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บทคัดย่อ 
 งานวิจัยในครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาแนวทางการลดต้นทุนกระบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังโดยลดปริมาณ
การใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสในกระบวนการผลิตด้วยการใช้เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae MGT1/1 ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์
กลูโคอะไมเลสซ่ึงคัดเลือกได้ในประเทศไทย โดยเป็นเชื้อยีสต์ท่ีมีคุณสมบัติเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง ท่ีสามารถ
ทนอุณหภูมิได้สูงกว่า 35 องศาเซลเซียส ทนต่อความเข้มข้นของเอทานอลได้มากกว่าร้อยละ 15 และทนต่อความเข้มข้นของน้ าตาลได้
อย่างน้อยร้อยละ 30 ด้วยวิธีการหมักและย่อยพร้อมกัน (simultaneous saccharification and fermentation; SSF) พบว่าผลิต     
เอทานอล ได้สูงถึง 116.39 กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 14.75) และเมื่อลดการใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสในกระบวนการย่อยลงร้อยละ 25 
พบว่ายังคงผลิตเอทานอลได้ 115.69 กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 14.66) ในชั่วโมงท่ี 48 และสูงถึง 120.54 กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 15.20) ใน
ชั่วโมงท่ี 72 ซ่ึงสามารถลดต้นทุนการใช้เอนไซม์ลงได้อย่างน้อย 1.18 บาทต่อการผลิตเอทานอล 1 ลิตร  จากข้อมูลท้ังหมดแสดงให้เห็น
ว่ายีสต์ท่ีคัดเลือกจากธรรมชาติสายพันธุ์ S. cerevisiae MGT1/1 มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลรวมถึงสามารถท่ีจะน าไปเป็น
แนวทางในการลดต้นทุนกระบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังในอนาคตได้ 

ค าส าคัญ: เอทานอล  กลูโคอะไมเลส  แซคคาโรไมซิส  ซิริวิซิอี  วิธีการหมักและย่อยพร้อมกัน 
 

Abstract 
 This research aimed to study the cost reduction method of ethanol production from cassavas. This method 
reduced the amount of glucoamylase enzyme in the production process using Saccharomyces cerevisiae MGT1/ 1 
capable of producing selective glucoamylase in Thailand.  The yeast produced ethanol from cassavas that could 
withstand temperatures above 35 ºC, ethanol concentration was higher than 15%  and sugar concentration was at 
least 30% .  By simultaneous saccharification and fermentation ( SSF) , it was found that ethanol production was up 
to 116.39 g/L (14.75%). When the enzyme glucoamylase was reduced by 25%, it was found that ethanol could be 
produced at 115.69 g/L (14.66%) in 48 hours and up to 120.54 g/L (15.20%) in 72 hours. This can reduce the cost 
of enzymes used by at least 1. 18 baht per 1 liter of ethanol production.  This study showed that the naturally 
selected strain of S. cerevisiae MGT1/1 is efficient in ethanol production and can be used as a cost-saving approach 
for ethanol production process from cassavas in the future. 
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1. บทน า 
จากแหล่งพลังงานหมุนเวียน ไบโอเอทานอลเป็น

เชื้อเพลิงชีวภาพเหลวท่ีมีการใช้งานมากท่ีสุดในโลก ในปี 2560 
ไบโอเอทานอลคิดเป็น 70% ของการใช้พลังงานหมุนเวียน
ท้ังหมด [1] ซ่ึงสามารถผลิตได้จากพืชท่ีให้พลังงานสูง แต่
กระบวนการท่ีใช้ในการผลิตเอทานอลยังคงมีความยุ่งยากและ
ซับซ้อน จึงได้มีการพยายามพัฒนาเทคโนโลยีเพื่อลดความ
ซับซ้อนและต้นทุนในการผลิตเอทานอล [2] เอทานอลเป็น
แอลกอฮอล์ชนิดหน่ึง เกิดจากกระบวนการหมักน้ าตาลหรือ
ธัญพืช เพื่อเปลี่ยนแป้งเป็นน้ าตาลแล้วเปลี่ยนจากน้ าตาลเป็น  
เอทานอล โดยในประเทศไทยมีวัตถุดิบท่ีใช้ในการผลิตเอทานอล
อยู่สองแบบได้แก่ วัตถุดิบประเภทน้ าตาล เช่น อ้อย และวัตถุดิบ
ประเภทแป้ง เช่น มันส าปะหลัง [3] อย่างไรก็ตามมันส าปะหลัง 
เป็นวัตถุดิบท่ีนิยมใช้ในโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล
ภายในประเทศไทย เพราะมีปริมาณมาก หาได้ง่าย ราคาถูก 
และสามารถเพาะปลูกขึ้นมาทดแทนอยู่เสมอ [4], [5]  ปัจจุบัน 
ประเทศไทยมีโรงงานผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง 9 แห่ง
และจากกากน้ าตาล 11 แห่ง และแบบใช้วัตถุดิบได้ท้ังสอง
ประเภท 5 แห่ง [6] ส าหรับกระบวนการผลิตเอทานอลใน
อุตสาหกรรมโดยท่ัวไปประกอบด้วยสองขั้นตอนหลักคือ การ
ย่อยสลายแป้งและการหมัก กระบวนการหมักถือเป็นขั้นตอน
หลักในการผลิตเอทานอลหลังจากท่ีท าการเตรียมวัตถุดิบเพื่อ
เข้าสู่กระบวนการหมัก ปัจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล
ได้ให้ความส าคัญกับการลดต้นทุนการผลิต  เน่ืองจากราคา       
เอทานอลของประ เทศไทยอยู่ ท่ี  23.28 บาท ในขณะ ท่ี
สหรัฐอเมริกาและและบราซิลมีราคา 11.19 และ 9.92 บาท 
ตามล าดับ [7] โดยหน่ึงในหลายเทคโนโลยีท่ีสามารถน าไปสู่การ
ลดต้นทุนได้ คือเทคโนโลยีการหมักภายใต้สภาวะความเข้มข้น
สารตั้ งต้นสู ง  [2]  ซ่ึงสามารถลดความต้องการใช้ น้ า ใน
กระบวนการ ลดปริมาณน้ าเสีย จึงสามารถลดค่าใช้จ่ายและ
ต้นทุนในการบ าบัดน้ าเสียได้  
 นอกจ าก น้ี ในก ระบวนก าร หมั ก ยั ง ค ง ต้ อ ง ก า ร
เชื้อจุลินทรีย์ท่ีสามารถเปลี่ยนน้ าตาลไปเป็นเอทานอลได้ โดย
เชื้อจุลินทรีย์ ท่ีใช้ในอุตสาหกรรมการหมักเอทานอลอย่าง
แพร่หลาย คือเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae [8] ซ่ึง
เป็นเชื้อยีสต์ชนิดเดียวกันกับท่ีใช้ท าอาหาร ขนมปังและเครื่องดื่ม
แอลกอฮอล์ แต่ส าหรับการผลิตเอทานอลภายใต้สภาวะความ
เข้มข้นสารตั้งต้นสูง จ าเป็นจะต้องใช้เชื้อยีสต์ท่ีมีศักยภาพและ
ประสิทธิภาพด้านการผลิตเอทานอลท่ีสูงกว่า โดยเชื้อยีสต์ท่ี
เหมาะกับกระบวนการหมักดังกล่าว ต้องมีคุณสมบัติท่ีสามารถ
ทนอุณหภูมิสูง สามารถเปลี่ยนน้ าตาลไปเป็นแอลกอฮอล์ได้สูง 
และทนต่อความเข้มข้นของเอทานอลได้ดี [9], [10] แต่เนื่องจาก
เชื้อยีสต์ไม่มีการผลิตเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยสลายแป้ง จึงไม่
สามารถใช้แป้งได้โดยตรงส าหรับการเจริญและการหมักได้ 
ดังน้ันกระบวนการหมักจึงต้องใช้พลังงานและเอนไซม์จ านวน
มากในการย่อยสลายแป้ง จึงได้มีการวิจัยและพัฒนาดัดแปร

