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บทคัดย่อ
	 การศกึษาการยอ่ยฟางขา้วดว้ยเอนไซมเ์พือ่ใชเ้ปน็สบัสเตรทในการผลิตเอทานอลดว้ยเชือ้ยสีต ์
Kluyveromyces marxianus มีวัตถุประสงค์คือ 1) เพ่ือศึกษาผลของการปรับสภาพของฟาง
ข้าว โดยใช้กรด /ด่าง ร่วมกับ เอนไซม์เซลลูเลสทางการค้า (Aspergillus niger) 2) เพื่อศึกษาการ
ทนต่อความเข้มข้นเอทานอล และความทนต่ออุณหภูมิสูงของเชื้อ K.marxianus 3) เพื่อศึกษา
ความสามารถของ K.marxianus ในกระบวนการหมักเอทานอลโดยใช้ไฮโดรไลเสทฟางข้าวเป็น
สับสเตรท จากผลการทดลองพบว่า การปรับสภาพด้วยกรดซัลฟิวริก 1% (v/v) ร่วมกับเอนไซม์
เซลลูเลส ทางการค้า 500 ไมโครลิตร สภาวะการย่อยที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 
ชั่วโมง จะได้นํ้าตาลกลูโคสและไซโลสเท่ากับ 21.53 และ 69.59 กรัมต่อมิลลิลิตร ความสามารถ
ในการทนต่ออุณหภูมิที่ 30, 35, 40, 45, 50 และ 55°C และผลการทนต่อเอทานอลที่ความเข้มข้น 
2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 และ 15% (v/v) แสดงให้เห็นว่า K. marxianus สามารถทนต่ออุณหภูมิได้
ถึง 40°C และทนต่อความ เข้มข้นของเอทานอล 10% (v/v) ที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
หลงัจากนัน้ทำ�การกำ�จดัสารพษิในไฮโดรไลเสทด้วยวธิ ีOverliming-detoxified และหมกัด้วยเชือ้ 
K. marxianus 20% (v/v) เป็นเวลา 120 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตรา
การเขย่าความเร็วรอบ 150 rpm ปริมาณเอทานอลสูงสุดอยู่ที่ 24 ชั่วโมง เท่ากับ 0.226 % (v/v).

ค�ำส�ำคัญ: ฟางข้าว Kluyveromyces marxianus เอทานอล ไฮโดรไลเสท

การปรับสภาพฟางข้าวเพื่อผลิตไบโอเอทานอลโดยเชื้อ Kluyveromyces  marxianus
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ABSTRACT
	 Enzymatic hydrolysis of rice straw as a substrate for ethanol production using 
Kluyveromyces marxianus purpose were: 1) To study pretreatment method of rice 
straw using acid / base with commercial cellulase enzymes (Aspergillus niger), 2) To 
study the resistance to ethanol concentration and high temperature of K.marxianus 
3) To study the ability of K.marxianus in ethanol fermentation process using rice 
straw hydrolysate as substrate. The results showed that pretreatment with sulfuric 
acid 1% (v/v) with the commercial enzyme cellulose 500 microliter digestion at 
37°C for 6 hours release glucose and xylose were 21.53 and 69.59 g/l. The tolerance 
at temperatures of 30, 35, 40, 45, 50 and 55°C and high ethanol concentrations of 
2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 and 15% (v/v) present K. marxianus can tolerance temperatures 
up to 40°C and ethanol concentration 10% (v/v) at a temperature of 30°C for 48 
hours. Removal of toxic compounds by overliming-detoxified and inoculating of 
K. marxianus 20% (v/v) in hydrolysate under conditions temperature at 30°C, shaking 
speed of 150 rpm rate for 120 hours gave highest ethanol was 0.226% (v/v) for 24  
hours.
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บทน�ำ 
	 จากปัญหาวิกฤตพลังงานที่เกิดขึ้นใน
ปัจจุบัน พลังงานทางเลือกจึงเป็นทางออก
ที่น่าสนใจโดยเชื้อเพลิงทางเลือกเหลวซึ่งเป็น
ที่นิยมในขณะน้ี ได้แก่ ไบโอเอทานอล ซึ่งใช้
เป็นพลังงานเชื้อเพลิงทดแทนในเครื่องยนต์
เบนซิน โดยใช้ในรูปแบบของแก๊สโซฮอล์ 
ซึ่งแก๊สโซฮอล์เกิดจากการผสมนํ้ามันเบนซิน 
91 กับไบโอเอทานอล เอทานอลที่ใช้กันโดย
ทั่วไปมี 2 ประเภทคือ เอทานอลสังเคราะห์ 
(synthetic ethanol) ซึ่งได้จากกระบวนการ
ผลิตทางเคมี หรือเอทานอลชีวภาพซึ่งได้จาก
การใช้จลุนิทรยีจ์ำ�พวกยสีต์หมกักบัวตัถดุบิจาก

