 800 มิลลิลิตร 
ด้วยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 4 ขวด) แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อ
นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ีทิ้งไว้ให้เย็น ผสมสารละลาย 5-HMF ลง
ในอาหาร YPD ให้มีความเข้มข้นขวดละ 6.25 12.5 18.75 และ25 มิลลิโมลาร์ แล้วปรับปริมาตร
สารละลายให้ได้ 300 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากรองที่ฆ่าเชื้อแล้ว 
 
ข.1.4 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมสารยับยั้งผสมทั้ง 5 ชนิด 

Yeast Extract     12  กรัม 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Peptone     24  กรัม  
Dextrose (Glucose)    24  กรัม 
4.05 M Sodium acetate trihydrate (Stock solution) 
5.1 M Sodium formate (Stock solution) 
3.75 M Levulinic acid (Stock solution) 
1 M Furfural (Stock solution) 
1.06 M 5-HMF (Stock solution) 
น้ ากรอง  

วิธีท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน้ ากรองปริมาตร 

300 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 600 มิลลิลิตร 
ด้วยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 150 มิลลิลิตร (จ านวน 4 ขวด) แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อ
นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น ผสมสารละลายทั้ง 5 ชนิด 
คือ Sodium acetate trihydrate Sodium formate Levulinic acid Furfural และ5-HMF ลงไป
ในอาหาร YPD ให้มีความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมทั้ง 4 ระดับตามท่ีระบุไว้ในตารางที่ 3.1 แล้วปรับ
ปริมาตรสารละลายให้ได้ 300 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากรองที่ฆ่าเชื้อแล้ว 
 
ข.1.5 อาหารปรับสภาพเชื้อยีสต์ 

Yeast Extract       5   กรัม 
(NH4)2SO4      7.5   กรัม  
KH2PO4      3.5   กรัม  
MgSO4·7H2O      0.75   กรัม  
CaCl2·2H2O       1  กรัม 
Dextrose (Glucose) 
สารละลายกากมันส าปะหลัง  
น้ ากลั่น     

วิธีท า 
ปริมาณสารละลายกากมันส าปะหลัง น้ ากลั่น และน้ าตาลที่ใช้เป็นส่วนผสมในอาหารปรับ

สภาพทั้ง 5 สูตร ดังตารางที่ ข-1 ท าการผสมสารอาหารต่างๆ และน้ าตาลลงในบีกเกอร์ เทน้ ากลั่น
ครึ่งหนึ่งของปริมาณที่ใช้ลงในสารอาหาร ให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย เทสารละลายกาก
มันส าปะหลังลงไปในอาหาร ผสมให้เข้ากัน ท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดร
อกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่นอีกครั้ง เท
สารละลายที่ได้ลงในขวดดูแรน แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที  

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี ข-1 สูตรอาหารปรับสภาพที่ใช้ในการปรับตัวของเชื้อยีสต์ 

ความเข้มข้น        
(%) 

สารละลายกากมันส าปะหลัง 
(มิลลิลิตร) 

น้ ากลั่น        
 (มิลลิลิตร) 

Dextrose  
(กรัม) 

0  0 1000 46.52 
20 200 800 37.22 
40 400 600 27.91 
60 600 400 18.61 
80 800 200 9.30 
100 1000 0 0 

 
ข.1.6 อาหารสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% (v/v) แบบแข็ง (100% 
cassava hydrolysate agar) 

Yeast Extract       0.5   กรัม 
(NH4)2SO4      0.75   กรัม  
KH2PO4      0.35   กรัม  
MgSO4·7H2O      0.075   กรัม  
CaCl2·2H2O       0.1  กรัม 
Agar         2  กรัม 
สารละลายกากมันส าปะหลัง   100   มิลลิลิตร 

วิธีท า 
 ผสมสารอาหารต่างๆเข้าด้วยกันลงในบีกเกอร์ เทสารละลายกากมันส าปะหลัง 50 มิลลิลิตร 
ให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 100 มิลลิลิตร ด้วยสารละลายกากมันส าปะหลัง 
เทสารละลายที่ได้ลงในขวดดูแรนส าหรับเทลงในจานเพาะเชื้อหรือดูดใส่หลอดทดลองเพ่ือท าอาหาร
วุ้นเอียง แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
ข.1.7 อาหารสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% (v/v) เสริมไนโตรเจนด้วย 
(NH4)2SO4  

