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บทคดัย่อ 
 

 กากมันส าปะหลังเป นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจากการผลิตแป้งมันส าปะหลังใน
อุตสาหกรรมของประเทศไทย สามารถน าไปใช้เป นวัตถุดิบส าหรับการผลิตเอทานอลได้โดยการ
ย่อยกากมันส าปะหลังด้วยกรดร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าซึ่งอาจก่อให้เกิดสารยับยั้ง เช่น กรดอะ
ซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
และส่งผลต่อการหมักของเชื้อยีสต์ ดังนั้น ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อปรับสภาพยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพสูตรเดิมซ้ าหลายๆรอบเพื่อให้ได้เซลล์ที่
สามารถทนต่อสารยับยั้งโดยวัดจากการเจริญเติบโตของเชื้อจนกระทั่งได้ค่าอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของเชื้อเท่ากับหรือมากกว่า 0.22 ชั่วโมง-1 (80% ของค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะใน
สภาวะควบคุม)  แล้วจึงน าไปเพาะเลี้ยงในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ความเข้มข้นสูงขึ้นตั้งแต่ 
20 ถึง 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ผลการทดลองพบว่า การเพิ่มปริมาณของสารละลายกากมัน
ส าปะหลังส่งผลให้เชื้ออยู่ในช่วงปรับตัวนานขึ้นและใช้เวลาเพาะเลี้ยงนานขึ้นเพื่อให้ได้จ านวน
เซลล์สูงสุดในอาหารแต่ละสูตร อย่างไรก็ตามการเลี้ยงเชื้อในอาหารปรับสภาพสูตรเดิมซ้ าๆ ช่วย
ลดระยะเวลาปรับตัวของเชื้อและใช้เวลาในการท าให้เซลล์มีจ านวนสูงสุดลดลงในแต่ละรอบของ
การหมัก เมื่อน าเซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพมาเลี้ยงในอาหารเหลว YPD ที่เติมสารยับยั้งผสมซึ่ง
คัดเลือกจากการเจริญของยีสต์ในสารยับยั้งทั้งห้าชนิด พบว่าเซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพสามารถทน
สารยับยั้งกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้
มากกว่าเซลล์ที่ไม่ได้ปรับสภาพ ที่ระดับความเข้มข้น 67.5, 85, 125, 3.25 และ4.39 มิลลิโมลาร์ 
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ตามล าดับ และเมื่อน าไปเพาะเลี้ยงในสารละลายกากมันส าปะหลัง 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
พบว่า เซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพมีการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการหมักสูงกว่าสภาวะที่ใช้
เชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) เท่ากับ 38% และ 27% ตามล าดับ นอกจากการ
ปรับสภาพเชื้อแล้ว การเติมปูนขาวให้มากเกินพอด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ก็เป นวิธีการหนึ่งที่
ช่วยก าจัดสารพิษในสารละลายจากวัสดุทางการเกษตรและสามารถเพิ่มความสามารถในการผลิตเอ
ทานอลของเชื้อได้ จากการทดลองพบว่า ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ก าจัด
สารพิษออกโดยใช้ยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพสามารถปรับปรุงการเจริญและประสิทธิภาพการหมัก
ของเชื้อได้สูงกว่าสภาวะที่ใช้สารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ได้ก าจัดสารพิษเพียงเล็กน้อย
ประมาณ 9% และ 4% ตามล าดับ  
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ABTRACT 

 
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 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 mM, 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 fermentability 
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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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



V 

 

กติติกรรมประกาศ 
 

ผู้วิจัยขอขอบคุณส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติที่ได้สนับสนุนทุนการวิจัย   โดย
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยการให้ค าปรึกษา ค าแนะน า ตลอดจนการตรวจสอบ
วิทยานิพนธ์จาก ผศ.ดร.สร้อยสุดา พรภักดีวัฒนา ซึ่งเป นอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ โดยมี รศ. 
ดร. เทพปัญญา เจริญรัตน์ ดร.วิรามศรี ศรีพจนารถ และผศ.ดร.ธงชัย พุฒทองศิริ ที่ให้เกียรติเป น
กรรมการในการสอบโครงร่างวิทยานิพนธ์ และสอบวิทยานิพนธ์ ตลอดจนให้ค าแนะน า การแก้ไข
ปัญหาต่างๆ และช่วยตรวจทานวิทยานิพนธ์ ท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้สมบูรณ์มากขึ้น นอกจากนี้
ยังได้รับความช่วยเหลือด้านเคร่ืองมือจากเจ้าหน้าที่ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีวิทยาลัยเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ จนท าให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้
ด้วยดี ผู้วิจัยจึงขอ กราบขอบพระคุณไว้ ณ โอกาสนี้  

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง ที่ให้ค าปรึกษา และช่วยเหลือในการปฏิบัติงาน รวมถึงเพื่อนๆ และน้องๆ ที่ให้ความ
ช่วยเหลือในการปฏิบัติงาน่นเดียวกัน  นอกจากนี้ยังได้รับความอนุเคราะห์วัตถุดิบจากบริษัท โค้วชั่ง
เอ๊ียะ อุตสาหกรรมแป้งมันและสาคู จ ากัด อ าเภอบางละมุง จังหวัดชลบุรี 

สุดท้ายนี้ ผู้วิจัยขอขอบคุณ บิดา มารดา ญาติๆ ที่ส่งเสริมการศึกษาและให้ก าลังใจมาโดย
ตลอดรวมถึงงานวิจัยต่างๆ ที่ผู้วิจัยได้ศึกษาค้นคว้าและน ามาอ้างอิงในการท าวิจัยในฉบับนี้  
 

 
     ภคฐมน ปาลกะวงศ์ ณ อยุธยา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



VI 
 

สารบัญ 
 

            หนา้ 
บทคดัยอ่ภาษาไทย  ...................................................................................................................I 
บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ ............................................................................................................. III 
กิตติกรรมประกาศ .................................................................................................................... V 
สารบญั .................................................................................................................................... VI 
สารบญัตาราง .......................................................................................................................... IX 
สารบญัภาพ ............................................................................................................................. XI 
บทท่ี 1 บทน า ........................................................................................................................... 1 
 1.1 ความส าคญัและท่ีมา.............................................................................................. 1 
 1.2 วตัถุประสงคข์องงานวจิยั ...................................................................................... 2 
 1.3 ขอบเขตงานวจิยั .................................................................................................... 3 
 1.4 ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บ ................................................................................... 3 
บทท่ี 2 ทฤษฎีและวรรณกรรมท่ีเก่ียวขอ้ง ................................................................................ 4 
 2.1 ยสีต ์....................................................................................................................... 4 
 2.2 เอทานอลชีวภาพ ................................................................................................... 7 
 2.3 กากมนัส าปะหลงั .................................................................................................. 8 
 2.4 องคป์ระกอบของวสัดุลิกโนเซลลูโลส ................................................................. 10 
 2.5 วธีิการผลิตเอทานอลชีวภาพจากวสัดุลิกโนเซลลูโลส ......................................... 13 
 2.6 กระบวนการปรับสภาพวตัถุดิบเบ้ืองตน้ .............................................................. 14 
 2.7 การยอ่ยสลาย........................................................................................................ 19 
 2.8 กระบวนการหมกัเอทานอล ................................................................................. 21 
 2.9 สารยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนในระหวา่งกระบวนการยอ่ยสลายดว้ยกรดร่วมกบั 
       การใชค้วามร้อน ................................................................................................... 23 
 2.10 กลไกการยบัย ั้งของสารยบัย ั้ง ............................................................................. 26 
 2.11 การลดความเป็นพิษของสารยบัย ั้งท่ีเกิดระหวา่งกระบวนการเตรียมวตัถุดิบ ..... 28 
บทท่ี 3 อุปกรณ์และวธีิการด าเนินงาน ..................................................................................... 31 
 3.1 วตัถุดิบ ................................................................................................................. 31 
 3.2 เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ .......................................................................................... 31 
 3.3 สารเคมี ................................................................................................................. 32 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



VII 
 

สารบัญ (ต่อ) 
 

            หนา้ 
 3.4 อาหารเล้ียงเช้ือ และส่วนประกอบท่ีใชใ้นการวิเคราะห์เช้ือจุลินทรีย ์................... 33 
 3.5 วธีิด าเนินงานวจิยั ................................................................................................. 33 
 3.6 การวเิคราะห์ทางสถิติ ........................................................................................... 40 
บทท่ี 4 ผลการทดลอง และวิจารณ์ .......................................................................................... 41 
 4.1 ปริมาณน ้าตาล และสารยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนในสารละลายกากมนัส าปะหลงั ............... 41 

 4.2 ผลการศึกษาอิทธิพลของสารยบัย ั้งแต่ละชนิดต่อการเจริญของเช้ือยสีต ์.............. 43 
 4.3 ผลการศึกษาการปรับสภาพเช้ือยสีตใ์หท้นต่อสารยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนใน 
                   ระหวา่งกระบวนการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั ......................................................... 48 
  4.3.1 การเจริญ และการรอดชีวติ........................................................................ 49 
  4.3.2 สารยบัย ั้ง และการเปล่ียนแปลงปริมาณสารยบัย ั้ง ..................................... 52 
  4.3.3 ประสิทธิภาพการใชน้ ้าตาล และการผลิตเอทานอล .................................. 55 
 4.4 ผลการศึกษาความสามารถในการทนต่อสารยบัย ั้งในรูปสารผสมต่อการ 
       เจริญ และการผลิตเอทานอลในอาหารเหลว YPD โดยใชเ้ช้ือยสีตท่ี์ผา่น 
       การปรับสภาพ ...................................................................................................... 58 
         4.4.1 การเจริญ และการรอดชีวติ ........................................................................ 58 
  4.4.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณสารยบัย ั้ง ............................................................ 60 
 4.4.3 ประสิทธิภาพการใชน้ ้าตาล และการผลิตเอทานอล .................................. 62 
  4.5 ผลการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมนั 
         ส าปะหลงัโดยใชเ้ช้ือยสีตท่ี์ผา่นการปรับสภาพ ................................................... 65 
 4.5.1 การเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมนัส าปะหลงัท่ี 
          ไม่ผา่นการก าจดัสารพิษความเขม้ขน้ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ............. 65 
 4.5.2 การเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมนัส าปะหลงั 
          ความเขม้ขน้ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ท่ีผา่นการก าจดั และไม่ 
          จ  ากดัสารพิษ ............................................................................................. 69 
 4.6 ผลการศึกษาปริมาณแหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิต 
       เอทานอลชีวภาพ .................................................................................................. 71 
  4.6.1 การเจริญ และการรอดชีวติ........................................................................ 72 
  4.6.2 ประสิทธิภาพการใชน้ ้าตาล และการผลิตเอทานอล .................................. 73 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



VIII 
 

สารบัญ (ต่อ) 
 

                       หนา้ 
บทท่ี 5 สรุปผลการทดลอง และขอ้เสนอแนะ ......................................................................... 76 
 5.1 สรุปผลการทดลอง ............................................................................................... 76 
 5.2 ขอ้เสนอแนะ ........................................................................................................ 77 
บรรณานุกรม ........................................................................................................................... 78 
ภาคผนวก ................................................................................................................................ 91 
 ภาคผนวก ก การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ และสารเคมี .................................................. 92 
 ภาคผนวก ข วธีิการวิเคราะห์ .................................................................................... 103 
ประวติัผูเ้ขียน ......................................................................................................................... 114 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



IX 

 

สารบัญตาราง 
 
ตารางท่ี                                      หนา้ 
2.1 องคป์ระกอบของกากมนัส าปะหลงั ................................................................................... 9 
2.2 สารยบัย ั้งทัว่ไปท่ีเกิดข้ึนในสารละลายจากการยอ่ยสลายวตัถุดิบลิกโนเซลลูโลส ............. 24 
3.1 การทดสอบความสามารถของยสีต ์ในการทนต่อสารยบัย ั้งในรูปสารผสม ....................... 37 
4.1 ปริมาณ fermentable sugars ท่ีลดลงในระหวา่งการหมกัในสารละลายกากมนั 
      ส าปะหลงัโดยเช้ือยสีต ์ S. cerevisiae SC90 ...................................................................... 43 
4.2 อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ระยะพกั การเจริญสัมพทัธ์ และน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
      ของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีระดบัความเขม้ขน้และสารยบัย ั้งแตกต่างกนั .............. 46 
4.3 การเจริญ และการรอดชีวิตของเช้ือ S. cerevisiae SC90 ในระหวา่งกระบวนการ 
      ปรับสภาพ ......................................................................................................................... 51 
4.4 พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลจากการปรับสภาพเช้ือยสีต ์  
      S. cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตร .......................................................... 56 
4.5 อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเช้ือ S. cerevisiae SC90 ท่ียงัไม่ผา่นการปรับสภาพ  
      และผา่นการปรับสภาพในอาหารเหลว YPD ท่ีมีการเติมสารยบัย ั้งผสมในระดบัต่างๆ ..... 60 
4.6 พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลโดยเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90   
      ท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ และผา่นการปรับสภาพในอาหาร YPD ท่ีมีการเติมสารยบัย ั้ง 
      ผสมในระดบัต่างๆ ............................................................................................................ 64 
4.7 พารามิเตอร์การเจริญและการผลิตเอทานอลโดยเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ี 
      ผา่นการปรับสภาพ และไม่ผา่นการปรับสภาพ ในสารละลายกากมนัส าปะหลงั 
      ท่ีไม่ก าจดัสารพิษ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) .................................................................... 67 
4.8 พารามิเตอร์ของการผลิตเอทานอลโดยเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการ 
      ปรับสภาพในสารละลายกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ก าจดั และก าจดัสารพิษ ........................... 71 
4.9 ผลของการเติมแอมโมเนียมซลัเฟตต่อค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการ 
      ผลิตเอทานอลโดยเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพในสารละลาย 
      กากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ก าจดัสารพิษ .................................................................................. 74 
ก-1 สูตรอาหารปรับสภาพท่ีใชใ้นการปรับตวัของเช้ือยสีต ์..................................................... 97 
ข-1 ปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติและค่าลอการิทึมของจ านวนเซลล์ยสีตใ์นช่วงระยะเพิ่มจ านวน ..... 105 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



X 

 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางท่ี                                       หนา้ 
ข-2 การเจือจางสารละลายกลูโคสมาตรฐาน และค่า OD480 ของกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 
 ต่างๆ ................................................................................................................................ 107 
ข-3 ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานเอทานอล 
       ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ......................................................................................................... .109 
ข-4 ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานน ้าตาลท่ี 
       ความเขม้ขน้ต่างๆ ............................................................................................................ 110 
ข-5 ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานสารยบัย ั้ง 
       ประเภทกรดท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ..................................................................................... 112 
ข-6 ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานสารยบัย ั้งประเภทฟูแรนท่ีความเขม้ขน้ 
       ต่างๆ ................................................................................................................................ 113 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



XI 
 

สารบัญภาพ 
 
ภาพท่ี                                      หนา้ 
2.1 รูปแบบการเจริญของยสีตใ์นระบบให้อาหารแบบคร้ังเดียว (batch culture) ....................... 6 
2.2 กากมนัส าปะหลงัจากโรงงานผลิตแป้งมนัส าปะหลงั ......................................................... 8 
2.3 แสดงโครงสร้างภายในผนงัเซลลข์องพืช .......................................................................... 10 
2.4 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส ....................................................................................... 11 
2.5 โครงสร้างทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส ................................................................................. 12 
2.6 โครงสร้างทางเคมีของลิกนิน ............................................................................................ 12 
2.7 กระบวนการผลิตเอทานอลจากวตัถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ....................................... 14 
2.8 โครงสร้างวสัดุลิกโนเซลลูโลสหลงัการปรับสภาพ ........................................................... 15 
2.9 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากกระบวนการยอ่ยสลายวตัถุดิบจ าพวกลิกโนเซลลูโลสภายใต ้
      สภาวะท่ีเป็นกรด ............................................................................................................... 23 
2.10 กลไกการยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนในเซลลข์องยสีต ์S. cerevisiae จากอนุพนัธ์ฟูแรน  
        กรดอ่อน และสารประกอบฟีนอลิก................................................................................. 28 
4.1 การเจริญของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 โดยติดตามจากค่าการดูดกลืนแสง 
      ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ในอาหาร YPD ท่ีเติมกรดฟอร์มิก (ก) กรดอะซิติก (ข)  
      กรดลีวลิูนิก (ค) เฟอฟิวรัล (ง) และ 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล (จ) ในระดบัความ 
      เขม้ขน้ต่างๆ และสภาวะควบคุมท่ีไม่เติมสารยบัย ั้ง ........................................................... 44 
4.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณกรดอะซิติก กรดลีวลิูนิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล 
      เฟอฟิวรัลในระหวา่งการปรับสภาพเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีเล้ียงในอาหารท่ี 
      ผสมสารละลายกากมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 20% (ก) 40% (ข) 60% (ค) 80% (ง )  
      และ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)  (จ)  ในรอบแรก และรอบสุดทา้ย ................................... 54 
4.3 การเปล่ียนแปลงปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติ (ก) และการรอดชีวติ (ข) ของเช้ือยสีต ์ 
      S. cerevisiae SC90 ท่ีไม่ไดป้รับสภาพ และปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติ (ค) และการรอด 
      ชีวติ (ง) ของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพในอาหาร YPD ท่ี 
      เติมสารยบัย ั้งในระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ........................................................................... 59 
4.4 การเปล่ียนแปลงปริมาณสารยบัย ั้งเฟอฟิวรัล ( ) และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล 
      ( ) โดยการใชเ้ช้ือ S. cerevisiae SC90 ท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ และผา่นการปรับสภาพ  
      [( ), ( )] ท่ีล้ียงในอาหาร YPD ท่ีเติมสารยบัย ั้งผสมระดบัความเขม้ขน้ท่ี 1 (ก)  
      2 (ข) 3 (ค) และ 4 (ง)  ........................................................................................................ 61 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



XII 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพท่ี                                      หนา้ 
4.5 การเปล่ียนแปลงปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติ (ก) การรอดชีวิต (ข) การใชน้ ้าตาล 
      กลูโคส (ค) และ (ง) การผลิตเอทานอล ของเช้ือ S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการ 
      ปรับสภาพ ( ) และไม่ผา่นการปรับสภาพ ( ) ในอาหารท่ีมีสารละลาย 
      กากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ก าจดัสารพิษความเขม้ขน้ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) .................... 66 
4.6 ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการก าจดัสารพิษต่อ 
      การเจริญของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพ และไม่ผา่นการ 
      ปรับสภาพดว้ย การทดลองน้ีใชเ้ทคนิค Spot plate บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
      เป็นเวลา 72  ชัว่โมง ........................................................................................................... 69 
4.7 การเปล่ียนแปลงปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติ (ก) และการรอดชีวติ (ข) ของเช้ือยสีต ์ 
     S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพในสารละลายกากมนัส าปะหลงัท่ีก าจดั    
      ( ) และไม่ก าจดัสารพิษ ( )...................................................................................70 
4.8 การเปล่ียนแปลงปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติ (ก) และ การรอดชีวติ (ข) ของเช้ือยสีต ์ 
      S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพในสารละลายกากมนัส าปะหลงัไม่ก าจดั 
      สารพิษท่ีไม่มี ( )  และมีการเติมแอมโมเนียมซลัเฟตปริมาณ 1 ( ) 3 ( )  
      5 ( ) และ 7.5 กรัมต่อลิตร ( ) ............................................................................. 72 
4.9 การเปล่ียนแปลงปริมาณเอทานอลของยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการ 
      ปรับสภาพในสารละลายกากมนัส าปะหลงัไม่ก าจดัสารพิษท่ีไม่มี ( ) และ 
      มีการเติมแอมโมเนียมซลัเฟตปริมาณ 1 ( ) 3 ( ) 5 ( ) และ 7.5 
      กรัมต่อลิตร ( ) ............................................................................................................ 74 
ข-1 ตวัอยา่งการค านวณอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเช้ือยสีต ์........................................ 106

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



1 

 

บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1  ความเป็นมา และความส าคญัของปัญหา 

 วสัดุประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็นสารประกอบชีวมวลท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดในโลก พบได้
ทัว่ไปในวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ซ่ึงมีองคป์ระกอบของลิกโนเซลลูโลสแตกต่างกนัตามชนิด
ของพืช แต่โดยทัว่ไปแลว้ประกอบดว้ยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (พิชามญชุ์ และคณะ, 
2556) ประเทศไทยนบัวา่เป็นประเทศเกษตรกรรม และมีผลผลิตทางการเกษตรเป็นจ านวนมาก จึง
มีขอ้ไดเ้ปรียบในเร่ืองการน าวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใช้ประโยชน์ดา้นอ่ืนๆ เช่น ใชใ้นการ
ผลิตไบโอเอทานอลซ่ึงเป็นเช้ือเพลิงชีวภาพ สามารถน าไปใช้เป็นพลังงานทดแทนน ้ ามนัจาก
ฟอสซิลไดเ้ป็นอยา่งดี  
 มนัส าปะหลงั จดัเป็นพืชเศรษกิจท่ีส าคญัชนิดหน่ึงในประเทศไทยท่ีมีการเพาะปลูกใน
พื้นท่ีภาคตะวนัออก และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือเป็นส่วนใหญ่ โดยพบวา่แต่ละปีมีการน าไปแปร
รูปเป็นผลิตภณัฑเ์พื่อการบริโภคต่างๆ เช่น การผลิตแป้งมนัส าปะหลงัโดยมีกากมนัส าปะหลงัเป็น
วสัดุเหลือทิ้งเป็นจ านวนมาก กากมนัส าปะหลงันอกจากจะน าไปใช้ท าอาหารสัตวแ์ลว้ยงัมีการ
น ามาใช้เป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลได้ เน่ืองจากในกากมนัส าปะหลงัยงัคงมีปริมาณแป้ง
หลงเหลืออยูค่่อนขา้งมาก  ดงันั้น การน ากากมนัส าปะหลงัมาใชใ้นการผลิตเอทานอลไม่เพียงแต่
ช่วยลดของเสียท่ีเกิดจากอุตสาหกรรมการผลิตแป้งมนัส าปะหลงัเท่านั้น แต่ยงัสามารถช่วยลด
ตน้ทุนการผลิตเอทานอลไดอี้กดว้ย 
 การผลิตเอทานอลจากวสัดุลิกโนเซลลูโลสจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีตอ้งมีขั้นตอนปรับสภาพ
วตัถุดิบ เพื่อเปล่ียนโครงสร้างของมวลชีวภาพโดยการละลายหรือแยกส่วนประกอบประเภท
ลิกนินและเฮมิเซลลูโลสรวมถึงการลดปริมาณคริสตลัไลน์เซลลูโลสออกจากกนัเพื่อให้ไดน้ ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียว (Kumar et al., 2009) โดยวิธีท่ีน ามาใชใ้นการวิจยัคือการปรับสภาพดว้ยกรดเจือจาง
ร่วมกบัการใหค้วามร้อน ซ่ึงวิธีน้ีมกัจะเกิดสารเคมีอ่ืนๆ ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเช้ือจุลินทรีย ์
(Walker, 2011) โดยจะไปยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ ตลอดจนมีความรุนแรงต่อกระบวนการผลิตเอทา
นอล โดยจะชะลอจลนพลศาสตร์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตเอทานอลให้ช้าลง บางกรณีอาจพบการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ และยบัย ั้งการผลิตเอทานอลอยา่งสมบูรณ์ (Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 
2000; Mussatto and Roberto, 2004) ทั้งน้ีชนิดและปริมาณสารยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนนั้นข้ึนอยู่กบัชนิด
ของวตัถุดิบ และกระบวนการท่ีเลือกใชใ้นการเตรียมวตัถุดิบ 
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 เน่ืองจากกระบวนการเตรียมวตัถุดิบก่อใหเ้กิดสารยบัย ั้งการท างานของเช้ือจุลินทรียท่ี์ใช้

ในการหมกัซ่ึงส่งผลต่อความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีเกิดข้ึน จึงมีการศึกษาถึงการลดความเป็นพิษ

ของสารยบัย ั้งดงักล่าว เพื่อท่ีจะเพิ่มศกัยภาพการผลิตเอทานอลจากวสัดุประเภทลิกโนเซลลูโลส 

ในช่วงทศวรรษท่ีผา่นมา มีการศึกษาวิจยัในการผลิตเอทานอลจากวสัดุลิกโนเซลลูโลสนั้นหวัขอ้

หน่ึงท่ีไดรั้บความสนใจ คือ การปรับสภาพของเช้ือจุลินทรียใ์ห้ทนต่อสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย

สลายลิกโนเซลลูโลสซ่ึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีจะช่วยปรับปรุงผลไดข้องผลิตภณัฑ์ (Silva and 

Roberto, 2001) เข่น ในการศึกษาการพฒันาเช้ือ Pichia  stipitis Candida shehatae และ 

Pachysolen tanophillus ให้ทนต่อสารยบัย ั้ง ซ่ึงส่งผลให้เกิดการพฒันาความสามารถในการหมกั

สารละลายท่ีมีไซโลส (Tomás-Pejó et al., 2010; Zhu et al., 2009; Martín et al., 2007) 

งานวิจยัน้ีจึงมุ่งเน้นการใช้ประโยชน์จากกากมนัส าปะหลงัซ่ึงเป็นของเหลือจากโรงงาน
โดยใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลชีวภาพ โดยน ากากมนัส าปะหลงัซ่ึงเป็นส่วนท่ีเหลือ
จากการผลิตแป้งมนัส าปะหลงัมาผา่นการยอ่ยดว้ยกรดเจือจางร่วมกบัการให้ความร้อนเพื่อให้ได้
น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีจุลินทรียส์ามารถน าไปใช้ในการหมกัเอทานอลได ้และมีวตัถุประสงค์ใน
การปรับสภาพเช้ือจุลินทรีย์ให้สามารถทนต่อสารย ับย ั้ ง ท่ี เกิดข้ึนในสารละลายท่ีได้จาก
กระบวนการปรับสภาพ  โดยท าการเล้ียงเช้ือ S. cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพท่ีมีความ
เขม้ขน้ของสารละลายกากมนัส าปะหลงั 5 สูตร ซ่ึงจะเร่ิมจากการเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีมีการเจือจาง
ของสารยบัย ั้งนอ้ยท่ีสุดเพื่อให้เช้ือไดมี้การปรับตวั จากนั้นจึงถ่ายเช้ือไปยงัสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้
ของสารยบัย ั้งสูงข้ึน ดว้ยวธีิการดงักล่าวมาน้ี มีผูร้ายงานวา่เช้ือจุลินทรียส์ามารถทนต่อสารยบัย ั้งได้
สูงข้ึน และพบวา่มีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลท่ีสูงข้ึน (Martín et al., 2007; Tomás-Pejó et 
al., 2010) ซ่ึงอาจเป็นทางเลือกหน่ึงในการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมท่ีใชว้สัดุประเภท
ลิกโนเซลลูโลสเป็นวตัถุดิบ  

 

1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจิัย 

1.2.1 เพื่อปรับสภาพเช้ือยีสต์ S. cerevisiae SC90 ให้สามารถทนต่อสารยบัย ั้งต่างๆ ท่ี
เกิดข้ึนในระหวา่งกระบวนการเตรียมวตัถุดิบจากกากมนัส าปะหลงัดว้ยสารละลายซลัฟูริกเจือจาง
ร่วมกบัการใชค้วามร้อนเพื่อใชใ้นการผลิตเอทานอล 

1.2.2 เพื่อศึกษาความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งผสมทั้ง 5 ชนิดสูงสุดในอาหารเหลว YPD ท่ี
ยสีตส์ามารถเจริญได ้

1.2.3 เพื่อศึกษาการผลิตเอทานอลจากสารละลายน ้ าตาลท่ีได้จากการย่อยกากมัน
ส าปะหลงัโดยการหมกัดว้ยยสีตท่ี์ผา่นการปรับสภาพแลว้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



3 

 

 1.2.4 เพื่อศึกษาความเขม้ขน้ของสารอาหารแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอ
ทานอลจากสารละลายน ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั 

 

1.3 ขอบเขตงานวจิัย 

  ในงานวิจัยน้ีมีเป้าหมายในการปรับสภาพเช้ือยีสต์ให้ทนต่อสารยบัย ั้ งท่ีเกิดข้ึนใน
กระบวนการเตรียมวตัถุดิบจากกากมนัส าปะหลงั คือ กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก กรดลีวูลินิก เฟอ
ฟิวรัล และ 5-ไฮ  ดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล เพื่อน าไปใช้ในกระบวนการหมกัเอทานอล โดย
ขั้นตน้จะท าการศึกษาความสามารถเบ้ืองตน้ของการเจริญของยีสต ์S. cerevisiae SC90 ในการทน
ต่อสารยบัย ั้งแต่ละชนิดในอาหารเหลว YPD  หลงัจากนั้นท าการปรับสภาพเช้ือยีสตใ์ห้ทนต่อสาร
ยบัย ั้งท่ีเกิดจากกระบวนการย่อยกากมนัส าปะหลังด้วยกรดร่วมกับการให้ความร้อน โดยน า
สารละลายกากมนัส าปะหลงัท่ียอ่ยไดไ้ปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และสารยบัย ั้งต่างๆ (กรด
ฟอร์มิก กรดอะซิติก กรดลีวลิูนิก เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮ ดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล) ก่อนน าไปใชใ้น
การหมกัจะท าการเจือจางความเขม้ขน้ของสารละลายส่วนใสออกเป็น 5 ระดบั คือ ระดบัความ
เขม้ขน้ 20%, 40%, 60%, 80% และ100% โดยเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้นอ้ยท่ีสุดเพื่อให้
เช้ือไดมี้การปรับตวัในการทนต่อสารยบัย ั้งไดม้ากข้ึนก่อนจะถ่ายเช้ือไปยงัสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้
สูงข้ึน และน าเช้ือยีสต์ท่ีผ่านการปรับสภาพแลว้ไปท าการศึกษาความสามารถในการทนต่อสาร
ยบัย ั้งทั้ง 5 ชนิดในรูปสารผสมอีกคร้ังเพื่อเปรียบเทียบอตัราการเจริญกบัเช้ือยีสตท่ี์ยงัไม่ผา่นการ
ปรับสภาพ รวมทั้งท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากยีสต์ท่ีผ่านการปรับสภาพและไม่ผ่านการ
ปรับสภาพในสารละลายท่ีไดจ้ากการย่อยกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ก าจดัสารพิษและก าจดัสารพิษ 
ตลอดจนศึกษาปริมาณแหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลชีวภาพจาก
สารละลายน ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั 
 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

  1.4.1  เช้ือยีสต์ท่ีผ่านการปรับสภาพแล้วสามารถทนต่อสารยบัย ั้ งท่ีเกิดข้ึนระหว่าง
กระบวนการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยวธีิการใชก้รดเจือจางร่วมกบัความร้อนได ้
  1.4.2  ทราบระดบัความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งทั้ง 5 ชนิดสุงสุดท่ียสีตส์ามารถเจริญได ้
  1.4.3 เช้ือยสีตผ์า่นการปรับสภาพแลว้ มีความสามารถในการผลิตเอทานอลในสารละลาย
กากมนัส าปะหลงัไดดี้ข้ึน 
  1.4.4  ทราบระดบัความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล
จากสารละลายน ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั 
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บทที่ 2 

ทฤษฎ ีและวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 ยสีต์ 
 ยีสต์เป นจุลินทรีย์ที่มนุษย์ให้ความสนใจศึกษาค่อนข้างมาก และรู้จักน ามาใช้ประโยชน์ใน
การผลิตเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์ เช่น เบียร์ ไวน์ วิสกี สุรา เป นต้น นอกจากนี้ยีสต์ยังมีบทบาทส าคัญ
ทางอุตสาหกรรมผลิตพลังงานทดแทนคือเอทานอลที่ผลิตจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร (อรุณ, 
2558) ยีสต์ที่นิยมใช้มากที่สุดในระดับอุตสาหกรรม และในการวิจัยในห้องปฏิบัติการคือยีสต์ใน
ตระกูล Saccharomyces sp. ซึ่งมีการพัฒนาเป นสายพันธุ์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรม โดยเฉพาะ S. cerevisiae ที่มีการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุ์มาตลอด จนปัจจุบันมีเชื้อ
ยีสต์สายพันธุ์นี้มากกว่าพันสายพันธุ์ ด้วยคุณสมบัติที่ต่างจากสายพันธุ์อ่ืนๆ คือ สามารถเจริญเติบ
ได้เร็วทั้งในสภาวะที่มีอากาศและไม่มีอากาศ สามารถใช้น้ าตาลได้หลายชนิด เช่น กลูโคส 
ฟรักโทส และซูโครส มีความทนต่อเอทานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ และผลิตเอทานอลได้สูง อีกทั้งยัง
ทนต่อสารยับยั้งที่เกิดในระหว่างกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ (Linden and Hahn-Hägerdal, 1989; 
Olsson and Hahn-Hägerdal, 1993.; กล้าณรงค์ และคณะ, 2549) 
  2.1.1 ลกัษณะทัว่ไปของยสีต์ 

  ยีสต์เป นจุลินทรีย์ชนิดยูคาริโอตจัดอยู่ในอาณาจักรฟังไจ (fungi) อยู่ในดิวิชันยูมัย
โคตา (Eumycota) ส่วนใหญ่มีลักษณะเป นเซลล์เด่ียว สามารถสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศด้วยวิธีการ
แตกหน่อ (budding) และการแบ่งตัวแบบทวิภาค (binary fission) บางชนิดสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ
โดยการสร้างสปอร์ (อรุณ, 2558) 
  2.1.2 โครงสร้างของยสีต์ 