การเกษตรเช่น วัตถุดิบประเภทนํ้าตาล แป้ง 
และเส้นใยที่เป็นผลพลอยได้จากการเกษตร 
(ชานอ้อย ฟางข้าว ซังข้าวโพด) ข้อดีของการ
ใช้ไบโอเอทานอลเป็นพลังงานทดแทนมีหลาย
ประการเช่น ช่วยลดมลพิษในส่ิงแวดล้อม
จากการใช้สาร MTBE เพื่อเพิ่มค่าออกเทน 
เนือ่งจากสาร MTBE มผีลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม
สูงทำ�ให้เกิดมลพิษทางอากาศและปนเปื้อน
ในน้ําใต้ดิน ช่วยให้เครื่องยนต์มีการเผาไหม้ดี
ขึ้นทำ�ให้ไอเสียจากการใช้แก๊สโซฮอล์มีปริมาณ
แก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ลดลงร้อยละ 20 และ
ปริมาณไฮโดรคาร์บอนลดลงร้อยละ 10 เมื่อ
เทียบกับการใช้นํ้ามันเบนซิน ซึ่งจะส่งผลให้
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ลดค่าใช้จ่ายในการแก้ปัญหาด้านส่ิงแวดล้อม
และสุขภาพของประชาชน ลดปริมาณการ
นำ�เข้านํ้ามันเชื้อเพลิงและสาร MTBE จาก
ต่างประเทศได้ประมาณ 3,000 ล้านบาท
ต่อปี มีผลทำ�ให้ลดการขาดดุลทางการค้า ช่วย
ยกระดับราคาผลผลิตทางการเกษตรท่ีใช้เป็น
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอล ทำ�ให้เกิดการ
ลงทุนในภาคเกษตรกรรมและอุตสาหกรรม
ต่อเนื่องหลายสาขา นอกจากน้ียังก่อให้เกิด
ความมั่นคงและมีเสถียรภาพด้านพลังงานของ
ประเทศไทย (อรพิมพ์ มงคลเคหา. 2549) 
การผลิตเอทานอล ท่ัวโลกในปัจจุบันนี้ ใช้
วัตถุดิบประเภทแป้งและนํ้าตาลเป็นส่วนใหญ่ 
ซึ่งวัตถุดิบเหล่านี้มีราคาสูงทำ�ให้ต้นทุนใน
การผลิตเอทานอลมีราคาสูงตามไปด้วย 
ดังนั้นการผลิตเอทานอลจากแหล่งพลังงาน
ทางเลือก (Alternative energy sources) 
แหล่งใหม่เช่น ชานอ้อย เศษไม้ ซังข้าวโพด 
ฟางข้าว เป็นสิ่งท่ีน่าสนใจเพราะวัสดุเหล่าน้ี 
เป็ นวั สดุ เ หลื อ ใช้ ท า งการ เกษตรและมี
ราคาถกู ซึง่วสัดเุหลา่นีเ้รยีกวา่ Lignocellulosic 
material (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและ
อนุรักษ์พลังงาน. 2549) วัตถุดิบประเภท
ลกิโนเซลลโูลสทีน่ำ�มาใชเ้ปน็วตัถดุบิในการผลิต
เอทานอล มีองค์ประกอบที่เป็นเซลลูโลส 39%, 
เฮมิเซลลูโลส 27% และลิกนิน (Kaur et al. 
1998) ลกิโนเซลลูโลสประกอบดว้ยนํา้ตาลหลกั 
5 ชนิด คือ นํ้าตาลที่มีคาร์บอน 6 อะตอม 
ได้แก่ กลูโคส, แมนโนส และกาแลกโตส 
และนํ้าตาลที่มีคาร์บอน 5 อะตอม ได้แก่ 
ไซโลส และอะราบิโนส โดยพบว่านํ้าตาล
แมนโนส, กาแลกโตส และอะราบิโนสจะพบเปน็