พันธุกรรมของเชื้อยีสต์  S. cerevisiae ให้มีการแสดงออกของ
เอนไซม์ย่อยสลายแป้ง ซ่ึงอาจจะสามารถย่อยสลายแป้งและเข้า
สู่ขั้นตอนการหมักได้ในขั้นตอนเดียว [11] อย่างไรก็ตาม ประเทศ
ไทยยังไม่อนุญาตให้ใช้สิ่งมีชีวิตดัดแปรทางพันธุกรรมท่ีสามารถ
ผลิตเอนไซม์ในกระบวนการผลิต เอทานอลในเชิงพาณิชย์ได้ 
นอกจาก น้ีประเทศไทยยั งคงต้องน า เข้ า เอนไซม์ ท่ี ใช้ ใน
กระบวนการผลิตเอทานอล ซ่ึงเป็นผลท าให้ราคาต้นทุนในการ
ผลิตเอทานอลยังคงสูงอยู่  ดัง น้ันการศึกษาในครั้ ง น้ีจึ งมี
วัตถุประสงค์ท่ีจะลดปริมาณการใช้เอนไซม์กลู โคอะไมเลส 
รวมถึงการลดปริมาณการใช้แหล่งคาร์บอน ในกระบวนการผลิต
เอทานอลจากมันส าปะหลัง โดยการใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
สายพันธุ์ MGT1/1 ท่ีคัดเลือกได้ในประเทศไทย เพื่ออาจเป็นอีก
หน่ึงปัจจัยท่ีจะสามารถช่วยลดต้นทุนในกระบวนการผลิต       
เอทานอลได้ 
 
2. วิธีการวิจัย 

2.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการศึกษา 
เชื้อยีสต์ S. cerevisiae ท้ังหมด 16 ไอโซเลต ได้แก่ เชื้อ

ยีสต์ท่ีแยกได้จากผลไม้ จากจังหวัดปทุมธานี 4 ไอโซเลต (RMT 
1, RMT 2, RMT 3, RMT 4) เชื้อยีสต์ท่ีแยกได้จากผลมะม่วงสุก 
จากจังหวันครนายก 6 ไอโซเลต (MGT 1/1, MGT 5, MGT 6, 
MGT 8/1, MGT-L8/1, MGT 8/3) และเชื้อยีสต์ท่ีแยกได้จาก
อาหารหมักดอง จากจังหวัดปทุมธานี 4 ไอโซเลต (PA 1/1, PA 
2/1, PA 1/2, PA 1/3) และเชื้อยีสต์สายพันธุ์มาตรฐานท่ีใช้ผลิต 
เอทานอลในระดับอุตสาหกรรม ได้แก่ SC-90 (TISTR 5606) 
และ AD1 (TISTR 5925) 

2.2 ความสามารถในการเจริญของเชื้อยีสต์ภายใต้
สภาวะที่มีความเข้มข้นของเอทานอลต่างกัน 