  โครงสร้างส าคัญของยีสต์ประกอบไปด้วย ผนังเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ เพอริพลาสซึม 
ไซโทพลาสซึม นิวเคลียส ไมโทคอนเดรีย แวคิวโอล และเอนโดพลาสมิกเรทิคิวลัม (อรุณ, 2558) 
   2.1.3 แหล่งสารอาหารส าหรับยสีต์ 
     2.1.3.1 แหล่งคาร์บอน ได้แก่ น้ าตาล โดยเฉพาะกลูโคสเป นน้ าตาลที่ยีสต์ส่วน
ใหญ่สามารถน าไปใช้และเจริญได้ดี ห้องปฏิบัติการจึงนิยมใช้เป นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยง
ยีสต ์
    2.1.3.2 แหล่งไฮโดรเจน ไฮโดรเจนไอออน หรือโปรตอน มีความส าคัญทาง
สรีรวิทยาของยีสต์ เนื่องจากมีผลต่อค่า pH ทั้งภายในและภายนอกเซลล์ มีอิทธิพลมากต่อการเจริญ 
และเมตาบอลิซึมของยีสต์ 
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   2.1.3.3 แหล่งออกซิเจน ยีสต์หลายชนิดเจริญเฉพาะในที่มีออกซิเจน โดย
ออกซิเจนท าหน้าที่หลักเป นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายในห่วงโซ่อิเล็กตรอน (electron transport 
chain) และยังท ามีความจ าเป นต่อการเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซีเลชัน (hydroxylation) เพื่อใช้ในการ
สังเคราะห์สเตรอล และกรดไขมันไม่อิ่มตัวซึ่งเป นองค์ประกอบส าคัญของเซลล์ 
   2.1.3.4 แหล่งไนโตรเจน ยีสต์มีไนโตรเจนเป นองค์ประกอบภายในเซลล์ประมาณ 
10 % ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ส าหรับการเพาะเลี้ยงยีสต์สามารถใช้สารหลายชนิดเป นแหล่ง
ไนโตรเจนได้ โดยต้องมีโมเลกุลขนาดเล็ก และใช้ได้ง่าย เช่น เกลือแอมโมเนียม ไนเตรท ไนไตรท์ 
ยูเรีย กรดอะมิโนเพปไทด์ พิวรีน และเอมีน เป นต้น 
   2.1.3.5 แหล่งซัลเฟอร์ ยีสต์ต้องการซัลเฟอร์เพื่อใช้ในการสังเคราะห์กรดอะมิโน
ที่มีซัลเฟอร์เป นองค์ประกอบ แหล่งซัลเฟอร์ได้จากสารประกอบหลายชนิด เช่น ซัลเฟต ซัลไฟต์ 
ไทโอซัลเฟต เมไทโอนีน และกลูตาไทโอน เป นต้น สารซัลเฟตอินทรีย์ในรูปของซัลเฟตไออน 
โดยเฉพาะแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) หรือโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) เป นแหล่งของ
ซัลเฟอร์ที่นิยมใช้ในอาหาร 
   2.1.3.6 แหล่งฟอสฟอรัส ฟอสฟอรัสพบได้ในกรดนิวคลีอิกและฟอสโฟลิปิด 
ประจุลบในไซโทพลาสซึมของยีสต์ส่วนหน่ึงเกิดจากสารอนินทรีย์ฟอสเฟต โดยแหล่งฟอสฟอรัส
ที่ใช้ คือ ออร์โทฟอสเฟต และอนินทรีย์ฟอสเฟต โดยออร์โทฟอสเฟตท าหน้าที่ช่วยการท างานของ
เอนไซม์หลายชนิด รวมทั้งการเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างพลังงาน 
   2.1.3.7 แหล่งแร่ธาตุ ยีสต์ต้องการแร่ธาตุหลายชนิดส าหรับการเจริญ โดยแมค
โครอิลิเมนท์ (macro element) เป นธาตุที่ต้องการมากกว่าธาตุอ่ืน คือ โพแทสเซียม และ
แมกนีเซียม ที่ระดับมิลลิโมลาร์ (millimolar; mM) ใช้ส าหรับสร้างสภาวะที่มีประจุบวกภายใน
เซลล์ ส่วนธาตุอาหารที่ยีสต์ต้องการในปริมาณต่ า เรียกว่า ไมโครอิลิเมนท์ (micro element) ได้แก่ 
แมงกานีส แคลเซียม เหล็ก สังกะสี ทองแดง นิกเกิล โคบอลท์ และ โมลิบดีนัม กลุ่มธาตุโลหะ
จ าเป น ได้แก่ อะลูมิเนียม อะเซนิก โบรอน ซีเซียม แคดเมียม ปรอท ลิเทียม ตะกั่ว ต้อการใน
ปริมาณน้อยมาก และจะเป นพิษต่อการเจริญหากมีความเข้มข้นมากกว่า 100 ไมโครโมลาร ์
   2.1.3.8 สารสนับสนุนการเจริญ (growth factor) เป นสารประกอบอนินทรีย์ที่
ยีสต์ต้องการในปริมาณน้อยที่น ามาใช้เฉพาะในกระบวนการแคตาบอลิซึม (catabolism) บางอย่าง
เท่านั้น หรือมีบทบาทต่อการท างานของโครงสร้างของเซลล์ยีสต์ เช่น วิตามิน ซึ่งท าหน้าที่เป นโค
เอนไซม์ (coenzyme) ของเอนไซม์บางชนิด อีกทั้งต้องการกรดอะมิโนบางชนิด สเตรอล พอลิเอ
มีน โคลีน มีโซอิโนซิทอล และกรดไขมันบางประเภท เนื่องจากยีสต์ไม่สามารถสังเคราะห์สาร
เหล่านี้เองได้ ซึ่งพบว่าเมื่อเติมสารเหล่านี้ในอาหารเพาะเลี้ยงสามารถกระตุ้นการเจริญของยีสต์ได้
มากขึ้น (สาวิตรี, 2549; อรุณ, 2558) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



6 

 

  2.1.4 การเจริญของยสีต์ 
   การเจริญ (growth) ในทางจุลชีววิทยา หมายถึง การทวีจ านวนของจุลินทรีย์ ซึ่ง
ถือว่าเป นการเปลี่ยนแปลงในด้านปริมาณมากกว่าการเพิ่มขนาดของเซลล์ โดยการเจริญของยีสต์
เกี่ยวข้องกับการล าเลียงสารและการใช้สารอาหารที่น าเข้าสู่เซลล์เพื่อใช้สร้างโครงสร้างภายในท า
ให้เซลล์มีการขยายขนาดและสามารถแบ่งตัวได้อย่างต่อเนื่อง กระบวนการเจริญของเซลล์ที่ส าคัญ
ประกอบด้วย การสร้างผนังเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ การสังเคราะห์ดีเอ็นเอเพิ่มขึ้น และการแบ่งเซลล์ 
(อรุณ, 2558) 
   การเจริญของยีสต์ในอาหารเหลวโดยให้สารอาหารเพียงคร้ังเดียว (batch culture) 
และบ่มในสภาวะที่เหมาะสม สามารถแบ่งการเจริญของยีสต์ ณ เวลาต่างๆ เป น 5 ระยะ ดังภาพที่ 
2.1   
 

 
ภาพที่ 2.1 รูปแบบการเจริญของยีสต์ในระบบให้อาหารแบบคร้ังเดียว (batch culture) 

(ดัดแปลงจาก Paul, 2010) 
 

  2.1.4.1 ระยะปรับตัว (lag phase) เป นระยะที่ไม่มีการเจริญหรืออัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate, µ) เป นศูนย์ เนื่องจากยีสต์พบกับการเปลี่ยนแปลงของ
สารอาหารหรือสภาพแวดล้อมทางกายภาพใหม่ ระยะเวลาช่วงเร่ิมต้นจะนานเพียงใดขึ้นอยู่กับ
สภาวะแวดล้อมที่เจริญอยู่ ระยะเร่ิมต้นนี้เซลล์ยีสต์มีการปรับตัวให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมทางกายภาพ
และสารเคมี 
   2.1.4.2 ระยะเร่ง (acceleration phase) เป นระยะต่อจากระยะเร่ิมต้น เซลล์เร่ิม
ปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมที่เจริญอยู่ได้และเร่ิมแบ่งเซลล์      
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   2.1.4.3 ระยะเพิ่มจ านวน (log phase) ในระยะนี้เซลล์มีการเจริญเติบโตอย่าง
เต็มที่  มีจ านวนเซลล์เพิ่มขึ้นแบบทวีคูณในอัตราคงที่ และเป นระยะที่มีอัตราการเจริญเติบโต

จ าเพาะสูงสุด (µmax)  
   2.1.4.4 ระยะชะลอตัว (deceleration phase) เซลล์อยู่ในสภาวะเร่ิมขาดแคลน
อาหาร เกิดการสะสมเมตาบอไลท์ที่ยับยั้งการเจริญ และเซลล์เกิดการเกาะกลุ่มตกตะกอนจ านวน
มาก ระยะนี้เซลล์ยีสต์เร่ิมเจริญช้าลง 
          2.1.4.5 ระยะคงที่ (stationary phase) เป นระยะที่เซลล์อยู่ในสภาพขาด
สารอาหาร เซลล์ยีสต์บางส่วนแบ่งตัว บางส่วนตาย และเกิดการย่อยสลายตัวเอง (autolysis) อัตรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะในระยะนี้เท่ากับศูนย์ 
 

2.2 เอทานอลชีวภาพ (bioethanol) 

  เอทานอล (ethanol) หรือ เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) มีสูตรทางเคมี คือ C2H5OH  
เป นแอลกอฮอล์ชนิดหน่ึง มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 46.07 จุดหลอมเหลว -114.3 องศาเซลเซียส จุด
เดือด 78.32 องศาเซลเซียส เป นของเหลวใส ไม่มีสี ติดไฟง่าย ระเหยง่าย สามารถละลายในน้ าและ
สารอินทรีย์อ่ืนได้ดี (สิริวรรณ, 2554) สามารถใช้ประโยชน์ได้ทั้งเป นเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์ ตัวท า
ละลายทางเคมีในอุตสาหกรรม ยารักษาโรคและเคร่ืองส าอาง และที่ส าคัญยังถูกน ามาใช้เป น
เชื้อเพลิงเพื่อทดแทนน้ ามันเบนซิลและน ามันดีเซล ซึ่งเป นที่รู้จักกันดีว่าแหล่งพลังงานนี้ได้มาจาก
เชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) นั้นมีแนวโน้มลดลงตามล าดับ และราคาน้ ามันที่สูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง 
ท าให้หลายประเทศพยายามหาพลังงานทางเลือกใหม่ (ณพลพัทธ์ และคณะ, 2555) เช่น ก๊าซ
ชีวภาพ (biogas) ไบโอดีเซล (biodiesel) และเอทานอลชีวภาพ (bioethanol) ซึ่งได้ถูกพัฒนาและ
น าไปใช้อย่างกว้างขวาง 
  เอทานอลชีวภาพ เป นพลังงานชีวภาพที่ ถูกผลิตขึ้นจากชีวมวลที่ได้จากผลิตผลทาง
การเกษตร เช่น อ้อย น้ าตาล มันส าปะหลัง และข้าวโพด เป นต้น ซึ่งถูกน าไปใช้ผลิตเป นพลังงาน
ทดแทนน้ ามันจากเชื้อเพลิงฟอสซิล มากกว่านั้นยังพบว่าการผลิตเอทานอลชีวภาพนี้สามารถผลิต
จากชีวมวลที่ได้จากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งก าลังได้รับความสนใจและถูกน าไปใช้ในหลาย
ประเทศในหลายทศวรรษที่ผ่านมา (El-Naggar et al., 2014) โดยวัสดุเหล่านี้มีความเป นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม จึงเป นอีกวิธีการหนึ่งในการลดภาวะโลกร้อนได้ เนื่องจากพลังงานจากชีวมวลมีการ
ปลดปล่อยมลพิษทางอากาศ และสารพิษต่างๆ ออกมาน้อยกว่าพลังงานจากเชื้อเพลิงฟอสซิล อีก
ทั้งยังเป นการรักษาความมั่นคงของพลังงานทั่วโลกได้อีกด้วย ดังนั้น วัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส
จึงเป นแหล่งพลังงานทางเลือก ซึ่งสามารถน ากลับมาให้ใหม่ได้ และน าไปใช้ในการผลิตเชื้อเพลิง
ชีวภาพแทนการใช้เชื้อเพลิงจากฟอสซิล (Wyman and Goodman, 1993; Okudoh et al., 2014; อรุณี
, 2555) ส าหรับในประเทศไทย องค์กรทั้งภาครัฐและเอกชนประกาศแผนการลงทุนระยะยาว 10 ปี 
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ซึ่งคาดว่าใช้มูลค่าประมาณ 400,000 ล้านบาทในการร่วมมือสร้างเศรษฐกิจชีวภาพโดยมุ่งเน้นไปที่
อ้อยและมันส าปะหลังเป นหลัก ในการสร้างอุตสาหกรรมชีวเคมี ชีวเภสัชภัณฑ์ และเชื้อเพลิง
ชีวภาพ 
 

2.3 กากมนัส าปะหลงั (Cassava pulp) 
         มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) เป นพืชเศรษกิจที่ส าคัญของประเทศไทย และส่วน
ใหญ่น ามาผลิตเป นแป้งมันส าปะหลัง กากมันส าปะหลังเป นวัสดุเหลือทิ้งจากการผลิตแป้งมัน
ส าปะหลัง มีรายงานว่ามีปริมาณมากถึง 7.3 ล้านตันในปีพ.ศ.2558 (Trakulvichean et al., 2017) 
ลักษณะทั่วไปของกากมันส าปะหลัง คือ เปลือกมีลักษณะเป นขุย สีน้ าตาล กากมันมีลักษณะ
ละเอียด สีขาว (ประเวทย์ และคณะ, 2551) ดังภาพที่ 2.2 ส่วนมากน ามาใช้เป นอาหารสัตว์หรือ
น าไปตากแห้งท าเป นมันเส้น มันอัดเม็ด หรือมันบด Balagopalan et al. (1994) รายงานว่า กากมัน
ส าปะหลังที่ผ่านการสกัดแป้งแล้ว คงเหลือแป้งเป นส่วนประกอบประมาณ 50-60 % ของน้ าหนัก
แห้ง ซึ่งในการผลิตแป้งมันส าปะหลังแต่ละคร้ังท าให้ได้กากมันส าปะหลังสูงถึง 10 % ของน ้าหนัก
มันส าปะหลังสด 
  โดยกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลังจะต้องใช้หัวมันส าปะหลังน าไปล้างให้สะอาด 
และสับหัวมันส าปะหลังเป นชิ้นเล็กๆ เพื่อน าเข้าเคร่ืองโม่บดให้ละเอียด ซึ่งจะได้ของเหลวที่
ประกอบด้วย แป้ง น ้า และกากมันส าปะหลังปนกันอยู่ จากนั้นน าของเหลวดังกล่าวเข้าเคร่ืองสกัด
กากที่จะท าหน้าที่แยกกากมันส าปะหลังออกจากน ้าแป้งโดยอาศัยแรงเหวี่ยง หลังจากนั้นน าแป้งที่
ได้ไปเข้าเคร่ืองอบแห้งแล้วบรรจุถุงต่อไป ส่วนกากมันส าปะหลังที่ได้จากเคร่ืองสกัดกากจะถูก
น าไปเข้าเคร่ืองอัดกากมันส าปะหลังแล้วตากแห้งในลานตาก 
 

 
ภาพที ่2.2 กากมันส าปะหลังจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง (ณัฐธิดา, 2557) 
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  องค์ประกอบส่วนใหญ่ของกากมันส าปะหลังนั้นประกอบด้วยแป้งประมาณ 60-75 % 
โดยน ้าหนักแห้ง รองลงมาคือ เส้นใย (เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน) ประมาณ 12-20 %  
โดยน ้าหนักแห้ง มีความชื้นสูงประมาณ 60-75 % โดยน้ าหนักเปียก (สิริวรรณ, 2554) ทั้งนี้ก็ขึ้นอยู่
กับคุณภาพของหัวมันส าปะหลังและกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลังในแต่ละโรงงานด้วย โดย
มีโปรตีน ไขมัน เถ้า ในปริมาณที่ต ่า  

 
ตารางที ่2.1 องค์ประกอบของกากมันส าปะหลัง 

องค์ประกอบ % โดยน้ าหนักแห้ง 
แป้ง 68.89 

ความชื้น 72 (%โดยน้ าหนักเปียก) 
เถ้า 1.70 

โปรตีน 1.55 
เส้นใย 27.75 
ไขมัน 0.12 

ที่มา: Sriroth et al. (2000) 
 
     ชลดา (2546) ศึกษาองค์ประกอบของกากมันส าปะหลังจากจังหวัดนครราชสีมา พบว่า มี
แป้งเป นองค์ประกอบสูงสุด คือ 61.84-69.9 % โดยน้ าหนักแห้ง มีปริมาณเส้นใย 10.61-14.35 %
โดยน้ าหนักแห้ง เถ้า 1.61-2.38 % โดยน้ าหนักแห้ง โปรตีน 1.82-2.03 % โดยน้ าหนักแห้ง และ
ไขมัน 0.09-0.20 %โดยน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ 
  กากมันส าปะหลังจัดเป นวัสดุลิกโนเซลลูโลสจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ซึ่งมีปริมาณ
แป้งตกค้างอยู่สูง สามารถน าไปใช้ประโยชน์ต่อในรูปอาหารสัตว์ การผลิตก๊าซชีวภาพ มากกว่านั้น
ยังสามารถใช้เป นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได้อีกด้วย (Balat, 2011) สารตั้งต้นในการผลิตเอทา
นอลนอกเหนือไปจากวัสดุประเภทแป้งหรือน้ าตาลแล้ว วัสดุจ าพวกลิกโนเซลูโลสก็ก าลังได้รับ
ความสนใจในปัจจุบันโดยพบว่า 90 % ของน้ าหนักแห้งของพืชส่วนใหญ่ ประกอบด้วยเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส และเพกติน (Yat et al., 2008) ซึ่งเป นองค์ประกอบที่ย่อยสลายได้ยากทางชีวภาพ 
ดังนั้นในการผลิตวัตถุดิบประเภทนี้ควรมีขั้นตอนการปรับสภาพวัตถุดิบเบื้องต้นก่อน (สุภาวดี, 
2557; รัชพล, 2558) ซึ่งมีขั้นตอนการย่อยหลายวิธี เพื่อให้ได้สารละลายที่มีปริมาณน้ าตาลสูงขึ้นซึ่ง
เหมาะส าหรับการใช้เป นสารต้ังต้นในการผลิตเอทานอล  
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2.4 องค์ประกอบของวสัดุลกิโนเซลลูโลส 
วัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสเป นชีวมวลที่เป นแหล่งวัตถุดิบที่มีมากที่สุดในโลก จัดเป น

สารประกอบอินทรีย์ประเภทคาร์โบไฮเดรตที่เป นส่วนประกอบส าคัญของผนังเซลล์พืช อยู่ในรูป
ผลึกมีลักษณะเป นเส้นใยเหนียว และไม่ละลายน้ า ประกอบด้วยโครงสร้างหลัก 3 ชนิด คือ 
เซลลูโลส (cellulose) 35-50 % เป นองค์ประกอบหลัก เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 20-35 % และ
ลิกนิน (lignin) 15-20 % (Mood et al., 2013) โดยอัตราส่วนของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิ
นแตกต่างกันไปขึ้นกับชนิดและอายุของวัสดุ  

  ในผนังเซลล์ของพืช เซลลูโลสแต่ละโมเลกุลจะเกิดการรวมกันเป นมัดของเซลลูโลส 
(cellulose bundles) โดยมีลิกนินล้อมรอบอยู่ เฮมิเซลลูโลสท าหน้าที่เชื่อมต่อระหว่างเซลลูโลสกับ
ลิกนินเข้าไว้ดัวยกัน การจัดเรียงตัวในลักษณะดังกล่าวท าให้เส้นใยที่อยู่ในผนังเซลล์มีความ
แข็งแรงสูงขึ้น (ประเวทย์ และคณะ, 2551; ประมุข, 2555) ดังภาพที่ 2.3 

 

 

ภาพที ่2.3 แสดงโครงสร้างภายในผนังเซลล์ของพืช (ชัชนันท์ และเฉลิม, 2555) 

 
  2.4.1 เซลลูโลส (cellulose) 

เซลลูโลสเป นสารประกอบพวกพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดหน่ึงที่มีมากในผนังเซลล์พืช 
โครงสร้างของเซลลูโลสเป นแบบไม่มีกิ่งกานสาขาประกอบด้วยหน่วยย่อยของน้ าตาลกลูโคส
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มากกว่า 10,000 หน่วยมาต่อกันเป นเส้นยาวด้วยพันธะแบบ β-1,4 glycosidic ดังแสงในภาพที่ 2.4 
เซลลูโลสไม่สามารถละลายด้วยน้ า ตัวท าละลายอินทรีย์ หรือสารละลายด่างอ่อน แต่จะละลายใน
กรดและด่างแก่ หากการย่อยสลายด้วยกรดหรือเอนไซม์เกิดขึ้นสมบูรณ์จะได้น ้าตาลกลูโคสเพียง
อย่างเดียว แต่ถ้าการย่อยสลายตัวไม่สมบูรณ์จะได้เซลโลไบโอสซึ่งเป นไดแซ็กคาไรด์ และได้โอลิ
โกแซ็กคาไรด์  

สายพอลิเมอร์แต่ละสายจะเรียงขนานกันและสร้างพันธะไฮโดรเจนเชื่อมต่อกัน 
ซึ่งอาจจะสูงถึง 3 พันธะต่อหน่วยกลูโคส แต่เมื่อรวมกันหลายสายจะเรียกว่า ไมโครไฟบริล 
(microfibril) ซึ่งเป นโครงสร้างแบบโครงผลึกสามมิติ (Crystalline) ส่วนที่ไม่ได้เชื่อมต่อกันด้วย
พันธะไฮโดรเจนแต่มีการจัดเรียงตัวแบบสุ่มจะเรียกว่า เซลลูโลสแบบหลวม (Amorphous) ส่วน
ใหญ่มักพบเซลลูโลสธรรมชาติเป นเซลลูโลสแบบผลึก หรือโครงสร้างแบบระเบียบ ซึ่งมีการเรียง
ตัวของโครงสร้างแน่น มีความแข็งแรง และไม่ละลายน้ าหรือสารอินทรีย์ (สุภาวดี, 2557; ประมุข, 
2555) 

 

 
ภาพที ่2.4 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส (ศุภรินทร์, 2557) 

 
 2.4.2 เฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses) 

เฮมิเซลลูโลสเป นองค์ประกอบส่วนหนึ่งของผนังเซลล์พืช มักจะอยู่ร่วมกับ
เซลลูโลส ลิกนิน และสารประกอบเพกทิน จัดเป นสารประกอบพวกคาร์โบไฮเดรทอสัณฐาน 
(Amorphous polymeric carbohydrate) พบมากในพวกไม้ใบกว้างและพวกพืชตระกูลหญ้า เฮมิ
เซลลูโลสเป นพอลิเมอร์ของน้ าตาลกลุ่มเพนโทส หรือเฮกโซสประกอบด้วยหน่วยย่อย 50-200 
หน่วย และต่อกันแบบกิ่งก้านสาขามากกว่าแบบเส้นตรง ดังแสดงในภาพที่ 2.5 ซึ่งมีโมเลกุลต่ ากว่า
เซลลูโลสจึงย่อยสลายได้ง่ายกว่า น้ าตาลที่ประกอบอยู่ภายในเฮมิเซลลูโลส ได้แก่ ไซโลส อะราบิ
โนส กลูโคส กาแลกโตส และแมนโนส เฮมิเซลลูโลสส่วนใหญ่เป นพวกเฮเทโรไกลแคน 
(Heteroglycan) คือประกอบด้วยน้ าตาลชนิดต่างๆ กันตั้งแต่ 2-4 ชนิด ส่วนเฮมิเซลลูโลสชนิดที่
ประกอบด้วยน้ าตาลชนิดเดียวเรียกว่า โฮโมไกลแคน (Homoglycan) แต่เฮมิเซลลูโลสชนิดนี้จะพบ
เป นส่วนน้อย ซึ่งชนิดของน้ าตาลและปริมาณที่พบขึ้นอยู่กับชนิดและแหล่งของพืช มีคุณสมบัติไม่
ละลายน้ าแต่ละลายในสารละลายที่เป นด่างเจือจาง (ศุภรินทร์, 2557; ขวัญชนก, 2544 )  
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ภาพที ่2.5 โครงสร้างทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส (ประมุข, 2555) 

 

 นอกจากนี้ การใช้กรดที่มีความเข้มข้นสูง ช่วยเพิ่มความสามารถในการละลาย
ของเฮมิเซลลูโลสในน้ าได้ ซึ่งหากการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสมีการใช้อุณหภูมิสูงร่วมด้วย 
จ าเป นต้องระวังการเกิดผลิตภัณฑ์อื่นที่ไม่ต้องการซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งในกระบวนการหมัก ตัวอย่างเช่น 
เฟอฟิวรัล (Furfural) และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล (Hydroxy methyl furfural) เป นต้น 
(Mood et al., 2013; Galbe and Zacchi, 2012) 

2.4.3 ลกินิน (lignin) 
ลิกนิน เป นสารประกอบเชิงซ้อนที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง มักพบอยู่ ร่วมกับ

เซลลูโลส เป นสารประกอบพอลิเมอร์อะโรมาติกของฟีนิลโพรเพน (phenylpropane) มากกว่า 
10,000 หน่วย ดังแสดงในภาพที่ 2.6 ซึ่งมีสารประกอบหลักเร่ิมต้นที่ส าคัญ 3 หน่วยหลักๆ คือ p-
coumaryl, coniferyl และ sinapyl alcohol  

 

 
ภาพที ่2.6 โครงสร้างทางเคมีของลิกนิน (ประมุข, 2555) 
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ลิกนินไม่ใช่คาร์โบไฮเดรต แต่เป นส่วนของผนังเซลล์ พวกพืชอายุน้อยจะมี 
primary wall ซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส เมื่อพืชอายุมากขึ้นจะเกิด secondary 
wall โดยมีลิกนินเข้ามาประกอบอีกส่วน จึงเป นสารที่อยู่ร่วมกับคาร์โบไฮเดรตของพืช การที่
ลิกนินเคลืบอยู่บนผนังเซลล์ของพืช ท าให้เอนไซม์ต่างๆ เข้าไปย่อยพวกเซลลูโลส และเฮมิ
เซลลูโลสได้ยาก เป นสาเหตุให้พืชอาหารสัตว์ชนิดน้ันๆ ไม่ถูกย่อย หรือสัตว์น าไปใช้ประโยชน์ได้
น้อยลง โดยทั่วไปแล้ว ลิกนินเป นสารที่ทนต่อสารเคมี  ไม่ละลายน้ าแต่สามารถละลายได้ในตัวท า
ละลายอินทรีย์บางชนิด เช่น ในเอทานอลหรือเมทานอลที่ร้อน และสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ ไม่มีสมบัติการยืดหยุ่น เพราะฉะนั้นจึงท าให้พืชที่มีลิกนินมากมีความแข็งแรงทนทาน (ขวัญ
ชนก, 2544; ประมุข, 2555; สุภาวด,ี 2557) 

 

2.5 วธีิการผลติเอทานอลชีวภาพจากวสัดุลกิโนเซลลูโลส 
การผลิตเอทานอลชีวภาพสามารถผลิตได้จากวัตถุดิบทางการเกษตรซึ่งแบ่งได้เป น 3 

ประเภท ดังนี้ (1) วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่  ข้าวโพด ข้าว มันฝร่ัง และมันส าปะหลัง (2) วัตถุดิบ
ประเภทน้ าตาล ได้แก่  อ้อย บีทรูต ข้าวฟ่างหวาน และกากน้ าตาล และ (3) วัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลสส่วนใหญ่เป นผลพลอยได้จากผลผลิตทางการเกษตร ได้แก่ ไม้ ฟางข้าว ชานอ้อย แกลบ 
กากมันส าปะหลัง ส่วนที่เหลือของพืช ของเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ รวมทั้งวัสดุเหลือ
ทิ้งทางการเกษตร เป นต้น (กล้าณรงค์ และคณะ, 2548) โดยในช่วงแรกของการผลิตเอทานอล
ชีวภาพนั้นพบว่ามาจากวัตถุดิบประเภทแป้งและน้ าตาลเป นส่วนใหญ่เนื่องจากมีอยู่เป นจ านวนมาก
ในประเทศไทย  แต่ในปัจจุบันเร่ิมหันมาสนใจวัสดุทดแทนประเภทอ่ืนๆ นอกเหนือจากแป้งและ
น้ าตาล นั่นก็คือ วัสดุลิกโนเซลลูโลส เนื่องจากได้ตระหนักถึงความมั่นคงของอาหารเพื่อมนุษย์
และสัตว์ และปัญหาสิ่งแวดล้อม งานวิจัยด้านการผลิตเอทานอลในปัจจุบันจึงมุ่งเน้นไปยังชีวมวล
ที่เป นผลพลอยได้จากการเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตร ซึ่งวัตถุดิบเหล่านี้หาได้ง่ายและราคาถูก 
อีกทั้ง เป นการรักษาสิ่งแวดล้อมโดยเป นการก าจัดขยะอินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพวิธีหนึ่ง 
(สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์แห่งประเทศไทย, 2551)  

กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสนั้นประกอบไปด้วย 4 
ขั้นตอน ดังน้ี (1) การปรับสภาพวัตถุดิบเบื้องต้น (Pretreatment) (2) การย่อยสลาย (Hydrolysis) (3) 
การหมักเอทานอล (Fermentation) และ(4) การกลั่นเอทานอล (Distillation) (ชัชนันท์ และเฉลิม, 
2555) ดังแสดงในภาพที่ 2.7 
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ภาพที ่2.7 กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส  
    (ธีรภัทร และคณะ, 2551) 

 
เน่ืองจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสนั้นประกอบด้วยพอลิเมอร์ 3 ชนิด คือ เซลลูโลส 

เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เป นโครงสร้างที่มีความซับซ้อนและมีความแข็งแรงสูงมาก ท าให้การ
ย่อยสลายอย่างสมบูรณ์เป นน้ าตาลเชิงเดี่ยวท าได้ยาก จึงต้องมีกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ และย่อย
สลายด้วยสารเคมี หรือเอนไซม์เพื่อที่จะเปลี่ยนโครงสร้างดังกล่าวให้เป นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว เช่น 
กลูโคส (glucose) ไซโลส (xylose) และอะราบิโนส (arabinose) ที่ยีสต์สามารถน าไปใช้ได้ ก่อนที่
จะน าสารละลายน้ าตาลดังกล่าวไปใช้ในกระบวนการผลิตเอทานอล 
 
2.6 กระบวนการปรับสภาพวตัถุดิบเบือ้งต้น 

การปรับสภาพวัตถุดิบเป นขั้นตอนแรก และเป นขั้นตอนส าคัญในการผลิตเอทานอลจาก
วัตถุดิบลิกโนเซลลูโลส มีวัตถุประสงค์หลักในการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางชีวเคมีของมวล
ลิกโนเซลลูโลส โดยการละลายหรือแยกส่วนประกอบพวกเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และ
สารสกัดอ่ืนๆ ออกจากกันเพื่อให้มวลชีวภาพที่เหลืออยู่ง่ายต่อการน าไปย่อย ดังภาพที่ 2.8 ซึ่งหาก
ไม่ก าจัดสารประกอบจ าพวกลิกนินที่ห่อหุ้มโครงสร้างเฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลสออกจะท าให้
ขั้นตอนการย่อยสลายนั้นท าได้ยาก ขั้นตอนนี้ยังช่วยเพิ่มขนาดรูพรุนของตัววัตถุดิบ เพิ่มอัตราการ
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ย่อยน้ าตาล และลดการเกิดผลึกของเซลลูโลส (cellulose crystallinity) ท าให้เอนไซม์สามารถ
เข้าถึงวัตถุดิบได้ง่ายขึ้น (Sun and Cheng, 2002; Harmsen et al., 2010; สุขใจ, 2554) อีกทั้งยังช่วย
ลดค่าใช้จ่ายส าหรับเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยเซลลูโลส เนื่องจากหากใช้เอนไซม์ในการย่อยเพียง
อย่างเดียวโดยไม่มีการปรับสภาพวัตถุดิบก่อนจะมีค่าใช้จ่ายสาหรับเอนไซม์ถึง 25 % ของต้นทุน
การผลิตเอทานอลทั้งหมด (สุภาวดี, 2557) มากกว่านั้นยังช่วยให้กระบวนการผลิตเอทานอลมี
ประสิทธิภาพมากขึ้น ดังนั้นจึงจ าเป นต้องเพิ่มกระบวนการปรับสภาพเข้าไปในกระบวนการผลิต
ก่อนจะน าไปหมักเอทานอล  

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

 

 
ภาพที ่2.8 โครงสร้างวัสดุลิกโนเซลลูโลสหลังการปรับสภาพ (Kumar et al., 2009) 

 
กระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบของวัสดุพวกลิกโนเซลลูโลสเพื่อให้ได้น้ าตาลนั้นมีหลาย

วิธีด้วยกัน แบ่งออก เป น 4 รูปแบบ ได้แก่ (1) การปรับสภาพทางกายภาพ (Physical pretreatment) 
(2) การปรับสภาพทางเคมี (Chemical pretreatment) (3) การปรับสภาพทางเคมีร่วมกับกายภาพ 
(Physico-chemical pretreatment) และ (4) การปรับสภาพทางชีวภาพ (Biological pretreatment) 
การเลือกกระบวนการในการปรับสภาพขึ้นอยู่กับชนิด และลักษณะสมบัติของวัตถุดิบที่น ามาใช้ 
อย่างไรก็ตาม ปัญหาหลักที่เกิดขึ้นในกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ คือ การเกิดสารเคมีที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การท างานของเชื้อจุลินทรีย์ อีกทั้งต้องใช้วัตถุดิบเป นจ านวนมาก และต้องมีกระบวนการแยก
น้ าตาลออกจากสารละลายอย่างมีประสิทธิภาพ จึงอาจกล่าวได้ว่า กระบวนการเตรียมวัตถุดิบลิก
โนเซลลูโลสนั้นเป นขั้นตอนหนึ่งที่ก่อให้เกิดค่าใช้จ่ายสูงในกระบวนการผลิตเอทานอล  (Walker, 
2011; Zheng et al., 2009) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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    2.6.1 การปรับสภาพทางกายภาพ (Physical pretreatment) 
   เป นการใช้แรงกลหรือกระบวนการทางกายภาพเพื่อปรับขนาด และท าลาย
โครงสร้างเซลล์ของวัตถุดิบ เพื่อให้ปฏิกิริยาทางเคมีหรือชีวเคมีในขั้นต่อไปเกิดขึ้นได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ การตัดหรือบดให้ชิ้นวัตถุดิบมีขนาดเล็กลงจะช่วยเพิ่มพื้นที่ผิว ท าให้ตัวเร่งปฏิกิริยา 
เอนไซม์ หรือไอน้ าจับกับวัตถุดิบได้ง่ายขึ้น (ปฐมา และคณะ, 2551)  

  2.6.1.1 การใช้แรงทางกล (Mechanical comminution)  
   คือ วิธีการท าให้วัตถุดิบมีขนาดเล็กลงสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การ

ทุบ การบด การโม่ การเขย่าวัตถุดิบ เป นต้น (รัชพล, 2558) โดยทั่วไปขนาดของเศษวัตถุดิบหลัง
การหั่นแล้วมีขนาดประมาณ 1-3 เซนติเมตร และหลังจากการบดละเอียดจะมีขนาดประมาณ 0.2-2 
มิลลิเมตร ซึ่งความสามารถในการลดขนาดจะขึ้นอยู่กับขนาดสุดท้ายของวัสดุและคุณสมบัติของ
วัสดุนั้น (Sun and Cheng, 2002) 

2.6.1.2 การไพโรไลซีส (Pyrolysis)  
เป นวิธีการใช้ความร้อนในสภาวะไร้ออกซิเจนในการสลายวัตถุดิบ โดย

เมื่ออุณหภูมิมากกว่า 300 องศาเซลเซียส จะท าให้วัตถุดิบกลายสภาพเป นแก๊สและผงถ่าน 
กระบวนการจะท าได้ช้าและการระเหยจะต่ าถ้าใช้อุณหภูมิต่ า (Singh et al., 2014) 

2.6.1.3 การระเบิดด้วยไอน า้ (Steam explosion)  
หากพิจารณาด้านค่าใช้จ่ายในกระบวนการเตรียมวัตถุดิบเบื้องต้นเป นหลัก 

วิธีนี้นับเป นวิธีที่น่าสนใจ และเป นวิธีนิยมใช้กันมากที่สุดเนื่องจากช่วยลดการใช้สารเคมี นิยมใช้
กับไม้เนื้อแข็ง และวัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตร ไม่นิยมปรับสภาพไม้เนื้ออ่อน การปรับสภาพด้วย
วิธีนี้มีประสิทธิภาพสูงเมื่อเทียบกับการปรับสภาพด้วยวิธีอ่ืน เนื่องจากใช้พลังงานและการลงทุนที่
ต่ ากว่า มีความเป นพิษต่อสิ่งแวดล้อมน้อยกว่า (Balat, 2011) ท าได้โดยอาศัยใช้แรงดันไอน้ าอ่ิมตัว
สูงก่อนที่จะลดความดันลงอย่างรวดเร็วจนถึงความดันบรรยากาศ ท าให้เกิดการระเบิดของ
โครงสร้างวัตถุดิบ (explosive decompression of biomass) ซึ่งวิธีการปรับสภาพนี้ก่อให้เกิดการ
ย่อยสลายอัตโนมัติ (autohydrolysis) โดยองค์ประกอบเฮมิเซลลูโลส และลิกนินสามารถถูก
เปลี่ยนไปเป นโอลิโกเมอร์ที่ละลายน้ าได้ (soluble oligomers)  และลดการเกิดผลึกของเซลลูโลส 
(Banerjee et al., 2010) ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพของกระบวนการนี้ คือ ระยะเวลา อุณหภูมิ 
และขนาดอนุภาคของวัสดุ โดยส่วนใหญ่จะควบคุมอุณหภูมิที่ 160-260 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 
0.69-4.83 เมกะพาสคาล เป นเวลาสั้นๆ (Kumar et al., 2009) มีรายงานว่าการใช้อุณหภูมิต่ าและ
ระยะเวลานานขึ้นเหมาะต่อกระบวนการปรับสภาพมากกว่าการใช้อุณหภูมิสูง (Zheng et al., 2009)   