Yeast Extract       5   กรัม 
(NH4)2SO4      1, 3, 5, 7.5 กรัม  
KH2PO4      3.5   กรัม  
MgSO4·7H2O      0.75   กรัม  
CaCl2·2H2O       1  กรัม 

 สารละลายกากมันส าปะหลัง    1000  มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น  

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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วิธีท า 
ผสมสารอาหารต่างๆ และ (NH4)2SO4 ลงในบีกเกอร์ เทสารละลายกากมันส าปะหลัง 500 

มิลลิลิตร ให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 เทสารละลายกากมันส าปะหลังที่เหลือผสมไปในอาหาร และ
ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น เทสารละลายที่ได้ลงในขวดดูแรน แล้ว
น าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 
ข.2 การเตรียมสารเคมี 
ข.2.1 การเตรียมสีย้อม Methylene violet 

Sodium Citrate     2  กรัม 
Methylene violet    0.01  กรัม 
น้ ากลั่น       

วิธีท า 
 ละลาย Sodium Citrate ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับ
ปริมาตร ละลาย Methylene violet ด้วยสารละลาย Sodium Citrate เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสี
ชา 
 
ข.2.2 สารละลาย 0.8% NaCl 

Sodium chloride     0.8  กรัม 
น้ ากลั่น         

วิธีท า 
ละลาย Sodium chloride ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับ

ปริมาตร เทสารละลายที่ได้ลงในขวดดูแรน แล้วน าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 
ข.2.3 สารละลาย 0.6 M H2SO4  

98% Sulfuric acid    32.64  มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น       

วิธีท า 
ค่อยๆผสม Sulfuric acid ลงในน้ ากลั่น (เตรียมในตู้ดูดควัน) แล้วปรับปริมาตรเป็น 1000 

มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 
 

 ข.2.4 สารละลาย 10 M NaOH   
Sodium Hydroxide    399.97  กรัม 
น้ ากลั่น       

วิธีท า 
 ละลาย Sodium Hydroxide ด้วยน้ ากลั่นทีละน้อยจนครบ 399.97 กรัม (เตรียมในตู้ดูด
ควัน) ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดพลาสติก 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข.2.5 สารละลาย 5% Phenol  
Phenol      5  กรัม 
น้ ากลั่น        

วิธีท า 
 ละลาย Phenol ในน้ ากลั่น (เตรียมในตู้ดูดควัน) แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วย
ขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 
 
ข.2.6 สารละลาย 2 M Sodium acetate trihydrate  

Sodium acetate trihydrate   27.22  กรัม 
น้ ากลั่น 

วิธีท า  
 ละลาย Sodium acetate trihydrate ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วย
ขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 

 
ข.2.7 สารละลาย 4.05 M Sodium acetate trihydrate 

Sodium formate    55.11  กรัม 
น้ ากลั่น 

วิธีท า 
 ละลาย Sodium acetate trihydrate ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วย
ขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 
 
ข.2.8 สารละลาย 2 M Sodium formate 

Sodium formate    13.6   กรัม 
น้ ากลั่น 

วิธีท า 
 ละลาย Sodium formate ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับ
ปริมาตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 
 
ข.2.9 สารละลาย 5.1 M Sodium formate  

Sodium formate    34.69   กรัม 
น้ ากลั่น 

วิธีท า 
 ละลาย Sodium formate ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับ
ปริมาตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 
 
ข.2.10 สารละลาย 3.75 M Levulinic acid 

Levulinic acid     76.79   มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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วิธีท า 
  ผสม Levulinic acid ลงในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับ
ปริมาตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 

 
ข.2.11 สารละลาย 1 M Furfural 

Furfural     4.14   มิลลิลิตร 
99.5% Ethanol     45.86   มิลลิลิตร 

วิธีท า 
ละลาย Furfural ใน Ethanol และผสมให้เข้ากัน เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 