องค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลสในรูปของสาร
ประกอบกลโูคแมนแนน, อะราบิโนไซแลน และ
กลูคูโรโนไซแลน ซึ่งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 
เมื่อผ่านการย่อยสลายด้วยกรดหรือเอนไซม์จะ
ไดน้ํา้ตาลทีส่ามารถนำ�มาหมกัดว้ยจลุนิทรยีแ์ลว้
ใหผ้ลผลิตเปน็เอทานอล และหลังการยอ่ยสลาย
แล้วจะให้น้ําตาลกลูโคสประมาณ 30% และ
มนีํา้ตาลไซโลสประมาณ 17% ของนํา้หนกัแหง้ 
(Thomas and Yong-su. 2000) จุลินทรีย์
ที่มีการหมักนํ้าตาลไซโลสให้เป็นเอทานอลใน
ปัจจุบันพบว่า มีทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และยีสต์ 
ในบรรดาจุลินทรีย์ทั้งหมดยีสต์จัดได้ว่า เป็น
จลุนิทรยีท่ี์มคีวามเหมาะสมมากทีส่ดุในการผลติ
เอทานอล เนื่องจากสามารถเพาะเลี้ยงได้ง่าย 
ใช้สับสเตรทได้หลากหลาย และมีอัตราในการ
ผลิตเอทานอลได้สูง รวมทั้งในบางสายพันธุ์
พบว่า มีความทนต่อเอทานอลความเข้มข้น
สูงและทนอุณหภูมิสูงในระหว่างกระบวนการ
หมกัไดด้ ีไดแ้ก ่Saccharomyces cerevisiae, 
Schizosaccharomyces pombe, Candida  
shehatae, C. boidinii, Kluyveromyces  
marxianus และ Pichia stipites การลด
ต้นทุนของการผลิตเอทานอลนั้นนอกจาก
จะทำ�ได้โดยการเลือกใช้วัตถุดิบสำ�หรับการ
หมักแล้ว ยังอาจเพิ่มประสิทธิภาพการหมัก
ได้โดยการใช้ยีสต์สายพันธุ์ที่เหมาะสมมาใช้ใน
กระบวนการหมัก สำ�หรับการหมักเอทานอล 
ในประเทศไทยซ่ึงอยู่ในเขตร้อนอุณหภูมิของ
ถงัหมกัจะสงูอยูต่ลอดเวลาโดยเฉพาะในฤดรูอ้น 
ทำ�ให้ค่าใช้จ่ายเกี่ยวกับการลดอุณหภูมิของ
ถังหมักสูง การคัดเลือกยีสต์ทนอุณหภูมิสูง 
ไดแ้ก ่K. marxianus ซึง่เปน็ยสีตท์นอณุหภมูสิงู 
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(Theromotolerant yeast) สามารถโตได้ท่ี
อณุหภมูสิงูมาก ประมาณ 45 - 50 องศาเซลเซียส 
(Theromotolerant yeast) เนื่องจากความ
สามารถในการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูง 
ทำ�ให้ค่าใช้จ่ายเกี่ยวกับการลดอุณหภูมิของ
ถังหมักลดลง มีผลให้ต้นทุนการผลิตเอทานอล
โดยรวมต่ําลง ซึ่งอาจทำ�ให้เอทานอลสามารถ
แข่งขันในด้านราคากับนํ้ามันจากปิโตรเลียมได้ 
(Fonseca et al. 2008) ซึง่จากเหตผุลดงักลา่ว
จึงคาดว่า K.marxianus จะเป็นเชื้อยีสต์ที่มี
ความเหมาะสมในการนำ�มาใชใ้นด้านเทคโนโลยี
ชวีภาพในปจัจบุนั โดยเฉพาะการหมกัเอทานอล
ซึ่งเป็นพลังงานทดแทนที่มีความน่าสนใจ โดย
มีวัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยในการศึกษา
ผลของการปรับสภาพฟางข้าวด้วยวิธีการท่ี
เหมาะสม เปรียบเทียบความสามารถในการ
ผลิตเอทานอลของ K. marxianus ที่เวลาที่
แตกตา่งกนั และศกึษาความทนตอ่อณุหภมูแิละ
ความทนต่อเอทานอลของเชื้อ K. marxianus 
เพือ่ใช้เปน็ขอ้มลูในการศกึษาการหมกัเอทานอล
ที่อุณหภูมิสูงในขั้นตอนต่อไป

วิธีการ
	 1.	 สายพนัธุย์สีต์ (Yeast strain) เชือ้ยสีต์ 
K.marxianus TISTR 5057 จากสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
(วว.) ทำ�การเพาะเลี้ยงบนอาหาร YM (Yeast-
Malt extract agar) ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และทำ�การเก็บ
รักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใช้ใน
การศึกษาต่อไป 