   อย่างไรก็ตาม การย่อยวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลสด้วยการระเบิดไอน้ า
นี้มักเกิดสารประเภทกรดอินทรีย์ เช่น กรดอะซิติก (acetic acid) และกรดลีวูลินิก (levulinic acid) 
ท าให้เกิดสารละลายในสภาวะที่เป นกรด และอาจเกิดการย่อยสลายน้ าตาลไปเป นเฟอฟิวรัล 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(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 แต่เนื่องจากกรด
เข้มข้นเหล่านี้มีฤทธิ์กัดกร่อนเคร่ืองมือหรืออุปกรณ์และเป นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม ตลอดจนการ
เกิดสารที่ไม่พึงประสงค์ต่อการหมัก และการก าจัดสารพิษที่มีราคาสูง จึงหันมาใช้กรดเจือจาง
ร่วมกับการใช้ความร้อนในการปรับสภาพวัสดุจากลิกโนเซลลูโลสแทนซึ่งเป นอีกวิธีหนึ่งที่ได้รับ
ความสนใจ และประสบความส าเร็จโดยสามารถละลายหรือท าลายโครงสร้างเฮมิเซลลูโลส 
รวมทั้งเพิ่มปริมาณกลูโคสได้มากขึ้นโดยใช้ต้นทุนในกระบวนต่ า (Kumar et al., 2009) การปรับ
สภาพด้วยกรดเจือจางมักใช้ความเข้มข้นของกรด 0.2-2.5 % โดยอุณหภูมิที่ใช้อยู่ระหว่าง 130-210 
องศาเซลเซียส เป นระยะเวลาสั้นๆไม่กี่นาทีถึงนานเป นชั่วโมง (Menon and Rao, 2012) ทั้งนี้การ
เลือกใช้สภาวะขึ้นอยู่กับความจ าเพาะต่อสารเคมี และองค์ประกอบทางโครงสร้างของแหล่งชีว
มวลที่ใช้ด้วย 

นอกจากนี้ กระบวนการปรับสภาพโดยการใช้กรดร่วมกับการใช้อุณหภูมิ
สูงยังท าให้เกิดผลิตภัณฑ์อ่ืนๆที่ไม่พึงประสงค์ เช่น เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล 
ท าให้เกิดความเป นพิษต่อกระบวนการหมัก โดยปริมาณสารดังกล่าวขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของ
กรด อุณหภูมิ และระยะเวลาในที่ใช้ในการเตรียมวัตถุดิบ การลดความเป นพิษสามารถท าได้โดย
การปรับสภาพไฮโดรไลเซสให้เป นกลางด้วยด่างก่อนน าไปใช้  

2.6.2.2 การใช้ด่าง (Alkaline pretreatment)  
กลไกการท างานของด่างนั้นเชื่อว่าจะไปเพิ่มการพองตัวของโมเลกุล

ภายในต่อสายพันธะภายในของไซแลนในเฮมิเซลลูโลส ความพรุนของวัสดุจะเพิ่มขึ้นได้เมื่อท า
การก าจัดสายโซ่ของโครงสร้างที่เชื่อมต่อภายใน ด่างที่นิยมใช้กันทั่วไป คือ โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ แคลเซียมไฮดรอกไซด์ และแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ การใช้ด่างเจือ
จาง เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์เจือจางในการปรับสภาพวัสดุนั้น มีผลท าให้เกิดการบวมภายใน ช่วย
เพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสในการท าปฏิกิริยา ท าให้วัสดุมีความพรุนเพิ่มขึ้นได้ ลดความเป นโครงสร้าง
ผลึกของเซลลูโลส และสามารถท าลายของโครงสร้างลิกนิน ซึ่งประสิทธิภาพของด่างที่ใช้ใน
กระบวนการแปลงสภาพจะขึ้นอยู่กับปริมาณของลิกนินที่มีอยู่ในวัสดุ นอกจากนั้นการปรับสภาพ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ด้วยด่างยังเป นวิธีที่ง่าย และไม่ต้องใช้พลังงานมากเมื่อเปรียบเทียบกับการปรับสภาพด้วยกรด 
(Balat, 2011; รัชพล, 2558)  

2.6.2.3 การใช้โอโซน (Ozonolysis)  
โอโซนเป นตัวออกซิแดนซ์ที่มีประสิทธิภาพ ช่วยลดการเกิดผลึกของ

เซลลูโลส สามารถท าให้เกิดการแตกตัวของลิกนิน และเฮมิเซลลูโลสได้ วิธีนี้มีจุดเด่นคือ เป นวิธีที่
มีประสิทธิภาพในการก าจัดลิกนินออกได้ดี ไม่ก่อให้เกิดสารพิษที่จะไปยับยั้งการท าปฏิกิริยาใน
ส่วนต่างๆ กระบวนการนี้สามารถท าได้ที่อุณหภูมิห้อง แต่ข้อเสียของวิธีนี้คือ ต้องใช้โอโซนใน
ปริมาณมากและมีค่าใช้จ่ายสูง (Balat, 2011; Jönsson and Martín, 2016) 

 2.6.3 การการปรับสภาพทางเคมีร่วมกบักายภาพ (Physico-chemical pretreatment) 
  2.6.3.1 การใช้ความร้อนช้ืน (Liquid hot water)  
    วิธีการนี้อาศัยอุณหภูมิสูง (160-220 องศาเซลเซียส) และความดัน 

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

  2.6.3.2 การฉายรังสีไมโครเวฟ (Microwave irradiation)  
   การใช้รังสีไมโครเวฟในการปรับสภาพ เป นการถ่ายเทพลังงานของรังสี

ไปสู่โครงสร้างโมเลกุลของวัสดุ ความร้อนที่เกิดขึ้นจะท าให้โครงสร้างผลึกของเซลลูโลสเกิดการ
เปลี่ยนแปลง ช่วยก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ตลอดจนช่วยเพิ่มการท างานของเอนไซม์ได้ดีขึ้น 
(ณัฐธิดา, 2557) 

 2.6.3.3 การระเบิดด้วยแอมโมเนีย (Ammonia fiber explosion, AFEX)  
เป นการใช้แอมโมเนียเหลวร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า  โดยท าให้ชีว

มวลสัมผัสกับแอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิปานกลาง (60-120 องศาเซลเซียส) ภายใต้ความดันสูง 
(1.72-2.06 เมกะพาสคาล) เป นเวลา 30 นาที กลไกการปรับสภาพด้วยวิธีนี้ท าให้ของเหลวเกิด
สภาวะเป นกรด ท าให้เกิดการย่อยสลายเกิดขึ้นโดยเฉพาะเฮมิเซลลูโลส (Puri and Mamers, 1983; 
Kumar et al., 2009) อย่างไรก็ตาม วิธีนี้ไม่เหมาะกับวัสดุที่มีลิกนินสูง และยังเป นวิธีที่มีค่าใช้จ่าย
สูงกว่าวิธีการระเบิดด้วยไอน้ าอีกด้วย (Cheng, 2009) 

2.6.3.4 การระเบิดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ (Carbondioxide explosion)  
วิธีการนี้ใช้คาร์บอนไดออกไซด์จากกรดคาร์บอนิกในการเพิ่มอัตราการ

ย่อยสลายขั้นต่อไป (ปฐมา และคณะ, 2551) โดยโมเลกุลที่มีขนาดเล็กของแก๊สสามารถแทรกซึม
ผ่านรูพรุนของโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสได้ ข้อดีของวิธีการนี้คือไม่เกิดความเป นพิษ และไม่ท า
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ให้ติดไฟ ซึ่งวิธีการนี้ได้ผลผลิตต่ ากว่าการใช้ไอน้ าหรือแอมโมเนีย แต่ไม่เกิดสารยับยั้งที่เป นพิษ
ต่อการหมัก (Mood et al., 2013) 

2.6.3.5 การย่อยเปียก (Wet oxidation)  
โดยใช้ออกซิเจน และอากาศเป นตัวกลางในการท าปฏิกิริยา นิยมใช้ถัง

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

2.6.4 การปรับสภาพทางชีวภาพ (Biological pretreatment)  
  เป นการใช้จุลินทรีย์ปรับสภาพของวัตถุดิบเพื่อท าลายเนื้อเยื่อของเซลลูโลส เช่น 

ราสีน้ าตาล (brown-rot fungi) จะย่อยเซลลูโลส ส่วนราสีขาว (white-rot fungi) และราผุอ่อน (soft-
rot fungi) จะย่อยลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ราขาวซึ่งจัดอยู่ใน Class Basidiomycetes เป นตัวเลือกที่
ดีที่สุดในการปรับสภาพทางชีวภาพ สามารถผลิตเอนไซม์ที่ท างานภายนอกเซลล์ (extracellular 
enzyme) หลายชนิด ซึ่งเอนไซม์เหล่านี้สามารถย่อยสลายโครงสร้างลิกนินได้  (Singh et al., 2014) 
ข้อดีของกระบวนการนี้ คือ สามารถท าได้ในสภาวะปกติ ใช้พลังงานน้อย ไม่ใช้สารเคมีใน
กระบวนการ ท าให้เป นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมและมีค่าใช้จ่ายต่ า  แต่กระบวนการปรับสภาพทาง
ชีวภาพต้องอาศัยเวลานาน เนื่องจากสภาวะที่ใช้ไม่รุนแรง อัตราการย่อยสลายค่อนข้างต่ า ใช้พื้นที่
ในการผลิตมาก จึงไม่ค่อยเหมาะสมในการน ามาใช้จริง (สุภาวด,ี 2557) 

มีการรายงานถึงการเตรียมกากมันส าปะหลังโดยวิธีทางชีวภาพซึ่งอาศัยครูด
เอนไซม์เซลลูเลส จากเชื้อรา Trichoderma reesei เพื่อเปลี่ยนเซลลูเลสในกากมันให้กลายเป น
น้ าตาล จากนั้นจึงใช้ยีสต์มาหมักน้ าตาลให้เป นเอทานอล (ผ่องศรี และคณะ, 2550) วิธีการนี้มีข้อดี 
คือ ใช้พลังงานต่ าภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง ไม่ก่อให้เกิดสารยับยั้งต่อการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ 
และไม่เป นพิษต่อสิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตามอัตราการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์นั้นใช้เวลานานมาก 
(สุขใจ, 2554) 

 

2.7 การย่อยสลาย 
การย่อยสลายหรือไฮโดรไลซิส คือ การย่อยสายพอลิเมอร์ทั้งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส

ให้สั้นลงกลายเป นน้ าตาลอิสระก่อนที่จะน าไปหมักเป นเอทานอลโดยใช้กรด ด่าง หรือเอนไซม์
เป นตัวเร่งปฏิกิริยา ซึ่งการย่อยสลายสามารถท าให้โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลสเปลี่ยนไปเป น
น้ าตาลไซโลส แมนโนส กาแลคโตส และกลูโคส ส่วนเซลลูโลสเปลี่ยนไปเป นกลูโคส (Palmqvist 
and Hahn- Hägerdal, 2000) โดยผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยอย่างสมบูรณ์คือกลูโคส ดังสมการ (1) 
(สิริวรรณ, 2554)  
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(C6H10O5)n + nH2O                           nC6H10O6                                             (1) 
 

ในปัจจุบันการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่นิยมใช้ในการวิจัยเพื่อผลิตเอทานอลมี 2 
วิธี คือ 

2.7.1 การย่อยสลายด้วยกรด (Acid hydrolysis)  

   เป นวิธีที่ท าได้ง่ายและค่าใช้จ่ายไม่สูง ในการย่อยสลายวัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลส สามารถแบ่งได้เป น 2 วิธีตามชนิดของกรดที่ใช้ ดังนี้  
   2.7.1.1 การใช้กรดเข้มข้น (Concentrated acid hydrolysis) เช่น กรดไฮโดรคลอ
ริก หรือกรดซัลฟูริกเข้มข้น โดยปกติใช้ความเข้มข้นของกรดประมาณ 10–30 % กระบวนการนี้
สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเซลลูโลสไปเป นกลูโคสได้อย่างอย่างรวดเร็ว แต่ด้วยสภาวะการ
ย่อยที่รุนแรงของวิธีนี้ท าให้เกิดการผุกร่อนของเคร่ืองมือ และจ าเป นต้องของการก าจัดกรดออก
จากน้ าตาลก่อนน าไปใช้  
   2.7.1.2 การใช้กรดเจือจาง (Diluted acid hydrolysis) นิยมใช้กรดซัลฟิวริกซึ่ง
เป นกรดที่ใช้กันอย่างกว้างขวาง เป นวิธีเก่าแก่ที่นิยมใช้เพื่อปรับสภาพวัสดุลิกโนเซลลูโลส กรดที่
ใช้แล้วจ าเป นต้องท าให้เป นกลางด้วยปูนขาวหรือแคลเซียมคาร์บอเนตก่อนน ากลับมาใช้ใหม่  
(ชัชนันท์ และเฉลิม, 2555) โดยทั่วไปการย่อยด้วยกรดเจือจางนี้มักใช้ร่วมกับสภาวะที่มีอุณหภูมิ
และความดันสูง แต่มักก่อให้เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงคือสารอนุพันธ์ฟูแรนซึ่งจะไปขัดขวางการย่อย
สลายโครงสร้างของวัสดุไปเป นน้ าตาลได้น้อยลง มากกว่านั้นยังมีฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์
และการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ อีกทั้งส่งผลต่อการผลิตเอทานอลอีกด้วย (Balat, 2011)  

2.7.2 การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (Enzymatic hydrolysis)  
 เป นการใช้เอนไซม์ในการย่อยสลายสายวัสดุลิกโนเซลลูโลสให้กลายเป นน้ าตาล

โดยอาศัยเอนไซม์ที่ได้มาจากเชื้อราและแบคทีเรีย ด้วยองค์ประกอบในโครงสร้างของวัสดุลิกโน
เซลลูโลสที่มีความแตกต่างกันจ าเป นต้องใช้เอนไซม์หลายชนิดเพื่อให้เกิดความจ าเพาะเจาะจงต่อ
สับเตรทในการท าปฏิกิริยาสูง จึงท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความบริสุทธิ์สูง และยังไม่ท าให้เกิดการผุ
กร่อนของเคร่ืองมือ (ธีรภัทร, 2551) อย่างไรก็ตามโครงสร้างของวัสดุประเภทนี้ท าให้เกิดการ
ขัดขวางการย่อยสลายโดยเอนไซม์จึงมักใช้เวลานานในการย่อย  เอนไซม์ที่ใช้ในปฏิกิริยาย่อย
สลาย คือ เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) เป นเอนไซม์ที่ได้จากรา Trichoderma viride โดยแบ่งกลุ่ม
ของเอนไซม์ได้ 3 ชนิด ที่ท างานร่วมกัน (สิริวรรณ, 2554; ศุภรินทร์, 2553) ดังนี ้

2.7.2.1 เอ็นโดกลูคาเนส (Endoglucanase) ท าหน้าที่ย่อยสลายเซลลูโลสให้
เปลี่ยนเป นเซลโลไบโอส โดยตัดพันธะ β-1,4 glycosidic แบบสุ่มภายในสาย ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือโอ
ลิโกแซคคาไรด์ 
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2.7.2.2 เอ็กโซกลูคาเนส (Exoglucanase) ท าหน้าที่ย่อยสลายเซลลูโลส โดยจะ
ย่อยสลายจากทางด้านปลาย non-reducing ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือเซลโลไบโอส 

2.7.2.3 เบต้า-กลูโคสิเดส (β-Glucosidase) ท าหน้าที่ย่อยโอลิโกแซคคาไรด์ และ
เซลโลไบโอสให้เปลี่ยนเป นกลูโคส 

 

2.8 กระบวนการหมกัเอทานอล 
กระบวนการผลิตเอทานอลแบ่งเป น 2 วิธี  ได้แก่  (1) กระบวนการสังเคราะห์เคมี 

(Chemical synthesis) ซึ่งใช้เอทีลีน (C2H4) เป นวัตถุดิบ และ(2) กระบวนการหมัก (Fermentation) 
โดยใช้จุลินทรีย์เปลี่ยนน้ าตาลไปเป นเอทานอล (ศุภรินทร์, 2553) ด้วยกระบวนการสังเคราะห์ทาง
เคมีมีราคาต้นทุนวัตถุดิบที่สูง และมีกระบวนการผลิตค่อนข้างยุ่งยาก พร้อมทั้งในปัจจุบันมีการ
พัฒนาเทคโนโลยีการหมักมากขึ้นจึงหันมาใช้วิธีนี้ในการผลิตเอทานอลซึ่งอาศัยกิจกรรมของ
จุลินทรีย์แทน โดยจุลินทรีย์ที่นิยมใช้มากที่สุดนั่นก็คือยีสต์ 

ขั้นตอนการหมักเป นกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกิดจากการท างานของเชื้อ
ยีสต์ในการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคส ภายใต้สภาพที่ปราศจากออกซิเจนหรือมีออกซิเจนเพียงเล็กน้อย
ให้เป นแอลกอฮอล์ ในสภาวะที่มีออกซิเจน (aerobic) ยีสต์จะมีการใช้น้ าตาลกลูโคสในการหายใจ 
ส าหรับการเจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนเซลล์ ส่วนในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (anaerobic) ยีสต์จะ
สร้างเอทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ และพลังงานจากการน าน้ าตาลกลูโคสเข้าสู่เซลล์ผ่านวิถีเอมบ์
เดน-ไทเยอร์ฮอฟ (embden-Meyerhof pathway) หรือวิถีไกลไลซีส (glycolysis pathway) (จิรศักดิ์, 
2551) ตามทฤษฎีแล้ว น้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล สามารถเปลี่ยนไปเป นเอทานอลได้ 2 โมเลกุล คิด
เป น 51.11 % โดยน้ าหนัก และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 2 โมเลกุล คิดเป น 48.89 % โดยน้ าหนัก 
ดังสมการ (2) (กล้าณรงค์ และคณะ, 2548) แต่ในทางปฏิบัติปริมาณเอทานอลจะได้ต่ ากว่านี้ 
เน่ืองจากน้ าตาลส่วนหน่ึงถูกน 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 เร่ิมต้นของ
อาหาร อุณหภูมิ และการปรับสภาพวัตถุดิบที่ใช้ในการหมัก (พงษ์ศักดิ์, 2552) เนื่องจากปัจจัย
ส าคัญเหล่านี้มีส่วนเกี่ยวข้องต่อการเจริญเติบโตของเชื้อยีสต์ และการหมักเอทานอล โดยทั่วไป
กระบวนการหมักเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสมี 2 วิธีการ คือ กระบวนการหมัก
แบบ Separate hydrolysis and fermentation (SHF) หมายถึงการหมักเอทานอล โดยการย่อยสลาย

Fermentation   
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ให้เป นน้ าตาลแยกจากการหมัก ซึ่งมีหลายขั้นตอน ต้องท าในถังปฏิกรณ์มากกว่า 1 ถัง ท าให้ต้อง
ใช้เวลาเพิ่มขึ้น และบางกรณีอาจให้ผลผลิตต่ ากว่า และกระบวนการหมักแบบ Simultaneous 
saccharification and fermentation (SSF) หมายถึงการหมักเอทานอลโดยการย่อยสลายให้เป น
น้ าตาลควบคู่กับการหมักวิธีนี้จะท าให้เป นน้ าตาล และเกิดการหมักในถังปฏิกรณ์เดียวกันสามารถ
แก้ไขข้อเสียจากวิธีการแรกได้  

เวสารัช และคณะ (2557) ศึกษาการการใช้ประโยชน์จากปอคิวบา (Hibiscus cannabisnus 
L.) เพื่อใช้ในการผลิตเอทานอลโดยใช้ยีสต์ S. cerevisiae TISTR5019 และเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล 2 วิธี คือ กระบวนการหมักแบบ SHF และ SSF พบว่า 
กระบวนการหมักแบบ SSF มีความสามารถในการผลิตมากกว่า SHF โดย SSF ให้ปริมาณเอทา
นอลที่เกิดขึ้นสูงสุด และอัตราผลผลิตเอทานอล เท่ากับ 7.66 กรัมต่อ 100 กรัมของสารตั้งต้น และ 
0.07 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ส่วนการหมักด้วยวิธีการหมักแบบ SHF ให้ปริมาณเอทา
นอลที่เกิดขึ้นสูงสุด และอัตราผลผลิตเอทานอล เท่ากับ 1.70 กรัมต่อ 100 กรัมของสารตั้งต้น และ 
0.01 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ  

กล้าณรงค์ และคณะ (2548) ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากมันส าปะหลังโดย
อาศัยกระบวนการหมักที่มีการย่อยแป้งให้เป นน้ าตาล และหมักแบบ SSF โดยน าน้ าเชื่อมที่ผ่าน
การย่อยคร้ังแรกด้วยเอนไซม์อะไมเลสมาผสมกับเอนไซม์กลูโคอะไมเลสพร้อมกับเชื้อยีสต์ ซึ่ง
กระบวนการ SSF สามารถลดระยะเวลาการหมักได้เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการหมักแบบ
ดัง้เดิม (Conventional Fermentation) 

เมื่อสิ้นสุดกระบวนหมักแล้ว เอทานอลที่ได้จะถูกน าไปกลั่นเพื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอทา
นอล เนื่องจากเอทานอลที่ได้จากกระบวนการหมักมีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 8-12 %โดยปริมาตร 
และการน าเอทานอลไปใช้เป นเชื้อเพลิงนั้นจ าเป นต้องแยกเอทานอลให้ได้ความบริสุทธิ์ถึง 99.5 % 
โดยปริมาตร อย่างไรก็ตามการกลั่นที่ความดันบรรยากาศจะได้เอทานอลเพียง 95 % โดยปริมาตร 
ดังนั้นจ าเป นต้องใช้เทคนิคอ่ืนๆ มาช่วยแยกน้ าออกจากเอทานอลให้มีความบริสุทธิ์มากขึ้น เช่น 
กระบวนการแยกด้วยเมมเบรน หรือกระบวนการแยกโดยการให้เอทานอลไหลผ่านวัสดุที่มีรูพรุน
สูง (วิธีโมเลคูลาซีฟ) (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์แห่งประเทศไทย, 2551) 

ส าหรับการผลิตเอทานอลจากผลพลอยได้ทางการเกษตรนั้นจ าเป นต้องมีการเพิ่มแหล่ง
ไนโตรเจน วิตามิน และแร่ธาตุที่จ าเป นให้แก่ยีสต์ โดยแหล่งไนโตรเจนมีความจ าเป นส าหรับการ
สังเคราะห์กรดอะมิโน พิวรีน ไพริมิดีน คาร์โบไฮเดรตบางชนิด ลิปิด เอนไซม์ โคแฟกเตอร์และ
สารชนิดอ่ืนๆ แหล่งไนโตรเจน ได้แก่ เกลืออนินทรีย์ เช่น แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียม
ไนเตรต (NH4NO3) และสารประกอบอินทรีย์อ่ืนๆ เช่น เพปโตน และยีสต์สกัด (yeast extract) (สุข
ใจ, 2554) อย่างไรก็ตาม มีงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการหาสูตรสารอาหารที่เหมาะสมส าหรับยีสต์เพื่อ
ใช้ในการผลิตเอทานอลซึ่งมีหลายสูตรด้วยกัน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับวัตถุดิบที่ได้ เลือกใช้และ
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วัตถุประสงค์ของงาน งานวิจัยของ Alfenore et al. (2002) รายงานว่า การเติมวิตามินร่วมหลาย
ชนิด จะส่งผลต่อการเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของยีสต์ และให้ผลได้เอทานอลเพิ่มขึ้น 
 

2.9 สารยบัยั้งทีเ่กดิขึน้ในระหว่างกระบวนการย่อยสลายด้วยกรดร่วมกบัการใช้ความ
ร้อน 

การปรับสภาพวัตถุดิบที่เป นผลพลอยได้จากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง (กากหรือ
เปลือก) สามารถเตรียมได้โดยการไฮโดรไลซ์ด้วยกรดเจือจางร่วมกับการให้ความร้อน 
(Srinorakutara et al., 2006; กัลยา และคณะ, 2548; Agu et al., 1997) กรดจะเข้าไปท าปฏิกิริยา
สลายพันธะ β-1,4 glycosidic ของโครงสร้างที่ซับซ้อนของเซลลูโลสให้แตกออก ท าให้เกิดการ
ปลดปล่อยน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวมากขึ้น เช่น กลูโคส กาแลคโตส แมนโนส ไซโลส และอะราบิโนส 
ซึ่งเป นผลิตภัณฑ์หลัก ยิ่งไปกว่านั้นยังมีผลิตภัณฑ์พลอยได้อ่ืนๆ ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงหรือ
สลายตัวของโครงสร้างวัสดุเองหรือน้ าตาลรีดิวซ์ไปเป นสารประกอบอ่ืนได้อีก ดังแสดงในภาพที่ 
2.9 และยังท าให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้มีค่าน้อยลง (สิริวรรณ, 2554) 

 

 
ภาพที ่2.9 ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากกระบวนการย่อยสลายวัตถุดิบจ าพวกลิกโนเซลลูโลสภายใต้สภาวะ 
                 ที่เป นกรด (Jönsson and Martín, 2016) 
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อย่างไรก็ตาม สารประกอบบางตัวที่เกิดขึ้นในระหว่างการเตรียมวัตถุดิบพวกลิกโน
เซลลูโลสโดยใช้ความร้อนสูงภายใต้สภาวะที่มีความเป นกรดร่วมด้วยนั้นส่งผลให้เกิดการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อยีสต์เกิดขึ้น (Parajó et al., 1998) ได้แก่ เฟอฟิวรัล 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล 
กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิก (Larsson et al., 1999) (ตารางที่ 2.2) การเกิดสารยับยั้ง
เหล่านี้ในรูปของสารผสม พบว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์โดยลดประสิทธิภาพ
การใช้น้ าตาล และการหมักเอทานอลได้มากกว่าการเกิดสารยับยั้งเพียงชนิดใดชนิดหนึ่ง (Mussatto 
and Roberto, 2004; Palmqvist et al., 1999b)  
 
ตารางที ่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 
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ตารางที ่2.2 (ต่อ) 

กลุ่มของสารยับยั้ง ตัวอย่างสารยับยั้ง 
Phenolic compounds 

 

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

R1 = OH, R2 = H Hydroquinone 
 

 

 
R1 = COOH Cinnamic acid 

ที่มา: Almeida et al. (2007) 

 
ปริมาณและชนิดสารยับยั้งที่เกิดขึ้นนั้นขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบ และกระบวนการที่ใช้

ย่อยสลายวัตถุดิบ โดยแบ่งสารพิษออกเป น 4 ประเภทตามแหล่งก าเนิด (Mussatto and Roberto, 

2004)  ดังนี้  

2.9.1 สารยบัยั้งทีเ่กดิจากการสลายตัวของน า้ตาล 
ในระหว่างการย่อยสลาย น้ าตาลกลุ่มเพนโทสถูกสลายไปเป นผลิตภัณฑ์อ่ืนโดย

กระบวนการดีไฮเดรชั่น (dehydration) ต่อได้เป นเฟอฟิวรัล ซึ่งสามารถยับยั้งอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของเชื้อ และผลได้มวลเซลล์ ส่วนการสลายตัวของน้ าตาลกลุ่มเฮกโซสสามารถเกิดเป นสาร
ยับยั้งได้เช่นกัน คือ 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล ซึ่งมีอิทธิพลในการยับยั้งได้เช่นเดียวกับเฟอ
ฟิวรัล แต่มีความเป นพิษน้อยกว่า อย่างไรก็ตามในสารละลายหลังการย่อยมักพบสารยับยั้งชนิดนี้
ในปริมาณมากกว่าเฟอฟิวรัล (Almeida et al., 2007) ทั้งนี้เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอ
ฟิวรัลสามารถสลายไปเป นกรดฟอร์มิก ส่วน 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล ยังสามารถสลายไป
เป นกรดลีวูลินิกอีกด้วย  

2.9.2 สารยบัยั้งทีเ่กดิจากการสลายตัวของลกินิน 
ผลิตภัณฑ์ที่ เ กิ ดขึ้ นจากการย่ อยสลายโครงส ร้างลิกนินส่ วนใหญ่  คื อ

สารประกอบฟีนอลิก โดยสารประกอบนี้ที่มีมวลโลกุลต่ าจะมีความเป นพิษต่อกระบวนการหมัก
มากที่สุด (Ando et al., 1986) Parajó et al. (1998) รายงานว่าผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการสลายตัวของ
ลิกนินมีความรุนแรงต่อเชื้อจุลินทรีย์มากกว่าเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล แม้จะ
พบในปริมาณต่ าก็ตาม 

2.9.3 สารยบัยั้งทีม่าจากองค์ประกอบของลกิโนเซลลูโลส 
สารยับยั้งในกลุ่มนี้ ได้แก่ กรดอะซิติก (acetic acid) ซึ่งได้จากการย่อยสลายของ

หมู่อะซิติลที่พบในเฮมิเซลลูโลส และสารแทรกที่อยู่องค์ประกอบภายนอกในวัสดุลิกโนเซลลูโลส 
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เช่น เรซิน (resin) แทนนิก (taninic) และ เทอร์ฟีน (terpene) โดยสารแทรกที่เกิดขึ้นนั้นมีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์น้อยกว่าอนุพันธ์จากการสลายโครงสร้างลิกนินหรือกรดอะซิติก  

2.9.4 ไอออนของโลหะหนัก 
ไอออนของโลหะหนัก ได้แก่ เหล็ก โครเมียม นิกเกิล และทองแดง ที่เกิดจากการ

กัดกร่อนของอุปกรณ์ที่ใช้ในกระบวนการย่อยด้วยกรด มีผลท าให้เกิดการยับยั้งเอนไซม์ในเมตาบอ
ลิซึมและกิจกรรมของเชื้อจุลินทรีย์ส าหรับการหมัก (Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000) 

 

2.10 กลไกการยบัยั้งของสารยบัยั้ง 
2.10.1 อนุพนัธ์ฟูแรน (furan derivatives) 

สารยับยั้งจากอนุพันธ์ฟูแรน เช่น 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล และเฟอฟิวรัล 
จะไปท าให้การผลิตชีวมวล อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และการผลิตเอทานอลของเชื้อน้อยลง 
และยังส่งผลให้ระยะปรับตัวนานขึ้น นอกจากนี้เฟอฟิวรัลสามารถเปลี่ยนไปเป นเฟอฟิวริล
แอลกอฮอล์ (furfuryl alcohol) ซึ่งส่งผลต่อการเจริญของเชื้อเช่นกัน ระดับความเป นพิษขึ้นอยู่กับ
ความเข้มข้นของสารยับยั้งและสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมัก Roberto et al. (1991a) รายงาน
ว่า ความเข้มข้นของเฟอฟิวรัลในปริมาณต่ าส่งผลดีต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ Pichia stipites ที่ใช้
ในการหมักเอทานอล แต่เมื่อความเข้มข้นมากกว่า 2 กรัมต่อลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ได้เกือบสมบูรณ์ นอกจากนี้ Liu et al. (2004) ท าการศึกษาผลของการใช้สารยับยั้งทั้ง 2 ชนิดนี้
ร่วมกัน พบว่ามีผลต่อการเจริญของเชื้อยีสต์มากกว่าการมีสารยับยั้งเพียงชนิดใดชนิดหน่ึง  

กลไกการยับยั้งเกิดจากสารทั้ง 2 ชนิดนี้เหมือนกัน คือ ไปยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์

แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) ไพรูเวทดีไฮโดรจีเนส (pyruvate 
dehydrogenase) และแอลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) รวมทั้งเอนไซม์ และโค
แฟคเตอร์ในวิถีไกลโคไลซีส เฟอฟิวรัลยังสามารถท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของแวคิวโอล และไมโต
คอนเดรียได้อีกด้วย โดยทั่วไปอธิบายกลไกการยับยั้งของสารชนิดนี้ว่า ยีสต์จ าเป นต้องลดการใช้ 
ATP และNAD(P)H ภายในเซลล์ รวมทั้งยับยั้งการท างานของเอนไซม์และการใช้โคแฟคเตอร์เพื่อ
ซ่อมแซมการท าลายที่เกิดขึ้น (Almeida et al., 2007) 

2.10.2 กรดอ่อน (weak acids)  
กรดอ่อนที่เกิดขึ้นในกระบวนการย่อยสลาย ได้แก่ กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และ

กรดลีวูลินิก ท าให้เกิดการยับยั้งจุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมักโดยไปลดการผลิตชีวมวล และเอทานอล 
นอกจากนี้มีการรายงานว่า กรดอ่อนท าให้ลดการดูดซึมของกรดอะมิโนในอาหารท าให้เกิดการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต์ (Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Almeida et al., 2007) 
กระบวนการยับยั้งของกรดอ่อนประกอบไปด้วยกลไก 2 ขั้นตอน คือ การแตกตัว และการสะสม
ประจุลบภายในเซลล์ มีรายงานว่า กรดอ่อนที่มีความเข้มข้นเท่ากันมีความเป นพิษต่างกันเนื่องจาก
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ความสามารถในการแพร่เข้าไปในเซลล์ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ และความเป นพิษของประจุลบในกรด
อ่อนแต่ละชนิดแตกต่างกัน  

กรดอ่อนที่เกิดขึ้นในสารละลายจะอยู่ในรูปไม่แตกตัว เมื่อแพร่เข้าไปในไซ
โทพลาสซึมของเซลล์ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์แล้วจะเกิดการแตกตัวของกรด ค่า pH ภายในเซลล์จึงลดลง 
ดังนั้นกระบวนการปรับสภาวะให้เป นกลางภายในเซลล์จ าเป นต้องอาศัยการท างานของ ATPase 
ในเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อขับโปรตอนออกนอกเซลล์ เป นผลให้เซลล์ผลิตชีวมวลได้น้อยลง อย่างไรก็
ตามกรดอ่อนที่ความเข้มข้นต่ าจะช่วยส่งเสริมการผลิตเอทานอลได้ดีขึ้น โดยเชื่อว่าที่จะไปกระตุ้น
การท างานของ ATPase และขับโปรตอนมากขึ้น ท าให้ ATP เพิ่มขึ้น จึงสามารถรักษาระดับค่า pH 
ภายในเซลล์ได้ แต่เมื่อความเข้มข้นของกรดมากขึ้น ท าให้เซลล์ขาดความสามารถในการขับ
โปรตอน ปริมาณ ATP ในไซโทพลาสซึมของเซลล์จึงหมดไป จึงเกิดความเป นกรดขึ้น ส่งผลให้
การผลิตเอทานอลน้อยลงด้วย  

2.10.3 สารประกอบฟีนอลกิ (phenolic compounds) 
สารประกอบฟีนอลิ กสามารถยับยั้ งกระบวนการหมักได้  โดยพบว่ า