 
ข.2.12 สารละลาย 1.06 M 5-HMF 

5-HMF      4.02   มิลลิลิตร 
99.5% Ethanol     35.63  มิลลิลิตร 

วิธีท า 
ละลา 5-HMF ใน Ethanol และผสมให้เข้ากัน เก็บสารละลายที่ได้ในขวดสีชา 

 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการวิเคราะห์ 

 
ค.1 วิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสงของเชื้อ 
อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 

- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

- สารละลาย 0.8% NaCl  
วิธีวิเคราะห์ 

น าตัวอย่างน้ าหมักมาเจือจางด้วยสารละลาย NaCl ให้มีค่าอัตราการเจือจางที่เหมาะสม 
แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยค่าที่เหมาะสมควรอยู่ในช่วง 
0.2 - 0.8 

 
ค.2 วิธีวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้ง 
อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 

- เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง 
 - เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน   
 - ตู้อบลมร้อน   
 - โถดูดความชื้น 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 - น้ ากลั่น 
วิธีวิเคราะห์ 

1. เตรียมหลอดทดลองที่อบแห้งและทราบน้ าหนักแน่นอน 2 หลอด 
2. ดูดตัวอย่างน้ าหมัก 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
3. น าไปเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาท ี
4. เติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เขย่าให้เข้ากัน แล้วน าไปเหวี่ยงแยกอีกครั้ง 
5. รินส่วนใสทิ้งน าไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
6. ทิ้งให้เย็นในเดสิกเคเตอร์ และน าไปชั่งน้ าหนัก 
7. ค านวณหาน้ าหนักแห้ง ดังสมการ  
 

น้ าหนักแห้ง (กรัม/ลิตร) = น้ าหนักหลอดและเซลล์แห้ง (กรัม) – น้ าหนักหลอด (กรัม) x 1000 
ปริมาตรตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 
 

ค.3 วิธีวิเคราะห์ปริมาณเซลล์โดยใช้สีย้อม Methylene violet 
อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 
 - กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
 - Hemocytometer 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



104 
 

  

สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 - สีย้อม Methylene violet 
 - สารละลาย 0.8% NaCl  
วิธีวิเคราะห์ 
 1. น าตัวอย่างสารละลายเซลล์มาเจือจางสารละลายเซลล์โดยใช้สารละลาย NaCl จนได้
ความเข้มข้นที่ต้องการ 
 2. น าสารละลายเซลล์ที่เจือจางแล้วมาย้อมสีโดยการใช้สีย้อม Methylene violet โดยใช้
สารละลายเซลล์ และสีย้อมในอัตราส่วน 1:1 
 3. น าสารละลายเซลล์ที่ย้อมสีแล้วมานับเซลล์โดยใช้ Hemocytometer โดยนับปริมาณ
เซลล์ 9 ช่องตามแนวทะแยงดังภาพที่แสดง โดยให้ในแต่ละช่องมีปริมาณเซลล์ 10 -30 เซลล์ โดย
เซลล์เป็นจะไม่ติดสีย้อม และเซลล์ตายจะติดสีม่วง 

 

 4. น าปริมาณเซลล์ที่ได้มาค านวนด้วยสูตร (
ค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์ท่ีนับได้ × ค่าการเจือจาง

4×10−6 ) จะได้

ปริมาณเซลล์ในหน่วย เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
 
ค.4 วิธีวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลโดยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก  
อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 
 - เครื่องวัดการดูดกลืนแสง 
 - คิวเวต 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 - สารละลาย 5% Phenol 
 - กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (98% Sulfuric acid) 

- น้ ากลั่น 
วิธีวิเคราะห์ 
 1. เติมสารละลาย Phenol 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอย่างที่เจือจางแล้วปริมาตร 1 
มิลลิลิตร (ท า blank โดยใช้น้ ากลั่นแทนตัวอย่าง) 
 2. เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ต้ังทิ้งไว้เป็นเวลา 10 นาที  

3. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4. น าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับสารละลาย
มาตรฐานน้ าตาลกลูโคสที่มีความเข้มข้นในช่วง 10 - 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 
กราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส 

เตรียมสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส ความเข้มข้น 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยการละลายน้ าตาลกลูโคส 0.04 กรัมในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับ
ปริมาตร น าสารละลายน้ าตาลกลูโคสมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 10, 20, 40, 60 และ 80 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

 
ตารางท่ี ค-4 การเจือจางสารละลายกลูโคสมาตรฐาน และค่า OD490 ของกลูโคสทีค่วามเข้มข้นต่างๆ  

หลอด
ที ่

การเจือจาง ความเข้มข้นของกลูโคส 
(ไมโครกรัม / มล.) 