การศึกษาการเจริญของเชื้อยีสต์ภายใต้สภาวะท่ีมีเอทา
นอลความเข้มข้นต่างกัน ท่ีอุณหภูมิต่างกัน โดยจะน าเชื้อยีสต์ท้ัง   
16 สายพันธุ์ เพาะ เลี้ ย งบนอาหารแข็ ง  YM (Difco, USA) 
ประกอบด้วย สารสกัดยีสต์ 3 กรัมต่อลิตร สารสกัดมอลต์  
3 กรัมต่อลิตร เปปโตน 5 กรัมต่อลิตร และ กลูโคส 20 กรัมต่อ
ลิตร จากน้ันน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   
48 ชั่วโมง จนได้โคโลนีเดี่ยว แล้วจึงน าเชื้อยีสต์มาเลี้ยงต่อใน
อาหารเหลว YM ในเครื่องเขย่าแบบ Rotary shaker ความเร็ว 
150 รอบต่อนาทีท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากน้ันท าการเจือจางแบบล าดับส่วน 10 เท่า แล้วน า
ตัวอย่างเชื้อท่ีท าการเจือจางแล้ว 10 ไมโครลิตร มาหยดลงบน
อาหารแข็ง YM ท่ีมีส่วนผสมของเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 
5, 10, 15 และ 20 โดยปริมาตร (v/v) จากน้ันน าไปบ่ม ท่ี
อุณหภูมิ 35 และ 38 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อ่าน
ผลการทดสอบโดยสังเกตลักษณะของโคโลนีท่ีขึ้นบนอาหารแข็ง 
โดยแบ่งเป็น 4 ระดับได้แก่ (+++) เชื้อเจริญได้ดี (++) เชื้อเจริญ
ได้ปานกลาง (+) เชื้อเจริญได้น้อย และ (-) เชื้อไม่สามารถเจริญ
ได ้
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2.3 ความสามารถในการเจริญของเชื้อยีสต์ภายใต้
สภาวะที่มีน้ าตาลความเข้มข้นสูง 
  การเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญของเชื้อยีสต์
ภายใต้สภาวะท่ีมีน้ าตาลความเข้มข้นสูง โดยน าเชื้อยีสต์ท่ีถูก
คัดเลือกจากการศึกษาความสามารถในการเจริญภายใต้สภาวะท่ี
มีความเข้มข้นของเอทานอลต่างกัน มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
YPD (Difco, USA) ประกอบด้วย สารสกัดยีสต์ 10 กรัมต่อลิตร 
เปปโตน 20 กรัมต่อลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของกลูโคสร้อยละ  15-
35 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อ
นาทีท่ี อุณหภูมิ 35, 37 และ 39 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่าง
อาหารเหลวทุก 6 ชั่วโมง จนครบ 48 ชั่วโมง หลังจากน้ันเก็บ
ตัวอย่างทุก ๆ 12 ชั่วโมง จนครบ 72 ชั่วโมง น าไปวิเคราะห์การ
เจริญโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
ด้วยเครื่อง UV/Visible Spectrophotometer รุ่น SP-8001 
(Metertech, Taiwan) 

2.4 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลและการใช้
น้ าตาลของเชื้อยีสต์ที่อุณหภูมิ 35, 37 และ 39 องศาเซลเซียส 
  การศึกษาปัจจัยการเจริญของเชื้อยีสต์ภายใต้สภาวะ 
ต่าง ๆ ในอาหารเหลวท่ีมีน้ าตาลความเข้มข้นร้อยละ 15, 20, 
25, 30 และร้อยละ 35 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 35, 
37 และ 39 องศาเซลเซียส โดยเตรียมเชื้อยีสต์ ท่ีผ่านการ
คัดเลือกให้มีเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 1X107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้น
ถ่ายเชื้อยีสต์ลงในอาหาร YM broth ขนาด 100 มิลลิลิตร ท่ีมี
ความเข้มข้นของกลูโคสร้อยละ 15 ถึงร้อยละ 35 โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35, 
37 และ 39 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างอาหารเหลวทุก 6 ชั่วโมง 
จนครบ  48 ชั่วโมง หลังจากน้ันเก็บตัวอย่างทุก ๆ 12 ชั่วโมง  
จนครบ 72 ชั่วโมง น าไปวิเคราะห์การเจริญโดยวัดค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่ น 600 นาโนเมตร  ด้ วยเครื่ อง UV/Visible 
Spectrophotometer รุ่น SP-8001 (Metertech, Taiwan) จากน้ัน
น าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงท่ี 9,000 รอบต่อนาที ด้วยเครื่อง Centrifuge 
รุ่น 5804 (eppendorf, Germany) เป็นเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอน
เซลล์ เก็บเฉพาะส่วนใส แล้วน าไปวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 
ด้วยวิธี  Dinitrosalicylic acid (DNS) และ glucoanalyser YSI 
2900 Series Biochemistry Analyzers (xylem, USA) ตลอดจน
วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเครื่อง Gas Chromatography รุ่น 
6890N (Agilent technologies, USA)  

2.5 การตรวจหายีนที่ควบคุมสร้างเอนไซม์กลูโคอะ
ไมเลส (Glucoamylase) ด้วยวิธี polymerase chain 
reaction (PCR) 

ตรวจหาชนิดของยีนท่ีมีความเกี่ยวข้องในการควบคุม
การสร้างเอนไซม์กลูโคอะไมเลส ได้แก่  ยีน (sporulation 
glucoamylase gene) (SGA gene) [12] โดยน าเชื้อยีสต์ท่ีผ่าน
การคัดเลือก มาเพาะเลี้ยงในอาหารวุ้น YM agar เพื่อให้ได้
โคโลนีเดี่ยว แล้วจึงน ามาเพาะเลี้ยงต่อในอาหารเหลว YM broth 
ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง จากน้ันน าเชื้อยีสต์มา
สกัดสารพันธุกรรม (DNA) โดยใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรม 

Fungi/ Yeast Genomic DNA Isolation Kit ( Norgen, 
Canada) โดยสารพันธุกรรมท่ีสกัดมาได้จะเก็บไว้เป็นดีเอ็นเอ
แม่แบบ (DNA template) เพื่อน าไปใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอ โดย Forward primer คือ 5’-ATGCTCAGCGTAGGATT-
CGG-3’ และ Reverse primer ได้แก่ 3’-TGGGAACAGACGG-
GGAACTA-5’ ซ่ึงเป็น primer ท่ีออกแบบเองส าหรับงานวิจัยน้ี 
โดยการใช้จากการเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์
หลายสายจากฐานข้อมูล national center for biotechnology 
information ( NCBI)  แ ล ะ ห า ช่ ว ง ท่ี เ ป็ นบ ริ เ วณอ นุ รั กษ์  
(conserve domain)  ส าหรับสภาวะ ท่ี เหมาะสมคือ pre-
denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 นาที, denature 94 องศา-
เซลเซียส 1 นาที, annealing 55 องศาเซลเซียส 1 นาที, 
extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที และ final extension 
72 องศาเซลเซียส 7 นาที จ านวน 30 รอบ โดย PCR Product 
จะมีขนาดประมาณ 1500 bp และตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรมด้วยวิธี agarose gel electrophoresis ท่ีความ
เข้มข้นของ agarose gel ร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร (%
w/v) 