	 2.	 การเตรียมฟางข้าว (Rice straw 
preparation) ฟางข้าว (rice straw) นำ�
มาบดจนมีขนาดเท่ากับ 30 - 60 mesh นำ�
ฟางขา้วทีบ่ดละเอยีดไปอบในตูอ้บลมรอ้น (Hot 
air oven) อณุหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 
24 ชั่วโมง (เก็บไว้ในสภาวะแห้ง) 
	 3.	 ปรับสภาพฟางข้าว (Rice straw 
pretreatment)
	 3.1	 ปรับสภาพฟางข้าวด้วย NaOH 
ความเข้มข้น 1% (w/v) ร่วมกับเอนไซม์

เซลลูเลส ฟางข้าวนํ้าหนัก 1g ปรับสภาพด้วย 

NaOH ความเข้มข้น 1% (w/v) อัตราส่วน

ฟางข้าวต่อปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซด์ เท่ากับ 

1:10 จากน้ันนำ�ไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 

85°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมเอนไซม์เซลลูเลส

ทางการค้าที่ละลายในอะซิเตทบัฟเฟอร์ความ

เข้มข้น 0.1 M ที่ pH 5.0 ปริมาตร 500, 1000, 

1500, 2000 ไมโครลิตร วิเคราะห์ปริมาณ 

นํ้าตาลด้วยวิธี DNS (Miller. 1959)
	 3.2	 ปรับสภาพฟางข้าวด้วย H

2
SO

4
 

ความเขม้ขน้ 1% (v/v) รว่มกบัเอนไซมเ์ซลลเูลส
ฟางข้าวน้ําหนัก 1 g ปรับสภาพด้วย H

2
SO

4
 

ความเข้มข้น 1% (v/v) อัตราส่วนฟางข้าว
ต่อปริมาณกรดซัลฟิวริก 1:10 จากน้ันนำ�
ไปให้ความร้อนโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอนํ้า 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 15 
นาที เติมเอนไซม์เซลลูเลสทางการค้าที่ละลาย
ในอะซิเตทบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 M ที่ 
pH 5.0 ปริมาตร 500, 1000, 1500, 2000 
ไมโครลติร นํา้ไปบม่ทีอ่ณุหภมู ิ37ºC หรอื 55ºC 
เปน็เวลา 6 ชัว่โมง วเิคราะหป์รมิาณน้ําตาลด้วย
วิธี DNS (Miller. 1959)
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	 4.	 การเตรียมหัวเชื้อยีสต์  (Yeast 
inoculum) เชื้อยีสต์ K.marxianus ทำ�การ
เพาะเลี้ยงในอาหาร YM broth (ประกอบด้วย 
Yeast extract 4 g, Malt extract 10 g, 
Glucose 4 g, นํ้ากลั่น 1 L) บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อัตราการ
ให้อากาศ 150 rpm/min หลังจากนั้นทำ�การ
นับจำ�นวนเซลล์ยีสต์ด้วย haemacytometer 
ให้มีความเข้มข้นของเซลล์เท่า 1×107 cell/ml 
เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อในการทดลองต่อไป 
	 5.	 การหมักไฮโดรไลเสทฟางข้ าว 
(Rice straw hydrolysate fermentation) 
ไฮโดรไลเสทท่ีได้จากการปรับสภาพฟางข้าว
ดว้ยวธิทีีเ่หมาะสมนำ�มาปรบัสภาพใหมี้คา่ pH = 
10 ดว้ย CaOH และปรบัสภาพดว้ย H

2
SO

4 
ความ

เข้มข้น 98% ให้มีค่า pH = 5.0 เขย่าที่ความเร็ว
รอบ 150 rpm/min เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารหมักโดยทำ�การ 
เตรยีม fermentation medium (ประกอบด้วย 
Yeast extract 3 g/L, (NH

4
) 

2
SO

4 
0.25 g/L, 

CaCl
2
 0.25 g/L, MgSO

4
 0.25 g/L, KH

2
PO

4 

2.5 g/L) โดยมีความเข้มข้นนํ้าตาลกลูโคสและ
ไซโลสเริ่มต้น เท่ากับ 21.53 และ 69.59 กรัม
ต่อมิลลิลิตรตามลำ�ดับ (วิธีที่เหมาะสมได้จาก
การปรับสภาพฟางข้าวในข้อ 3) เติมหัวเชื้อ
ยีสต์ K.marxianus ความเข้มข้น 20% (v/v) 
ที่เตรียมได้จากข้อ 4 ทำ�การหมักที่อุณหภูมิ 
30°C อัตราการให้อากาศ 150 rpm/min เก็บ
ตัวอย่าง 3 ซํ้า ทุก 24 ชั่วโมง (0, 24, 48, 72, 
96 และ 120) และนำ�ไปวิเคราะห์หาปริมาณ
เอทานอลที่ได้ด้วยเครื่อง High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC). 