สารประกอบฟีนอลิกที่มีมวลโมเลกุลต่ ามีฤทธิ์ยับยั้งในกระบวนการหมักมากกว่าสารประกอบฟี
นอลิกที่มีมวลโมเลกุลสูง เนื่องจากสารที่มีมวลโมเลกุลต่ าสามารถแทรกอยู่ในโครงสร้างของเยื่อ
หุ้มเซลล์ได้ ท าให้เซลล์สูญเสียความแข็งแรง และยังไปมีผลต่อการควบคุมการเข้าออกของสาร
และเอนไซม์ต่างๆ มีผลท าให้การเจริญเติบโตและดูดซึมน้ าตาลโดยเชื้อจุลินทรีย์ลดลง นอกจากนี้
ต าแหน่งของหมู่แทนที่พารา (para-) ออโธ (ortho-) และ เมตา (meta-) ในสารประกอบก็มีส่วนท า
ให้เกิดความเป นพิษได้เช่นกัน (Mussatto and Roberto, 2004; Almeida et al., 2007) กลไกการ
ยับยั้งจากอนุพันธ์ฟูแรน กรดอ่อน และสารประกอบฟีนอลิกที่เกิดขึ้นในเซลล์ของยีสต์ ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.10 
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ภาพที ่2.10 กลไกการยับยั้งทีเ่กิดขึ้นในเซลล์ของยีสต์ S. cerevisiae จากอนุพันธ์ฟูแรน กรดอ่อน  

        และสารประกอบฟีนอลิก (Almeida et al., 2007) 
 

2.11 การลดความเป็นพษิของสารยบัยั้งทีเ่กดิระหว่างกระบวนการเตรียมวตัถุดิบ 
 เนื่องจากกระบวนการเตรียมวัตถุดิบก่อให้เกิดสารยับยั้งการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้

ซึ่งส่งผลต่อความเข้มข้นของเอทานอลที่เกิดขึ้น จึงจ าเป นต้องมีการปรับสภาพสับสเตรทจากที่ได้
หลังการย่อยเพื่อลดความเป นพิษจากสารยับยั้งดังกล่าวให้เหมาะต่อระบบเมตาบอลิซึมของเชื้อ 
และเพื่อที่จะเพิ่มศักยภาพการผลิตเอทานอลในยุคที่สองให้ทัดเทียมกับยุคแรกได้ สิ่งที่จ าเป นต้อง
ทราบก่อนที่จะเลือกวิธีการลดความเป นพิษของสารยับยั้ง คือ ประเภทของสารยับยั้งที่เกิดขึ้น 
(Fernandes et al., 2012) แนวทางที่จะลดความเข้มข้นของสารยับยั้ง มีดังนี้ (1) ป้องกันการเกิดสาร
ยับยั้งในระหว่างกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ (2) การลดความเป นพิษก่อนจะเข้าสู่กระบวนการหมัก 
(3) การพัฒนาเชื้อจุลินทรีย์ให้สามารถทนต่อสารยับยั้งนั้นๆได้ และ (4) เปลี่ยนสารพิษให้เป น
ผลิตภัณฑ์อื่นที่ไม่รบกวนระบบเมตาบอลิซึม (Taherzadeh et al., 2000b)  

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

2.11.1 วธีิทางชีวภาพ  
เป นการใช้เอนไซม์ที่มีความจ าเพาะ หรือการใช้จุลินทรีย์ในการลดความเป นพิษ

ของสารยับยั้งที่เกิดขึ้นเป นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ เป นกระบวนการที่เป นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
อีกทั้งความต้องการพลังงานที่ใช้ในระบบต่ า อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีข้อจ ากัดที่ต้องอาศัยเวลาในการ
เกิดปฏิกิริยา และอาจมีการสูญเสียของน้ าตาลเกิดขึ้น (Yang and Wyman, 2008)  

  2.11.1.1 การปรับสภาพเช้ือ  
   การปรับสภาพของเชื้อจุลินทรีย์ให้ทนต่อสภาพแวดล้อมในสารละลาย 

หรือสารยับยั้งที่เกิดจากการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสเป นอีกแนวทางหนึ่งที่จะช่วยปรับปรุงผลได้
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ของผลิตภัณฑ์ (Silva and Roberto, 2001) เช่น ในการศึกษาการพัฒนาเชื้อ P. stipitis, C. shehatae 
และ P. tanophillus ให้ทนต่อสารยับยั้ง โดยการเลี้ยงในอาหารที่มีการเพิ่มความเข้มข้นของสาร
ยับยั้งตามล าดับ วิธีการนี้สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลภายใต้สภาวะที่มีส ารยับยั้ง
ได้ดีขึ้น (Tomás-Pejó et al., 2010; Zhu et al., 2009; Martín et al., 2007) 

Silva and Roberto (2001) ศึกษาการปรับสภาพเชื้อ C. guilliermondii ใน
สารละลายที่ได้จากการย่อยสลายฟางข้าว เพื่อใช้ในการผลิตไซลิทอล (xylitol) พบว่ากระบวนการ
ดังกล่าวนั้นได้ผลดี และมีค่าใช้จ่ายไม่สูง 

Pornpukdeewattana et al. (2014) ท าการปรับสภาพเชื้อ S. cerevisiae 
SC90 ในสารละลายกากมันส าปะหลังที่มีความเข้มข้นต่างๆ โดยพบว่าเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพให้
ผลได้เอทานอลสูงกว่าเชื้อที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ 

  2.11.1.2 การใช้เช้ือจุลนิทรีย์ในการลดความเป็นพษิ  
กระบวนการนี้ท าโดยเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ในสารละลายที่ได้จากการย่อย

สลายลิกโนเซลลูโลส เพื่อให้จุลินทรีย์นั้นลดความเป นพิษของสารยับยั้งโดยการเปลี่ยนโครงสร้าง
ทางเคมีของสารนั้นๆ (López et al., 2004) กระบวนการนี้จะช่วยประหยัดค่าใช้จ่ายของ
กระบวนการผลิตเอทานอล โดยอาศัยเชื้อจุลินทรีย์พวกยีสต์ รา แบคทีเรียที่ไม่ผ่าน หรือผ่านการ
ดัดแปลงพันธุกรรมที่มียีนแลกเคส (laccase) หรือเพอรอกซิเดส (peroxidase) 

Nichols et al. (2008) พบว่าเชื้อ Coniochaeta ligniaria NRRL30616 
สามารถเมตาโบไลท์เฟอฟิวรัล ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล สารอะโรมาติก และแอลดีไฮด์ ที่มีอยู่
ในสารละลายที่ได้จากการย่อยสลายซังข้าวโพด  

Okuda et al. (2008) ใช้เชื้อ Ureibacillus thermosphaericus ลดความเป น
พิษในสารละลายที่ได้จากการย่อยสลาย waste house wood การศึกษาพบว่าเชื้อนี้สามารถย่อยเฟอ
ฟิวรัล และไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่มีอยู่ในสารละลายที่สังเคราะห์ขึ้น อีกทั้งยังสามารถย่อย
สารประกอบฟีนอลิกที่มีในสารละลายที่ได้จากการย่อยสลาย waste house wood โดยเชื้อนี้เจริญได้
อย่างรวดเร็ว และใช้น้ าตาลในระบบต่ ากว่า 5 %  

2.11.1.3 การใช้ High cell density ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลขึ้นอยู่กับ
ประสิทธิภาพการผลิตจ าเพาะโดยมวล (cell specific productivity) และความเข้มข้นมวลชีวภาพ มี
รายงานว่าการเติมหัวเชื้อจ านวนมาก (high cell mass inoculums) สามารถทนต่อสารยับยั้งใน
ระบบได้ (Purwadi et al., 2007) Brandberg et al. (2007) เสริมว่า การควบคุมระบบให้มีเชื้อเร่ิมต้น
จ านวนมากจะท าให้ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลสูงขึ้น  อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยังไม่ได้รับความ

สนใจในระดับโรงงาน (Jönsson et al., 2013) 
2.11.1.4 การใช้เอนไซม์ในการลดความเป็นพิษ  นิยมใช้เอนไซม์ laccase และ 

peroxidase ที่ผลิตจากเชื้อราสีขาวในการลดปริมาณสารยับยั้งจากสารประกอบฟีนอลิกที่เกิดขึ้น
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โดยไปท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดทีฟพอลิเมอไรเซชัน (oxidative polymerization) (Chandel et al., 
2011) 

Jõnsson et al. (1998) รายงานผลของการลดสารพิษในสารละลายที่ได้
จากการย่อยสลายไม้ด้วยเอนไซม์ laccase และ peroxidase ที่ผลิตจากเชื้อรา Trametes versicolar 
โดยพบว่าเชื้อใช้น้ าตาลได้ดีขึ้น และมีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลที่สูงขึ้น เนื่องจากเอนไซม์
เหล่านี้ไปเปลี่ยนโครงสร้างของกรด และสารประกอบฟีนอลิก 

2.11.2 วธีิทางกายภาพ  
เช่น การใช้การระเหยแบบสุญญากาศ (vacuum evaporation) การสกัดของเหลว

ด้วยของเหลว (liquid-liquid extraction) และการสกัดของแข็งด้วยของเหลว (solid-liquid 
extraction) เป นต้น (Jönsson and Martín, 2016) Converti et al. (2000) รายงานว่า การลดความเป น
พิษของสารยับยั้งด้วยการระเหยแบบสุญญากาศ สามารถลดปริมาณสารประกอบที่ ระเหยง่ายใน
สารละลายที่ย่อยได้จากวัสดุลิกโนเซลลูโลส รวมทั้งกรดอะซิติก และเฟอฟิวรัล อย่างไรก็ตามวิธีนี้
จะท าให้สารประกอบที่ระเหยไม่ได้เพิ่มขึ้น เช่น สารแทรก และสารยับยั้งที่เกิดจากการสลายตัว
ของลิกนิน นอกจากนั้นการแยกโดยใช้เยื่อกรอง (membrane separation) เป นอีกวิธีหนึ่งในการ
ก าจัดสารยับยั้งกรดอะซิติกได้ (Chandel et al., 2011) 

2.11.3 วธีิทางเคมี  
เช่น การท าสารละลายให้เป นกลาง (neutralization) โดยปรับค่า pH ให้มี

ค่าประมาณ 6-7 ก่อนเข้าสู่ขั้นตอนการหมักโดยการเติมด่าง เช่น แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2) 
หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ซึ่งสามารถลดความเป นพิษที่เกิดขึ้นได้ ซึ่งการปรับสภาพ
สารละลายที่ได้หลังการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจางโดยการเติมปูนให้มากเกินพอ (overliming) 
โดยใช้แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2) หรือแคลเซียมออกไซด์ (CaO) (Yang and Wyman, 
2008) เป นวิธีที่มีประสิทธิภาพ มีค่าใช้จ่ายไม่สูง โดยทั่วไปมักเติมปูนจนกระทั่งสารละลายมีค่า pH 
ประมาณ 9-11 แล้วจะท าให้เกิดการตกตะกอนของแคลเซียมซัลเฟต (Mohagheghi et al., 2006) 
ทั้งนี้ยังช่วยในการก าจัดลิกนิน และเพิ่มปริมาณการผลิตเอทานอลได้อีกด้วย Chandel et al. (2011) 
รายงานว่า การใช้แคลเซียมไฮดรอกไซด์ช่วยก าจัดสารยับยั้งเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล 
เฟอฟิวรัลได้  

นอกจากนั้นการดูดซับสารยับยั้งยังมีอีกหลายวิธี ได้แก่ การใช้ถ่านกัมมันต์ 
(activated charcoal) ไดอะตอมมาเชียสเอิร์ธ (diatomaceous earth) และการใช้ระบบแลกเปลี่ยน
ไอออน (ion exchange resins) เป นต้น (Mussatto and Roberto, 2004) 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์ และวิธีการด าเนินงาน 

 
3.1 วตัถุดิบ 

 3.1.1 กากมนัส าปะหลงัสด ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก บริษทั โคว้ชัง่เอ๊ียะอุตสาหกรรม
แป้งมนัและสาคู จ  ากดั อ าเภอบางละมุง จงัหวดัชลบุรี  
 

3.2 เคร่ืองมอื และอปุกรณ์ 
3.2.1 กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง   Nikon, Japan   
3.2.2 เคร่ืองกวนผสมสาร (Overhead stirrer)  IKA รุ่น RW 20 digital, Germany 
3.2.3 เคร่ืองเขยา่สาร     New brunswick scientific รุ่น  

       Innova 2100 USA. 
3.2.4 เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ    N-Biotek รุ่น NB-205 VL, Korea 
3.2.5 เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  Shimadzu รุ่น Nexera, Japan 
3.2.6 เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง    Mettler toledo รุ่น Dragon3002,  
       USA. 
3.2.7 เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง    Sartorius รุ่น CPA3245, Germany 
3.2.8 เคร่ืองบดแบบแฮมเมอร์ (Hammer mill)      
3.2.9 เคร่ืองบ่มเช้ือ    Memmert, Germany 
3.2.10 เคร่ืองป่ันเหวีย่งตกตะกอน    Hettich รุ่น EBA20, Norway 
3.2.11 เคร่ืองป่ันเหวีย่งขนาดเล็ก                  Heraeus รุ่น Pico 21, Germany 
3.2.12 เคร่ืองป่ันเหวีย่งตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ  Eppendorf รุ่น 5804R, Germany 
3.2.13 เคร่ืองผสมละลาย (Vortex mixer)  Scientific industries รุ่น Vortex  
       genie2, USA. 
3.2.14 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง  Inolab PH level1, Germany 
3.2.15 เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง    Shimadzu รุ่น UV-1601 , Japan  
3.2.16 โถดูดความช้ืน (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             
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3.2.20 ตูเ้ข่ียเช้ือ      Bosstech รุ่น HBV120S, Thailand 
3.2.21 ตูอ้บลมร้อน     Heraeus, Germany 
3.2.22 ตูอ้บแหง้แบบถาด    Progress electronic, Thailand 
3.2.23 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ    Tomy รุ่น SS-325, Japan 
3.2.24 ฮีมาไซโตมิเตอร์     BOECO, Germany 
3.2.25 เคร่ืองแกว้ต่างๆ 

 
3.3 สารเคม ี

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 
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3.4 อาหารเลีย้งเช้ือ และส่วนประกอบทีใ่ช้ในการวเิคราะห์เช้ือจุลนิทรีย์ 

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 วธิีด าเนินงานวจิยั 

3.5.1. การเตรียมตัวอย่างกากมันส าปะหลงั 
น ากากมนัส าปะหลงัสดจากบริษทั โคว้ชั่งเอ๊ียะ อุตสาหกรรมแป้งมนัและสาคู 

จ  ากดั ไปอบดว้ยตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนกระทัง่กากมนัส าปะหลงัแห้ง น ามา
บดดว้ยเคร่ืองบดแบบแฮมเมอร์ แลว้ร่อนผา่นตะแกรงขนาด 40 mesh เก็บรักษาในภาชนะท่ีแห้ง
และปิดใหมิ้ดชิดท่ีอุณหภูมิหอ้งก่อนน าไปใช ้

 
3.5.2 เช้ือจุลนิทรีย์ 
  เช้ือยีสต์ S. cerevisiae สายพนัธ์ุ SC90 จากห้องปฏิบติัการคณะอุตสาหกรรม

เกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้คุณทหารลาดกระบงั โดยเล้ียงเช้ือบนอาหารวุน้เอียง YPD 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้ท าการเก็บรักษาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยมีการต่อเช้ือใหม่ทุก 1 เดือน เช้ือจุลินทรียอี์กส่วนหน่ึงเก็บรักษาในรูปสารแขวนลอย
เซลลใ์นสารละลายกลีเซอรอล 30 % ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส       
 

3.5.3 การเตรียมกล้าเช้ือยสีต์ 
  การเตรียมกลา้เช้ือยีสต ์S. cerevisae SC90 ดดัแปลงจาก Silva et al. (2011) และ 

Pornpukdeewattana et al. (2014) โดยท าการเข่ียกลา้เช้ือยีสตจ์ากอาหารวุน้เอียง YPD 1 ลูป ลงใน
อาหารเหลว YPD ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท าการเพาะเล้ียงบน
เคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น
ถ่ายกล้าเช้ือท่ีได้ลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 
มิลลิลิตร เพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง ท าการเตรียมกลา้เช้ือยีสตเ์ขม้ขน้ 50 % ก่อนน าไปใช ้โดยน ายีสตท่ี์เพาะเล้ียงไป
เหวี่ยงแยกเซลล์ดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 20 นาที แยกส่วนน ้ าหมกัเก็บไว ้แลว้เติมกลบัลงไปในเซลล์ยีสตด์ว้ยอตัราส่วนเช้ือยีสต์
ต่อน ้าหมกั 1:1 โดยน ้าหนกั แลว้ตรวจนบัปริมาณเช้ือโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

3.5.4 การย่อยกากมันส าปะหลงัด้วยกรดเจือจางร่วมกบัการให้ความร้อน 
การย่อยกากมนัส าปะหลงัโดยใช้กรดร่วมกบัการให้ความร้อนดดัแปลงจากวิธี

ของ Srinorakutara et al. (2006) ซ่ึงรายงานวา่ไดป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูง โดยชัง่กากมนัส าปะหลงั 
80 กรัม และเติมสารละลาย H2SO4 ความเขม้ขน้ 0.6 โมลาร์ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร (อตัราส่วนกาก
มนัส าปะหลงัต่อกรดเท่ากบั 1:10 (มวล/ปริมาตร)) น าไปย่อยท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ใน
หมอ้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือเป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นปล่อยให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง โดยแบ่งสารละลาย
ท่ีไดอ้อกเป็น 2 ส่วน คือ  

1) สารละลายท่ีไม่ก าจดัสารพิษ  
   น าสารละลายไปกรองกากมนัออกดว้ยผา้ขาวบาง ปรับค่า pH ให้เป็น

กลางเท่ากบั 5.5 ดว้ย NaOH ความเขม้ขน้ 10 โมลาร์ จากนั้นน าสารละลายท่ีย่อยไดไ้ปป่ันเหวี่ยง
เพื่อแยกตะกอนกากมนัออกท่ีความเร็วรอบ 9000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที เพื่อก าจดัตะกอนท่ีเกิดข้ึน 

2) สารละลายท่ีก าจดัสารพิษ 
   การก าจดัสารพิษในสารละลายออก (detoxification) ซ่ึงดดัแปลงจากวิธี

ของ Akaracharanya et al. (2011) โดยกรองกากมนัส าปะหลงัในสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย
กรดเจือจางออกดว้ยผา้ขาวบาง ปรับค่า pH ให้เท่ากบั 10 ดว้ยผง Ca(OH)2 ท  าการกวนต่อเป็น
ระยะเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นปรับค่า pH ให้เท่ากบั 5.5 ดว้ยกรด H2SO4 เขม้ขน้ แลว้น าไปป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 9000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เพื่อก าจดั
ตะกอนท่ีเกิดข้ึน 

น าสารละลายไปวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดดว้ยวิธีฟีนอล-ซลัฟิวริก (Dubois 
et al., 1956) วเิคราะห์องคป์ระกอบและปริมาณน ้าตาลแต่ละชนิดในสารละลาย ดว้ยเทคนิคโครมา
โตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ดดัแปลง
จากวิธีการของ Sluiter et al. (2012) และสารยบัย ั้งทั้ง 5 ชนิด ไดแ้ก่ กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และ
กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ดว้ยเทคนิค HPLC แลว้เก็บสารละลาย
กากมนัส าปะหลงัพร้อมใชไ้วใ้นภาชนะท่ีเหมาะสมท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใช ้

 
3.5.5 การศึกษาความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งแต่ละชนิดต่อการเจริญของยีสต์ใน

ระหว่างการเตรียมตัวอย่างโดยใช้กรดเจือจาง  
เตรียมอาหารเหลว YPD ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีมีการเติมสารยบัย ั้งแต่

ละชนิดดงัน้ี กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และกรดลีวลิูนิกในรูปเกลือ ระดบัความเขม้ขน้ละ 100, 200, 
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300, 400 และ500 มิลลิโมลาร์ เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ระดบัความเขม้ขน้ละ 
6.25, 12.5, 18.75 และ 25 มิลลิโมลาร์ ควบคุมค่า pH ของอาหารเร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 ดว้ยสารละลาย 

H3PO4 หรือสารละลาย NaOH และท าการฆ่าเช้ือ จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ลง
ในอาหารโดยควบคุมใหมี้ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ีมีชีวิต 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ท าการเพาะเล้ียงเช้ือ
บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72-120 
ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 0, 1, 2, 4, 8, 12, 18, 24, 36, 48, 60 และ72 ติดตามการเจริญของเช้ือ
ยสีตโ์ดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงของเช้ือท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และน ้ าหนกัเซลล์แห้ง 
(Charoenrat et al., 2013) เปรียบเทียบผลกบัการทดลองควบคุมท่ีไม่มีการเติมสารยบัย ั้ง 
 
             3.5.6 การปรับสภาพเช้ือยีสต์ให้สามารถทนต่อสารยับยั้งที่เกิดขึน้ในระหว่างกระบวนการ
เตรียมสารละลายน า้ตาลจากกากมันส าปะหลงัด้วยกรดเจือจาง 

3.5.6.1 การเตรียมอาหารปรับสภาพเช้ือยสีต์ 
   ท าการเติมสารอาหารต่างๆลงในสารละลายจากกากมนัส าปะหลงัส่วนท่ี
ไม่ก าจดัสารพิษ ดงัน้ี yeast extract 5 กรัมต่อลิตร (NH4)2SO4 7.5 กรัมต่อลิตร KH2PO4 3.5 กรัมต่อ
ลิตร MgSO4·7H2O 0.75 กรัมต่อลิตร และ CaCl2·2H2O 1 กรัมต่อลิตร (Kouteu Nanssou et al., 
2016) ปรับค่า pH ของอาหารใหเ้ท่ากบั 5.5 จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีมีปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตเร่ิมตน้ 3×107 
เซลลต่์อมิลลิลิตร ลงในอาหาร ด าเนินการหมกัในสภาวะเขยา่ท่ีความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ท า 3 ซ ้ า น าน ้าหมกัชัว่โมงท่ี 0 และชัว่โมงท่ี 72 มาวิเคราะห์
ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยวิธีฟีนอล-ซลัฟิวริก (Dubois et al., 1956) และปริมาณ
น ้ าตาลแต่ละชนิดด้วยเทคนิค HPLC โดยปริมาณน ้ าตาลท่ีลดลงคือปริมาณน ้ าตาลท่ีเช้ือยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 สามารถน าไปใชใ้นการหมกั (fermentable sugar) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 46.52±0.56 กรัม
ต่อลิตร 

   ท าการเตรียมอาหารปรับสภาพเช้ือยีสต์โดยน าสารละลายจากกากมนั
ส าปะหลงัส่วนท่ีไม่ก าจดัสารพิษ (100% ปริมาตร/ปริมาตร) มาเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ เพื่อให้ได้
อาหารปรับสภาพท่ีมีความเขม้ขน้ของสารละลายกากมนัส าปะหลงัเท่ากบั 0%, 20%, 40%, 60%, 
80% และ100% (ปริมาตร/ปริมาตร) โดยอาหารในสภาวะควบคุม (0% ปริมาตร/ปริมาตร) จะไม่มี
การเติมสารละลายกากมนัส าปะหลงั ปรับปริมาณ fermentable sugar ในอาหารปรับสภาพแต่ละ
สูตรใหเ้ท่ากบั 46.52 กรัมต่อลิตร ดว้ยน ้าตาลกลูโคส และเติมสารอาหารต่างๆ ดงัท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ 
ปรับค่า pH เป็น 5.5 และน าไปฆ่าเช้ือ  
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  3.5.6.2 การปรับสภาพยสีต์ 
    การปรับสภาพเช้ือดดัแปลงจากงานวิจยัของ Pornpukdeewattana et al. 
(2014) โดยท าการเล้ียงเช้ือยีสตใ์นอาหารปรับสภาพท่ีมีความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งต ่าก่อนจากนั้น
จึงเพิ่มระดับความเข้มข้นของสารยบัย ั้ งให้มากข้ึน โดยมีขั้นตอนดังน้ี ถ่ายกล้าเช้ือยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ท่ีมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ีมีชีวิต 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ลงในอาหารสภาวะ
ควบคุมปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูข่นาด 1000 มิลลิลิตร ด าเนินการหมกัในสภาวะเขยา่
ท่ีความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่ง
ชัว่โมงท่ี 0, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 36 และ 48 เพื่อติดตามการเจริญของเช้ือยีสต ์โดยใชอ้ตัราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุด (µmax) และระยะเวลาท่ีท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุด (tmaxc) ในสภาวะ
ควบคุมเป็นค่าอา้งอิงในการประเมินการเจริญ หลงัจากนั้นท าการป่ันเหวี่ยงน ้ าหมกัเพื่อแยกเซลล์
ยสีตท่ี์ไดจ้ากสภาวะควบคุมน้ีไปใชเ้ป็นกลา้เช้ือยีสตส์ าหรับอาหารปรับสภาพท่ีมีความเขม้ขน้ของ
กากมนัส าปะหลงัต ่าสุด (20% ปริมาตร/ปริมาตร) ต่อไป โดยควบคุมให้มีเช้ือยีสตท่ี์มีชีวิตเร่ิมตน้
เท่ากนั และด าเนินการหมกัเช่นเดียวกนักบัท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ ท าการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารปรับ
สภาพสูตรเดิมจนกระทัง่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเช้ือมีค่าเท่ากบัหรือสูงกวา่ 80% ของค่า
การเจริญเติบโตจ าเพาะในสภาวะควบคุม ตลอดจนระยะเวลาท่ีท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดตอ้ง
ใชเ้วลานอ้ยกวา่ในสภาวะควบคุมเช่นกนั  จากนั้นจึงท าการถ่ายเซลล์ยีสตล์งในอาหารปรับสภาพท่ี
มีมีความเขม้ขน้ของสารละลายกากมนัส าปะหลงัมากข้ึนตามล าดบั (40%,  60%,  80%, และ100% 
ปริมาตร/ปริมาตร) โดยทุกการทดลองท า 3 ซ ้ า เก็บตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 0, 4, 8, 12, 24 และ 48 ในรอบ
แรก และรอบสุดทา้ยของอาหารแต่ละสูตร เพื่อน ามาตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละ
การรอดชีวิต (Smart et al., 1999) ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดดว้ยวิธีฟีนอล-ซลัฟิวริก (Dubois et al., 
1956) ความเขม้ขน้ของเอทานอล และสารยบัย ั้งทั้ง 5 ชนิด ดว้ยเทคนิค HPLC โดยกระบวนการ
ปรับสภาพเช้ือยสีตด์ าเนินการต่อเน่ืองเป็นเวลา 960 ชัว่โมง เม่ือส้ินสุดการปรับสภาพ น าเซลล์ยีสต์
ท่ีได้ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งโดยมีอาหารปรับสภาพท่ีมีสารละลายกากมนัส าปะหลงั 100% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นส่วนประกอบเพื่อรักษาความสามารถในการทนต่อสารยบัย ั้งของเช้ือยสีต ์
 
 3.5.7 การศึกษาความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งในรูปสารผสมต่อการเจริญ และการ
ผลติเอทานอลในอาหารเหลว YPD โดยใช้เช้ือยสีต์ทีผ่่านการปรับสภาพ 
   ท าการคดัเลือกความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งแต่ละชนิด (จากการศึกษาในหัวขอ้ท่ี 
3.5.5) เพื่อใชใ้นการเตรียมสารยบัย ั้งผสมทั้ง 5 ชนิด โดยท าการพล็อตกราฟระหวา่งค่าความเขม้ขน้
ของสารยบัย ั้งแต่ละตวักบัอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเช้ือ และเลือกความเขม้ขน้สูงสุด ณ จุด
ท่ีท าให้อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเช้ือมีค่าเท่ากบัหรือมากกวา่ 80% ของค่าการเจริญเติบโต
จ าเพาะในสภาวะควบคุม จากนั้นแบ่งระดบัความเขม้ขน้ออกเป็น 4 ระดบั คือ (1) 25% (2) 50% (3) 
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75% และ(4) 100% ของความเขม้ขน้สูงสุดของสารยบัย ั้งแต่ละชนิดท่ียีสตส์ามารถเจริญได้ ดงั
แสดงในตารางท่ี 3.1 โดยท าการเติมลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 3.1 และมีอาหารท่ีไม่เติมสารยบัย ั้งเป็นสภาวะควบคุม ปรับค่า pH ของอาหารเร่ิมต้น
เท่ากบั 5.5 ดว้ยสารละลาย H3PO4 หรือสารละลาย NaOH แลว้ท าการฆ่าเช้ือ 
 
ตารางที ่3.1 การทดสอบความสามารถของยสีตใ์นการทนต่อสารยบัย ั้งในรูปสารผสม 

สารยบัย ั้ง 

ความเขม้ขน้ (มิลลิโมลาร์) 

ความเขม้ขน้

ระดบัท่ี 1 

ความเขม้ขน้

ระดบัท่ี 2 

ความเขม้ขน้

ระดบัท่ี 3 

ความเขม้ขน้

ระดบัท่ี 4 

กรดอะซิติก 33.75 67.5 101.25 135 
กรดฟอร์มิก 42.5 85 127.5 170 
กรดลีวลิูนิก 62.5 125 187.5 250 
เฟอฟิวรัล 1.63 3.25 4.88 6.5 

5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล 2.19 4.39 6.58 8.77 
 

 เตรียมกลา้เช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพ และไม่ผา่นการปรับ
สภาพ โดยเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของสารละลายกากมนัส าปะหลงั 100% (ส่วนท่ีไม่
ก าจดัสารพิษ) และอาหารเหลว YPD ตามล าดบั โดยมีขั้นตอนดงัขอ้ 3.5.3 จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือยีสต ์
S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพ ลงในอาหารเหลว YPD ท่ีผสมสารยบัย ั้งทั้ง 5 ชนิด 
ควบคุมเช้ือใหมี้ปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติเร่ิมตน้ 3×107 เซลลต่์อมิลลิลิตร ด าเนินการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยเก็บตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 0, 4, 
8, 12, 24, 48 และ 72 เพื่อตรวจสอบการเจริญของเช้ือยีสตโ์ดยวดัการเจริญ และร้อยละการรอด
ชีวิต (Smart et al., 1999) รวมถึงประสิทธิภาพการใชน้ ้ าตาลกลูโคส ความเขม้ขน้ของเอทานอล 
และสารยบัย ั้งทั้ง 5 ชนิด ดว้ยเทคนิค HPLC และท าการทดลองแบบเดียวกนัโดยใชก้ลา้เช้ือยีสต ์S. 
cerevisiae SC90 ท่ียงัไม่ผา่นการปรับสภาพ เปรียบเทียบผลในสภาวะท่ีใชเ้ช้ือยีสตท่ี์ผา่นการปรับ
สภาพ 
 

3.5.8 การศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังโดยใช้
เช้ือยสีต์ทีผ่่านการปรับสภาพ   

3.5.8.1 ศึกษาการเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลัง
ความเข้มข้น 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) (ส่วนทีไ่ม่ก าจัดสารพษิ) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เตรียมกลา้เช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพ และไม่ผา่น
การปรับสภาพ โดยเล้ียงเช้ือในอาหารปรับสภาพท่ีมีความเขม้ขน้ของสารละลายกากมนัส าปะหลงั 
100% และ 0% (ปริมาตร/ปริมาตร) ตามล าดบั โดยมีขั้นตอนดงัขอ้ 3.5.3 ถ่ายกลา้เช้ือยีสต ์S. 
cerevisiae SC90 ท่ีผ่านการปรับสภาพลงในอาหารสารละลายกากมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 
100% (ปริมาตร/ปริมาตร) (ส่วนท่ีไม่ก าจดัสารพิษ) ซ่ึงเติมสารอาหารต่างๆ ตามการรายงานของ 
Kouteu Nanssou et al. (2016) ปรับค่า pH เป็น 5.5 ควบคุมปริมาณเช้ือท่ีมีชีวิตเร่ิมตน้ 3×107 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร ด าเนินการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 72 ชัว่โมง โดยเก็บตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 0, 4, 8, 12, 18, 24, 36, 48, 60 และ 72 เพื่อตรวจสอบ
ปริมาณเซลลท์ั้งหมด และร้อยละการรอดชีวติ (Smart et al., 1999) ประสิทธิภาพการใชน้ ้ าตาลดว้ย
วิธีฟีนอล-ซลัฟิวริก (Dubois et al., 1956)  และความเขม้ขน้ของเอทานอลดว้ยเทคนิค HPLC ท า
การทดลองแบบเดียวกันโดยใช้กล้าเช้ือยีสต์ท่ียงัไม่ผ่านการปรับสภาพ (สภาวะควบคุม) 
เปรียบเทียบผลในสภาวะท่ีใชเ้ช้ือยสีตท่ี์ผา่นการปรับสภาพ  

ท าการประเมินความสามารถในการทนต่อสารยบัย ั้งของเช้ือดว้ยเทคนิค 
Spot plate โดยน ากลา้เช้ือยีสตท์ั้งสองท่ีมีความเขม้ขน้ 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร มาเจือจางให้อยูท่ี่
ระดบัความเขม้ขน้อย่างละ 10-4, 10-5 และ 10-6 แลว้น ามา Spot ลงบนเพลทสารละลายกากมนั
ส าปะหลงั (cassava hydrolysate medium agar) ความเขม้ขน้  0%, 50% และ100% (ปริมาตร/
ปริมาตร) จ านวน 10 ไมโครลิตร เป็นจ านวน 3 ซ ้ า บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 
ชัว่โมง ท าการถ่ายรูปเพื่อเปรียบเทียบผลการเจริญของเช้ือทั้งสองชนิด 

3.5.8.2 ศึกษาการเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลัง
ความเข้มข้น 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ทีก่ าจัด และไม่จ ากดัสารพษิ 

  เตรียมกลา้เช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผ่านการปรับสภาพท่ีเล้ียงใน
อาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของสารละลายกากมนัส าปะหลงั 100% (ส่วนท่ีไม่ก าจดัสารพิษ) โดยมี
ขั้นตอนดงัขอ้ 3.5.3 

ถ่ายกลา้เช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผ่านการปรับสภาพลงในอาหาร
สารละลายกากมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ทั้งส่วนท่ีก าจดั และไม่ก าจดั
สารพิษ ซ่ึงเติมสารอาหารต่างๆ ตามรายงานของ Kouteu Nanssou et al. (2016) ปรับค่า pH เป็น 
5.5 และผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ควบคุมปริมาณเช้ือท่ีมีชีวิตเร่ิมตน้ 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ด าเนินการ
หมกัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยเก็บ
ตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 0, 4, 8, 12, 24, 48 และ 72 เพื่อตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละการ
รอดชีวิต (Smart et al., 1999) ประสิทธิภาพการใชน้ ้ าตาลดว้ยวิธีฟีนอล-ซลัฟิวริก (Dubois et al., 
1956) และความเขม้ขน้ของเอทานอลดว้ยเทคนิค HPLC  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  3.5.9 การศึกษาปริมาณแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนทีเ่หมาะสมต่อการผลติเอทานอลชีวภาพ 
  ถ่ายกลา้เช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพลงในอาหารสารละลาย
กากมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)  ส่วนท่ีไม่ก าจดัสารพิษ โดยมีการเติม 
(NH4)2SO4 ในปริมาณแตกต่างกนั คือ 0, 1, 3, 5 และ 7.5 กรัมต่อลิตร และเติมสารอาหารอ่ืนๆ ตาม
การรายงานของ Kouteu Nanssou et al. (2016) ตลอดจนปรับค่า pH เป็น 5.5 และผา่นการฆ่าเช้ือ
แลว้ โดยควบคุมปริมาณเช้ือท่ีมีชีวิตเร่ิมตน้ 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ด าเนินการหมกัท่ีความเร็ว
รอบ 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 0, 4, 8, 
12, 24, 48 และ 72 เพื่อตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละการรอดชีวิต (Smart et al., 
1999) ประสิทธิภาพการใชน้ ้ าตาลทั้งหมดดว้ยวิธีฟีนอล-ซลัฟิวริก (Dubois et al., 1956) และความ
เขม้ขน้ของเอทานอลดว้ยเทคนิค HPLC  
  