2.6 การผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังความเข้มข้น
ร้อยละ 20 และร้อยละ 30 โดยน้ าหนัก ในถังหมักขนาด 5 
ลิตร ด้วยวิธีการหมักและย่อยพร้อมกัน (simultaneous 
saccharification and fermentation; SSF) 

เตรียมมันส าปะหลังเพื่อเข้าสู่กระบวนการหมัก โดยผสม
มันเส้นกับน้ ากลั่นให้ได้ความเข้มข้นร้อยละ 20 และร้อยละ 30  
โดยน้ าหนัก[13] เติ มเอนไซม์ ลดความหนืด (Viscozyme) 
(Novoenzyme, Denmark) ร้อยละ 0.05 โดยน้ าหนักที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
(alpha-amylase)(Novoenzyme, Denmark) ร้อยละ 0.1 โดย
น้ าหนัก ท่ีอุณหภูมิ 85-100 องศาซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที 
จากน้ันปรับความเข้มข้นของมันส าปะหลังด้วยน้ ากลั่น ให้มีความ
เข้มข้นร้อยละ 20 และ ร้อยละ 30 โดยน้ าหนัก ตวงมันส าปะหลังท่ี
เตรียมแล้วลงถังหมักขนาด 5 ลิตร (Sartorius Stedim Biotech, 
Germany) เติมยูเรีย (Urea) 0.5 กรัมต่อลิตร (Univar, Australia) 
แล้วจึงเตรียมหัวเชื้อโดยให้มีเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 1×107 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร จากน้ันเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) 
(Novoenzyme, Denmark) ร้อยละ 0.6 โดยน้ าหนัก พร้อมกับเชื้อ
ท่ีเตรียมไว้เพื่อย่อยและหมักพร้อมกัน ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
อัตราการกวน 350 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่าง
ทุก ๆ 12 ชั่วโมง เพื่อน ามาวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล (Ethanol) 
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) และปริมาณการเจริญของ
เชื้อ 
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2.7 การผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังความ
เข้มข้นร้อยละ 30 โดยน้ าหนัก ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วย
วิธีการหมักและย่อยพร้อมกัน (SSF) โดยลดปริมาณเอนไซม์
กลูโคอะไมเลส 

เตรียมมันปะหลังและหัวเชื้อเพื่อเข้าสู่กระบวนการหมัก
ด้วยวิธีเดียวกับท่ีกล่าวไปแล้วข้างต้น จากน้ัน เติมเอนไซม์
กลูโคอะไมเลส ร้อยละ 0.45 โดยน้ าหนัก (ลดปริมาณเอนไซม์
กลูโคอะไมเลสโดยน้ าหนักลงร้อยละ 25 โดยน้ าหนัก) และร้อย
ละ 0.3 โดยน้ าหนัก (ลดปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสโดย
น้ าหนักลงร้อยละ 50 โดยน้ าหนัก) พร้อมกับเชื้อท่ีเตรียมไว้เพื่อ
ย่อยและหมักพร้อมกัน ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการ
กวน 350 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมงโดยเก็บตัวอย่าง  
ทุก ๆ 12 ชั่วโมง เพื่อน ามาวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณการเจริญของเชื้อ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
3.1 ผลการศึกษาความสามารถในการเจริญของเชื้อ

ยีสต์ภายใต้สภาวะที่มีความเข้มข้นของเอทานอลต่างกัน 
จากการศึกษาบนอาหารแข็งท่ีมีเอทานอลความเข้มข้น

ต่างกัน พบว่าท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เชื้อยีสต์ทุกสายพันธุ์
สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็งท่ีมีเอทานอลความเข้มข้นร้อย
ละ 0, 10 และร้อยละ 15 ยกเว้นเชื้อยีสต์ SC-90 ท่ีเจริญได้ 
ปานกลางบนอาหารแข็งท่ีมีเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 15 
และส าหรับอาหารแข็งท่ีมีเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 20 เชื้อ
ยีสต์เกือบทุกสายพันธุ์เจริญได้น้อย ยกเว้นเชื้อยีสต์ สายพันธุ์ 
PA1/1 และ สายพันธุ์ MGT6 ท่ีไม่สารถเจริญได้ (Figure 1)  
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการบ่มเชื้อเพิ่มเป็น 38 องศาเซลเซียส เชื้อ
ยีสต์เกือบทุกสายพันธุ์สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็งท่ี มี  
เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 0 และเจริญได้ปานกลางถึงเจริญ
ได้น้อย บนอาหารแข็งท่ีมีเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 10 และ
ร้อยละ 15 ส าหรับบนอาหารแข็งท่ีมีเอทานอลความเข้มข้นร้อย
ละ 20 เชื้อยีสต์เกือบทุกสายพันธุ์ไม่สามารถเจริญได้ ยกเว้นเชื้อ
ยีสต์ SC-90 (Table 1) ดังน้ันจึงได้คัดเลือกเชื้อยีสต์ท่ีสามารถ
เจริญบนอาหารแข็งท่ีมีเอทานอลความเข้มข้นสูงได้ดีท่ีสุดจ านวน 
5 สายพันธุ์  ได้แก่ เชื้ อยีสต์สายพันธุ์  SC-90 , AD1, RMT2, 
MGT1/1 และ PA2/1 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ปีท่ี 23 ฉบับท่ี 2 เดือนพฤษภาคม-สิงหาคม 2564 

39 

Table 1 The growth profile of S. cerevisiae on YM agar with various ethanol and temperature for 24 h. 