วิธีค�ำนวณ (Yoswathana et al. 2010)

Ethanol.Yield

  =   Measured.Ethanol.in.Sample (g)
Theoretical.Ethanol (g)

Theoretical.Ethanol (g) Theoretical ethanol (g)

  =  Amount of initial sugar content (g) in 

fermentation solution X 0.5

	 6. การศึกษาความทนต่ออุณหภูม ิ

(Thermotolerant) ท�ำการทดสอบโดยน�ำ

เชือ้ยสีต์ K. marxianus  มาเลีย้งบนอาหาร YM 

agar plate โดยวิธกีาร Spread plate หลงัจาก

นั้นน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30, 40, 50°C บันทึก

ผลการเจริญของเชื้อบน YM agar plate โดย

ตรวจสอบจากการนับเซลล์ท่ีรอดชีวิตจากการ 

Spread plate (จ�ำนวนเซลล์เริ่มต้น - จ�ำนวน

เซลล์สุดท้าย) 

	 7. การศึกษาความทนต่อความเข้มข้น

ของเอทานอล (Ethanol tolerant) (Kumar et 

al. 2011) ท�ำการทดสอบความทนต่อเอทานอล

ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ

ยีสต์ K. marxianus ในอาหาร YM broth บ่มที่

อณุหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

อัตราการให้อากาศ 150 rpm/min แล้วน�ำมา

นับจ�ำนวนเซลล์ด้วย haemacytometer  โดย

ให้มีความเข้มข้นเซลล์เท่ากับ 1x107 cell/ml 

จากนัน้น�ำไปเลีย้งใน fermentation medium 

ที่มีการเติมเอทานอลเข้มข้น 2.5, 5, 7.5, 10, 

12.5 และ 15% (v/v) โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แล้วน�ำเซลล์

มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร YM agar plate โดย
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ตารางที่ 1 ปริมาณน�้ำตาลกลูโคสและน�้ำตาลไซโลสในไฮโดรไลเสทฟางข้าว

กระบวนการปรับสภาพ

ปริมาณน�้ำตาลไซโลส

(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณน�้ำตาลกลูโคส

 (กรัมต่อลิตร)