 3.5.10 วธีิการวเิคราะห์ 

3.5.10.1 การการตรวจสอบการเจริญ ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงของเช้ือยีสต ์
ดว้ยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ตามวิธีการของ Charoenrat et al. 
(2013) โดยเจือจางตวัอย่างน ้ าหมกัให้มีความเขม้ขน้เหมาะสมดว้ยสารละลาย NaCl 0.8% โดย
น ้าหนกัต่อปริมตร  

3.5.10.2 การการตรวจสอบปริมาณเซลล์ทั้งหมด และร้อยละการรอดชีวิตตาม
วิธีการของ Smart et al. (1999) โดยใชก้ารยอ้มดว้ยสีเซลล์ดว้ยเมทิลีนไวโอเลต และนบัปริมาณ
เซลลด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์  

3.5.10.3 อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และระยะพกัของเช้ือ (lag time, tlag) ตามวิธี
ของ El-Mansi and Bruce Ward (2006)  

3.5.10.4 การวิเคราะห์น ้ าหนกัเซลล์แห้ง ดดัแปลงจากวิธีการของ Charoenrat et 
al. (2013) 

3.5.10.5 การวิเคราะห์หาปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดดว้ยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก ตาม
วธีิการของ Dubois et al. (1956)  

  3.5.10.6 การวิเคราะห์องค์ประกอบและปริมาณน ้ าตาลแต่ละชนิด (กลูโคส 
ไซโลส และอะราบิโนส) ดว้ยเทคนิค HPLC ดดัแปลงจากวธีิการของ Sluiter et al. (2012) 

3.5.10.7 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล และสารยบัย ั้งประเภทกรด (กรดอะซิ
ติก กรดฟอร์มิก และกรดลีวลิูนิก) ดว้ยเทคนิค HPLC  

ความสามารถในการผลิตเอทานอลของเช้ือประเมินโดยใช้พารามิเตอร์
ทางจลนพลศาสตร์ (Keating et al., 2006) ดงัน้ี  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(1) ผลไดเ้อทานอล (YP/S; กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส) ค านวณจาก 
ความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตสูงสุด/ปริมาณน ้าตาลท่ีถูกน าไปใช ้ 

(2) อตัราการผลิตเอทานอล (Q; กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) ค านวณจาก 
ความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตสูงสุด/เวลาท่ีไดเ้อทานอลสูงสุด  

(3) ประสิทธิภาพการหมกั (%) ค านวณจาก [ผลไดเ้อทานอล/ผลไดข้อง
การผลิตเอทานอลทางทฤษฎีจากกลูโคส (0.51 กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส)]*100 

3.5.10.8 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารยบัย ั้งประเภทฟูแรน (เฟอฟิวรัล และ5-ไฮด
รอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล) ดว้ยเทคนิค HPLC ตามวธีิการของ Martín et al. (2017)  
 

3.6 การวเิคราะห์ทางสถิติ 
การแสดงผลน ามาแสดงเป็นค่าเฉล่ีย และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานโดยแสดงเป็นแถบค่า

คลาดเคล่ือน ค่าทั้งสองไดม้าจากการค านวณในโปรแกรม Microsoft Excel 2010 โดยใชฟั้งก์ชนั 
AVERAGE และ STDEV ตามล าดบั ท าการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของค่าเฉล่ียดว้ย
โปรแกรม SPSS เวอร์ชนั 16 ดว้ยวิธี Unpaired two-tailed T-test ท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ 0.05 
(p≤0.05)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง และวิจารณ์ 

 
4.1 ปริมาณน า้ตาล และสารยบัยั้งทีเ่กดิขึน้ในสารละลายกากมนัส าปะหลงั 

การปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสนั้นมีวัตถุประสงค์เพื่อย่อยสลายโครงสร้าง
ผนังเซลล์ในวัสดุ และเกิดการปลดปล่อยน้ าตาลที่ยีสต์สามารถน าไปใช้หมักเอทานอลได้ (Kumar 
et al., 2009; Yang and Wyman, 2008) ซึ่งการใช้กรดในการปรับสภาพวัสดุประเภทลิกโน
เซลลูโลสเป นที่นิยมในระดับอุตสาหกรรม โดยเฉพาะกรด H2SO4 ซึ่งใช้กันอย่างแพร่หลาย 
เนื่องจากกรดชนิดนี้มีราคาถูก ไม่เป นพิษต่อสิ่งแวดล้อม และมีประสิทธิภาพในการย่อย (Bensah 
and Mensah, 2013; Jönsson and Martín, 2016) อย่างไรก็ตาม ผลกระทบของการใช้กรดอ่อนใน
การปรับสภาพคือการเกิดสารยับยั้งต่างๆในไฮโดรไลเซส เช่น กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลิ
นิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล ซึ่งส่งผลให้เกิดการยับยั้งในกระบวนการหมัก 
(Larsson et al., 1999) ในการศึกษานี้ท าการย่อยกากมันส าปะหลัง ด้วยสารละลาย H2SO4 ความ
เข้มข้น 0.6 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป นเวลา 30 นาที โดยสัดส่วนของกากมัน
ส าปะหลังต่อสารละลายกรดเท่ากับ 1:10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท าการตรวจสอบองค์ประกอบ
น้ าตาล ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และปริมาณสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด ผลการทดลองพบว่า ปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมดในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังมีค่าเท่ากับ 62.95 
กรัมต่อลิตร โดยพบน้ าตาลกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส เป นองค์ประกอบในสารละลายเท่ากับ 
45.47 2.52 และ 1.74 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และพบสารยับยั้งเพียง 3 ชนิด คือ กรดอะซิติก กรด
ลีวูลินิก และ5-ไฮดรอกซี เมทธิลเฟอฟิวรัล เท่ากับ 14.68 0.43 และ0.10 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ  

เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Cao et al. (2010) ที่ท าการย่อยซังข้าวโพดด้วย
สารละลาย H2SO4 ความเข้มข้น 2% (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป นเวลา 90 
นาที ได้น้ าตาลทั้งหมดความเข้มข้น 14.17 กรัมต่อลิตร โดยพบกรดอะซิติก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮด
รอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล ปริมาณ 30.81 6.24 และ1.98 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ในขณะที่ Huang et 
al. (2011) ย่อยซังข้าวโพดด้วยสารละลาย H2SO4 ความเข้มข้น 3 % กรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง ที่
อุณหภูมิ 190 องศาเซลเซียส เป นเวลา 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 และ H2SO4

ในเคร่ืองย่อยที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เป นเวลา 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 ซึ่งจะเห็นได้ว่า ในการปรับสภาพวัสดุชีวภาพดังที่กล่าว

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มาข้างต้นมีสภาวะรุนแรงกว่าการปรับสภาพในการศึกษานี้ จึงอาจท าให้เกิดสารยับยั้งปริมาณสูง
กว่า Soleymanpour et al. (2018) รายงานว่า การใช้กรดที่มีความเข้มข้นสูงส่งผลให้เกิดการย่อย
สลายน้ าตาลมากขึ้น และเกิดสารยับยั้งในปริมาณสูงด้วยเช่นกัน นอกจากนี้ชนิดและความเข้มข้น
ของสารยับยั้งที่เกิดขึ้นยังขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบและความรุนแรงของสภาวะที่ใช้ในการปรับ
สภาพวัตถุดิบ (Görgens et al., 2014)  
 หลังจากได้สารละลายกากมันส าปะหลัง ท าการเตรียมอาหารปรับสภาพเชื้อยีสต์โดยท า
การจ าลองสภาวะให้มีปริมาณ fermentable sugar เร่ิมต้นให้เท่ากันในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตร 
อย่างไรก็ตาม ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่พบในสารละลายกากมันส าปะหลัง (62.95 กรัมต่อลิตร) 
ประกอบไปด้วย fermentable sugar คือน้ าตาลที่ยีสต์น าไปใช้ประโยชน์ได้ ซึ่งพบเพียงน้ าตาล
กลูโคส และ non-fermentable sugar  เป นน้ าตาลที่ยีสต์น าไปใช้ประโยชน์ไม่ได้ ซึ่งพบเฉพาะ
น้ าตาลไซโลส และอะราบิโนสในไฮโดรไลเซส โดยทั่วไปแล้ว น้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส 
และมอลโทส เป นน้ าตาล fermentable sugar ส าหรับยีสต์ S. cerevisiae จึงเป นไปได้ว่า น้ าตาลดังที่
กล่าวข้างต้นยีสต์สามารถน าไปใช้ในการหมักได้ (Luján-Rhenalsand Morawicki, 2016) เมื่อท า
การตรวจสอบการใช้น้ าตาลของเชื้อโดยท าการเพาะเลี้ยงยีสต์ในสารละลายกากมันส าปะหลังเป น
เวลา 72 ชั่วโมง โดยปริมาณน้ าตาลที่ลดลง คือปริมาณ fermentable sugar ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่า ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ยีสต์น าไปใช้ เท่ากับ 46.52 กรัมต่อลิตร ซึ่งจะเห็นว่ามีปริมาณ
มากกว่าน้ าตาลกลูโคสเร่ิมต้นเล็กน้อย (45.47 กรัมต่อลิตร) ที่พบในสารละลายกากมันส าปะหลัง 
และปริมาณน้ าตาลกลูโคสหลังจากการหมักพบว่าลดลง 43.92 กรัมต่อลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
ซึ่งความแตกต่างของทั้งสองค่าอาจมาจากในไฮโดรไลเซสอาจมีน้ าตาลตัวอ่ืนๆ ที่ไม่ได้วิเคราะห์
ซึ่งยีสต์น าไปใช้ได้ หรืออาจมาจากความแม่นย าของวิธีการวิเคราะห์ อย่างไรก็ตามในการศึกษานี้
ใช้ค่าที่ได้จากการวิเคราะห์น้ าตาลทั้งหมด คือ 46.52 กรัมต่อลิตร เป นปริมาณ fermentable sugar 
เน่ืองจากครอบคลุมปริมาณน้ าตาลทั้งหมดได้ดีกว่า 

การเลือกวิธีการปรับสภาพในการศึกษานี้ เน่ืองจากปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการย่อยกากมัน
ส าปะหลังค่อนข้างสูง (62.95 กรัมต่อลิตร) ซึ่งให้ผลการศึกษาใกล้เคียงกับ Sriroth et al. (2000) ซี่ง
ท าการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยกรดซัลฟูริก ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส สามารถผลิตน ้าตาล
กลูโคสได้ 79.17 กรัมต่อลิตร ในขณะที่พบชนิดและความเข้มข้นของสารยับยั้งในสารละลาย 
(กรดอะซิติก 14.68 มิลลิโมลาร์  กรดลีวูลินิก 0.43 มิลลิโมลาร์  และ5-ไฮดรอกซี เมทธิลเฟอฟิวรัล 
0.01 มิลลิโมลาร์) น้อยกว่าในการศึกษาที่กล่าวมาข้างต้น อาจเนื่องมาจากสภาวะที่ใช้ (สารละลาย 
H2SO4 ความเข้มข้น 0.6 โมลาร์ สัดส่วนของกากมันส าปะหลังต่อสารละลายกรดเท่ากับ 1:10 
ปริมาตร ย่อยที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 30 นาที) มีความรุนแรงน้อยกว่า จึงท าให้การสลาย
โครงสร้างของกากมันส าปะหลังไปเป นน้ าตาลในปริมาณสูงและเกิดสารยับยั้งในปริมาณน้อย จึง
เป นข้อได้เปรียบของการศึกษานี้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 ปริมาณ fermentable sugars ที่ลดลงในระหว่างการหมักในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 

องค์ปะกอบ 
ความเข้มข้นเร่ิมต้น 

(ชั่วโมงที่ 0) 
(กรัม/ลิตร) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 
(ชั่วโมงที่ 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 โดยใช้กลูโคสเป น  

สารละลายมาตรฐาน, 2ความเข้มข้นของน้ าตาลแต่ละชนิดวิเคราะห์โดยเทคนิค HPLC 
 

4.2  ผลการศึกษาอทิธิพลของสารยบัยั้งแต่ละชนิดต่อการเจริญของเช้ือยสีต์ 
กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิก เป นสารยับยั้งจ าพวกกรดอ่อนที่เกิดขึ้นระหว่าง

การปรับสภาพวัตถุดิบจ าพวกลิกโนเซลลูโลส (Mussatto and Roberto, 2004) ซึ่งชนิดและปริมาณ
สารยับยั้งต่างๆ ที่เกิดขึ้นแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับวัตถุดิบและกระบวนการไฮโดรไลซิส (Olsson 
and Hahn-Hägerdal, 1996)  ดังนั้น การศึกษานี้จึงได้ท าการทดสอบความสามารถในการทนต่อพิษ
ของสารยับยั้งของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 โดยท าการศึกษาการเจริญของเชื้อยีสต์ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ YPD ที่มีการเติมสารยับยั้งกรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิก  ในระดับความ
เข้มข้นละ 100 200 300 400 และ500 มิลลิโมลาร์ เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล 
ระดับความเข้มข้นละ 6.25 12.5 18.75 และ25 มิลลิโมลาร์ เพาะเลี้ยงในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 
120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และติดตามการเจริญของเชื้อยีสต์โดยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  

จากการติดตามการเจริญของเชื้อในรูปแบบการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงดังแสดง
ในภาพที่ 4.1 พบว่า ค่าการดูดกลืนแสงของเชื้อมีค่าลดลงตามระดับความเข้มข้นของกรดฟอร์มิก 
กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิกที่มากขึ้น ในขณะเดียวกันติดตามน้ าหนักเซลล์แห้ง และแสดงผลของ
สารยับยั้งต่อการเจริญของเชื้อเป นค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ระยะพัก และการเจริญสัมพัทธ์
ของเชื้อดังตารางที่ 4.2 โดยค่าค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะบ่องบอกถึง อัตราการเพิ่มขึ้นของ
ปริมาณเซลล์ต่อหน่วยเวลา หรือเป นค่าที่บอกความเร็วของการเพิ่มจ านวนเซลล์ และระยะพักบ่ง
บอกถึงเวลาในการปรับตัวของเชื้อให้เข้ากับอาหารและสิ่งแวดล้อมใหม่ โดยผลการทดลองแสดง
ให้เห็นว่า เมื่อค่าความเข้มข้นของสารยับยั้งมากขึ้นส่งผลให้น้ าหนักเซลล์แห้ง อัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อ และการเจริญสัมพัทธ์ลดลง ในขณะที่ระยะปรับตัวของเชื้อนานขึ้น 
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ส่วนสารยับยั้งกรดลีวูลินิก 100 มิลลิโมลาร์ เชื้อมีการสัมพัทธ์สูงกว่าสภาวะควบคุมที่ไม่มีการเติม
สารยับยั้งเล็กน้อย  

 
ก) ข) 

  

ค) ง) 

  

จ)  

 

 

 

ภาพที ่4.1 การเจริญของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 โดยติดตามจากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร ในอาหาร YPD ที่เติมกรดฟอร์มิก (ก) กรดอะซิติก (ข) กรดลีวูลินิก 
(ค) เฟอฟิวรัล (ง) และ 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล (จ) ในระดับความเข้มข้นต่างๆ 
และสภาวะควบคุมที่ไม่เติมสารยับยั้ง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



45 

 

อิทธิพลการยับยั้งของกรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดลีวูลินิกเป นไปในทางเดียวกัน คือ 
เมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งสูงขึ้นส่งผลให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและการผลิตชีวมวล
ของเชื้อลดลง นอกจากนี้ยังส่งผลให้เชื้อยีสต์อยู่ในช่วงปรับตัวนานก่อนเข้าสู่ระยะแบ่งเซลล์  และ
จะเห็นว่าอิทธิพลของสารยับยั้งจ าพวกกรดอ่อน โดยเฉพาะกรดอะซิติก มีผลต่อการการเจริญของ
เชื้อ S. cerevisiae SC90 มากที่สุด เนื่องจากที่ระดับความเข้มข้นของกรดอะซิติกสูงๆ  (400 และ
500 มิลลิโมลาร์) พบว่า แทบไม่พบการเจริญสัมพัทธ์ของเชื้อ หรือเกิดการยับยั้งการเจริญเกือบ
สมบูรณ์  นอกจากนี้ยังพบว่า อิทธิพลการยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต์โดยกรดฟอร์มิกดูเหมือนจะ
มากกว่ากรดลีวูลินิก เน่ืองจากการเจริญสัมพัทธ์ของเชื้อยีสต์ในสภาวะที่มีกรดลีวูลินิกมีค่ามากกว่า
ในสภาวะที่มีกรดฟอร์มิก และยังช่วยให้เชื้อสามารถเจริญได้ดีในสภาวะที่มีกรดลีวูลนิกความ
เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ มีการรายงานว่า กรดลีวูลินิกสามารถกระตุ้นการเจริญของเชื้อของยีสต์ได้ 
โดย Zhang et al. (2016) พบว่าที่ความเข้มข้นของกรดลีวูลินิก 10 กรัมต่อลิตร (ประมาณ 86 มิลลิ
โมลาร์) ส่งผลให้รา Rhizopus oryzae มีการเจริญเติบโตมากที่สุดเมื่อเทียบกับการใช้กรดฟอร์มิก 
และกรดอะซิติกที่ระดับความเข้มข้นเดียวกัน Almeida et al. (2007) อธิบายว่ากรดลีวูลินิกมีความ
เป นพิษน้อยกว่ากรดฟอร์มิก แต่มากกว่ากรดอะซิติก อันเนื่องมาจากความเข้มข้นของกรดที่ไม่แตก
ตัวในอาหารมีความแตกต่างกัน Thomas et al. (2002) รายงานว่า ยีสต์สามารถเจริญในอาหารที่มี
การปรับค่า pH เร่ิมต้นได้ดีกว่าอาหารที่ไม่ได้ปรับค่า pH เร่ิมต้น โดยพบว่า การเติมกรดอะซิติก 
167 มิลลิโมลาร์ ลงในอาหาร ท าให้ค่า pH ในอาหารลดลงเป น 2.76 ส่งผลให้เชื้อไม่สามารถเจริญ
ได้ แต่เมื่อเติมกรดอะซิติกลงในอาหารซึ่งปรับ pH เร่ิมต้นเท่ากับ 4.5 ยีสต์สามารถเจริญได้ดีขึ้น ที่
เป นเช่นนีเ้น่ืองจาก การเกิดคู่บัฟเฟอร์จากการเติมกรดในอาหารสามารลดความแตกต่างของค่า pH 
ระหว่างภายในและภายนอกเซลล์ เซลล์จึงมีความสามารถในการรักษาระดับ pH ได้ดีกว่าอาหารที่
ไม่ได้ปรับค่า pH เร่ิมต้น ค่า pH ในอาหารจึงลดลงไม่มาก ซึ่งเหตุผลนี้อาจเกี่ยวข้องกับความรุนแรง
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต์จากกรดทั้ง 3 ชนิดที่เติมลงในอาหารที่มีการปรับค่า pH เร่ิมต้น
เป น 5.5 ที่ใช้ในการศึกษานี้ ท าให้การเติมกรดในความเข้มข้นสูงๆ อาจไม่ส่งผลต่อค่า pH ภายใน
และภายนอกของชื้อมากนักจึงท าให้เชื้อสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะที่มีกรดความเข้มข้นสูงๆ
ได้  อย่างไรก็ตาม สาเหตุที่ฤทธิ์การยับยั้งของกรดอ่อนแต่ละชนิดต่อการเจริญของยีสต์ใน
การศึกษานี้แตกต่างออกไปอาจเนื่องมาจากสายพันธุ์ยีสต์และสภาวะที่ใช้เพาะเลี้ยงแตกต่างกัน 

จึงสรุปได้ว่า ในการเติมสารยับยั้งประเภทกรดลงในอาหารเหลว YPD ที่มีการควบคุม pH 
เร่ิมต้นเป น 5.5 โดยกรดอะซิติกมีผลต่อการเจริญของเชื้อยีสต์มากที่สุด รองลงมาเป นกรดฟอร์มิก 
และกรดลีวูลินิก ตามล าดับ 
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ตารางที่ 4.2 อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ระยะพัก การเจริญสัมพัทธ์ และน้ าหนักเซลล์แห้งของ
เชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ระดับความเข้มข้นและสารยับยั้งแตกต่างกัน  

สารยับยั้ง 
ความเข้มข้น 
(มิลลโิมลาร์) 

อัตราการเจริญเติบโต 
จ าเพาะ (ชั่วโมง-1) 

ระยะพักa 
(ชั่วโมง) 

การเจริญสัมพัทธ์ 

b (%) 

น้ าหนักเซลล์
แห้ง  

(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 

กรดอะซิติก 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 na  4.52 ± 0.41 0.45 ± 0.00 
500 0.02 ± 0.00 na  4.57 ± 0.31 0.44 ± 0.00 

กรดลีวูลินิก 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-ไฮดรอกซี  
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 
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หมายเหตุ :  a ได้จากการลากเส้นการเจริญของเชื้อในระยะเพิ่มจ านวนมาสัมผัสกับเส้นปริมาณเชื้อ
เร่ิมต้น  

          b ค านวณจาก [อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อในแต่ละการทดลอง /อัตราการ  
เจริญจ าเพาะของเชื้อในสภาวะควบคุม]*100 

      * สภาวะควบคุม: ไม่เติมสารยับยั้ง 
      na: ไม่สามารถหาระยะพักของเชื้อได้ 
 

ส าหรับกลไกการยับยั้งของกรดอ่อนอธิบายไว้ว่า กรดที่ไม่แตกตัวเป นประจุสามารถแพร่
ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ และเกิดการแตกตัวส่งผลให้ค่า  pH ภายในเซลล์ลดลง จึงท าให้เซลล์ต้องใช้
พลังงาน (ATP) ที่อยู่ภายในเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อขับโปรตอนออกภายนอกเซลล์ (Russel, 1992; 
Verduyn et al., 1992; Pampulha and Loureiro-Dias, 1989)  พลังงานจึงไม่เพียงพอต่อการสร้างชีว
มวลของเชื้อ จึงส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญ และมีการอธิบายว่า การที่เชื้อต้องขับโปรตอนที่มี
ปริมาณมากเกินไปออกนอกเซลล์เพื่อให้ค่า pH ภายในเซลล์เหมาะสมต่อการเจริญ ตลอดจนส่งผล
ให้เชื้ออยู่ในระยะพักก่อนเข้าสู่ระยะแบ่งตัวนานขึ้น (Lambert and Stratford, 1999) นอกจากนี้ ใน
สภาวะที่มีความเข้มข้นของกรดสูงๆ พลังงานที่ใช้ในการขับโปรตอนออกนอกเซลล์อาจไม่
เพียงพอจนท าให้เกิดสภาวะความเป นกรดภายในเซลล์  และส่งผลให้การแบ่งเซลล์น้อยลง 
(Russel, 1992; Imai and Ohono, 1995) เช่นเดียวกับผลการเจริญที่ได้จากการศึกษานี้คือ เมื่อความ
เข้มข้นของกรดอ่อนเพิ่มขึ้น ค่าการดูดกลืนแสง และน้ าหนักเซลล์แห้งของเชื้อมีค่าลดลง แสดงให้
เห็นวา่เซลล์มีการแบ่งตัวน้อยลงเน่ืองจากความเป นกรดที่เพิ่มขึ้นนั่นเอง 

นอกเหนือจากสารยับยั้งประเภทกรดอ่อนแล้ว สารอนุพันธ์ฟูแรนก็สามารถเกิดขึ้นใน
กระบวนการเตรียมวัตถุดิบได้เช่นกัน สารอนุพันธ์ฟูแรน เช่น เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล 
เฟอฟิวรัล โดยเฟอฟิวรัลเกิดจากการสลายน้ าตาลเพนโตส ส่วน 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลเกิด
จากการสลายของน้ าตาลเฮกโซส (Wright and Power 1987; Clausen and Gaddy, 1988) จัดเป น
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 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่า การเจริญของเชื้อยีสต์ในสารยับยั้งประเภทฟูแรนทั้ง 2 
ชนิดมีแนวโน้มเหมือนกับลักษณะการเจริญของเชื้อในสภาวะที่มีสารยับยั้งประเภทกรดอ่อน โดย
ค่าการดูดกลืนแสง น้ าหนักเซลล์แห้งมีค่าลดลง ในขณะที่ระยะพักของเชื้อมีค่ามากขึ้นตามระดับ
ความเข้มข้นของสารยับยั้งที่มากขึ้น จึงส่งผลต่อการลดลงของอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและ
การเจริญสัมพัทธ์เช่นกัน ยิ่งกว่านั้นในสภาวะที่เติม 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล เชื้อมีการเจริญ
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สูงกว่า และช่วงระยะพักสั้นกว่าในอาหารที่เติมเฟอฟิวรัลในระดับความเข้มข้นที่เท่ากัน ดังแสดง
ในภาพที่ 4.1 และตารางที่ 4.2 สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Taherzadeh et al. (2000b) และ Liu 
et al. (2004) ซึ่งรายงานว่า ความเป นพิษของเฟอฟิวรัลต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์มีความรุนแรง
มากกว่า 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัล และยังท าให้เชื้ออยู่ในระยะพักนาน เข้าสู่ระยะแบ่งตัวช้า
กว่าในสภาวะที่มีสารยับยั้ง 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลที่ระดับความเข้มข้นเดียวกัน โดยปกติ
แล้วกลไกการยับยั้งของสารทั้ง 2 ชนิดน้ีจะไปยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์ในวัฏจักรเครป (krebs cycle) 
ตลอดจนเมตาบอลิซึมในการสร้างเอทานอล (alcohol metabolism) เช่น เอนไซม์ Alcohol 
dehydrogenase เอนไซม์ Aldehyde dehydrogenase และเอนไซม์ Pyruvate dehydrogenase รวมถึง
เอนไซม์และโคแฟคเตอร์ในวิถีไกลโคลิซีส (Banerjee et al., 1981; Modig et al., 2002) โดยเมื่อ
ความเข้มข้นของสารยับยั้งประเภทฟูแรนสูงขึ้น ส่งผลให้เกิดการยับยั้ งการเจริญ โดยไปลดอัตรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะ ผลได้ของชีวมวล รวมทั้งยืดระยะพักของเชื้อ (Boyer et al., 1992; 
Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Ask et al., 2013) 

จากผลการศึกษานี้ท าให้ทราบว่า ความเป นพิษของสารยับยั้งประเภทฟูแรนต่อการเจริญ
ของเชื้อ S. cerevisiae SC90 มากกว่าสารยับยั้งจากกกรดอ่อน เนื่องจากที่ระดับความเข้มข้นของ
สารยับยั้งประเภทฟูแรนเพียง 6.25 - 25 มิลลิโมลาร์ ท าให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ลดลงอย่างรวดเร็วเมื่อเทียบการเจริญในสารยับยั้งประเภทกรดอ่อนซึ่งเติมใน
ระดับความเข้มข้นที่สูงกว่ามาก (100 - 500 มิลลิโมลาร์) โดยในสภาวะที่เติมความเข้มข้นของเฟอ
ฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลสูงสุด (25 มิลลิโมลาร์) ท าให้การเจริญสัมพัทธ์มีค่า
เท่ากับ 18.36  และ 27.00 % ตามล าดับ ในขณะที่การเติมกรดอ่อนความเข้มข้นต่ าสุด (100 มิลลิโม
ลาร์) ยังให้ค่าการเจริญสัมพัทธ์ของเชื้อสูงกว่าในสภาวะที่มีสารยับยั้งฟูแรนอย่างเห็นได้ชัด 
เช่นเดียวกับการศึกษาของ Zhang et al. (2016) ที่รายงานว่า สารยับยั้งประเภทฟูแรนที่เกิดจากการ
สลายน้ าตาลมีความเป นพิษต่อเชื้อมากกว่าสารยับยั้งจากกรดอ่อน อย่างไรก็ตามระดับความเป นพิษ
ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารยับยั้งและสายพันธุ์ยีสต์ที่ใช้ (Almeida et al., 2007)      
 

4.3 ผลการศึกษาการปรับสภาพเช้ือยีสต์ให้ทนต่อสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในระหว่าง
กระบวนการย่อยกากมนัส าปะหลงั 

เน่ืองจากเกิดสารประกอบต่างๆที่เกิดขึ้นมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์โดย
ลดประสิทธิภาพการใช้น้ าตาล และการหมักเอทานอล การปรับสภาพเชื้อให้ทนต่อสารยับยั้ง
เหล่านั้นจึงเป นวิธีหนึ่งที่สามารถเพิ่มศักยภาพในการผลิตเอทานอลของเชื้อจากวัสดุลิกโน
เซลลูโลสได้ (Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Silva and Roberto, 2001) ในการศึกษานี้จึงท า
การปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ให้ทนต่อสารยับยั้งที่อาจเกิดขึ้นในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรดเจือจางที่อุณหภูมิสูง โดยเร่ิมเลี้ยงเชื้อจากสภาวะที่มีความ
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เข้มข้นของสารยับยั้งต่ าก่อน แล้วค่อยๆเพิ่มความเข้มข้นของสารยับยั้งให้สูงขึ้น นั่นคือเร่ิมการ
ปรับสภาพเชื้อยีสต์ในสภาวะควบคุมหลังจากนั้นจึงถ่ายเชื้อลงในอาหารปรับสภาพที่มีความ
เข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 20%,  40%,  60%,  80% และ100% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
ตามล าดับ แต่ละรอบท าการเพาะเลี้ยงบนเคร่ืองเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ด าเนินการหมัก
เป นเวลา 48 ชั่วโมง เลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรเดิมซ้ าจนกระทั่งค่าการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อไม่
ต่ ากว่า 80% ของค่าการเจริญเติบโตจ าเพาะของสภาวะควบคุม เปรียบเทียบผลการรอดชีวิตของ
ยีสต ์การเปลี่ยนแปลงของปริมาณกลูโคส เอทานอล และปริมาณสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด 
 4.3.1 การเจริญ และการรอดชีวติ  
  ผลการเจริญของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตรคือ 
สารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 20%, 40%, 60%, 80%, และ100% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
ใช้เวลาในการเลี้ยงเชื้อยีสต์เพื่อปรับสภาพอย่างละ 2, 2, 3, 5 และ 7 รอบ ตามล าดับ โดยใช้เวลา
รวมทั้งหมด 19 รอบ ดังตารางที่ 4.3 ปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดในอาหารสภาวะควบคุม (ไม่มี
สารละลายกากมันส าปะหลัง) คือ 1.99x108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ส่วนปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดใน
อาหารที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 20% และ40% (ปริมาตร/ปริมาตร) มี
ปริมาณมากกว่าเล็กน้อย คือ 2.6x108 และ 2.4x108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ Greetham (2014) 
รายงานว่า กรดอะซิติกที่ความข้มข้นต่ าประมาณ 10-25 มิลลิโมลาร์ มีผลกระทบเล็กน้อยหรือไม่มี
ผลกระทบต่อการเจริญของยีสต์ นอกจากนี้ยังพบว่า ที่ความเข้มข้นกรดอะซิติก 25 มิลลิโมลาร์ 
สามารถเพิ่มการเจริญให้แก่เซลล์ได้เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่ไม่มีกรดอะซิติก ส่วนระยะเวลาที่
ท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุด (tmaxc) ของรอบแรกในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง 20% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) คือ 12 ชั่วโมง ซึ่งเท่ากับสภาวะควบคุม และเมื่อปรับสภาพเชื้อในอาหารที่มี
สารละลายกากมันส าปะหลัง 40% (ปริมาตร/ปริมาตร) ในรอบแรก พบว่าระยะเวลาที่ท าให้
ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดคือ 24 ชั่วโมง และการปรับสภาพเชื้อในอาหารที่มีสารละลายกากมัน
ส าปะหลังความเข้มข้นมากกว่า 40% (ปริมาตร/ปริมาตร) ส่งผลให้มีปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดมี
ค่าน้อยลงและใช้เวลาในการท าให้ได้ปริมาณเซลล์สูงสุดมากขึ้น  อย่างไรก็ตาม ปริมาณเซลล์
ทั้งหมดสูงสุดของรอบสุดท้ายในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง  60%, 80%, และ 100% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) มีค่ามากกว่าปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงสุดของรอบแรกประมาณ 11, 13 และ 
34% ตามล าดับ 
  ในไฮโดรไลเซสที่ระดับความเข้มข้นต่ าหรือมีสารยับยั้งน้อยเป นสภาวะที่เซลล์
ยีสตย์ังไม่ได้รับการปรับสภาพ เมื่อความเข้มข้นของไฮโดรไลเซสสูงขึ้นหรือมีสารยับยั้งมากขึ้นท า
ให้การปรับสภาพเชื้อรอบแรกในอาหารแต่ละสูตรมีปริมาณเซลล์น้อยลง แต่เมื่อท าการเลี้ยงเชื้อ
หลายๆรอบในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง 80% และ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) มี
ปริมาณเซลล์ทั้งหมดสูงขึ้น ระยะพักของเชื้อ และระยะเวลาที่ท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดมีค่า
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น้อยลง แสดงให้เห็นว่าเซลล์สามารถทนต่อสารยับยั้งได้ (ตารางที่ 4.3) ซึ่งการลดลงของระยะพัก
เมื่อท าการเลี้ยงเชื้อซ้ าในอาหารซึ่งมีสารยับยั้งหลายๆรอบ ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ 
Wallace-Salinas and Gorwa-Grauslund (2013) และ Koppram et al. (2012) 

 อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อที่สภาวะควบคุมและในสภาวะที่มี
สารละลายกากมันส าปะหลัง 20% และ 40% (ปริมาตร/ปริมาตร) อยู่ในช่วง 0.27-0.30 ชั่วโมง-1 
หลังจากนั้น เซลล์ถูกน าไปเลี้ยงต่อในรอบแรกของสภาวะที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมัน
ส าปะหลัง 60% 80% และ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)  ส่งผลให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของ
รอบแรกลดลงเป น 0.24 0.21 และ 0.20 ชั่วโมง-1 ตามล าดับ อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อที่
ลดลงเมื่อถ่ายเชื้อไปยังอาหารที่มีความเข้มข้นของไฮโดรไลเซสสูงขึ้น สอดคล้องกับผลการทดลอง
ของ Wallace-Salinas and Gorwa-Grauslund (2013) งานวิจัยของ Koppram et al. (2012) อธิบาย
ไว้ว่า ช่วงระยะพักที่นานขึ้นก่อนที่เชื้อจะฟื้นตัวและมีการแบ่งตัวได้นั้นบ่งบอกว่าเซลล์เกิดการ
ปรับเปลี่ยนสรีรวิทยาภายใต้สภาวะเครียดจากสารยับยั้งในอาหาร โดยอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของเซลล์ที่ค่อยๆเพิ่มขึ้นนี้เกิดจากการเพิ่มจ านวนของเซลล์ที่ปรับสภาพซึ่งมีปริมาณ
มากกว่าเซลล์ที่ไม่ได้ปรับสภาพ นอกจากนี้ผลการทดลองยังแสดงให้เห็นว่า ในสภาวะที่มีความ
เข้มข้นของสารยับยั้งสูงขึ้นจ าเป นต้องมีการเลี้ยงเชื้อซ้ าในอาหารนั้นๆ จนกระทั่งเชื้อสามารถเจริญ
และท าให้ได้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะไม่ต่ ากว่า 80% ของสภาวะควบคุม (0.28 ชั่วโมง-1) ซึ่ง
เท่ากับ 0.22 ชั่วโมง-1 โดยยีสต์จากสภาวะควบคุมที่ถูกน าไปเลี้ยงต่อในสภาวะที่มีความเข้มข้นของ
สารละลายกากมันส าปะหลัง 20%, 40% และ 60% (ปริมาตร/ปริมาตร)  ให้อัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของเชื้ออยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ (ไม่ต่ ากว่า 0.22 ชั่วโมง-1) แต่เมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะที่มีความ
เข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังสูงขึ้นเป น 80% และ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)  พบว่าเชื้อ
มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะน้อยกว่าสภาวะที่เลี้ยงในอาหารปรับสภาพช่วงแรกซึ่งมีความ
เข้มข้นสารละลายกากมันส าปะหลังต่ ากว่า ดังนั้นเพื่อที่จะได้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงขึ้น 
(มากกว่า 0.22 ชั่วโมง-1) จึงต้องเพิ่มจ านวนรอบในการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรเดิมซ้ า 5 และ 7 รอบ 
ตามล าดับ ซึ่งอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะที่ลดลงนี้อาจเกิดจากความเข้มข้นของสารยับยั้งที่มาก
ขึ้นในอาหารปรับสภาพที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังมากขึ้นนั่นเอง 
 สารยับยั้งกรดอะซิติก กรดลีวูลินิก และ5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล เป นที่รู้จักกัน
ว่าเป นสารประกอบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ โดยในสารละลายกากมันส าปะหลัง
ในการศึกษานี้พบกรดอะซิติก กรดลีวูลินิก และ5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่ความเข้มข้น 14.68 
0.43 และ 0.10 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ (ภาพที่ 4.2) ความรุนแรงของสารยับยั้งขึ้นอยู่กับปัจจัยอ่ืนๆ 
เช่น สายพันธุ์ยีสต์ที่ใช้ ความสารมารถในการปรับตัวของยีสต์ต่อสารยับยั้ง กระบวนการหมัก 
ประเภทของสารยับยั้ง ตลอดจนการเสริมฤทธิ์กันของสารยับยั้งร่วม (Mussatto and Roberto, 2004) 
อนุพันธ์ฟูแรน เช่น เฟอฟิวรัล และ5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล เป นสารยับยั้งที่เกิดจากการ
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สลายตัวของน้ าตาลเพนโตสและเฮกโซส ตามล าดับ โดยสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ใน
วิถีไกลโคไลซีสซึ่งส่งผลให้อัตราการเจริญของเชื้อ ผลผลิตชีวมวล ประสิทธิภาพการผลิต และ
ผลได้เอทานอลมีค่าลดลง และท าให้ระยะพักของเชื้อนานขึ้น (Almeida et al., 2007; Palmqvist 
and Hahn-Hägerdal, 2000) สารยับยั้งประเภทกรดอ่อนที่เกิดขึ้นระหว่างการย่อยวัตถุดิบส่วนใหญ่ 
คือ กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และกรดลีวูลินิก ซึ่งส่งผลต่อการการผลิตชีมวลและผลได้เอทานอล
ของเชื้อได้น้อยลง (Larsson et al., 1999; Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000) Bauar et al. 
(2003) รายงานว่า กรดอ่อนสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อโดยลดการดูดซึมกรดอะมิโนในอาหาร  
ซึ่งระดับความเป นพิษของกรดนั้นขึ้นอยู่กับสภาวะที่ใช้ในการหมัก (Mussatto and Roberto, 2004) 
 ระยะเวลาที่ท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดเป นพารามิเตอร์ที่สามารถบ่งบอกได้ว่า
เซลล์เกิดการปรับตัว ในอาหารสภาวะควบคุมและอาหารปรับสภาพที่มีสารละลายกากมัน
ส าปะหลัง 20% (ปริมาตร/ปริมาตร) เชื้อใช้เวลาในการท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดเท่ากัน คือ 12 
ชั่วโมง แต่เมื่อการปรับสภาพเชื้ออยู่ในอาหารที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 
40%-100% (ปริมาตร/ปริมาตร)  เวลาในการท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุดใช้เวลานานขึ้น อย่างไร
ก็ตาม การเลี้ยงเชื้อในอาหารเดิมหลายๆคร้ัง ช่วยลดระยะเวลาที่ท าให้ปริมาณเซลล์มีค่าสูงสุด สิ่งนี้
อาจบ่งบอกได้ว่าการปรับตัวของเซลล์ในระหว่างการเลี้ยงเชื้อหลายๆรอบ ช่วยให้เซลล์ทนต่อ
ความเป นพิษของสารยับยั้งได้ (ตารางที่ 4.3)  
 

ตารางที่ 4.3 การเจริญ และการรอดชีวิตของเชื้อ S. cerevisiae SC90 ในระหว่างกระบวนการปรับ
สภาพ  

การทดลอง 
เซลล์ทั้งหมดสูงสุด 
(เซลล์/มิลลิลิตร) 

การรอดชีวิต 
(%) 

อัตราการเจริญ 
เติบโตจ าเพาะ 

(ชั่วโมง-1) 

ระยะเวลาที่ท าให้
ปริมาณเซลล์มี

ค่าสูงสุด  
(ชั่วโมง) 

ระยะพัก 
(ชั่วโมง) 

สภาวะควบคุม 1.99 ± 0.04 x 108 92.04 ± 2.46 0.28 ± 0.00 12 0.9 
สารละลายกากมัน 20% (ปริมาตร/ปริมาตร)    

รอบที่ 1a 2.55 ± 0.16 x 108 91.18 ± 2.40 0.27 ± 0.01 12 1.5 
รอบที่ 2 b 2.58 ± 0.17 x 108 89.41 ± 0.48 0.30 ± 0.01 12 1.0 

สารละลายกากมัน 40% (ปริมาตร/ปริมาตร)   
รอบที่ 3 a 2.42 ± 0.06x108 98.60 ± 0.23 0.28 ± 0.01 24 1.9 
รอบที่ 4 b 2.44 ± 0.01x108 98.94 ± 0.23 0.30 ± 0.01 12 1.5 

สารละลายกากมัน 60% (ปริมาตร/ปริมาตร)    
รอบที่ 5 a 1.95 ± 0.10 x 108 99.00 ± 0.05 0.24 ± 0.02 36 2.1 
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ตารางที ่4.3 (ต่อ) 

หมายเหตุ :  a,b คือ การปรับสภาพเชื้อรอบแรกและรอบสุดท้ายในสารละลายกากมันส าปะหลังแต่   
ละสูตร ตามล าดับ 

 
4.3.2 สารยบัยั้ง และการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารยบัยั้ง 

  จากที่รายงานไปข้างต้น สารยับยั้งที่ส าคัญที่พบในสารละลายกากมันส าปะหลัง
ในการศึกษานี้ คือ กรดอะซิติก กรดลีวูลินิก และ5-ไฮดรอกซี เมทธิลเฟอฟิวรัล ในการด าเนินการ
ปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่มีการใช้อาหารปรับสภาพหลายความเข้มข้น พบว่า ใน
อาหารที่มีไฮโดดรไลเซสความเข้มข้นสูงๆ จะพบปริมาณสารยับยั้งที่มากขึ้น ดังภาพที่ 4.2 ในช่วง
แรกของการหมัก พบกรดอะซิติก และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลในปริมาณสูง และมีปริมาณ
เพิ่มขึ้นตามปริมาณสารละลายกากมันส าปะหลังที่ ใช้เป นส่วนผสมในอาหารปรับสภาพ โดยที่
ความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 20%, 40%, 60%, 80% และ 100% (ปริมาตร/

อาหารปรับ
สภาพ 

เซลล์ทั้งหมดสูงสุด 
(เซลล์/มิลลิลิตร) 

การรอดชีวิต 
(%) 

อัตราการเจริญ 
เติบโตจ าเพาะ 

(ชั่วโมง-1) 

ระยะเวลาที่ท า
ให้ปริมาณเซลล์

มีค่าสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

ระยะพัก 
(ชั่วโมง) 

รอบที่ 6 2.03 ± 0.13 x 108 98.99 ± 0.50 0.25 ± 0.01 24 1.9 
รอบที่ 7 b 2.16 ± 0.06 x 108 98.58 ± 0.46 0.26 ± 0.01 12 1.5 

สารละลายกากมัน 80% (ปริมาตร/ปริมาตร)     
รอบที่ 8 a 1.74 ± 0.06 x 108 98.16 ± 1.13 0.21 ± 0.01 48 2.0 
รอบที่ 9 1.74 ± 0.07 x 108 99.01 ± 0.76 0.21 ± 0.01 36 1.9 
รอบที่ 10 1.74 ± 0.15 x 108 99.63 ± 0.64 0.22 ± 0.01 36 1.6 
รอบที่ 11 1.88 ± 0.13 x 108 98.83 ± 2.03 0.23 ± 0.01 24 1.6 
รอบที่ 12 b 1.96 ± 0.12 x 108 99.06 ± 0.34 0.23 ± 0.01 12 1.6 

สารละลายกากมัน 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)    
รอบที่ 13a 1.52 ± 0.10 x 108 98.31 ± 1.10 0.20 ± 0.01 48 1.9 
รอบที่ 14 1.48 ± 0.14 x 108 99.24 ± 0.37 0.20 ± 0.01 48 1.7 
รอบที่ 15 1.68 ± 0.11 x 108 99.26 ± 0.38 0.21 ± 0.02 36 1.5 
รอบที่ 16 1.55 ± 0.02 x 108 99.40 ± 0.63 0.19 ± 0.01 24 1.5 
รอบที่ 17 1.67 ± 0.16 x 108 98.88± 1.12 0.21 ± 0.01 12 1.3 
รอบที่ 18 1.97 ± 0.06 x 108 99.11 ± 0.93 0.23 ± 0.01 12 1.3 
รอบที่ 19b 2.04 ± 0.07 x 108 99.69 ± 0.53 0.24 ± 0.00 12 1.3 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



53 

 

ปริมาตร) มีกรดอะซิติกเร่ิมต้นเท่ากับ 4.08±0.04, 7.75±0.08, 10.13±0.01, 14.16±0.12 และ 
15.96±0.09 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลเร่ิมต้นเท่ากับ 0.035±0.004, 
0.043±0.002, 0.051±0.003, 0.076±0.002 และ 0.103±0.003 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ นอกจากนี้มี
รายงานว่า กรดอะซิติกมักพบในปริมาณสูงกว่าสารยับยั้งที่เป นกรดฟอร์มิก และกรดลีวูลินิก เช่น
เดียวผลการทดลองของ Tomás-Pejó et al. (2010) และ Tian et al. (2011) และยังพบว่าเป นสาร
ยับยั้งที่พบมากที่สุดในไฮโดรไลเซส Nilvebrant et al. (2003) รายงานว่า โดยทั่วไปแล้ว เฟอฟิวรัล
มักพบในปริมาณที่น้อยกว่า 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ซึ่งในการศึกษานี้ไม่พบสารยับยั้งเฟอ
ฟิวรัล 

จากการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสภายใต้สภาวะที่เป นกรด
ร่วมกับการให้ความร้อน มักพบ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ซึ่งเกิดจากการย่อยสลายจากน้ าตาล
เฮกโซส และยังสามารถสลายตัวไปเป นกรดฟอร์มิก และกรดลีวูลินิก ซึ่งจากผลการศึกษานี้จะเห็น
ได้ว่ากรดลีวูลินิกที่เกิดขึ้นในสารละลายกากมันส าปะหลังนั้นมีความเข้มข้นต่ าในขณะที่ไม่พบ
กรดฟอร์มิก อันเนื่องมาจากการสลายตัวของสาร 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่เกิดขึ้นได้น้อย 
(Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Thomas et al., 2002) ส่วนกรดอะซิติกเกิดจากการย่อย
สลายของหมู่อะซิติลที่มีอยู่ในโครงสร้างของเฮมิเซลลูโลส (Almeida et al., 2007) นอกจากนี้
กรดอะซิติกยังเป นผลิตภัณฑ์พลอยได้ที่ เกิดขึ้นในระหว่างการหมัก เอทานอลด้วยเชื้อยีสต์ 
Saccharomyces sp. อีกด้วย (Narendranath et al., 2001)   
  จากวิธีการปรับสภาพกากมันส าปะหลังในการศึกษานี้โดยการย่อยด้วยกรดซัลฟู
ริกความเข้มข้น 0.6 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 30 นาที พบปริมาณ 5-ไฮดรอกซีเมทธิล
เฟอฟิวรัลน้อยมาก (ประมาณ 0.1 มิลลิโมลาร์) ซึ่งคล้ายกับผลการศึกษาของ Lacerda  et al. (2013) 
ที่ศึกษาการย่อยเส้นใยป่าน (sisal pulp) โดยใช้สารละลายกรดซัลฟูริกความเข้มข้น 5% โดย
ปริมาตร (ประมาณ 0.5 โมลาร์) ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส พบว่า การย่อยที่เวลาต่ ากว่า 120 
นาที พบปริมาณเฟอฟิวรัล (น้อยกว่า 0.26 มิลลิโมลาร์) และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล (น้อย
กว่า 0.04 มิลลิโมลาร์) ในไฮโดรไลเซสปริมาณต่ า และสามารถพบกรดฟอร์มิกเมื่อใช้กรดซัลฟูริก
ความเข้มข้นตั้งแต่ 15-25% โดยปริมาตร (ประมาณ 1.5-2.5 โมลาร์) ดังนั้นชนิดและปริมาณสาร
ยับยั้งที่เกิดขึ้นในสารละลายลิกโนเซลลูโลสมีความแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบและ
กระบวนการเตรียมวัตถุดิบที่เลือกใช้ 
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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% (ปริมาตร/ปริมาตร) (จ) ในรอบแรก และรอบสุดท้าย  

 
  ส าหรับแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงของสารยับยั้งในระหว่างการปรับสภาพเชื้อ
ยีสต์รอบแรกและรอบสุดท้ายในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตรนั้น มีรูปการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ
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สารยับยั้งที่เหมือนกัน (ภาพที่ 4.2)  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ปริมาณกรดอะซิติกมีค่าลดลง
อย่างต่อเนื่องใน 8 ชั่วโมงแรก และมีปริมาณเพิ่มขึ้นอีกคร้ังหลังจากการเพาะเลี้ยงผ่านไป 12 
ชั่วโมง ซึ่งกรดอะซิติกสามารถดูดซึมเพื่อน าไปสร้างอะซิติลโคเอ (Acetyl CoA) และน าไปใช้
ในวัฏจักรเครปต่อไป อย่างไรก็ตาม กรดอะซิติกก็เป นผลพลอยได้จากการหมักโดยใช้ยีสต์เช่นกัน 
(Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Thomas et al., 2002) ส าหรับกรดลีวูลินิกมีปริมาณมากขึ้น
อย่างรวดเร็วใน 8 ชั่วโมงแรกของการหมัก หลังจากนั้นจึงมีปริมาณคงที่ตลอดการหมัก มีการวิจัยที่
สอดคล้องกันกับผลการทดลองนี้ โดย Thompson et al. (2016) พบว่า กรดลีวูลินิกมีค่าสูงขึ้นใน
ระหว่างการหมัก  

เช่นเดียวกับ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ที่มีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็วใน 8 ชั่วโมงแรก 
การศึกษาของ Palmqvist and Hahn-Hägerdal (2000) แสดงให้เห็นว่ายีสต์ S. cerevisiae สามารถ
เปลี่ยน 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล ด้วยเอนไซม์ไปเป นสารประกอบที่เป นพิษน้อยลง  โดย 5-
ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลถูกรีดิวซ์ไปเป น 2,5-bis-hydroxymethylfuran (HMF-alcohol) ภายใต้
สภาวะที่มีและไม่มีอากาศ (Liu et al., 2004) และ Koppram et al. (2012) ยังค้นพบว่า ในระหว่าง
การปรับสภาพ เซลล์มีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงสารยับยั้งประเภทฟูแรนได้ ทั้งนี้ข้อมูล
ของสารยับยั้งกรดฟอร์มิกไม่ได้น ามาแสดงเนื่องจากความเข้มข้นเร่ิมต้นและความเข้มข้นขั้น
สุดท้ายต่ ามากจนไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ ดังนั้น ในการค่อยๆปรับสภาพเชื้อ S. cerevisiae 
SC90 ซึ่งเกิดการน าสารยับยั้งไปใช้ ถือได้ว่าเป นการเปลี่ยนแปลงที่ส าคัญ โดยส่งผลให้เซลล์ทน
ต่อสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในระหว่างการปรับสภาพกากมันส าปะหลังได้ดีขึ้น 

4.3.3 ประสิทธิภาพการใช้น า้ตาล และการผลติเอทานอล 
  จากการติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอลในระหว่างการปรับสภาพเชื้อ
ยีสต์ S. cerevisiae SC90 ในอาหารแต่ละสูตรโดยค านวณค่าพารามิเตอร์ของการผลิตเอทานอล 
จากชั่วโมงที่ 8 ซึ่งให้ค่าความเข้มข้นของเอทานอลสูงสุด โดยพบว่า การปรับสภาพเชื้อยีสต์ใน
อาหารแต่ละสูตรมีผลต่อการปรับปรุงการใช้น้ าตาลกลูโคสในสารละลายได้ดีขึ้น แต่พบการลดลง
ของอัตราการผลิตเอทานอล และประสิทธิภาพการหมักในสภาวะที่มีความเข้มข้นของสารละลาย
กากมันส าปะหลัง 80% และ100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ดังตารางที่ 4.4 เนื่องมาจากความเป นพิษ
จากความเข้มข้นของสารยับยั้งที่พบในอาหารปรับสภาพมากขึ้นนั่นเอง  (ภาพที่ 4.2) จากการปรับ
สภาพรับสภาพเชื้อยีสต์ในขั้นแรกที่เร่ิมเลี้ยงในสภาวะควบคุม (ไม่เติมสารละละลายกากมัน
ส าปะหลัง) พบว่า เชื้อมีประสิทธิภาพการหมักสูงถึง 96.15% และเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มี
ส่วนผสมของสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 20% (ปริมาตร/ปริมาตร) รอบแรก พบว่ามี
ประสิทธิภาพการหมักลดลงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับสภาวะควบคุม โดยในสภาวะที่มีสารละลายกาก
มันส าปะหลังความเข้มข้น 20% (ปริมาตร/ปริมาตร) ในการศึกษานี้พบสารยับยั้งที่เกิดขึ้นใน
ระหว่างการปรับสภาพโดยพบกรดอะซิติกปริมาณเร่ิมต้นต่ ามากประมาณ 4 มิลลิโมลาร์ ดังที่
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รายงานไว้ข้างต้น มีรายงานก่อนหน้าที่ศึกษาเกี่ยวกับการใช้กรดอะซิติกความเข้มข้นต่ าในการ
ปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักเอทานอล การศึกษาของ Thomas et al. (2002) พบว่า ในสภาวะ
การหมักที่มีกรดอะซิติก ท าให้ปริมาณเอทานอลสูงกว่าในสภาวะที่ไม่มีกรดอะซิติก และ 
Greetham (2014) ค้นพบว่า ความเข้มข้นกรดอะซิติกที่ต่ ากว่า 25 มิลลิโมลาร์ ไม่ส่งผลต่อ 
metabolic output ที่เกี่ยวข้องกับการเจริญและการผลิตเอทานอลของเชื้อ Larsson et al. (1999) 
รายงานเพิ่มเติมว่า กรดอะซิติกที่ความเข้มข้นต่ าช่วยเพิ่มผลได้ของเอทานอลซึ่งอาจเกิดจากการ
กระตุ้นการผลิต ATP   
 
ตารางที ่4.4  พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลจากการปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. 

cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพแต่ละสูตร 

การทดลอง 

อัตราการใช้
น้ าตาลกลูโคส 

(กรัม/ลิตร·
ชั่วโมง) 

ผลได้ 
เอทานอล          

(กรัมเอทานอล/
กรัมกลูโคส) 

ผลผลิตชีวมวล 
(เซลล์/กรัม) 

อัตราการผลิต 
เอทานอล 

 (กรัม/ลิตร·
ชั่วโมง) 

ประสิทธิภาพ
การหมัก  

(%) 

สภาวะควบคุม 6.08 0.49 4.09 x 106 3.20 96.15 

  สารละลายกากมัน 20% (ปริมาตร/ปริมาตร)   
รอบที่ 1a 5.61 0.48 5.49 x 106 3.14 94.83 

รอบที่ 2b 6.02 0.49 5.55 x 106 3.19 96.12 

  สารละลายกากมัน 40% (ปริมาตร/ปริมาตร)   

รอบที่ 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% (ปริมาตร/ปริมาตร)   

รอบที่ 5a 6.80 0.44 3.41 x 106 2.86 86.35 

รอบที่ 7b 7.49 0.41 3.78 x 106 2.91 80.09 

 สารละลายกากมัน 80% (ปริมาตร/ปริมาตร)    

รอบที่ 8a 6.77 0.43 3.03 x 106 2.80 84.50 

รอบที่ 12b 7.58 0.40 3.41 x 106 2.62 78.96 

 สารละลายกากมัน 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)    

รอบที่ 13a 7.96 0.36 2.44 x 106 2.32 69.91 

รอบที่ 19b  7.62 0.32 3.27 x 106 2.06 62.14 
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หมายเหตุ : เวลาที่ได้เอทานอลสูงสุดคือชั่วโมงที่ 8, a,b คือ การปรับสภาพเชื้อรอบแรกและรอบ
สุดท้ายในสารละลายกากมันส าปะหลังแต่ละสูตร ตามล าดับ 

 
ส าหรับประสิทธิภาพการหมักในรอบแรกของสภาวะที่มีความเข้มข้นของกากมัน

ส าปะหลัง 20% (ปริมาตร/ปริมาตร) พบว่ามีค่าเท่ากับ 94.83% และในรอบสุดท้าย มีค่าเท่ากับ 
96.12% จะเห็นได้ว่าไม่มีความแตกต่างกันของผลได้เอทานอล อัตราการผลิตเอทานอล การใช้
น้ าตาล และประสิทธิภาพการหมักในระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อซ้ าในอาหารเดิม และเมื่อท าการ
ปรับสภาพเชื้อยีสต์ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลัง 60% 80% และ
100% (ปริมาตร/ปริมาตร) พบว่า ผลได้เอทานอลและประสิทธิภาพในการหมักลดลงในรอบ
สุดท้ายเมื่อเปรียบเทียบกับผลในรอบแรก (ตารางที่ 4.4) อย่างไรก็ตาม ในสภาวะที่มีสารละลาย
กากมันส าปะหลัง 60% 80% และ100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ในรอบสุดท้าย มีปริมาณเซลล์ทั้งหมด
สูงสุด (ตารางที่ 4.3) และผลผลิตชีวมวล (Yx/s) (ตารางที่ 4.4) มีค่าสูงขึ้นเมื่อเทียบกับผลในรอบแรก
ของการปรับสภาพในอาหารแต่ละสูตร ผลการทดลองในการศึกษานี้คล้ายกับการปรับสภาพเชื้อ
ยีสต์ Pichia stipitis ของ Zhu et al. (2009) โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารที่ค่อยๆเพิ่มความเข้มข้นของ
ไฮโดรไลเลซซังข้าวโพดตั้งแต่ 10% ถึง 50% (ปริมาตร/ปริมาตร) แต่ละความเข้มข้นท าการเลี้ยง
เชื้อซ้ า 3 รอบ พบว่า ปริมาณน้ าตาลไซโลสที่เหลือค่อยๆเพิ่มขึ้นเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีความเข้มข้น
ไฮโดรเซสมากขึ้น ในขณะเดียวกันเอทานอลที่ผลิตในรอบแรกของอาหารแต่ละสูตรมีปริมาณ
สูงขึ้น และมีค่าน้อยลงในรอบหลัง สิ่งนี้สามารถอธิบายได้จากกระจายตัวของ flux ของคาร์บอน
ในระหว่างการหมักเอทานอลซึ่งจะถูกน าไปใช้ในกระบวนการสังเคราะห์องค์ประกอบ 
(anabolism) และเมตาบอลิซึมของพลังงานภายในเซลล์ โดยในรอบแรกของอาหารปรับสภาพแต่
ละสูตร เซลล์ต้องปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมใหม่ที่มีความเข้มข้นของสารยับยั้งสูงขึ้น จึง
จ าเป นต้องใช้พลังงานในการปรับตัวมากกว่าปกติที่ได้รับจากการหมักเอทานอลในรอบแรก ดังนั้น 
การที่เชื้อต้องการพลังงานมาก เอทานอลที่เกิดขึ้นจึงมีปริมาณมากเช่นกัน ดังจะเห็นได้จากผลได้เอ
ทานอลในรอบแรกสูงกว่าในรอบสุดท้ายของอาหารปรับสภาพแต่ละสูตร (ตารางที่ 4.4) และ
หลังจากที่เซลล์สามารถปรับตัวให้ทนต่อสารยับยั้งในรอบสุดท้ายในอาหารแต่ละสูตรได้แล้ว ยีสต์
จะน าแหล่งคาร์บอนไปใช้เพื่อการเจริญเติบโตมากกว่าการน าไปผลิตเอทานอล จึงท าให้ปริมาณ
เซลล์ และการผลิตชีวมวลของเชื้อมีค่าเพิ่มขึ้น แต่เอทานอลที่ผลิตได้มีค่าลดลง นอกจากนี้มีการ
รายงานของ Liu et al. (2009)  อธิบายไว้ว่า เชื้อยีสต์ที่ทนต่อสารยับยั้งประเภทฟูแรนได้จะมีกลไก
ทางพันธุกรรมในการก าจัดสารประกอบที่เป นพิษ และยังสามารถกระตุ้นเมทาบอลิซึมของการ
ผลิตเอทานอลได้ โดยมียีนส าคัญที่เกี่ยวข้องกับเมทาบอลิซึมของกลูโคส (glucose metabolism), 
NAD(P)H metabolic, การรีเจนเนอเรชั่น (regeneration) และเอนไซม์ในกลุ่มทรานสเฟอเรส 
(Transferases) เช่น HXK1, HXK2, GLK1, TDH1, TDH3, LAT1, PDC6, ADH4, ALD2, ALD4, 
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ZWF1, SOL3, RBK1, TAL1, NQL1 และ PRS2 ซึ่งจะพบยีนกลุ่มนี้ในเชื้อที่ทนต่อสารยับยั้งได้
มากกว่าเชื้อที่ไม่ทนสารยับยั้ง 

 

4.4 ผลการศึกษาความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งในรูปสารผสมต่อการเจริญ และ
การผลติเอทานอลในอาหารเหลว YPD โดยใช้เช้ือยสีต์ทีผ่่านการปรับสภาพ 

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 ซึ่ง
ความเข้มข้นของสารยับยั้งแต่ละชนิดที่เติมในอาหารได้มาจากการคัดเลือกความเข้มข้นของสาร
ยับยั้งแต่ละชนิดที่ระดับสูงสุดที่ท าให้เชื้อยีสต์ (ยังไม่ปรับสภาพ) สามารถเติบโตไม่ต่ ากว่า 80% 
ของค่าการเจริญสูงสุด ดังความเข้มข้นที่แสดงในตารางที่ 3.1 โดยระดับความเข้มข้นสูงสุดของสาร
ยับยั้งกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลที่ยีสต์
สามารถเจริญได้ คือ 135, 170, 250, 6.5 และ 8.77 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ (ความเข้มข้นสูงสุด; 
100%) จัดให้เป นความเข้มข้นระดับที่ 4 แล้วท าการเจือจางให้มีความเข้มข้นน้อยลงเหลือ 25% 
50% และ 75% ของความเข้มข้นสูงสุด จัดให้เป นความเข้มข้นระดับที่ 1 2 และ 3 ตามล าดับ ท าการ
เพาะเลี้ยงเชื้อบนเคร่ืองเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป นเวลา 
72 ชั่วโมง ตรวจสอบการเจริญ อัตราการรอดชีวิต การเปลี่ยนแปลงสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิด 
ประสิทธิภาพการใช้น้ าตาลและการผลิตเอทานอล ตลอดจนเปรียบเทียบผลกับสภาวะที่หมักโดย
เชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ยังไม่ได้ปรับสภาพ  

4.4.1. การเจริญ และการรอดชีวติ 
  ยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพมีเซลล์ที่มีชีวิต และการรอดชีวิต
ในสภาวะควบคุมสูงสุด เมื่อเติมสารยับยั้งทั้ง 5 ชนิดลงในอาหาร พบว่า ที่สภาวะที่มีสารยับยั้งผสม
น้อยที่สุด หรือความเข้มข้นระดับที่ 1 มีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของเชื้อสูงกว่าความเข้มข้นระดับที่ 2, 
3 และ 4 ดังแสดงในภาพที่ 4.3 ก และ 4.3 ข โดยที่ความเข้มข้นระดับที่ 1 เชื้อมีการรอดชีวิตต่ ากว่า
สภาวะควบคุมเล็กน้อย และเมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมมากขึ้นเป นระดับที่ 2, 3 และ 4 การ
รอดชีวิตมีค่าต่ ากว่าความเข้มข้นระดับที่ 1 ประมาณ 13.54%,  17.45% และ 30.78% ตามล าดับ เมื่อ
สิ้นสุดการหมัก นอกจากนี้ยังพบว่า เชื้อมีระยะพักประมาณ 4 ชั่วโมงในสภาวะที่มีสารยับยั้งความ
เข้มข้นระดับที่ 1 ซึ่งนานกว่าสภาวะควบคุมที่ไม่เติมสารยับยั้ง 
  ส าหรับการเจริญของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพแล้ว ดัง
แสดงในภาพที่ 4.3 ค และ 4.3 ง พบว่า เซลล์ที่มีชีวิตมีค่าสูงสุดในสภาวะควบคุม และมีค่าน้อยลง
ในสภาวะที่เติมสารยับยั้งผสมที่ระดับความเข้มข้นที่ 1 และความเข้มข้นระดับที่ 2 ตามระดับความ
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เข้มข้นของสารยับยั้งผสมที่มากขึ้น เมื่อความเข้มข้นสูงถึงระดับที่ 3 และ 4 พบการเจริญของเชื้อ
น้อยมาก ส่วนการรอดชีวิตของเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพในสภาวะที่มีสารยับยั้งผสมในระดับความ
เข้มข้นที่ 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 สภาวะที่ใช้เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพมีปริมาณ
เซลล์สูงกว่าเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพอย่างเห็นได้ชัด 

 
ก) ข) 

  

ค) ง) 

  

 

 

ภาพที่ 4.3 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (ก) และการรอดชีวิต (ข) ของเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่ไม่ได้ปรับสภาพ และปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (ค) และการรอดชีวิต (ง) 
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ของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในอาหาร YPD ที่เติมสารยับยั้ง
ในระดับความเข้มข้นต่างๆ  

  
เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อทั้ง 2 ตัว ดังตารางที่ 4.5 

พบว่า ในสภาวะที่เติมสารยับยั้งผสมในระดับความเข้มข้นที่ 1 ท าให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ
ต่ ากว่าสภาวะควบคุม แต่มีค่าสูงกว่าในอาหารที่มีสารยับยั้งผสมความเข้มข้นระดับที่  2 3 และ 4 
อย่างชัดเจน โดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพเจริญได้น้อยมากในระดับ
ความเข้มข้นที่ 2 โดยให้ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.04 ชั่วโมง-1 ในขณะที่เชื้อที่ผ่าน
การปรับสภาพให้ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะที่สูงกว่านั่นคือ 0.08 ชั่วโมง-1 จากผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่า เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพแล้วมีให้การเจริญที่สูงกว่าเชื้อที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ 
โดยแสดงความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งผสมในระดับความเข้มข้น 50% ของความเข้มข้น
สูงสุด  
 
ตารางที่ 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 การเปลีย่นแปลงปริมาณสารยบัยั้ง 
 จากการติดตามการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารยับยั้งในระหว่างการหมัก
โดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ได้ผ่านการปรับสภาพ พบการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณของสารยับยั้งประเภทฟูแรน ดังแสดงในภาพที่ 4.4 ในขณะที่สารยับยั้ง
ประเภทกรดอ่อนไม่พบความแตกต่างระหว่างความเข้มข้นเร่ิมต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเมื่อ
สิ้นสุดการหมัก จึงไม่ได้น ามาแสดงผล ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมระดับที่ 1 เชื้อ
ทั้งสองตัวสามารถใช้สารยับยั้งทั้งเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้ไม่แตกต่างกัน 
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โดยมีการลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 4 ชั่วโมงแรก และอัตราการใช้สารยับยั้งทั้งสองไม่มีความ
แตกต่างโดยเชื้อทั้งสอง เมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งสูงถึงระดับที่ 2 พบว่า เชื้อที่ผ่านการปรับ
สภาพสามารถลดปริมาณสารยับยั้งทั้งสองชนิดได้มากกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพอย่างเห็นได้ชัด 
ซึ่งมีการลดลงของสารยับยั้งอย่างรวดเร็วใน 12 ชั่วโมงแรก โดยที่เฟอฟิวรัลมีปริมาณลดลง 
64.95% และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลลดลง 16.10% จากเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ส่วนเชื้อ
ที่ผ่านการปรับสภาพสามารถลดเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้ถึง 88.56% และ
39.49% ตามล าดับ จากผลการทดลอง เห็นได้ชัดว่า ที่ระดับของความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมซึ่ง
มีความเข้มข้น 50% ของสารยับยั้งสูงสุด เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพมีความสามารถในการใช้
สารยับยั้งทั้งสองในอาหารได้ดีกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ ท าให้มีความเข้มข้นของสารยับยั้งทั้ง
สองตัวน้อยลงเมื่อสิ้นสุดการหมัก แต่ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมในอาหารสูงขึ้น
เป นระดับที่ 3 และ 4 พบว่าไม่พบการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารยับยั้งในระหว่างการหมัก 
 
ก) ข) 

  

ค) ง) 

 

 

ภาพที ่4.4 การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารยับยั้งเฟอฟิวรัล ( ) และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล  
( ) โดยการใช้เชื้อ S. cerevisiae SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ และผ่านการปรับ
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สภาพ [( ), ( )] ที่ลี้ยงในอาหาร YPD ที่เติมสารยับยั้งผสมระดับความเข้มข้น
ที่ 1 (ก) 2 (ข) 3 (ค) และ 4 (ง) 

  
  ในการศึกษานี้จะเห็นว่า การลดลงของสาร 5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลช้ากว่า
การลดลงของเฟอฟิวรัล ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Larsson et al. (1999) อีกทั้งมีการศึกษาอ่ืนๆ
ก่อนหน้านี ้รายงานว่า ยีสต์สามารถใช้สารยับยั้งเฟอฟิวรัลได้จนหมดโดยใช้เวลาเร็วกว่า  5-ไดรอก
ซีเมทธิลเฟอฟิวรัล โดยสามารถเปลี่ยนสารยับยั้งประเภทฟูแรนไปเป นสารประกอบที่มีความเป น
พิษน้อยกว่า นั่นคือ 5-ไดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลถูกเปลี่ยนไปเป น 2,5-บิส-ไฮดรอกซีเมทธิลฟูแรน 
(2,5-bis-hydroxymethylfuran) และเฟอฟิวรัลสามารถเปลี่ยนไปเป นเฟอฟิวริล แอลกอฮอล์ 
(furfuryl alcohol) เมื่อสารยับยั้งถูกเปลี่ยนไปเป นสารอ่ืนแล้วจะปรากฏการเจริญของเชื้อยีสต์ขึ้น 
(Villa et al., 1992; Taherzadeh et al.,  2000a; Liu et al., 2004) Palmqvist et al. (1999a) รายงานว่า 
อัตราการลดลงของเฟอฟิวรัลมีค่าลดลงเนื่องจากเซลล์ตายเมื่อมีเฟอฟิวรัลความเข้มข้นสูง และเมื่อ
มีการใช้เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพแล้วพบว่าเชื้อมีความสามารถสูงในการใช้สารยับยั้งทั้งเฟอฟิวรัล 
และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลเช่นเดียวกับการรายงานของ Tian et al. (2011) อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษาของ Wallace-Salinas and Gorwa-Grauslund (2013) รายงานว่า ในสภาวะที่มีกรดอินทรีย์
ในไฮโดรไลเซส การเจริญ และประสิทธิภาพการหมักของเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพไม่มีความ
แตกต่างกับเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ และ Landaeta et al. (2013) ยังพบอีกว่า ไม่พบการเปลี่ยนแปลง
ของความเข้มข้นกรดอะซิติกในระหว่างการหมักแบบแบทช์จากเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพและ
ไม่ได้ปรับสภาพ ซึ่งอาจเป นสาเหตุที่ท าให้การศึกษานี้ไม่พบความแตกต่างของการใช้กรดอะซิติก 
กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิกในอาหารจากเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ และไม่
ปรับสภาพ ตลอดจนไม่มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกรดที่เติมลงในระหว่างการหมัก ดังนั้น 
จะเห็นได้ว่าในสภาวะที่มีสารยับยั้งผสมในอาหาร เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพจะมีความทนต่อสาร
ยับยั้ง โดยเซลล์สามารถน าสารยับยั้งในกลุ่มฟูแรนไปใช้ได้ดีกว่าเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ซึ่ง
ให้ผลเช่นเดียวกับรายงานของ Martín et al. (2007) และ Tian et al. (2011)  