Strain 
Ethanol concentration %(v/v) 

0 5 10 15 20 
35 °C 38 °C 35 °C 38 °C 35 °C 38 °C 35 °C 38 °C 35 °C 38 °C 

SC-90 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + + + 
AD1 +++ + +++ + +++ + +++ + + - 
PA 1/1 +++ ++ +++ ++ +++ + +++ + - - 
PA 2/1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ + + - 
PA 1/2 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ + - 
PA 1/3 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ + - 
MGT1/1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ + - 
MGT5 +++ +++ +++ ++ +++ + +++ ++ + - 
MGT6 +++ +++ +++ ++ +++ + +++ + - - 
MGT8/1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ + - 
MGT-L8/1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ + - 
MGT 8/3 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ + - 
RMT1 +++ +++ +++ ++ +++ + +++ ++ + - 
RMT2 +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ + - 
RMT3 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ + - 
RMT4 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ + - 

 
หมายเหตุ: (+++) เช้ือเจริญได้ดี (++) เชื้อเจริญได้ปลานกลาง (+) เช้ือเจริญได้น้อย (-) เช้ือไม่สามารถเจริญได้         
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Figure 1 Growth of yeast on YM agar composed of        

0-20% ethanol at (a) 35 °C and (b) 38 °C 
 
3.2 ผลการศึกษาความสามารถในการเจริญของเชื้อ

ยีสต์ภายใต้สภาวะที่มีน้ าตาลความเข้มข้นสูง 
จากการศึกษาพบว่า เชื้อยีสต์ท้ัง 5 สายพันธุ์ ได้แก่ SC-

90, AD1, RMT2, MGT1/1 และ PA2/1 สามารถเจริญได้ดีใน
อาหารเหลวท่ีมีกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 15 ถึงร้อยละ 20 ท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของน้ าตาล
กลูโคสเป็นร้อยละ 35 อัตราการเจริญของเชื้อยีสต์จะลดลง และ
เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของสายพันธุ์ท่ีแตกต่างกัน พบว่า เชื้อ
ยีสต์สายพันธุ์ SC-90 เจริญได้น้อยกว่าสายพันธุ์อื่น ๆ ดังแสดง
ใน Figure 2A เมื่อเพิ่มอุณหภูมใินการบ่มเป็น 37 องศาเซลเซียส 
พบว่า เชื้อยีสต์ท้ัง 5 สายพันธุ์สามารถเจริญได้ในอาหารเหลวท่ีมี
ความเข้มข้นของกลูโคสในช่วงร้อยละ 15 ถึงร้อยละ 35 แต่
อัตราการเจริญของเชื้อยีสต์ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยเชื้อยีสต์สายพันธุ์  ADY1, 
MGT1/1 และ PA2/1 มีอัตราการเจริญท่ีความเข้มข้นของ
กลูโคสในช่วงร้อยละ 15 ถึงร้อยละ 35 ได้ค่อนข้างใกล้เคียงกัน 
ในขณะท่ีเชื้อยีสต์สายพันธุ์ RMT2 และ SC-90 จะมีอัตราการ
เจริญดีในช่วงความเข้มข้นของกลูโคสร้อยละ 15 ถึงร้อยละ 20 
โดยเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์อื่น ๆ พบว่า เชื้อยีสต์สายพันธุ์ 
SC-90 เจริญได้น้อยท่ีสุด ดังแสดงใน Figure 2B ส าหรับการบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส พบว่า เชื้อยีสต์ทุกสายพันธุ์
สามารถเจริญได้ท่ีความเข้มข้นของกลูโคส ในช่วงร้อยละ 15 ถึง
ร้อยละ 35 และสามารถเจริญได้สูงสุดท่ีความเข้มข้นข้องกลูโคส
ร้อยละ 20 เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อยีสต์ในหลาย
สภาะวะพบว่า เชื้อยีสต์สายพันธุ์ MGT1/1 สามารถเจริญได้ดีใน
เกือบทุกสภาวะ ในขณะท่ีเชื้อยีสต์สายพันธุ์ SC-90 เจริญได้น้อย
ท่ีสุด ดังแสดงใน Figure 2C จากการจากการเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต์
ท้ัง 5 สายพันธุ์พบว่า เมื่อเพิ่มอุณหภูมิและความเข้มข้นของ
น้ าตาลกลูโคสให้สูงขึ้น จะส่งผลให้ระยะเวลาท่ีเชื้อยีสต์เจริญเข้า
สู่ช่วง exponential phase หรือ log phase ยาวนานขึ้นซ่ึง
ช่วงเวลาน้ีจะเป็นช่วงท่ีเชื้อยีสต์เริ่มต้นการผลิตเอทานอล      
จากการทดลอง พบว่า โดยส่วนใหญ่เชื้อแต่ละสายพันธุ์จะใช้
ระยะเวลาประมาณ 12 – 18 ชั่วโมงในการเข้าสู่ log phase ซ่ึง
หลังจากน้ีเชื้อยีสต์จะมีอัตราการเจริญลดลง เมื่อเพิ่มอุณหภูมิ
ของการเพาะเลี้ยงเป็น 39 องศาเซลเซียส ดังน้ันอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์ท้ัง 5 สายพันธุ์คือ 35 องศา-
เซลเซียส อย่างไรก็ตาม สายพันธุ์ AD1, RMT2, MGT1/1 และ 
PA2/1 มีความสามารถในการทนต่ออุณภูมิสูงได้ถึง 39 องศา-
เซลเซียส ในกรณีของความเข้มข้นของกลูโคสท่ีเหมาะสมคือช่วง
ความเข้มข้นร้อยละ 15-20 ส่งผลให้การเจริญของเชื้อยีสต์ท้ัง 5 
สายพันธุ์สูง แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นกลูโคสให้สูงถึง ร้อยละ 35 
ส่งผลให้การเจริญของเชื้อยีสต์ลดลงอย่างเห็นได้ชัด ดังน้ันจึงกล่าว
ได้ว่าท่ีความเข้มข้นของกลูโคสร้อยละ 35 น้ันส่งผลให้เกิดการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อจากสารตั้งต้น (substrate inhibition) 