OD490  
สารมาตรฐาน (มล.) น้ ากลั่น (มล.) 

1 0 10 0 0 
2 0.25 9.75 10 0.103 
3 0.5 9.5 20 0.200 
4 1 9 40 0.412 
5 1.5 8.5 60 0.612 
6 2 8 80 0.825 

 
ค.5 วิธีวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์โดยวิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 
 - เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 - คอลัมน์ Supelcogel H ขนาด 250×4.6 มิลลิเมตร 
 - เครื่องตรวจวัดชนิด refractive index 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 - 0.1% Phosphoric acid 

- 99.5% Ethanol  
 - Isopropanol  
วิธีวิเคราะห์ 

1. น าสารละลายตัวอย่างมาเจือจางแล้วน าไปกรองผ่านตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 
ไมโครเมตร 

2. ฉีดสารเข้าเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดยควบคุม
อุณหภูมิคอลัมน์ เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ชะด้วยสารละลาย Phosphoric acid ซึ่งเป็นสารละลาย
เคลื่อนที่ (mobile phase) ด้วยอัตราการไหลเท่ากับ 0.17 มิลลิลิตรต่อนาที  

3. ค านวณความเข้มข้นของเอทานอลในสารละลายตัวอย่างจากการเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กราฟมาตรฐานเอทานอล 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอลความเข้มข้น 0 5 10 15 20 และ 25 กรัมต่อลิตร 
2. เตรียมสารละลายมาตรฐานภายในโดยใช้ Isopropanol 
3. ผสมสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐาน ในอัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร 

ฉีดสารเข้าเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้สภาวะเดียวกัน น าโครมาโตรแกรมที่ได้
ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 

 
ตารางที่ ค-5 ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานเอทานอลที่

ความเข้มข้นต่างๆ  
หลอดที่ ความเข้มข้นของเอทานอล 

(กรัม/ลิตร) 
พ้ืนที่ใต้กราฟ  

(retention time = 26.525 นาที) 

1 0 0 
2 5 0.144 
3 10 0.293 
4 15 0.450 
5 20 0.592 
6 25 0.733 

 
ค.6 วิธีวิเคราะห์องค์ประกอบ และปริมาณน้ าตาลแต่ละชนิดโดยวิธีโครมาโตกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง 
อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 

- เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 - คอลัมน์ Supelcogel H 59346 ขนาด 250×4.6 มิลลิเมตร 
 - เครื่องตรวจวัดชนิด refractive index 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

- 0.1% Phosphoric acid 
- Glucose 
- Xylose 
- Arabinose 

 - Isopropanol 
วิธีวิเคราะห์ 

1. น าสารละลายตัวอย่างมาเจือจางแล้วน าไปกรองผ่านตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 
ไมโครเมตร 

2. ฉีดสารเข้าเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดยควบคุม
อุณหภูมิคอลัมน์ เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ชะด้วยสารละลาย Phosphoric acid ซึ่งเป็นสารละลาย
เคลื่อนที่ด้วยอัตราการไหลเท่ากับ 0.17 มิลลิลิตรต่อนาที  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3. ค านวณความเข้มข้นของกรดแต่ละชนิดในสารละลายตัวอย่างจากการเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน 
กราฟมาตรฐานสารยับยั้งประเภทกรด  

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนสความเข้มข้น 0 5 10 15 20 
และ 25 กรัมต่อลิตร 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานภายในโดยใช้ Isopropanol 
3. ผสมสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐาน ในอัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร 

ฉีดสารเข้าเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้สภาวะเดียวกัน น าโครมาโตรแกรมที่ได้
ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 
 