37oC 55oC 37oC 55oC

NaOH 1%+ Enzyme 500 µl 2.53 4.44 0.64 0.68

NaOH 1%+ Enzyme 1000 µl 2.18 4.23 0.67 0.67

NaOH 1%+ Enzyme 1500 µl 2.14 4.05 0.69 0.70

NaOH 1%+ Enzyme 2000 µl 1.95 3.94 0.91 0.95

H
2
SO

4
 1%+ Enzyme 500 µl 69.59 59.06 21.53 16.02

H
2
SO

4
 1%+ Enzyme 1000 µl 61.98 57.42 21.40 15.29

H
2
SO

4 
1%+ Enzyme 1500 µl 67.19 51.22 20.58 14.76

H
2
SO

4
 1%+ Enzyme 2000 µl 58.59 46.72 18.14 18.14

	 ผลการทดลองพบว่า กระบวนการ

ปรับสภาพที่เหมาะสมที่สุด คือ ปรับสภาพ

ฟางข้าวด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 1% 

(v/v) ร ่วมกับเอนไซม ์ เซลลู เลสปริมาตร 

500 µl ได้ปริมาณน�้ำตาลกลูโคส เท่ากับ 

21.53 g/L และปริมาณน�้ำตาลไซโลส เท่ากับ 

69.59 g/L เนื่องจากการปรับสภาพด้วยกรด

ซัลฟิวริกสามารถย่อยเฮมิเซลลูโลสได้ดีจึงให้

ปริมาณน�้ำตาลไซโลสสูง การย่อยฟางข้าว

โดยใช้กรดท่ีมีความเข้มข้นต่ําร่วมกับเอนไซม์

จะสามารถเปลี่ยนลิกโนเซลลูโลสเป็นน�้ำตาล  

ท�ำให้ได้น�้ำตาลเป็นจ�ำนวนมาก ได้แก่ กลูโคส, 

อะราบิโนส และไซโลส ซึ่งไซโลสจะมีปริมาณ

มากกว่า 90% ของปริมาณน�้ำตาลทั้งหมด 

นอกจากนี้ยังมีผลพลอยได้อื่น ๆ  ได้แก่ กรด

อะซีติก, เฟอร์ฟูรอล และไฮดรอกซีเมทิล

เฟอร์ฟูรอล (HMF) ซึ่งเป็นสารพิษที่มีผลต่อ

เมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์

ตรวจสอบจากการนับเซลล์ท่ีรอดชีวิตจากการ 

Spread plate (จ�ำนวนเซลล์เริ่มต้น - จ�ำนวน

เซลล์สุดท้าย) 

ผลการวิจัยและวิจารณ์

	 1. ผลของการปรับสภาพฟางข้าว (Rice 

straw pretreatment)

	 จากการศึกษาการปรับสภาพฟางข้าว

ด้วยวิธีต่างๆ ได้ผลการทดลองดังนี้
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	 1.	 ผลของการศึกษาความทนต่ออุณหภูมิ (Thermotolerant)
	 จากการศึกษาความทนต่ออุณหภูมิของเชื้อยีสต์ K.marxianus บนอาหาร YM agar plate 
โดยทำ�การเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30, 40, 50 องศาเซลเซียสด้วยวิธีการ Spread plate ได้ผลการ
ทดลอง ดังนี้

ตารางที่ 2 ผลของการศึกษาความทนต่ออุณหภูมิของเชื้อยีสต์ K.marxianus

ความทนต่ออุณหภูมิ

(oC)

จ�ำนวนเซลล์เริ่มต้น จ�ำนวนเซลล์สุดท้าย เปอร์เซ็นต์

การรอดชีวิต

30 270 228 84.44

40 364 316 86.81

50 ไม่มีการเจริญ

	 อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับยีสต์ในการ
หมักจะสูงกว่าการเจริญ 5-10 องศาเซลเซียส 
(สาวิตรี ลิ่มทอง. 2540) ซึ่งยีสต์แต่ละชนิด
ต้องการช่วงอุณหภูมิในการเจริญที่แตกต่างกัน 
ส่วนใหญ่สัมพันธ์กับกระบวนการทางชีวเคมี 
รวมทั้งเอนไซม์ ที่ เกี่ยวข้องยีสต์ส่วนใหญ่ 
ไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 50 องศา
เซลเซียส โดยพบว่า เซลล์ยีสต์ในระยะท่ีมีการ
เจรญิเกิดการตายไดเ้ม่ือนาํไปไวท้ีอ่ณุหภมูต้ัิงแต่   
50-60 องศาเซลเซยีส ในเวลานอ้ยกวา่ 30 นาท ี
(Rose and Harrison. 1970) นอกจากนี้ใน
กระบวนการหมกัเอทานอลจะมกีารปลดปลอ่ย
พลังงานความร้อนออกมาทำ�ให้อณุหภูมใินการ
หมกัสงูขึน้ มผีลตอ่การอยูร่อด และกจิกรรมการ
ทำ�งานของยสีต ์ ยสีตท์ีท่นตอ่อณุหภมูสิงูจงึชว่ย
ให้มีการผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้น 

	 จากตารางท่ี 2 ผลการทดลองพบว่า
เชื้อยีสต์ K. marxianus สามารถเจริญได้ตาม
ปกติท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40°C แต่ไม่สามารถ
เจริญได้ที่อุณหภูมิ 50°C เมื่อสังเกตการเจริญ
ที่เวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งข้อดีของการทนอุณหภูมิ
สูงถึง 40°C ในระหว่างการหมักเอทานอลที่
อุณหภูมิสูงคือ ทำ�ให้อัตราการผลิตเอทานอล
สูง ช่วยลดปัญหาการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ที่
ไม่ต้องการ และช่วยลดต้นทุนการผลิต
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	 เอทานอลมีผลต่อการเติบโตของยีสต์ 
การมีเอทานอลสะสมอยู่ในถังหมักถือว่าเป็น
ปัญหาหลักอย่างหนึ่งที่ไปยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ (Roehr. 2001) ความเข้มข้นของ
เอทานอล ร้อยละ 1 - 2 โดยนํ้าหนัก ทําให้
จุลินทรีย์เจริญได้ช้าลง และท่ีความเข้มข้น
ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนัก ทำ�ให้การเจริญของ
จุลินทรีย์เกือบหยุดลง Brown et al. (Brown 
et al. 1981) ได้ทําการศึกษาและชี้ให้เห็นว่า
ผลของการยับยั้งน้ันมีความซับซ้อนมาก ยิ่ง
ไปกว่านั้นถ้ามีการเติมเอทานอลในช่วง log 
phase ทำ�ให้อัตราการเจริญของยีสต์ลดลง
อย่างรวดเร็ว (อาจเป็นผลเนื่องมาจากการ
สังเคราะห์โปรตีน) ทําให้เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลง 
ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากเอนไซมถู์กทำ�ใหเ้สยีสภาพ