4.4.3 ประสิทธิภาพการใช้น า้ตาล และการผลติเอทานอล 
   ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ผ่านการ
ปรับสภาพในอาหาร YPD ที่เติมสารยับยั้งผสมในระดับความเข้มข้นต่างๆ น ามาแสดงเป น
ค่าพารามิเตอร์ดังแสดงในตารางที่ 4.6 แต่ไม่ได้แสดงข้อมูลในสภาวะความเข้มข้นระดับที่ 3 และ 4  
เนื่องจากมีการเจริญ การใช้น้ าตาล และการผลิตเอทานอลของเชื้อมีค่าต่ ามากซึ่งไม่สามารถน ามา
ค านวณได้ จากผลการทดลองพบว่า เชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพในสภาวะควบคุม และในสภาวะที่
สารยับยั้งผสมระดับความเข้มข้นที่ 1 ให้อัตราการผลิตเอทานอล และประสิทธิภาพการหมักสูง 
โดยให้ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุดที่เวลาการหมัก 8 ชั่วโมง ซึ่งใกล้เคียงกับความสามารถในการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้



63 

 

หมักเอทานอลโดยเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพ เมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมสูงขึ้น เป นระดับที่ 
2 พบว่า เชื้อทั้งสองชนิดสามารถผลิตเอทานอลโดยให้ความเข้มข้นสูงสุดนานขึ้นเป น 12 ชั่วโมง 
ซึ่งมีอัตราการผลิตเอทานอล และประสิทธิภาพการหมักจากเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ เท่ากับ 
0.52 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 63.63% ตามล าดับ และเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพ ให้อัตราการผลิต
เอทานอล และประสิทธิภาพการหมัก เท่ากับ 0.74 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 104.45% ตามล าดับ 
แสดงให้เห็นว่า เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพแล้วมีความสามารถในการผลิตเอทานอลได้ดีกว่าเชื้อที่ไม่
ผ่านการปรับสภาพ  Boulton (2000) อธิบายว่า การเติมกลูโคสปริมาณ 20 กรัมต่อลิตร ช่วยให้เกิด
การสลายไกลโคเจนในเมตาบอลิซึมมากขึ้น ส่งผลให้เชื้อสร้างเอทานอลได้สูงกว่าปริมาณเอทา
นอลที่ผลิตได้ทางทฤษฎี เช่นเดียวกันกับการศึกษานี้ที่ใช้อาหารเหลว YPD ซึ่งประกอบด้วย
กลูโคส 20 กรัมต่อลิตร จึงท าให้มีประสิทธิภาพการหมักค่อนข้างสูง นอกจากนี้ที่ระดับความ
เข้มข้นของสรยับยั้งผสมที่ 1 เชื้อยังสามารถให้ประสิทธิภาพการหมักสูงใกล้เคียงกับสภาวะ
ควบคุม อาจเนื่องมาจากการมีกรดอะซิติกในปริมาณต่ า งานวิจัยของ Greetham et al. (2016) 
เปิดเผยว่า การเติมกรดอะซิติกในระดับ 20 มิลลิโมลาร์ สามารถป้องกันเซลล์ยีสต์อันเนื่องมาจาก
ความเครียดจากสารยับยั้งเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซี เมทธิล เฟอฟิวรัลได้ อีกทั้งช่วยปรับปรุง
อัตราการใช้น้ าตาลและอัตราการผลิตเอทานอลได้ จึงเป นไปได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของสาร
ยับยั้งผสมที่ 1 ซึ่งเติมกรดอะซิติกลงในอาหาร YPD ความเข้มข้น 33.75 มิลลิโมลาร์ สามารถเพิ่ม
ความสารถในการหมักให้สูงขึ้นได้ อย่างไรก็ตาม เมื่อความเข้มข้นของสารยับยั้งผสมสูงขึ้นเป น
ระดับที่ 2 ซึ่งเติมกรดอะซิติก 67.5 มิลลิโมลาร์ ส่งผลให้ประสิทธิภาพการหมักลดลง ซึ่งรายงาน
ของ Greetham (2014) ได้อธิบายว่า การเจริญเติบโตของเชื้อและประสิทธิภาพการหมักลดลงเมื่อ
ความเข้มข้นของกรดอะซิติกสูงถึง 50 มิลลิโมลาร์ อย่างไรก็ตามการเพิ่มความเข้มข้นของสารยับยั้ง
ผสมมากขึ้นกว่าระดับนี้ไม่พบการผลิตเอทานอลของเชื้อทั้งสอง  โดยการศึกษาของ Larsson et al. 
(1999) ได้จ าลองโมเดลผลของสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในระหว่างการย่อยวัสดุลิกโนเซลลูโลสต่อการ
หมักของเชื้อ S. cerevisiae พบว่า สภาวะที่มีสารยับยั้งจากกรดสามชนิด และจากอนุพันธ์เฟอฟิวรัล
ยิ่งส่งผลให้เกิดการยับยั้งร่วมกัน จะเห็นได้ว่าการการใช้สารยับยั้งร่วมกันนั้นสามารถเสริมฤทธิ์กัน
ในการเกิดผลกระทบด้านลบต่อการเจริญ และการหมักเอทานอลของเชื้อ 
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ตารางที่ 4.6  พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ และผ่านการปรับสภาพ ในอาหาร YPD ที่มีการเติม
สารยับยั้งผสมในระดับต่างๆ 

การทดลอง 

เวลาที่ได ้   
เอทานอล
สูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการใช้
น้ าตาลกลูโคส 

(กรัม/ลิตร·
ชั่วโมง) 

ความเข้มข้น
กลูโคสที่เหลือ  

(กรัม/ลิตร) 

ผลได้ 
เอทานอล          

(กรัมเอทานอล/
กรัมกลูโคส) 

อัตราการผลิต
เอทานอล 

(กรัม/ลิตร·
ชั่วโมง) 

ประสิทธิภาพ 
การหมัก  

(%) 

ควบคุม       
เชื้อยังไม่ปรับสภาพ 8 2.39 0.25 0.53 1.28 104.77 

เชื้อผ่านการปรับสภาพ 8 2.29 0.07 0.54 1.25 106.58 

สารยับยั้งความเข้มข้นระดับท่ี 1      

เชื้อยังไม่ปรับสภาพ 8 2.38 0.15 0.54 1.30 106.74 

เชื้อผ่านการปรับสภาพ 8 2.22 0.15 0.54 1.19 105.10 

สารยับยั้งความเข้มข้นระดับท่ี 2 
     

เชื้อยังไม่ปรับสภาพ 12 1.59 0.20 0.32 0.52 63.63 

เชื้อผ่านการปรับสภาพ 12 1.39 0.66 0.53 0.74 104.45 

 
   Tomás-Pejó et al. (2010) ศึกษาการปรับสภาพเชื้อยีสต์ด้วยการเลี้ยงเชื้อใน
สารละลายฟางข้าวสาลี โดยค่อยๆเพิ่มความเข้มข้นของสารละลาย พบว่า เชื้อที่ผ่านปรับสภาพ
สามารถปรับปรุงประสิทธิภาพการหมัก และทนต่อสารยับยั้งได้ดีกว่าการใช้เชื้อที่ยังไม่ได้ปรับ
สภาพ ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับการศึกษาอ่ืนๆ (Zhu et al., 2009; Martín et al., 2007) มีการรายงานว่า 
ความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งของเชื้อที่ได้จากการปรับสภาพ สามารถลดความเข้มข้นของ
เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลได้อย่างรวดเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อที่ไม่ได้ปรับ
สภาพ (Landaeta et al., 2013; Jang et al., 2014)  ดังนั้น การศึกษาปัจจัยร่วมกันของสารยับยั้งทั้ง 5 
ชนิดโดยการใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพสามารถเจริญและให้ประสิทธิภาพในการหมักเอทา
นอลสูงกว่าการใช้เชื้อที่ยังไม่ผ่านการปรับสภาพ โดยแสดงความสามารถในการทนสารยับยั้งผสม
ในระดับความเข้มข้น 50% ของความเข้มข้นสูงสุดได้ นั่นคือ ที่ระดับความเข้มข้นของกรดอะซิติก 
67.5 มิลลิโมลาร ์กรดฟอร์มิก 85 มิลลิโมลาร์ กรดลีวูลินิก 125 มิลลิโมลาร์ เฟอฟิวรัล 3.25 มิลลิโม
ลาร์ และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล 4.39 มิลลิโมลาร์ จึงมีความเป นไปได้ว่าการใช้ไฮโดรไล
เซสที่เตรียมได้จากวัตถุดิบที่เหลือใช้ทางการเกษตรต้องมีความเข้มข้นของสารยับยั้งต่างๆ เร่ิมต้น
ไม่เกินตามที่อธิบายไว้ข้างต้น เพื่อสามารถน าไปใช้เป นสับสเตรทในกระบวนการหมักเอทานอล
ในอุตสาหกรรมโดยใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ 
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4.5 ผลการศึกษาความสามารถในการผลติเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลงัโดย
ใช้เช้ือยสีต์ทีผ่่านการปรับสภาพ   

4.5.1 การเจริญ และการผลิตเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ผ่านการก าจัด
สารพษิความเข้มข้น 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)  

จากการปรับสภาพยีสต์ให้ทนต่อสารยับยั้งที่เกิดขึ้นในสารละลายไฮโดรไลเซส
เป น กระบวนการทางชีวภาพอีกวิธีหนึ่งที่ได้รับความสนใจซึ่งช่วยให้ลดค่าใช้จ่ายในกระบวนการ
ก าจัดสารพิษในสารละละลายได้ (Parawira and Tekere, 2011) ในการศึกษานี้ ยีสต์ S. cerevisiae 
SC90 ที่ได้จากการปรับสภาพของรอบสุดท้ายถูกน ามาเพาะเลี้ยงในสารละลายกากมันส าปะหลัง 
100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่ไม่ก าจัดสารพิษ เพื่อประเมินการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพในการ
หมักเอทานอลเพื่อเปรียบเทียบกับเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ผลการ
ทดลองพบว่า จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพสูงกว่า
เซลล์ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ (ภาพที่ 4.5ก, ข; ตารางที่ 4.7) เมื่อค านวณอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะพบว่าเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพมีอัตราการเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.22 ± 0.00 ชั่วโมง -1 
ในขณะที่เชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพมีค่าเท่ากับ 0.19 ± 0.00 ชั่วโมง -1 (ตารางที่ 4.7) ช่วงระยะพัก
ของเชื้อที่ปรับสภาพและไม่ปรับสภาพ ซึ่งมีปริมาณเซลล์ค่อนข้างน้อย มีระยะพักเท่ากับ 0.3 และ 
0.7 ชั่วโมง ตามล าดับ  

ผลการเปรียบเทียบการใช้น้ าตาลกลูโคสและการผลิตเอทานอลโดยเชื้อที่ผ่านการ
ปรับสภาพและยังไม่ปรับสภาพในระหว่างการหมักในสารละลายกากมันส าปะหลัง ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.5 ค และ ง พบว่า เชื้อยีสต์ที่ปรับสภาพและไม่ปรับสภาพสามารถใช้น้ าตาลได้ในระดับ
ใกล้เคียงกัน โดยเชื้อที่ปรับสภาพให้ค่าความเข้มข้นของเอทานอลสูงกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ 
แสดงให้เห็นว่า เชื้อทั้งสองมีการน าแหล่งคาร์บอนไปใช้ในการเจริญและผลิตเอทานอลได้ไม่
เท่ากัน โดยที่เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพสามารถน ากลูโคสมาใช้เพื่อการเจริญและการบ ารุงรักษา
เซลล์ได้ดีกว่า ปริมาณเซลล์ที่ได้จึงมากกว่า ตลอดจนสามารถสร้างเอทานอลได้มากกว่าเชื้อที่ไม่
ปรับสภาพ 

ค่าพารามิเตอร์ทางจลพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลดังตารางที่ 4.7 แสดงให้
เห็นว่า เชื้อที่ปรับสภาพแล้วให้ความเข้มข้นของเอทานอล ผลได้เอทานอล ประสิทธิภาพการหมัก 
และอัตราการผลิตเอทานอลที่สูงกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  ผลการ
ทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานของ Silva and Roberto (2001) ซึ่งรายงานว่า จุลินทรีย์ที่ผ่านการ
ปรับสภาพให้ทนต่อสารยับยั้งแล้วสามารถปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักเอทานอลในสารละลาย
ลิกโนเซลลูโลสได้ 
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ก) ข) 

 

 

ค) ง) 

 
 

ภาพที ่4.5 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (ก) อัตราการรอดชีวิต (ข) การใช้น้ าตาลกลูโคส 
(ค) และ (ง) การผลิตเอทานอล ของเชื้อ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพ         
( ) และไม่ผ่านการปรับสภาพ ( ) ในอาหารที่มีสารละลายกากมันส าปะหลังที่
ไม่ก าจัดสารพิษความเข้มข้น 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)  

 
  เมื่อเปรียบเทียบผลของการศึกษานี้กับการศึกษาของ Landaeta et al. (2013) ที่ท า
การปรับสภาพเชื้อยีสต์ S. cerevisiae NRRL Y-265 โดยมีการน าเซลล์กลับมาใช้ใหม่ในอาหาร
สังเคราะห์ที่ค่อยๆ เพิ่มความเข้มข้นสารยับยั้งต่างกัน 5 ระดับ ซึ่งอาหารที่ใช้ปรับสภาพเป นสภาวะ
จ าลองปริมาณสารยับยั้งที่มีในสารละลายจากไม้ยูคาลิปตัส  (กรดอะซิติก, เฟอฟิวรัล, 5-ไฮดรอกซี
เมทธิลเฟอฟิวรัล, วานิลิน,ไซรินกอลดีไฮด์ (Syringaldehyde) และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก) 
จากนั้นน าเซลล์ที่ปรับสภาพแล้วมาเลี้ยงในไฮโดรไลเซสที่ได้จากการย่อยไม้ยูคาลิปตัสด้วยการ
ระเบิดด้วยไอน้ า จะเห็นได้ว่าเชื้อที่ปรับสภาพในสภาวะที่มีสารละลายจากยูคาลิปตัสสามารถ
ปรับปรุงอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและอัตราการผลิตเอทานอลประมาณได้ 70% และ 10% 
ตามล าดับ เมื่อเทียบกับผลของเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ โดยอธิบายว่าเชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพมี
การน าสารยับยั้งเฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลในสารละลายยูคาลิตัสไปใช้ในช่วง
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ระยะพักของเชื้อในอัตราที่มากกว่าการใช้เชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ จึงท าให้เชื้อที่ปรับสภาพมีระยะ
พักสั้นกว่าเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ในขณะที่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงจากการน าสารยับยั้ง
กรดอะซิติกไปใช้ในระหว่างการหมัก ส่วนผลการศึกษานี้จะเห็นว่า เชื้อที่ปรับสภาพมีอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะ และอัตราการผลิตเอทานอลสูงกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพประมาณ 17% และ 
46% ตามล าดับ อันเนื่องมาจากเชื้อที่ผ่านการปรับสภาพสามารถรักษาระดับการเจริญและมีการใช้
สารยับยั้งประเภทฟูแรนในสารละลายกากมันส าปะหลังไปใช้ได้ดีว่า ท าให้ระยะพักของเชื้อที่ปรับ
สภาพใช้เวลาน้อยกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ อย่างไรก็ตาม ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและ
อัตราการผลิตเอทานอลที่ได้จากผลการศึกษา Landaeta et al. (2013) มีค่าต่ ากว่าผลจากการศึกษานี้
ทั้งเชื้อที่ปรับสภาพและไม่ปรับสภาพ 
 
ตารางที ่4.7  พารามิเตอร์การเจริญและการผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่าน

การปรับสภาพ และไม่ผ่านการปรับสภาพ ในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ก าจัด
สารพิษ 100% (ปริมาตร/ปริมาตร)  

พารามิเตอร์ 

การศึกษาปัจจุบัน การศึกษาของ Landaeta et al. 
(2013) 

เชื้อที่ผ่านการ
ปรับสภาพ 

เชื้อที่ไม่ผ่าน
การปรับสภาพ 

เชื้อที่ผ่านการ
ปรับสภาพ 

เชื้อที่ไม่ผ่าน
การปรับสภาพ 

ระยะพัก (ชั่วโมง) 0.3 0.7 nd nd 
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 
(ชั่วโมง-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·ชั่วโมง) 

2.47 ± 0.01a 1.69 ± 0.08b 0.53 0.48 

หมายเหตุ : a, b ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้งแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
(p≤0.05), การศึกษาของ Landaeta et al. (2013) เปรียบเทียบผลการเจริญและ
ประสิทธิภาพการหมักของเชื้อที่ปรับและไม่ปรับสภาพในสารละลายยูคาลิปตัส  
 nd: ไม่มีข้อมูล 
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  ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Parekh et al. (1986) ซึ่งรายงานว่ายีสต์ 
Candida shehatae และ Pichia stipites ที่ปรับสภาพด้วยวิธีการน าเซลล์กลับมาเพาะเลี้ยงใน
สารละลายไม้แอสเพน (aspen wood) หลายๆ รอบ ส่งผลให้การผลิตเอทานอลมีสูงขึ้นประมาณ 
13% เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ การศึกษาของ Yu and Zhang (2003) รายงานว่า 
การเลี้ยงเชื้อยีสต์ที่ปรับสภาพในสารละลายที่ได้จากการย่อยฝ้าย สามารถเพิ่มการผลิตเอทานอลได้
สูงกว่าการใช้เชื้อที่ยังไม่ปรับสภาพ และการศึกษาของ Pornpukdeewattana et al. (2014) ทดลอง
การหมักเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรดอ่อน พบว่า เชื้อที่
ผ่านการปรับสภาพให้ผลได้เอทานอลเท่ากับ 0.42 กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส และเชื้อที่ไม่ได้
ปรับสภาพให้ผลได้เอทานอลเท่ากับ 0.35 กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส  
  การทดลองการเพื่อทดสอบความสามารถในการทนต่อสารยับยั้งของเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ปรับสภาพด้วยเทคนิค Spot plate โดยท าการ
เพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองบนเพลทที่มีความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังแตกต่างกัน (0% 
50% และ100% ปริมาตร/ปริมาตร)  พบว่า เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ผ่านการปรับสภาพ
สามารถเจริญได้ดีในเพลทที่ไม่มีสารละลายกากมันส าปะหลัง (0% ปริมาตร/ปริมาตร) (สภาวะ
ควบคุม) แต่เมื่อความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังมากขึ้นเป น 50% (ปริมาตร/
ปริมาตร) ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ และเมื่อความเข้มข้น
ของสารละลายกากมันส าปะหลังมากขึ้นเป น 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) พบเพียงการเจริญของเชื้อ
ที่ผ่านการปรบัสภาพเท่านั้น ในขณะที่เชื้อที่ไม่ผ่านการปรับสภาพการเจริญถูกยับยั้งอย่างสมบูรณ์ 
ดังภาพที่ 4.6 ซึ่งเห็นได้ชัดว่าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพแล้วสามารถทนต่อ
สารยับยั้งในสารละลายกากมันส าปะหลังได้มากกว่าเชื้อที่ไม่ได้ปรับสภาพ 
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ภาพที ่4.6 ผลของความเข้มข้นของสารละลายกากมันส าปะหลังที่ไม่ผ่านการก าจัดสารพิษ ต่อการ 

   เจริญของเชื้อยีสต ์S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพและไม่ผ่านการปรับสภาพ   
 การทดลองนี้ใช้เทคนิค Spot plate บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป นเวลา 72 ชั่วโมง  

 
4.5.2 การเจริญ และการผลติเอทานอลในสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% 

(ปริมาตร/ปริมาตร) ทีผ่่านการก าจัด และไม่จ ากดัสารพษิ 
  อย่างที่ได้กล่าวในขั้นต้นว่าปัญหาหลักในกระบวนการเตรียมวัตถุดิบโดยการย่อย
ด้วยกรดภายใต้อุณหภูมิสูงเพื่อให้ได้น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวนั้นคือการเกิดสารเคมีที่มีฤทธิ์ยับยั้งการ
ท างานของเชื้อจุลินทรีย์ และกระบวนการหมัก (Palmqvist and Hahn-Hägerdal, 2000; Walker, 
2011) นอกจากนอกการปรับสภาพเชื้อให้สามารถทนต่อสารยับยั้งแล้ว การลดความเป นพิษของ
สับสเตรทก่อนจะเข้าสู่กระบวนการหมักเป นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถเพิ่มศักยภาพการผลิตเอทานอล
จากวัสดุลิกโนเซลลูโลสให้ดีขึ้น ดังนั้นการลดความเป นพิษในการศึกษานี้ใช้วิธีการเติมปูนขาวให้
มากเกินพอ (Overliming) ด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ซึ่งนับว่าเป นวิธีที่มีประสิทธิภาพ และมี
ค่าใช้จ่ายไม่สูง (Mohagheghi et al., 2006; Yang and Wyman, 2008) การศึกษานี้ท าโดยน าเชื้อยีสต์
ที่ผ่านการปรับสภาพมาเลี้ยงในอาหารสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% (ปริมาตร/
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ปริมาตร) ในส่วนที่ไม่ก าจัดสารพิษ และส่วนที่ก าจัดสารพิษ ตรวจสอบการเจริญ อัตราการรอด
ชีวิต และประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล  

4.5.2.1 การเจริญ และการรอดชีวติ 

   จากผลการเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต และการรอดชีวิตของเชื้อ
ยีสต์  S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในสารละลายกากมันส าปะหลังส่วนที่ก าจัด และไม่
ก าจัดสารยับยั้ง ดังแสดงในภาพที่ 4.7 จะเห็นได้ว่าเชื้อยีสต์ที่เจริญในสารละลายกากมันส าปะหลัง
ที่ก าจัดสารพิษให้ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตและการรอดชีวิตสูงกว่าในสภาวะที่ไม่ก าจัดสารพิษอย่าง
เห็นได้ชัด โดยมีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.25 ± 0.01 ชั่วโมง-1 ซึ่งมากกว่าอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะในสภาวะที่ไม่ก าจัดสารพิษออก คือ 0.23 ± 0.00 ชั่วโมง-1 นอกจากนี้ยังพบว่า 
เชื้อยีสตใ์ช้เวลาในการปรับตัวในสภาวะที่ก าจัดสารพิษเพียง 1.7 ชั่วโมง ซึ่งน้อยกว่าในสภาวะที่ไม่
มีการก าจัดสารพิษซึ่งใช้เวลาการปรับตัวท่ากับ 2.6 ชั่วโมง 

 

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

 
การศึกษาของ van Zyl et al. (1988) อธิบายว่า การก าจัดสารพิษด้วยการ

ปรับค่า pH ของสารละลายให้เป นด่างสูงๆ ช่วยให้เกิดการตกตะกอนของสารพิษ โดยสามารถ
ก าจัดสารประกอบฟีนอลิก (Roberto et al., 1991b) รวมถึงกรดอะซิติก เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮดรอก
ซีเมทธิลเฟอฟิวรัล (Tian et al., 2011) จึงเป นไปได้ว่า การก าจัดสารพิษในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังก่อนจะน ามาใช้ในการทดลองด้วยการเติมแคลเซียมไฮดรอกไซด์นั้น ส่งผลให้เชื้อที่ผ่าน

ก) ข) 
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การปรับสภาพมีการเจริญและการอยู่รอดสูงกว่าการเจริญของเชื้อในสารละลายกากมันส าปะหลัง
ที่ไม่ได้ก าจัดสารพิษ 
 4.5.2.2 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล 
   ท าการประเมินประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล ณ ชั่วโมงที่ 8 ที่เชื้อ
สามารถผลิตเอทานอลโดยให้ความเข้มข้นสูงสุด พบว่า ในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ก าจัด
สารพิษออก เชื้อที่ผ่านการปรับสภาพให้ผลได้เอทานอลสูงกว่าในสภาวะที่ไม่ก าจัดสารพิษออก 
โดยให้ประสิทธิภาพการหมักสูงกว่าประมาณ 3.68 % ดังตารางที่ 4.8 
 
ตารางที่ 4.8 พารามิเตอร์ของการผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับ

สภาพในสารละลายกากมันส 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 ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวนอนแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p≤0.05) 

 
Martín et al. (2002) ท าการศึกษาการใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae TMB 

3001 ที่ได้รับการพัฒนาให้มีความสามารถในการหมักเอทานอลในสารละลายชานอ้อย เมื่อน าเชื้อ
มาเลี้ยงในสารละลายชานอ้อยทั้งที่ไม่ได้ก าจัดและก าจัดสารพิษโดยการเติมด่างให้มากเกินพอด้วย
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ พบว่า ประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลของเชื้อในสภาวะที่ก าจัดสารพิษ
ออกมีค่าสูงกว่าในสภาวะที่ไม่ก าจัดสารพิษ ซึ่งสอดคล้องกับการผลของการศึกษานี้ คือ ในสภาวะ
ที่มีการก าจัดสารพิษออกจากสารละลายกากมันส าปะหลัง เชื้อยีสต์ที่ผ่านการปรับสภาพสามารถ
ผลิตเอทานอลได้ดีกว่าในสภาวะที่ไม่มีการก าจัดสารพิษออกจากสารละลายกากมันส าปะหลัง 
 

4.6 ผลการศึกษาปริมาณแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล
ชีวภาพ 

โดยทั่วไปแล้ว การหมักเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม มีการเติมแอมโมเนียมซัลเฟต 
เพื่อเป นแหล่งแหล่งไนโตรเจน โดยจัดเป นสารที่ช่วยกระตุ้นให้เกิดการเจริญเติบโตของยีสต์  (Yu 
and Zhang, 2003) จึงได้ท าการศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลจาก
สารละลายกากมันส าปะหลังที่ได้จากการย่อยด้วยกรดเจือจางและความร้อน โดยท าการเลี้ยงยีสต์ 
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S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในอาหารสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% 
ส่วนที่ไม่ก าจัดสารพิษซึ่งมีการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 1, 3, 5 และ 7.5 กรัมต่อลิตร โดยมี
สภาวะที่ไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตเป นการทดลองควบคุม ด าเนินการหมักในสภาวะเขย่าที่
ความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป นเวลา 72 ชั่วโมง ติดตามการเจริญ อัตรา
การรอดชีวิต การใช้ของน้ าตาล และการผลิตเอทานอล  

4.6.1 การเจริญ และการรอดชีวติ 

จากการศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล และการเจริญ
ของเชื้อ พบว่า ในการทดลองควบคุม และการทดลองที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 1, 3 และ 5 กรัม
ต่อลิตร เมื่อสิ้นสุดการหมักปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของเชื้อใกล้เคียงกัน ซึ่งอยู่ในช่วง 1.56 ×108 ถึง 
1.78×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แต่ในสภาวะที่แอมโมเนียมซัลเฟตถึงระดับ 7.5 กรัมต่อลิตร ให้
ปริมาณเชลล์ที่มีชีวิตมีค่าสูงกว่า คือ 2.13×108  เซลล์ต่อมิลลิลิตร ดังภาพที่ 4.8 ก และการรอดชีวิต
ของเชื้อพบว่าใกล้เคียงกันดังภาพที่ 4.8 ข เมื่อค านวณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อใน
สภาวะที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจนมีค่าเท่ากับ 0.25 ชั่วโมง-1 และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซัลเฟตมากขึ้นเป น 1,  3,  5 และ 7.5 กรัมต่อลิตร อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อ
มีค่าเท่ากับ 0.26,  0.25,  0.24 และ 0.23 ชั่วโมง-1 ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นว่าการเติมหรือไม่เติมแหล่ง
ไนโตรเจนไม่มีความแตกต่างของการเจริญของเชื้อมากนัก\ 
 

ภาพที ่ 4.8 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (ก) และการรอดชีวิต (ข) ของเชื้อยีสต์ S.  
cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในสารละลายกากมันส าปะหลังไม่ก าจัดสารพิษ
ที่ไม่มี ( ) และมีการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 1 ( ) 3 ( ) 5 ( ) 
และ 7.5 กรัมต่อลิตร ( )  

 

ก)  
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4.6.2 ประสิทธิภาพการใช้น า้ตาล และการผลติเอทานอล 

ความสามารถในการผลิตเอทานอลของเชื้อยีสต์ที่ ผ่านการปรับสภาพใน
สารละลายกากมันส าปะหลัง ที่มีการเติม และไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต แสดงในภาพที่ 4.9 พบว่า 
ในสภาวะควบคุมที่ไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต ความเข้มข้นเอทานอลที่เชื้อสร้างได้เมื่อสิ้นสุดการ
หมักมีค่าเท่ากับ 18.92 กรัมต่อลิตร และเมื่อเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 1, 3 และ 5 กรัมต่อ
ลิตร พบว่า ความเข้มข้นเอทานอลสุดท้ายลดลงเป น 18.12, 17.22 และ 16.67 ในขณะที่การเติม
แอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 7.5 กรัมต่อลิตร เชื้อผลิตเอทานอลได้สูงสุด คือ 21.09 กรัมต่อลิตร 
โดยค่าพารามิเตอร์การหมักเอทานอลของเชื้อ ณ ชั่วโมงที่ 12 ดังตารางที่ 4.9 พบว่า ในสภาวะที่ไม่
เติม และเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 1 กรัมต่อลิตร เชื้อมีประสิทธิภาพการหมักใกล้เคียงกัน
ประมาณ 74% หลังจากนั้นเมื่อความเข้มข้นแอมโมเนียมซัลเฟตเพิ่มขึ้นเป น 3 และ 5 กรัมต่อลิตร 
ประสิทธิภาพการหมักลดลงเล็กน้อย คือ 73% และ 69% ตามล าดับ แต่เมื่อความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซัลเฟตเพิ่มขึ้นถึง 7.5 กรัมต่อลิตร พบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของเชื้อสูงขึ้น
เป น 73%  แต่ยังมีค่าน้อยกว่าในสภาวะที่ไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต อย่างไรก็ตาม ผลการเจริญ
ของเชื้อในสภาวะที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 7.5 กรัมต่อลิตรนี ้ให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของ
เชื้อต่ าสุดนั้น อาจเป นไปได้ว่าเชื้อยีสต์อาจมีการใช้สารอาหารไปใช่เพื่อการผลิตเอทานอลมาก
เกินไปจนไปลดการเจริญของเชื้อ มีการศึกษาของ Mendes-Ferreira et al. (2004) ซึ่งศึกษาความ
เข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตต่อรูปแบบการเจริญและการหมักเอทานอลของเชื้อยีสต์ S. 
cerevisiae ในอาหารเลี้ยงเชื้อจากน้ าองุ่น (grape juice medium) พบว่าเมื่อปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตมากขึ้นจะไปลดอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเชื้อ S. cerevisiae ในขณะที่ความเข้มข้น
ของเอทานอลสุดท้ายมีค่ามากขึ้น   
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ภาพที ่4.9 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอลของยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพใน
สารละลายกากมันส าปะหลังไม่ก าจัดสารพิษที่ไม่มี ( ) และมีการเติมแอมโมเนียม
ซัลเฟตปริมาณ 1 ( ) 3 ( ) 5 ( ) และ 7.5 กรัมตอ่ลิตร ( )  

 
ตารางที่ 4.9 ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตต่อค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิต

เอทานอลโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ที่ผ่านการปรับสภาพในสารละลายกากมัน
ส าปะหลังที่ไม่ก าจัดสารพิษ  

แอมโมเนียม
ซัลเฟต 

(กรัม/ลิตร) 

เวลาที่ได้           
เอทานอล
สูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการใช้
น้ าตาลกลูโคส  

(กรัม/ลิตร 
·ชั่วโมง) 

ความเข้มข้น
กลูโคสที่
เหลือ  

(กรัม/ลิตร) 

ผลได้เอทานอล          
(กรัมเอทานอล/
กรัมกลูโคส) 

อัตราการผลิต   
เอทานอล 
 (กรัม/ลิตร 

·ชั่วโมง) 

ประสิทธิ 
ภาพการหมัก 

(%) 

0 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 

 
แหล่งไนโตรเจนมีความส าคัญต่อการเจริญและการเพิ่มจ านวนของยีสต์และยัง

ช่วยเพิ่มสามารถในการทนต่อเอทานอลและการผลิตเอทานอลได้  (Bafrncová et al., 1999) โดย
แอมโมเนียมไอออนสามารถถูกดูดซึมเข้าสู่คู่กรดอะมิโนได้อย่างรวดเร็ว (Nissen et al., 2000; 
Mendes-Ferreira et al., 2004) จากผลการทดลองสรุปได้ว่า ในสภาวะที่เติมแหล่งไนโตรเจนในรูป
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แอมโมเนียมซัลเฟต 7.5 กรัมต่อลิตรหรือไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต พบว่า ไม่มีความแตกต่างกัน
ของประสิทธิภาพการหมัก มีการศึกษาก่อนหน้านี้ที่ได้ผลการทดลองคล้ายกันของ Akaracharanya 
et al. (2011) ซึ่งรายงานว่า การเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 0, 0.2, 0.4 และ 0.6% (มวล/
ปริมาตร) (0, 2, 4 และ 6 กรัมต่อลิตร) ลงในสารละลายกากมันส าปะหลังที่ถูกย่อยด้วยกรดซัลฟูริก
ไม่พบความแตกต่างกันของเอทานอลที่สร้างขึ้นโดยเชื้อ S. cerevisiae TISTR5596  

ดังนั้นในการเสริมแหล่งไนโตรเจนในอาหารที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลัง
นั้นอาจไม่มีความจ าเป นเนื่องจากองค์ประกอบในกากมันส าปะหลังประกอบไปด้วยโปรตีน 
(Sriroth et al., 2000) เมื่อน ามาย่อยก็จะมีโปรตีนละลายอยู่ในสารละลายไฮโดรไลเซสเช่นกัน และ
ความสามารถในการผลิตเอทานอลโดยเชื้อ S. cerevisiae SC90 ที่ปรับสภาพซึ่งได้จากการเติม
แอมโมเนียมซัลเฟตในสารละลายไม่มีความแตกต่างกับเอทานอลที่ได้จากสารละลายที่ไม่เติม
แอมโมเนียมซัลเฟต อีกทั้งยังเป นการเพิ่มต้นทุนหากมีการน าไปใช้ในระดับอุตสาหกรรมอีกด้วย 
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บทที่ 5 
 สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
5.1.1 การปรับสภาพเช้ือยีสต ์ S. cerevisiae SC90 ในอาหารปรับสภาพท่ีค่อยๆเพิ่มความ

เขม้ขน้ของสารละลายกากมนัส าปะหลงัอย่างต่อเน่ือง และเล้ียงในอาหารปรับสภาพสูตรเดิมซ ้ า
หลายๆรอบ  สามารถปรับปรุงการเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือได ้ 