ตารางท่ี ค-6 ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานน้ าตาลที่ความ

เข้มข้นต่างๆ  

หลอดที่ 
ความเข้มข้นของสาร

ยับยั้ง 
(กรัม/ลิตร) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ 

กลูโคส 
(retention time 

= 11.7  นาท)ี 

ไซโลส 
(retention time 

= 12.6 นาท)ี 

อะราบิโนส
(retention time 

= 13.8 นาที) 
1 0 0 0 0 
2 5 0.444 0.500 0.456 
3 10 0.903 1.007 0.920 
4 15 1.345 1.493 1.371 
5 20 1.774 1.964 1.804 
6 25 2.259 2.518 2.299 

 

ค.7 วิธีวิเคราะห์ปริมาณสารยับยั้งโดยวิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ค.7.1 วิธีวิเคราะห์ปริมาณสารยับยั้งประเภทกรด 
อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 

- เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 - คอลัมน์ Supelcogel H 59346 ขนาด 250×4.6 มิลลิเมตร 
 - เครื่องตรวจวัดชนิด refractive index 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

- 0.1% Phosphoric acid 
- Acetic acid 
- Formic acid 
- Levulinic acid 

 - Isopropanol  
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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วิธีวิเคราะห์ 
1. น าสารละลายตัวอย่างมาเจือจางแล้วน าไปกรองผ่านตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 

ไมโครเมตร 
2. ฉีดสารเข้าเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดยควบคุม

อุณหภูมิคอลัมน์ เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ชะด้วยสารละลาย Phosphoric acid ซึ่งเป็นสารละลาย
เคลื่อนที่ด้วยอัตราการไหลเท่ากับ 0.17 มิลลิลิตรต่อนาที  

3. ค านวณความเข้มข้นของกรดแต่ละชนิดในสารละลายตัวอย่างจากการเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน 
กราฟมาตรฐานสารยับยั้งประเภทกรด  

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และกรดลีวูลินิก ความเข้มข้น 0 5 
10 15 20 และ 25 กรัมต่อลิตร 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานภายในโดยใช้ Isopropanol 
3. ผสมสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐาน ในอัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร 

ฉีดสารเข้าเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้สภาวะเดียวกัน น าโครมาโตรแกรมที่ได้
ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 

 
ตารางที่ ค-7.1 ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานสารยับยั้ง

ประเภทกรดที่ความเข้มข้นต่างๆ  

หลอดที่ 
ความเข้มข้นของสาร

ยับยั้ง 
(กรัม/ลิตร) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ 

กรดอะซิติก 
(retention time 
= 20.941 นาที) 

กรดฟอร์มิก 
(retention time 
= 19.536 นาที) 

กรดลีวูลินิก 
(retention time 
= 23.858 นาที) 

1 0 0 0 0 
2 5 0.226 0.203 0.379 
3 10 0.448 0.407 0.769 
4 15 0.698 0.617 1.171 
5 20 0.923 0.811 1.548 
6 25 1.150 1.003 1.928 

 
ค.7.2 วิธีวิเคราะห์ปริมาณสารยับยั้งประเภทฟูแรน 
อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 

- เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 - คอลัมน์ ZORBAX RRHT SB-C18 ขนาด 50×3 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร  
 - เครื่องตรวจวัดชนิด diode-array 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

- 0.1% formic acid   
- 0.1 % acetonitrile 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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- Furfural 
- 5-HMF 

วิธีวิเคราะห์ 
1. น าสารละลายตัวอย่างมาเจือจางแล้วน าไปกรองผ่านตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 

ไมโครเมตร 
2. ฉีดสารเข้าเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดยควบคุม

อุณหภูมิคอลัมน์ เท่ากับ 40 องศาเซลเซียส ชะด้วยสารละลายกรดฟอร์มิก (Formic acid) และ
สารละลาย Acetonitrile ด้วยอัตราการไหลเท่ากับ 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวัดที่ความยาว
คลื่น 282 นาโนเมตร 

3. ค านวณความเข้มข้นของเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิวเฟอฟิวรัลในสารละลาย
ตัวอย่างจากจากการเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