3.3 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลและ
การใช้น้ าตาลของเชื้อยีสต์ที่อุณหภูมิ 35, 37 และ 39 องศา
เซลเซียส 

จากการศึกษาพบว่า เชื้อยีสต์ท้ัง 5 สายพันธุ์ ได้แก่ SC-
90, AD1, RMT2, MGT1/1 และ PA2/1 สามารถเจริญในอาหาร
เหลวท่ีมีน้ าตาลความเข้มข้นร้อยละ 15, 20, 25, 30 และ 35 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (ผลการทดลองแสดงเฉพาะท่ีความ
เข้มข้นน้ าตาลร้อยละ 25 ดัง Table 2) ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา-
เซลเซียสได้ โดยเชื้อยีสต์สามารถใช้น้ าตาลเพื่อผลิตเอทานอลได้
จนหมด ในอาหารเหลวท่ีมีน้ าตาลความเข้มข้นร้อยละ 15, 20 
และ 25 เมื่อความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นเพิ่มมากขึ้น ส่งผลให้
การผลิตเอทานอลเพิ่มมากขึ้นเช่นเดียวกัน แต่ท่ีความเข้มข้นของ
น้ าตาลตั้งแต่ร้อยละ 30 ถึงร้อยละ 35 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
เชื้ อยี สต์ จะไม่สามารถใช้ น้ าตาลได้หมด  สั ง เกตได้จาก
ความสามารถในการใช้น้ าตาลของยีสต์จะลดลง แสดงให้เห็นว่า
ความเข้มข้นของน้ าตาลตั้งต้นมีผลโดยตรงต่อการเจริญและการ
หมักเอทานอลของเซลล์ยีสต์ ส าหรับประสิทธิภาพการผลิต 
เอทานอลพบว่า ท่ีชั่วโมงท่ี 48 เชื้อยีสต์สายพันธุ์ PA2/1 มี
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลได้สูงท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 94.77 
ตามด้วย MGT1/1 ผลิตเอทานอลร้อยละ 87.56 และท่ีน้อยท่ีสุด
ได้แก่เชื้อยีสต์สายพันธุ์ SC-90 โดยมีประสิทธิภาพการผลิตร้อย
ละ 77.79 ดังแสดงใน Table 2  

ส าหรับการศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลและ
การใช้น้ าตาลของเชื้อยีสต์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่า 
ท่ีความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสร้อยละ 15 และ 20 โดยน้ าหนัก
ต่อปริมาตร เชื้อยีสต์สามารถใช้น้ าตาลได้จนหมด
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Figure 2 Growth of S. cerevisiae SC-90 ( ), AD1 ( ), RMT2 ( ), MGT1/1 ( ) and PA2/1 ( ) on 
YPD broth composed of 15-35% glucose (w/v) when incubated at (A) 35 °C (B) 37 °C and (C) 39 °C for 72 h  

 
แต่เมื่อเปรียบเทียบกับท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบว่า 
อัตราการใช้น้ าตาลจะท าได้ช้ากว่าและเมื่อความเข้มข้นของ
น้ าตาลกลูโคสเพิ่มขึ้นเป็นร้อยละ 25, 30 และร้อยละ 35 โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร เชื้อยีสต์จะมีความสามารถในการใช้น้ าตาล
ได้ลดลงและไม่สามารถใช้น้ าตาลได้หมด (Table 2) เมื่อบ่มท่ี
อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวท่ีมีน้ าตาลความ
เข้มข้นร้อยละ15 และร้อยละ 20 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เชื้อ
ยีสต์จะสามารถใช้น้ าตาลได้จนหมด ซ่ึงจะเหมือนกับการ
เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 35 และ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเพิ่มความ
เข้มข้นของน้ าตาลเป็นร้อยละ 25 จะมีเพียงรหัส RMT2,     
MGT 1/1 และ PA 2/1 ท่ีสามารถใช้น้ าตาลได้จนหมดขณะท่ี
น้ าตาลความเข้มข้นร้อยละ 30 และ 35 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
เชื้อยีสต์ไม่สามารถท่ีจะใช้น้ าตาลได้หมด ส าหรับประสิทธิภาพ
การผลิตเอทานอล พบว่า ท่ีชั่วโมงท่ี 48 เชื้อยีสต์ สายพันธุ์ 
PA2/1 มีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลได้สูงท่ีสุดคิดเป็นร้อย
ละ 97.07 และท่ีน้อยท่ีสุดได้แก่เชื้อยีสต์สายพันธุ์ RMT2 โดยมี
ประสิทธิภาพการผลิตร้อยละ 73.02 (Figure 2)  
 จากการทดลองน้ี ได้สายพันธุ์ของยีสต์ท่ีมีศักยภาพสูงใน
การผลิตเอทานอลและทนต่ออุณหภูมิสูงได้ 2 สายพันธุ์ ได้แก่ 
PA2/1 และ MGT1/1 (Table 2) เมื่อพิจารณาถึงระยะเวลาใน
การผลิตและความสามารถในการทนน้ าตาลสูง และความคงท่ี
ของการผลิตท่ีบ่งบอกถึงประสิทธิภาพท่ีคงท่ีเมื่อน าไปพัฒนา

ต่อไปในการผลิตในระดับท่ีใหญ่ขึ้นน้ัน เชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
MGT1/1 มีความเหมาะสมส าหรับการผลิตเอทานอลด้วยวัตถุดิบ
จริงจากมันส าปะหลัง จึงถูกเลือกไปใช้เป็นตัวแทนของยีสต์ท่ีคัด
แยกได้ไปใช้ศึกษาต่อในระดับถังหมักต่อไป  