	 1.	 ผลของการศึกษาความทนต่อเอทานอล (Ethanol tolerant)
	 จากการศกึษาความทนตอ่เอทานอลของเชือ้ยสีต ์K.marxianus ทีค่วามเขม้ขน้ของเอทานอล
เท่ากับ 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 และ 15% (v/v) ได้ผลการทดลองดังนี้

ตารางที่ 3 ผลของการศึกษาความทนต่อเอทานอลของเชื้อยีสต์ K.marxianus

ความเข้มข้นของ

เอทานอล (% v/v)

จ�ำนวนเซลล์เริ่มต้น จ�ำนวนเซลล์สุดท้าย เปอร์เซน็ต์การรอดชีวติ

2.5 270 224 90.37

5 270 220 81.48

7.5 270 202 74.81

10 270 175 64.81

12.5 ไม่มีการเจริญ

15 ไม่มีการเจริญ

อย่างถาวร (ปฏิพล และคณะ. 2555) นอกจาก
นี้ยังพบว่า ในระหว่างกระบวนการหมักจะมี
เอทานอลบางส่วนสะสมอยู่ในเซลล์ ซึ่งอาจ
ทำ�ให้เซลล์ยีสต์แตกได้ (lysis) ยีสต์ที่สามารถ
ทนต่อความเข้มข้นเอทานอลได้สูงจึงส่งผลให้มี
การผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้น
	 จากตารางท่ี 3 ผลการทดลองพบว่า
เชื้อยีสต์ K.marxianus สามารถเจริญได้ที่
ความเข้มข้นของเอทานอล 2.5, 5, 7.5, 10% 
(v/v) แต่ไม่สามารถเจริญได้ที่ความเข้มข้นของ
เอทานอล 12.5 และ 15% (v/v) เมื่อสังเกต
การเจริญที่เวลา 48 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่า 
เมื่อมีความเข้มข้นของเอทานอลสูงขึ้น เชื้อยีสต์ 
K.marxianus มีอัตราการเจริญลดลงเนื่องจาก 
เมื่อสภาวะในการเจริญท่ีมีความเข้มข้นของ
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เอทานอลสูงขึ้นจะมีผลต่อเมแทบอลิซึมของ 
K. marxianus ส่งผลให้การเจริญค่อยๆ ลดลง 
จากผลการศกึษา พบวา่ K. marxianus มคีวาม
สามารถทนต่อเอทานอลเข้มข้นสูงถึง 10% 
(v/v) ถือได้ว่าเป็นข้อดีเน่ืองจากในสภาวะของ

การหมักเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม เมื่อ
เวลาผ่านไปเชื้อเริ่มมีการผลิตเอทานอลสูงขึ้น
เร่ือยๆ จนถึง 10% (v/v) เชื้อก็ยังมีชีวิตรอด
ต่อไปได้ ทำ�ให้ผลผลิตสูงได้อย่างต่อเนื่องตลอด
ระยะเวลาของกระบวนการหมัก

	 1.	 ผลของความสามารถในการผลิตเอทานอลของเชื้อยีสต์ K.marxianus (Bioethanol 
production by K.marxianus)
	 จากการศึกษาการผลิตเอทานอลของเชื้อยีสต์ K.marxianus ใช้กระบวนการหมัก
เอทานอลโดยกำ�จัดสารพิษในไฮโดรไลเสทด้วยวิธี Overliming-detoxified ดังตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ผลการวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลที่ได้  และผลได้เอทานอล

เวลา (ชั่วโมง) ปรมิาณเอทานอล (g/l) ผลได้เอทานอล (g/g) อัตราการผลิต (g/L.h)