กราฟมาตรฐานสารยับยั้งประเภทฟูแรน 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิวเฟอฟิวรัลให้มีความเข้มข้น

อย่างละ 0 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1 กรัมต่อลิตร 
2. ฉีดสารเข้าเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้สภาวะเดียวกัน น าโคร

มาโตรแกรมที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 
 
ตารางที่ ค-7.2 ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานสารยับยั้งประเภทฟูแรนที่ความเข้มข้น

ต่างๆ  

หลอดที่ 
ความเข้มข้นของสาร

ยับยั้ง 
(กรัม/ลิตร) 

พ้ืนที่ใต้กราฟที่  

เฟอฟิวรัล 
(retention time = 12.189 

นาท)ี 

5-ไฮดรอกซีเมทธิวเฟอฟิวรัล 
(retention time = 8.783 

นาท)ี 
1 0 0 0 
2 0.2 0.062 0.138 
3 0.4 0.120 0.280 
4 0.6 0.179 0.421 
5 0.8 0.244 0.556 
6 1 0.304 0.696 

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ง สรุปการใช้จ่ายเงิน 

    ชื่อโครงการ  การปรับสภาพเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae SC90 ให้ทนต่อสารยับยั้งที่เกิดข้ึนในระหว่างกระบวนการย่อยกากมันส าปะหลังเพ่ือผลิตเอทานอลชีวภาพ       
สัญญาเลขที่ A118-59-070  ชื่อหัวหน้าโครงการ  นางสาวสร้อยสุดา พรภักดีวัฒนา งบประมาณที่ได้รับท้ังโครงการ 356,800 บาท 
งบประมาณคงเหลือหลังการด าเนินงาน ไม่มี วันที่จัดท ารายงานสรุปการเงิน 30 กันยายน 2560 

รายการ รายการรับ - จ่าย รายรับ รายจ่าย รวม 

  รับ จ่าย คงเหลือ ดอกเบี้ย
รับ 

งบ
บุคลากร 

งบด าเนินงาน  งบ
ลงทุน  

รายจ่าย 

          ค่าจ้าง
ช่ัวคราว 

ค่าตอบแทน  ค่าใช้สอย   ค่าวัสด ุ  ค่า
สาธารณูปโภค  

 ค่า
ครุภณัฑ ์ 

  

งบประมาณที่ไดร้ับการ
อนุมัต ิ(ตามแผน) 

356,800                                 -    

จ านวนเงินท่ีได้รับ (งวดที่ 1 
= 85%) 

303,280   151,375.86 111.86               

จ านวนเงินท่ีได้รับ (งวดที่ 2 
= 15%) 

53,520   131,661.03 368.43               

จ านวนเงินท่ีได้รับ (งวดที่ 3)              -      131,661.03                 

หัก  ค่าใช้จ่าย (ครั้งท่ี 1)   128,361.97      70,080.00               -                 -    58,281.97               -             -    128,361.97  
      ค่าใช้จ่าย (ครั้งท่ี 2)    96,777.00  

 
  46,720.00               -                 -    50,057.00               -            -     96,777.00  

      ค่าใช้จ่าย (ครั้งท่ี 3)                -    131,661.03               -                 -                 -                -                 -             -                  -    

      ค่าใช้จ่าย (ครั้งท่ี 4)   133,041.56                  -                 -    105,000.00  28,041.56               -             -    133,041.56  

งบประมาณคงเหลือ 356,800   -1,380.53                

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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6.  สาขาวิชาการที่มีความช านาญเป็นพิเศษ 
 - Fermentation Technology 
 - Optimization of bioethanol production from agricultural wastes in Thailand 
 - Stresses occurring during bioethanol production Wine and Rice Wine 
Production                                                 
7. รางวัลด้านวิชาการ/ด้านวิจัย/งานสร้างสรรค์ (ด้านศิลปะ หรืออ่ืนๆ) ที่ได้รับ  
 รางวัล ครูผู้สอนดีเด่น โครงการวันครู ประจ าปีงบประมาณ 2560 จัดโดยคณะครุศาสตร์
อุตสาหกรรม สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
8.  ทุนการศึกษาและทุนวิจัยท่ีเคยได้รับ  