3.4 ผลการตรวจหายีนที่ควบคุมสร้างเอนไซม์กลูโคอะ
ไมเลส (Glucoamylase) ด้วยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) 
 จากการตรวจหายีน SGA พบว่าเชื้อยีสต์ท้ังสองสาย
พันธุ์สามารถพบยีน SGA ได้เช่นเดียวกัน ดัง Figure 3 เนื่องจาก
ยีน SGA เป็นยีนท่ีสามารถพบได้ท่ัวไปในเชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
[12] อย่างไรก็ตาม การแสดงออกของเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 
ยังคงเกี่ยวข้องกับกลไกอื่น ๆ อีกมาก ดังเช่น การแสดงออกของ
เอนไซม์กลูโคอะไมเลส นอกจากจะต้องมียีน SGA แล้วจะต้อง
อาศัยยีน MAT (mating type locus MAT) ในการควบคุมการ
แสดงออกของเอนไซม์ รวมถึงสภาพแวดล้อมปัจจัยต่าง ๆ ท่ีคอย
ส่งเสริมให้เกิดการแสดงออกของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสได้ [14] 

3.5 ผลศึกษาการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง
ความเข้มข้นร้อยละ 20 และร้อยละ 30 โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 จากการศึกษาการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังความ
เข้มข้นร้อยละ 20 พบว่า เชื้อยีสต์สายพันธุ์ MGT1/1 มีอัตราการ
เจริญอย่างรวดเร็วในระยะเวลา 12 ชั่วโมง จากเชื้อเริ่มต้น 
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6.5x106 CFU/ml เพิ่มเป็นประมาณ 2.0x108 CFU/ml อาจ
เน่ืองมาจากสภาวะของการหมักและปริมาณสารอาหารท่ีใช้ใน
กระบวนการหมักมีความเหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อ ท าให้
เชื้อดังกล่าวไม่ต้องใช้เวลาในการปรับตัวมากนัก จึงสามารถ 
เจริญได้อย่างรวดเร็ว และค่อนข้างคงท่ีจนถึงช่วงเวลาประมาณ 
48 ชั่วโมง เชื้อจึงค่อย ๆ มีแนวโน้มลดลง (Figure 4) เน่ืองจาก
ปริมาณน้ าตาลท่ีใช้ส าหรับการเจริญหมดลง ท าให้เชื้อไม่มี
อาหารท่ีใช้ส าหรับการเจริญได้อีก ส าหรับการใช้น้ าตาลพบว่า 
เชื้อยีสต์ MGT1/1 สามารถใช้น้ าตาลได้เกือบหมดตั้งแต่ชั่วโมงที่ 
36 และสามารถผลิตเอทานอลได้ 75.14 กรัมต่อลิตร ดังแสดง
ใน Table 3 ส าหรับกระบวนการผลิต เอทานอลจาก มัน
ส าปะหลังความเข้มข้นร้อยละ 30 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร พบว่า
เชื้อยีสต์สายพันธุ์  MGT1/1 มีอัตราการเจริญเพิ่มขึ้นอย่าง
รวดเร็วจาก 9x106 CFU/ml เป็น 2.75 x108 CFU/ml ใน 12 
ชั่วโมง และสามารถใช้น้ าตาลได้เกือบหมดตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 48 ซ่ึง
สอดคล้องกับปริมาณเอทานอลท่ีได้ โดยสามารถผลิตเอทานอล
ได้ปริมาณสูงสุด 116.39 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 48 ดังแสดงใน 
Figure  5 

 
 

Figure 3 Detection of SGA gene (~1500 bp) by agarose 
gel electrophoresis with 1% (w/v) of agarose gel  

Table 2 Ethanol concentration, ethanol yield, ethanol production and ethanol production efficiency from 25% 
glucose at 35, 37 and 39 °C for 48 h 

Strain 

Ethanol concentration 
(g/L) 

 
Ethanol Yield  

(g/gsugar) 

 
Ethanol production 

(g/L·h) 

 
Ethanol production 

efficiency (%) 

35 ๐C 37 ๐C 39 ๐C 
 

35 ๐C 37 ๐C 39 ๐C 
 

35 ๐C 37 ๐C 39 ๐C 
 

35 ๐C 37 ๐C 39 ๐C 

SC-90 99.64 
±0.87 

88.14
±0.04 

77.46
±1.62 

 
0.40 

±0.00 
0.38 

±0.00 
0.47 
±0.01 

 
2.08 
±0.04 

1.84 
±0.00 

1.61 
±0.03 

 
77.79
±0.73 

74.72
±0.03 

92.63
±1.35 

AD1 97.65 
±0.64 

87.91
±0.83 

64.42
±0.50 

 
0.45 

±0.00 
0.40 

±0.00 
0.38 
±0.00 

 
2.03 
±0.03 

1.80 
±0.02 

0.89 
±0.01 

 
87.37
±0.54 

78.76
±0.69 

75.00
±0.42 

RMT2 102.49
±0.59 

95.78
±0.21 

79.26
±0.55 

 
0.42 

±0.00 
0.42 

±0.00 
0.37 
±0.00 

 
2.14 
±0.02 

2.00 
±0.00 

1.65 
±0.01 

 
81.57
±0.49 

87.39
±0.18 

73.02
±0.46 

MGT1/1 96.56 
±0.73 

93.85
±0.87 

86.77
±0.88 

 
0.45 

±0.00 
0.45 

±0.00 
0.41 
±0.00 

 
2.21 
±0.03 

1.96 
±0.02 

1.87 
±0.02 

 
87.56
±0.60 

88.25
±0.73 

81.16
±0.73 

PA2/1 106.44
±1.10 

89.57
±0.34 

95.82
±0.30 

  
0.48 

±0.00 
0.50 

±0.00 
0.50 
±0.00 

  
2.22 
±0.05 

1.87 
±0.01 

2.00 
±0.01 

  
94.77
±0.92 

98.27
±0.28 

97.07
±0.25 

All experiments were triplicated. The DATA showed average ± standard deviation
 

3.6 ผลศึกษาการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง
ความเข้มข้นร้อยละ 30 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร โดยลดปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสลงร้อยละ 
25 และร้อยละ 50 