24 2.26 0.1 0.09

48 1.61 0.07 0.03

72 1.16 0.05 0.01

96 1.10 0.05 0.01

120 1.10 0.05 0.009

จากตารางท่ี 4 พบว่าปริมาณเอทานอลที่ได้
สงูสดุอยูท่ี่ช่ัวโมง 24 เท่ากบั 2.26 g/L เน่ืองจาก
การปรับสภาพด้วยวิธีนี้จะมีการกำ�จัดสารพิษ 
ซึ่งได้แก่ เฟอร์ฟูรอล และ ไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอร์ฟูรอล (ที่จะไปยับยั้งกระบวนผลิตเอทา
นอล) จึงทำ�ให้เมแทบอลิซึมของเซลล์สามารถ
ดำ�เนนิไปไดต้ามปกต ิสำ�หรบัการผลิตเอทานอล
ไดส้งูในชว่งชัว่โมงที ่24 เนือ่งจากในชัว่โมงท่ี 24 
ในแง่ของการเจริญในกราฟการเจริญของเซลล์
จะอยู่ในช่วง log phase ซึ่งในระยะนี้เซลล์จะ
มีการผลติสารทีเ่ป็นเมแทบอไลตป์ฐมภมูไิด้ด ีซึง่
รวมทั้งเอทานอลด้วย

สรุป
	 การใช้กรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 1% 
(v/v) ร่วมกับเอนไซม์เซลลูเลสปริมาตร 500 
µl เป็นวิธีที่เหมาะสมท่ีสุด โดยใช้ฟางข้าว 
นํ้าหนัก 1 กรัมต่อปริมาตรกรด 1 มิลลิลิตร
เนื่องจากให้ปริมาณน้ําตาลไซโลสสูงสุดเท่ากับ 
69.59 g/L และนํ้าตาลกลูโคสเท่ากับ 21.53 
g/L การศกึษาความทนต่ออณุหภมูขิองเชือ้ยสีต์ 
K. marxianus พบว่า สามารถเจริญได้ที่
อุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส โดยมี
อัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 84.44 และ 86.81% 
ตามลำ�ดับ แต่ไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 
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50 องศาเซลเซียส การศึกษาความทนต่อ 
เอทานอลของเช้ือยีสต์ K. marxianus พบว่า 
สามารถเจริญได้ท่ีความเข้มข้นของเอทานอล 
2.5, 5, 7.5, 10% (v/v) โดยมีอัตราการรอด 
ชีวิตเท่ากับ 90.37, 81.48, 74.81 และ 
64.81% ตามลำ�ดับ แต่ไม่สามารถเจริญได้ที่
ความเข้มข้นของเอทานอล 12.5 และ 15% 
(v/v) และการศึกษาการผลิตเอทานอลของ
เชื้อยีสต์ K. marxianus โดยกำ�จัดสารพิษจาก
ไฮโดรไลเสท ดว้ยวิธ ี Overliming - detoxified 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอย่าง
ทุก 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง พบว่า 
ปริมาณเอทานอลที่ได้สูงสุดอยู่ที่ชั่วโมง 24 
เท่ากับ 2.26 g/L จากผลการทดลองในครั้งนี้ 
ทำ�ให้ทราบถึงการนำ�วัสดุเหลือท้ิงทางการ
เกษตรประเภทฟางข้าวที่มีอยู่อย่างแพร่หลาย
ในท้องถิ่นมาใช้ให้เกิดประโยชน์และเพิ่มมูลค่า
จากวัสดุต้นทุนต่ํา นอกจากนี้ยังสามารถนำ�
ข้อมูลที่ได้เป็นพื้นฐานในการต่อยอดงานวิจัย
ในการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเพิ่มผลได้
เอทานอลและการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิ
สูงเพื่อลดต้นทุนในการหล่อน้ําเย็นในการหมัก
ระดับถังหมัก

ข้อเสนอแนะ	 การหมักเอทานอลควรจะ

เจอืจางปรมิาณนํา้ตาลเริม่ต้นให้มคีวามเข้มข้นที่

เหมาะสม อยู่ในช่วง 15 - 25% (v/v) จะสามารถ

ผลิตเอทานอลได้ 8 - 12% (v/v) ต่อการหมัก

เอทานอล เนื่องจากความเข้มข้นของนํ้าตาลที่

ได้จากงานทดลองจะเป็นความเข้มข้นสูงเกนิไป 

อาจเป็นความเข้มข้นที่ไม่เหมาะสมต่อการเป็น

สารตัง้ต้นทีย่สีต์จะเปลีย่นเป็นเอทานอลได้อย่าง

มีประสิทธิภาพ
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