5.1.2 การเพิ่มจ านวนรอบของการปรับสภาพสามารถปรับปรุงอตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะ และลดระยะเวลาปรับตวัของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ได ้สันนิษฐานไดว้า่ เช้ือเกิดการ
ปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้มนั้นๆ  

5.1.3 เช้ือยีสต ์ S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพ มีความสามารถในการทนต่อ
สารพิษจากสารยบัย ั้งร่วมทั้ง 5 ชนิด ในอาหารเหลว YPD ไดดี้กวา่เช้ือยสีตท่ี์ยงัไม่ไดป้รับสภาพ โดย
สามารถทนระดบัสารยบัย ั้งผสมของกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก กรดลีวูลินิก เฟอฟิวรัล และ 5-ไฮด
รอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลไดเ้ท่ากบั 67.5, 85, 125, 3.25 และ 4.39 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั ซ่ึงเช้ือท่ีผา่น
การปรับสภาพสามารถน าสารยบัย ั้งประเภทฟูแรนไปใชไ้ด ้ 

5.1.3 เช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผ่านการปรับสภาพเม่ือเล้ียงในสารละลายกากมนั
ส าปะหลงั 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) ให้ผลได้เอทานอลสูงกว่าการใช้เช้ือท่ีไม่ได้ปรับสภาพ 
ประมาณ 27% 

5.1.4 การเติมแคลเซียมไฮดรอกไซด์ลงในสารละลายกากมนัส าปะหลงัเพื่อก าจดัสารพิษ
ออกช่วยให้เช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรัสภาพมีการเจริญและปรับปรุงประสิทธิภาพ
การหมกัเอทานอลไดดี้ข้ึน  

5.1.5 การเจริญและการผลิตเอทานอลโดยเช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรัสภาพ
ในสารละลายกากมนัส าปะหลงัท่ีมีการเติมและไม่เติมแอมโมเนียมซลัเฟตไม่มีความแตกต่างกนั 

ดงันั้น วิธีการปรับสภาพโดยเล้ียงในอาหารเดิมหลายๆคร้ังสามารถช่วยให้เช้ือทนต่อสาร
ยบัย ั้ง (กรดอะซิติก กรดลีวลิูนิก และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล) ท่ีเกิดข้ึนในระหวา่งการยอ่ยกาก
มนัส าปะหลงัได ้ท าให้เซลล์ท่ีผา่นการปรับสภาพแลว้สามารถทนต่อสารพิษไดดี้กวา่เซลล์ท่ีไม่ได้
ปรับสภาพ ส่ิงน้ีอาจเป็นประโยชน์หากมีการใช้เช้ือยีสต ์S. cerevisiae SC90 ท่ีผา่นการปรับสภาพ 
และใชก้ากมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบส าหรับการหมกัเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมต่อไปได ้
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
  5.2.1 ในการศึกษาน้ี แมว้่าจะใช้เช้ือยีสต์ท่ีได้จาการปรับสภาพในสารละลายกากมนั
ส าปะหลงัซ่ึงยอ่ยดว้ยสภาวะการยอ่ยท่ีไม่รุนแรงมาก และก่อให้เกิดสารยบัย ั้งในปริมาณไม่สูง แต่
ยงัพบวา่เม่ือน าเช้ือท่ีผา่นการปรับสภาพมาเล้ียงในอาหาร YPD ท่ีเติมสารยบัย ั้งผสมทั้ง 5 ชนิดซ่ึง
เติมในระดับความเขม้ข้นสูงกว่าท่ีพบในไฮโดรไลเซส แล้วยงัพบว่าเช้ือท่ีผ่านการปรับสภาพ
สามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดดี้ ดงันั้นหากท าการปรับสภาพเช้ือโดยใชไ้ฮโดรไลเซสท่ีผา่น
การย่อยด้วยสภาวะท่ีรุนแรงมากข้ึน ซ่ึงอาจท าให้ได้สารยบัย ั้งปริมาณท่ีสูงข้ึนเช่นกนั การปรับ
สภาพอาจเพิ่มความสามารถในการทนต่อความเป็นพิษจากสารยบัย ั้งและเพิ่มประสิทธิภาพการ
หมกัไดดี้ข้ึนได ้อยา่งไรก็ตามในการประยุกตใ์ชใ้นระดบัอุตสาหกรรม อาจมีปัจจยัอ่ืนมาเก่ียวขอ้ง 
เ ช่น ความเข้มข้นของสับสเตรท หรือน ้ าตาลท่ีใช้ในปริมาณค่อนข้างสูงกว่าในระดับ
หอ้งปฏิบติัการ รวมถึงสภาวะการหมกัท่ีแตกต่างกนัอาจมีผลต่อการผลิตเอทานอลของเช้ือต่างจาก
ผลในงานวจิยัน้ี  

  5.2.2 จากวิธีการเตรียมกากมนัส าปะหลงัแห้งก่อนน ามาย่อยด้วยกรดโดยน ากากมนั
ส าปะหลงัสดมาผ่านขั้นตอนการอบแห้งนั้นเป็นขั้นตอนท่ีใช้เวลานาน และตอ้งใช้พลงังานสูง 
ดงันั้นหากมีการน าไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมในอนาคต การอบแห้งกากมนัส าปะหลงัสดอาจจะ
เป็นขั้นตอนท่ีเพิ่มตน้ทุน และใชเ้วลามาก จึงควรมีการทดลองน ากากมนัส าปะหลงัสดมาใช้ในการ
ปรับสภาพแทน 
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ก.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
ก.1.1 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium 

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

วธีิท า 
 ผสมสารอาหารต่างๆเขา้ด้วยกนัลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากรองปริมาตร 500 มิลลิลิตร ลงใน
สารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ไดเ้ท่ากบั 5.5 ท าการปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้1000 มิลลิลิตร ดว้ย
กระบอกตวง เทสารละลายท่ีไดล้งในขวดดูแรนแลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.1.2 Yeast Peptone Dextrose (YPD) Agar 

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

วธีิท า 
 ผสมสารอาหารต่างๆเขา้ด้วยกนัลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากรองปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงใน
สารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากบั 5.5 ท าการปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้100 มิลลิลิตร ดว้ย
กระบอกตวง เทสารละลายท่ีได้ลงในขวดดูแรนส าหรับเทลงในจานเพาะเช้ือหรือดูดใส่หลอด
ทดลองเพื่อท าอาหารวุน้เอียง แลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
 
ก.1.3 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมสารยบัยั้งแต่ละชนิด 

ก.1.3.1 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมกรดอะซิติก  
Yeast Extract     15  กรัม 
Peptone      30  กรัม  
Dextrose (Glucose)    30  กรัม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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2 M Sodium acetate trihydrate (Stock solution) 
น ้ากรอง        

วธีิท า 
 ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากรองปริมาตร 
500 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารใหค้วามร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 1000 
มิลลิลิตร ดว้ยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 5 ขวด) แลว้น าไปฆ่า
เช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ ผสมสารละลาย 
Sodium acetate trihydrate ท่ีฆ่าเช้ือและปรับค่า pH เป็น 5.5 แลว้ลงในอาหาร YPD ให้มีความ
เขม้ขน้ขวดละ 100 200 300 400 และ500 มิลลิโมลาร์ โดยค านวณจากสูตร N1V1 = N2V2 (N1 คือ 

ความเขม้ขน้ของสารละลายท่ีตอ้งการใช ้ N2 คือ ความเขม้ขน้ของสารละลาย stock solution V1 คือ 
ปริมาตรของสารละลายท่ีตอ้งการใช ้V2 คือ ปริมาตรของสารละลาย stock solution ท่ีตอ้งใชใ้นการ
เตรียม) แลว้ปรับปริมาตรสารละลายใหไ้ด ้300 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากรองท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 

ก.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) 
น ้ากรอง   

วธีิท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากรองปริมาตร 

500 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารใหค้วามร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้เท่ากับ 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได้ 1000 
มิลลิลิตร ดว้ยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 5 ขวด) แลว้น าไปฆ่า
เช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ ผสมสารละลาย 
Sodium formate ท่ีฆ่าเช้ือและปรับค่า pH เป็น 5.5 แลว้ลงในอาหาร YPD ให้มีความเขม้ขน้ขวดละ 
100 200 300 400 และ500 มิลลิโมลาร์ แลว้ปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้300 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ า
กรองท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 

ก.1.3.3 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมกรดลวีูลนิิก 
Yeast Extract     15  กรัม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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Peptone      30  กรัม  
Dextrose (Glucose)    30  กรัม 
98% Levulinic acid 
น ้ากรอง      

วธีิท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากรองปริมาตร 

500 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับปริมาตร
สารละลายใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร ดว้ยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 
5 ขวด) ผสม Levulinic acid ลงในอาหาร YPD ให้มีความเขม้ขน้ขวดละ 100, 200, 300, 400 และ
500 มิลลิโมลาร์ จากนั้นท าการปรับค่า pH ดว้ยกรดฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้
เท่ากบั 5.5 แลว้ปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้300 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากรอง น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึง
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

ก.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) 
น ้ากรอง   

วธีิท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากรองปริมาตร 

400 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารใหค้วามร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซดใ์หไ้ดเ้ท่ากบั 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้800 มิลลิลิตร 
ดว้ยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 4 ขวด) แลว้น าไปฆ่าเช้ือใน
หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ ผสมสารละลาย 
Furfural ลงในอาหาร YPD ให้มีความเขม้ขน้ขวดละ 6.25, 12.5, 18.75 และ25 มิลลิโมลาร์ แลว้
ปรับปริมาตรสารละลายใหไ้ด ้300 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากรองท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 

ก.1.3.5 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสม 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล 
Yeast Extract     12  กรัม 
Peptone      24  กรัม  
Dextrose (Glucose)    24  กรัม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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1.06 M 5-HMF (Stock solution) 
น ้ากรอง  

วธีิท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากรองปริมาตร 

400 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารใหค้วามร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซดใ์หไ้ดเ้ท่ากบั 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้800 มิลลิลิตร 
ดว้ยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 200 มิลลิลิตร (จ านวน 4 ขวด) แลว้น าไปฆ่าเช้ือใน
หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ ผสมสารละลาย 5-
HMF ลงในอาหาร YPD ให้มีความเขม้ขน้ขวดละ 6.25, 12.5, 18.75 และ25 มิลลิโมลาร์ แลว้ปรับ
ปริมาตรสารละลายใหไ้ด ้300 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากรองท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 
ก.1.4 Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium ผสมสารยบัยั้งผสมทั้ง 5 ชนิด 

Yeast Extract     12  กรัม 
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) 
น ้ากรอง  

วธีิท า 
ผสมสารอาหาร Yeast Extract Peptone และDextrose ลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากรองปริมาตร 

300 มิลลิลิตร ลงในสารอาหารใหค้วามร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรด
ฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซดใ์หไ้ดเ้ท่ากบั 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้600 มิลลิลิตร 
ดว้ยกระบอกตวง แบ่งใส่ขวดดูแรนขวดละ 150 มิลลิลิตร (จ านวน 4 ขวด) แลว้น าไปฆ่าเช้ือใน
หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ ผสมสารละลายทั้ง 5 
ชนิด คือ Sodium acetate trihydrate, Sodium formate, Levulinic acid, Furfural และ5-HMF ลงไป
ในอาหาร YPD ให้มีความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งผสมทั้ง 4 ระดบัตามท่ีระบุไวใ้นตารางท่ี 3.1 แลว้
ปรับปริมาตรสารละลายใหไ้ด ้300 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากรองท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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ก.1.5 อาหารปรับสภาพเช้ือยสีต์ 
Yeast Extract       5   กรัม 
(NH4)2SO4      7.5   กรัม  
KH2PO4      3.5   กรัม  
MgSO4·7H2O      0.75   กรัม  
CaCl2·2H2O       1  กรัม 
Dextrose (Glucose) 
สารละลายกากมนัส าปะหลงั  
น ้ากลัน่     

วธีิท า 
ปริมาณสารละลายกากมนัส าปะหลงั น ้ากลัน่ และน ้าตาลท่ีใชเ้ป็นส่วนผสมในอาหารปรับ

สภาพทั้ง 5 สูตร ดงัตารางท่ี ก-1 ท าการผสมสารอาหารต่างๆ และน ้ าตาลลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากลัน่
คร่ึงหน่ึงของปริมาณท่ีใช้ลงในสารอาหาร ให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย เทสารละลาย
กากมนัส าปะหลงัลงไปในอาหาร ผสมให้เขา้กนั ท าการปรับค่า pH ด้วยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ไดเ้ท่ากบั 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้1000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่
อีกคร้ัง เทสารละลายท่ีไดล้งในขวดดูแรน แลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 

ตารางที ่ก-1 สูตรอาหารปรับสภาพท่ีใชใ้นการปรับตวัของเช้ือยสีต ์
ความเขม้ขน้        

(%) 
สารละลายกากมนัส าปะหลงั 

(มิลลิลิตร) 
น ้ากลัน่        

 (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 
 
ก.1.6 เพลทสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 0% (ปริมาตร/ปริมาตร) (0% (v/v) cassava 
hydrolysate medium agar)   

Yeast Extract       0.5   กรัม 
(NH4)2SO4      0.75   กรัม  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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KH2PO4      0.35   กรัม  
MgSO4·7H2O      0.075   กรัม  
CaCl2·2H2O       0.1  กรัม 
Dextrose (Glucose)    4.65  กรัม 
Agar         2  กรัม 
น ้ากลัน่      100   มิลลิลิตร 
 

วธีิท า 
 ผสมสารอาหารต่างๆเขา้ดว้ยกนัลงในบีกเกอร์ เทน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร ให้ความร้อนจน
สารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรดฟอสฟอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้
เท่ากบั 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ เทสารละลายท่ีไดล้งในขวดดู
แรนส าหรับเทลงในจานเพาะเช้ือหรือดูดใส่หลอดทดลองเพื่อท าอาหารวุน้เอียง แลว้น าไปฆ่าเช้ือ
ในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.1.7 เพลทสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 50% (ปริมาตร/ปริมาตร) (50% (v/v) 
cassava hydrolysate medium 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 
Dextrose (Glucose)    2.33  กรัม 
Agar         2  กรัม 
สารละลายกากมนัส าปะหลงั   50   มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่       
 

วธีิท า 
 ผสมสารอาหารต่างๆเข้าด้วยกันลงในบีกเกอร์ เทสารละลายกากมันส าปะหลัง 50  
มิลลิลิตร ให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซดใ์หไ้ดเ้ท่ากบั 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ เท
สารละลายท่ีไดล้งในขวดดูแรนส าหรับเทลงในจานเพาะเช้ือหรือดูดใส่หลอดทดลองเพื่อท าอาหาร
วุน้เอียง แลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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ก.1.8 เพลทสารละลายกากมันส าปะหลังความเข้มข้น 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) (100% (v/v) 
cassava hydrolysate medium 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 
สารละลายกากมนัส าปะหลงั   100   มิลลิลิตร 

วธีิท า 
 ผสมสารอาหารต่างๆเข้าด้วยกันลงในบีกเกอร์ เทสารละลายกากมันส าปะหลัง  50 
มิลลิลิตร ให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซดใ์หไ้ดเ้ท่ากบั 5.5 ปรับปริมาตรสารละลายใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร ดว้ยสารละลาย
กากมนัส าปะหลงั เทสารละลายท่ีไดล้งในขวดดูแรนส าหรับเทลงในจานเพาะเช้ือหรือดูดใส่หลอด
ทดลองเพื่อท าอาหารวุน้เอียง แลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
 
ก.1.7 อาหารสารละลายกากมันส าปะหลงัความเข้มข้น 100% (ปริมาตร/ปริมาตร) เสริมไนโตรเจน
ด้วย (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 

 สารละลายกากมนัส าปะหลงั    1000  มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่  

วธีิท า 
ผสมสารอาหารต่างๆ และ (NH4)2SO4 ลงในบีกเกอร์ เทสารละลายกากมนัส าปะหลงั 500 

มิลลิลิตร ให้ความร้อนจนสารอาหารต่างๆละลาย ท าการปรับค่า pH ดว้ยกรดฟอสฟอริกหรือ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ไดเ้ท่ากบั 5.5 เทสารละลายกากมนัส าปะหลงัท่ีเหลือผสมไปในอาหาร 
และปรับปริมาตรสารละลายให้ได ้1000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ เทสารละลายท่ีไดล้งในขวดดูแรน 
แลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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ก.2 การเตรียมสารเคม ี
ก.2.1 การเตรียมสีย้อม Methylene violet 

Sodium Citrate     2  กรัม 
Methylene violet     0.01  กรัม 
น ้ากลัน่       

วธีิท า 
 ละลาย Sodium Citrate ในน ้ ากลัน่ แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับ
ปริมาตร ละลาย Methylene violet ดว้ยสารละลาย Sodium Citrate เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 
 
ก.2.2 สารละลาย NaCl 0.8% โดยน า้หนักต่อปริมาตร 

Sodium chloride     0.8  กรัม 
น ้ากลัน่         

วธีิท า 
ละลาย Sodium chloride ในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยขวดปรับ

ปริมาตร เทสารละลายท่ีได้ลงในขวดดูแรน แล้วน าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 
ก.2.3 สารละลาย 0.6 M H2SO4  

98% Sulfuric acid    32.64  มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่       

วธีิท า 
ค่อยๆผสม Sulfuric acid ลงในน ้ ากลัน่ (เตรียมในตูดู้ดควนั) แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1000 

มิลลิลิตร ดว้ยขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 
 

 ก.2.4 สารละลาย 10 M NaOH   
Sodium Hydroxide    399.97  กรัม 
น ้ากลัน่       

วธีิท า 
 ละลาย Sodium Hydroxide ดว้ยน ้ากลัน่ทีละนอ้ยจนครบ 399.97 กรัม (เตรียมในตูดู้ดควนั) 
ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดพลาสติก 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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ก.2.5 สารละลาย 5% Phenol  
Phenol      5  กรัม 
น ้ากลัน่        

วธีิท า 
 ละลาย Phenol ในน ้ ากลัน่ (เตรียมในตูดู้ดควนั) แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ย
ขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 
 
ก.2.6 สารละลาย 2 M Sodium acetate trihydrate  

Sodium acetate trihydrate   27.22  กรัม 
น ้ากลัน่ 

วธีิท า  
 ละลาย Sodium acetate trihydrate ในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ย
ขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 

 
ก.2.7 สารละลาย 4.05 M Sodium acetate trihydrate 

Sodium acetate trihydrate   55.11  กรัม 
น ้ากลัน่ 

วธีิท า 
 ละลาย Sodium acetate trihydrate ในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ย
ขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 
 
ก.2.8 สารละลาย 2 M Sodium formate 

Sodium formate     13.6   กรัม 
น ้ากลัน่ 

วธีิท า 
 ละลาย Sodium formate ในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยขวดปรับ
ปริมาตร เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 
 
ก.2.9 สารละลาย 5.1 M Sodium formate  

Sodium formate     34.69   กรัม 
น ้ากลัน่ 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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วธีิท า 
 ละลาย Sodium formate ในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยขวดปรับ
ปริมาตร เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 
 
ก.2.10 สารละลาย 3.75 M Levulinic acid 

Levulinic acid     76.79   มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่ 

วธีิท า 
  ผสม Levulinic acid ลงในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยขวดปรับ
ปริมาตร เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 

 
ก.2.11 สารละลาย 1 M Furfural 

Furfural      4.14   มิลลิลิตร 
99.5% Ethanol      45.86   มิลลิลิตร 

วธีิท า 
ละลาย Furfural ใน Ethanol และผสมใหเ้ขา้กนั เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 

 
ก.2.12 สารละลาย 1.06 M 5-HMF 

5-HMF      4.02   มิลลิลิตร 
99.5% Ethanol      35.63  มิลลิลิตร 

วธีิท า 
ละลา 5-HMF ใน Ethanol และผสมใหเ้ขา้กนั เก็บสารละลายท่ีไดใ้นขวดสีชา 

 
 
 

 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ข 
วธิีการวเิคราะห์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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ข.1 วธีิการวดัค่าการดูดกลนืแสงของเช้ือ 
อุปกรณ์ในการวเิคราะห์ 

- เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง 
สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 

- สารละลาย NaCl 0.8% โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร 
วธีิวเิคราะห์ 

น าตวัอย่างน ้ าหมกัมาเจือจางดว้ยสารละลาย NaCl ให้มีค่าอตัราการเจือจางท่ีเหมาะสม 
แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร โดยค่าท่ีเหมาะสมควรอยูใ่นช่วง 
0.2-0.8 

 

ข.2 วธิีวเิคราะห์ปริมาณเซลล์โดยใช้สีย้อม Methylene violet 
อุปกรณ์ในการวเิคราะห์ 
 - กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง 
 - Hemocytometer 
สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 
 - สียอ้ม Methylene violet 
 - สารละลาย NaCl 0.8% โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร 
วธีิวเิคราะห์ 
 1. น าตวัอยา่งสารละลายเซลล์มาเจือจางสารละลายเซลล์โดยใชส้ารละลาย NaCl จนได้
ความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 
 2. น าสารละลายเซลล์ท่ีเจือจางแลว้มายอ้มสีโดยการใช้สียอ้ม Methylene violet โดยใช้
สารละลายเซลลต่์อสียอ้มในอตัราส่วน 1:1 
 3. น าสารละลายเซลล์ท่ียอ้มสีแลว้มานับเซลล์โดยใช้ Hemocytometer โดยนบัปริมาณ
เซลล์ 9 ช่องตามแนวทแยงดงัภาพท่ีแสดง โดยให้ในแต่ละช่องมีปริมาณเซลล์ 10-30 เซลล์ โดย
เซลลเ์ป็นจะไม่ติดสียอ้ม และเซลลต์ายจะติดสียอ้มของ Methylene violet 

 

  

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้
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4. น าปริมาณเซลลท่ี์ไดม้าค านวณดว้ยสูตร (ค่าเฉล่ียจ านวนเซลลท่ี์นบัได ้x ค่าการเจือจาง) 
        4 x 10-6 
จะไดป้ริมาณเซลลใ์นหน่วย เซลลต่์อมิลลิลิตร 
 
วธีิค านวณอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 

ไดม้าจากการประมาณจากกราฟความสัมพนัธ์ของสมการเส้นตรงระหว่างค่าลอการิทึม
ธรรมชาติของจ านวนเซลลท่ี์มีชีวติ และเวลาในระยะเพิ่มจ านวน (log phase) ของเช้ือยีสต ์จะไดค้่า
ความชนัเป็นอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ดงัสมการ (3)  

 

                                                          µ (ชัว่โมง-1) =  ln Xt – ln X0                                            (3) 
       t - t0 

โดย  µ  =  อตัราการเจริญจ าเพาะ 
             Xt  =  มวลชีวภาพเม่ือเพาะเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา t ชัว่โมง 
              X0 =  มวลชีวภาพเม่ือเพาะเล้ียงเวลลเ์ป็นเวลา t0 ชัว่โมง 
               t   =  เวลาท่ีใชใ้นการแบ่งเซลลใ์นช่วง Xt 
              t0  =  เวลาท่ีใชใ้นการแบ่งเซลลใ์นช่วง X0 

 

ตารางที ่ข-1 ปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติและค่าลอการิทึมของจ านวนเซลล์ยสีตใ์นช่วงระยะเพิ่มจ านวน 

ชัว่โมงท่ี 
เซลลท่ี์มีชีวติ  

(เซลล/์มิลลิลิตร) 

ลอการิทึมธรรมชาติของ
จ านวนเซลลท่ี์มีชีวติ 

(ln X) 

อตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะ 

(ชัว่โมง-1) 
0 (t0) 3.01 x 107 (X0) 17.22 

0.27 

1 4.10 x 107 17.53 

2 7.86 x 107 18.18 

3 1.10 x 108 18.52 

4 1.67 x 108  18.93 

8 (t) 2.44 x 108 (Xt) 19.31 
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ภาพที ่ข-1 ตวัอยา่งการค านวณอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเช้ือยสีต ์

 
ข.3 วธิีวเิคราะห์น า้หนักเซลล์แห้ง 

อุปกรณ์ในการวเิคราะห์ 
- เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง 

 - เคร่ืองป่ันเหวีย่งตกตะกอน   
 - ตูอ้บลมร้อน   
 - โถดูดความช้ืน 
สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 
 - น ้ากลัน่ 
วธีิวเิคราะห์ 

1. เตรียมหลอดทดลองท่ีอบแหง้และทราบน ้าหนกัแน่นอน 2 หลอด 
2. ดูดตวัอยา่งน ้าหมกั 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
3. น าไปเหวีย่งแยกท่ีความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
4. เติมน ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปเหวีย่งแยกอีกคร้ัง 
5. รินส่วนใสทิ้งน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
6. ทิ้งใหเ้ยน็ในเดสิกเคเตอร์ และน าไปชัง่น ้าหนกั 
7. ค านวณหาน ้าหนกัแหง้ ดงัสมการ  
 

น ้าหนกัแหง้ (กรัม/ลิตร) = น ้ าหนกัหลอดและเซลลแ์หง้ (กรัม) – น ้าหนกัหลอด (กรัม) x 1000 
ปริมาตรตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 

y = 0.2652x + 17.486 

17
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ข.4 วธิีวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลโดยวธิีฟีนอล-ซัลฟิวริก  
อุปกรณ์ในการวเิคราะห์ 
 - เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง 
 - คิวเวต 
สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 
 - สารละลาย 5% Phenol 
 - กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (98% Sulfuric acid) 

- น ้ากลัน่ 
วธีิวเิคราะห์ 
 1. เติมสารละลาย Phenol 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตวัอย่างท่ีเจือจางแลว้ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร (ท า blank โดยใชน้ ้ากลัน่แทนตวัอยา่ง) 
 2. เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 10 นาที  

3. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 480 นาโนเมตร 
 4. น าค่าท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัสารละลาย
มาตรฐานน ้าตาลกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ในช่วง 10 - 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
กราฟมาตรฐานน า้ตาลกลูโคส 

เตรียมสารละลายมาตรฐานน ้ าตาลกลูโคส ความเขม้ขน้ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดย
การละลายน ้ าตาลกลูโคส 0.04 กรัมในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับ
ปริมาตร น าสารละลายน ้าตาลกลูโคสมาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 10, 20, 40, 60 และ 80 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

 
ตารางที ่ ข-2 การเจือจางสารละลายกลูโคสมาตรฐาน และค่า OD480 ของกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 

ต่างๆ  
หลอด
ท่ี 

การเจือจาง ความเขม้ขน้ของกลูโคส 
(ไมโครกรัม/มล.) 

OD480  
สารมาตรฐาน (มล.) น ้ากลัน่ (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 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ข.5 วธิีวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลโดยวธีิโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
อุปกรณ์ในการวเิคราะห์ 
 - เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 - คอลมัน์ Supelcogel H 59346 ขนาด 250×4.6 มิลลิเมตร 
 - เคร่ืองตรวจวดัชนิด refractive index 
สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 
 - 0.1% Phosphoric acid 

- 99.5% Ethanol  
 - Isopropanol  
วธีิวเิคราะห์ 

1. น าสารละลายตวัอย่างมาเจือจางแล้วน าไปกรองผ่านตวักรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.2 
ไมโครเมตร 

2. ฉีดสารเขา้เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดย
ควบคุมอุณหภูมิคอลมัน์ เท่ากบั 30 องศาเซลเซียส ชะดว้ยสารละลาย Phosphoric acid ซ่ึงเป็น
สารละลายเคล่ือนท่ี (mobile phase) ดว้ยอตัราการไหลเท่ากบั 0.17 มิลลิลิตรต่อนาที  

3. ค านวณความเข้มข้นของเอทานอลในสารละลายตวัอย่างจากการเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน 
กราฟมาตรฐานเอทานอล 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอลความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 กรัมต่อลิตร 
2. เตรียมสารละลายมาตรฐานภายในโดยใช ้Isopropanol 
3. ผสมสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐาน ในอตัราส่วน 1:1 โดยปริมาตร 

ฉีดสารเขา้เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใชส้ภาวะเดียวกนั น าโครมาโตรแกรม
ท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐาน 

 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ ข-3 ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานเอทานอลท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ  

หลอดท่ี ความเขม้ขน้ของเอทานอล 
(กรัม/ลิตร) 

พื้นท่ีใตก้ราฟ  
(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 

 
ข.6 วธิีวเิคราะห์องค์ประกอบ และปริมาณน า้ตาลแต่ละชนิดโดยวธิีโครมาโตกราฟี 

ของเหลวสมรรถนะสูง 
อุปกรณ์ในการวเิคราะห์ 

- เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 - คอลมัน์ Supelcogel H 59346 ขนาด 250×4.6 มิลลิเมตร 
 - เคร่ืองตรวจวดัชนิด refractive index 
สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 

- 0.1% Phosphoric acid 
- Glucose 
- Xylose 
- Arabinose 

 - Isopropanol 
วธีิวเิคราะห์ 

1. น าสารละลายตวัอย่างมาเจือจางแล้วน าไปกรองผ่านตวักรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.2 
ไมโครเมตร 

2. ฉีดสารเขา้เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดย
ควบคุมอุณหภูมิคอลมัน์ เท่ากบั 30 องศาเซลเซียส ชะดว้ยสารละลาย Phosphoric acid ซ่ึงเป็น
สารละลายเคล่ือนท่ีดว้ยอตัราการไหลเท่ากบั 0.17 มิลลิลิตรต่อนาที  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3. ค านวณความเขม้ขน้ของกรดแต่ละชนิดในสารละลายตวัอย่างจากการเทียบกบักราฟ
มาตรฐาน 
กราฟมาตรฐานน า้ตาลแต่ละชนิด  

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

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานภายในโดยใช ้Isopropanol 
3. ผสมสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐาน ในอตัราส่วน 1:1 โดยปริมาตร 

ฉีดสารเขา้เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใชส้ภาวะเดียวกนั น าโครมาโตรแกรม
ท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐาน 
 
ตารางที ่ข-4 ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานน ้ าตาลแต่ละ

ชนิดท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  

หลอดท่ี 
ความเขม้ขน้ของสาร

ยบัย ั้ง 
(กรัม/ลิตร) 

พื้นท่ีใตก้ราฟ 
กลูโคส 

(retention time = 
11.7  นาที) 

ไซโลส 
(retention time = 

12.6 นาที) 

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 

 
ข.7 วธีิวเิคราะห์ปริมาณสารยบัยั้งโดยวธีิโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

ข.7.1 วธีิวเิคราะห์ปริมาณสารยบัยั้งประเภทกรด 
อุปกรณ์ในการวเิคราะห์ 

- เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 - คอลมัน์ Supelcogel H 59346 ขนาด 250×4.6 มิลลิเมตร 
 - เคร่ืองตรวจวดัชนิด refractive index 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 
- 0.1% Phosphoric acid 
- Acetic acid 
- Formic acid 
- Levulinic acid 

 - Isopropanol  
วธีิวเิคราะห์ 

1. น าสารละลายตวัอย่างมาเจือจางแล้วน าไปกรองผ่านตวักรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.2 
ไมโครเมตร 

2. ฉีดสารเขา้เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดย
ควบคุมอุณหภูมิคอลมัน์ เท่ากบั 30 องศาเซลเซียส ชะดว้ยสารละลาย Phosphoric acid ซ่ึงเป็น
สารละลายเคล่ือนท่ีดว้ยอตัราการไหลเท่ากบั 0.17 มิลลิลิตรต่อนาที  

3. ค านวณความเขม้ขน้ของกรดแต่ละชนิดในสารละลายตวัอย่างจากการเทียบกบักราฟ
มาตรฐาน 
กราฟมาตรฐานสารยบัยั้งประเภทกรด  

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และกรดลีวลิูนิก ความเขม้ขน้ 0, 5, 
10, 15, 20 และ 25 กรัมต่อลิตร 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานภายในโดยใช ้Isopropanol 
3. ผสมสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐาน ในอตัราส่วน 1:1 โดยปริมาตร 

ฉีดสารเขา้เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใชส้ภาวะเดียวกนั น าโครมาโตรแกรม
ท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐาน 
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ตารางที่ ข-5 ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานภายในต่อสารละลายมาตรฐานสารยบัย ั้ง 
ประเภทกรดท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  

หลอดท่ี 
ความเขม้ขน้ของสาร

ยบัย ั้ง 
(กรัม/ลิตร) 

พื้นท่ีใตก้ราฟ 
กรดอะซิติก 

(retention time = 
20.941 นาที) 

กรดฟอร์มิก 
(retention time = 

19.536 นาที) 

กรดลีวลิูนิก 
(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 

 
ข.7.2 วธีิวเิคราะห์ปริมาณสารยบัยั้งประเภทฟูแรน 
อุปกรณ์ในการวเิคราะห์ 

- เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
- คอลมัน์ ZORBAX RRHT SB-C18 ขนาด 50×3 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8      
  ไมโครเมตร  

 - เคร่ืองตรวจวดัชนิด diode-array 
สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 

- 0.1% formic acid   
- 0.1 % acetonitrile 
- Furfural 
- 5-HMF 

วธีิวเิคราะห์ 
1. น าสารละลายตวัอย่างมาเจือจางแล้วน าไปกรองผ่านตวักรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.2 

ไมโครเมตร 
2. ฉีดสารเขา้เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดย

ควบคุมอุณหภูมิคอลมัน์ เท่ากบั 40 องศาเซลเซียส ชะดว้ยสารละลาย 0.1% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
Formic acid และสารละลาย 0.1 % (ปริมาตร/ปริมาตร) Acetonitrile ดว้ยอตัราการไหลเท่ากบั 0.5 
มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 282 นาโนเมตร 
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3. ค านวณความเขม้ขน้ของเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลในสารละลาย
ตวัอยา่งจากจากการเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
กราฟมาตรฐานสารยบัยั้งประเภทฟูแรน 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอฟิวรัล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัลให้มีความ
เขม้ขน้อยา่งละ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 กรัมต่อลิตร 

2. ฉีดสารเขา้เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใชส้ภาวะเดียวกนั น าโคร
มาโตรแกรมท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐาน 
 
ตารางที่ ข-6 ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานสารยบัย ั้งประเภทฟูแรนท่ีความเขม้ขน้ 

ต่างๆ  

หลอดท่ี 
ความเขม้ขน้ของสาร

ยบัย ั้ง 
(กรัม/ลิตร) 

พื้นท่ีใตก้ราฟ  

เฟอฟิวรัล 
(retention time = 12.189 นาที) 

5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอฟิวรัล 
(retention time = 8.783 นาที) 

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 
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ประวตัผู้ิเขียน 
 

ช่ือ-นามสกุล นางสาว ภคฐมน ปาลกะวงศ ์ณ อยธุยา 

วนั เดือน ปีเกิด 23 ธนัวาคม 2534 จงัหวดั กรุงเทพมหานคร 

ท่ีอยู ่ 142/46 ซอยร่มเกล้า 21 ถนนร่มเกล้า แขวงคลองสามประเวศ เขต

ลาดกระบงั จงัหวดั กรุงเทพมหานคร 10250 

ประวติัการศึกษา - พ .ศ .  2556 จบการศึกษาหลัก สูตร วิทยาศาสตรบัณฑิต                      
สาขาวิชาเทคโนโลยีการหมัก คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบัน
เทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

 - พ.ศ. 2557 ศึกษาต่อในหลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขา
 วทิยาศาสตร์การอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระ
 จอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั  
ประวติัการท างาน - พ.ศ. 2557 ผูช่้วยนกัวิจยั เร่ืองการประเมินความเส่ียงดา้นจุลินทรียต์าม

สุขลกัษณะท่ีดีของร้านอาหาร ภายใตโ้ครงการ “การพฒันาอุตสาหกรรม
อาหารของไทยให้เป็นครัวอาหารคุณภาพของโลก” ปีงบประมาณ 2557 
(Thailand Food Quality to the World) 
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