(ระบุชื่อเรื่องและแหล่งทุน/ย้อนหลังไม่เกิน 5 ปี) 
 8.1 การพัฒนากระบวนการผลิตเอทานอลชีวภาพจากกากมันส าปะหลังที่ผ่านการเตรียม
ด้วยกรดเจือจางโดยการหมักด้วย Saccharomyces cerevisiae SC90 ทุนวิจัยเงินรายได้ คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร สจล. ปี 2555-2556 ระยะเวลาที่ใช้ในการวิจัย 1 ปี (หัวหน้าโครงการ) 
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     8.2 การพัฒนากระบวนการผลิตน้ าส้มสายชูหมักจากข้าวไร่และการใช้ประโยชน์ ได้รับทุน
จากกองทุนวิจัย สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบังประจ าปี 2556 เป็น
ระยะเวลา 3 ปี (ผู้ร่วมโครงการ) 
      8.3 การเพ่ิมประสิทธิภาพการทนความร้อนของหัวเชื้อน้ าส้มสายชู Acetobacter aceti 
WK ด้วยประจุแคลเซียม ทุนส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ปี พ.ศ. 2557 ระยะเวลาที่ใช้ใน
การวิจัย 1 ปี (ผู้ร่วมโครงการ) 
      8.4 การเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของ Saccharomyces cerevisiae SC90 โดย
การเหนี่ยวน าด้วยโซเดียมคลอไรด์ ทุนวิจัยเงินรายได้ คณะอุตสาหกรรมเกษตร สจล. ปี 2556-2557 
ระยะเวลาที่ใช้ในการวิจัย 1 ปี (หัวหน้าโครงการ) 
          8.5 ผลของประจุสังกะสีต่อการผลิตเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลความเข้มข้นสูงด้วยเชื้อ 
Saccharomyces cerevisiae SC90 ทุนกระทรวงวิทยาศาสตร์ ปี 2557 (หัวหน้าโครงการ) 
          8.6 การปรับสภาพเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae SC90 ให้ทนต่อสารยับยั้งที่
เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการย่อยกากมันส าปะหลังเพ่ือผลิตเอทานอลชีวภาพ ทุนส านักงาน
คณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ปี พ.ศ. 2559 ระยะเวลาที่ใช้ในการวิจัย 1 ปี (หัวหน้าโครงการ) 
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เตรียมน้ าเชื่อมกล้วยหอมเข้มข้นให้ยังคงมีกลิ่นรสกล้วยหอมจากน้ าผลไม้กล้วยหอมด้วยการผสม
น้ าเชื่อมกล้วยหอมเข้มข้นที่ได้จากวิธีระเหยแบบสุญญากาศกับน้ าควบแน่นที่มีกลิ่นรสกล้วยหอมซึ่ง
ได้จากการควบแน่นไอน้ าจากการระเหยซึ่งเป็นผลพลอยได้จากวิธีระเหยแบบสุญญากาศที่ระดับ
ความเข้มข้นที่เหมาะสม และผลิตภัณฑ์น้ าเชื่อมกล้วยหอมซึ่งได้จากกรรมวิธีดังกล่าว (เลขที่ค าขอ : 
1803000615) 

[9] รองศาสตราจารย์ ดร. เทพปัญญา เจริญรัตน์ และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. สร้อยสุดา 
พรภักดีวัฒนา. กรรมวิธีลดความเปรี้ยวของน้ าผลไม้กล้วยด้วยการกรองแยกกากร่วมกับการปรับค่าพี
เอชด้วยสารออกฤทธิ์ด่างชนิดปูนแดงหรือน้ าปูนใส (เลขท่ีค าขอ : 1803000616) 

 
10.  การได้รับรางวัลทางด้านวิชาการ (ย้อนหลังไม่เกิน 5 ปี) 
 - 2015 Special Award for the Invention: Award from Association of Polish 
Invention and Rationalizers (The Invention “Easy and Small Biofertilizer Production; 
Algal Culture System”) 

 - 2015 Gold Medal: Award from Geneva Inventions Salon International Des 
Inventions (The Invention “Easy and Small Biofertilizer Production; Algal Culture 
System”) 
 
 
 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 