จากการศึกษาในถังหมักระดับปฏิบัติการ โดยลด
ปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสลงร้อยละ 25 พบว่า เชื้อยีสต์ 
MGT1/1 มีอัตราการเจริญเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วจาก 8.94x106 
CFU/ml เป็น 3.38 x108 CFU/ml ใน 12 ชั่วโมง ก่อนจะมี
แนวโน้มลดลง (Figure 5) ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากปริมาณ 
 

 
เอทานอลท่ีเพิ่มมากขึ้นท าให้มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
ส าหรับการใช้น้ าตาลพบว่า เชื้อยีสต์สามารถใช้น้ าตาลได้อย่าง
รวดเร็วในชั่วโมงท่ี 24 ถึงชั่วโมงท่ี 36 ก่อนจะค่อยๆลดลงอย่าง
ต่อเน่ืองจนสามารถใช้น้ าตาลได้เกือบหมดในชั่วโมงท่ี 60 ซ่ึง
สอดคล้องกับปริมาณ เอทานอล ท่ีพบว่าเชื้อยีสต์สามารถผลิต 
เอทานอลได้เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในชั่วโมงท่ี 24 จาก 89.97 กรัม
ต่อลิตร เป็น 107.15 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 36 และยังคงผลิต
เอทานอลได้เพิ่มขึ้นจนสูงสุดในชั่วโมงท่ี 72 ซ่ึงสามารถผลิต 
เอทานอลได้ 120.54 กรัมต่อลิตรดังแสดงใน Figure 5 
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Figure 4 Ethanol production from 20% (w/v) cassava by S. cerevisiae MGT1/1 

 

Table 3  Ethanol concentration, ethanol yield, ethanol production and ethanol production efficiency from 2 0 % 
(w/v) cassava at 35°C for 36 and 48 h 

Time (h) 36 48 

Living Cells count (CFU/mL) 3.29 x 108 2.83 x 108 

Ethanol concentration (g/L) 75.14±0.98 75.98±1.20 

Ethanol concentration (v/v) 9.52±0.12 9.63±0.15 

Ethanol productivity (g/L·h) 2.11±0.03 1.60±0.03 

All experiments were triplicated. The DATA showed average ± standard deviation.

ส าหรับผลการลดปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสลงร้อย
ละ 50 พบว่าอัตราการเจริญของเชื้อยีสต์ MGT1/1 เพิ่มขึ้นอย่าง
รวดเร็วใน 12 ชั่วโมงแรกของการหมัก จากประมาณ 1x107 
CFU/ml เป็น 2x108 CFU/ml และมีอัตราการเจริญเพิ่มขึ้นคงท่ี
จนถึงชั่วโมงที่ 48 ก่อนอัตราการเจริญของเชื้อยีสต์จะลดลงอย่าง
รวดเร็วในชั่วโมงที่ 60 ดังแสดงใน Figure 5 นอกจากนี้จะเห็นได้
ว่าเชื้อยีสต์ MGT1/1 สามารถใช้น้ าตาลลดลงได้อย่างรวดเร็วใน
ชั่วโมงท่ี 12 ซ่ึงเป็นช่วงท่ีเชื้อมีอัตราการเจริญสูงท่ีสุด และใช้
น้ าตาลหมดลงในชั่วโมงท่ี 48 เมื่อพิจารณาปริมาณเอทานอลพบ
ว่า เชื้อยีสต์สามารถผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วใน 24 
ชั่วโมงแรก ก่อนจะผลิตเอทานอลได้ปริมาณเพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ือง
ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 36 จนสิ้นสุดกระบวนการหมัก โดยในชั่วโมงท่ี 36 
และ 48 สามารถผลิตเอทานอลได้ 99.41 กรัมต่อลิตร (2.98 
g/L·h หรือ 0.36 g/gsugar) และ 106.32 กรัมต่อลิตร (2.41 
g/L·h หรือ 0.39 g/gsugar)  ตามล าดับ ซ่ึงถือได้ว่า MGT1/1 น้ัน
มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลได้ในระดับสูงเมื่อเทียบกับ
งานวิจัยอื่นๆ ท่ีผลิตเอาทานอลจากมันส าปะหลังโดยใช้เชื้อยีสต์ 
S. cerevisiae สายพันธุ์อื่นๆ ได้แก่ TMS 30572 (2.34 g/L·h) 
[13] และ สายพันธุ์ LNF (0.21 g/gsugar) [15] 

นอกจากน้ี งานวิจัยน้ีพบว่าการลดปริมาณเอนไซม์
กลูโคอะไมเลสลงร้อยละ 25 ท าให้ประสิทธิภาพการผลิต 
เอทานอลของ เชื้ อยี สต์สายพันธุ์  MGT1/1 เพิ่ มขึ้ น  เมื่ อ
เปรียบเทียบกับการไม่ลดการใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลส หรือการ
ลดปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสลงร้อยละ 50 ท้ังน้ีการลด
เอนไซม์กลูโคอะไมเลสลงร้อยละ 50 พบว่าประสิทธิภาพการ
ผลิตเอทานอลของเชื้อยีสต์มีค่าใกล้เคียงกับการไม่ลดการใช้
เอนไซม์และน้อยกว่าการลดปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสลง
ร้อยละ 25 (Table 4) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต
ของเชื้อยีสต์ท่ีใช้ในงานวิจัยครั้งน้ีกับข้อมูลประสิทธิภาพการผลิต
จากสมาคมการค้าผู้ผลิตเอทานอลไทย [16] พบว่า เชื้อยีสต์ท่ีใช้
ในการศึกษาครั้งน้ีมีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากมัน
ส าปะหลังเพิ่มขึ้นถึงร้อยละ 13.06 
   เมื่อพิจารณาถึงต้นทุนในการผลิต จากงานวิจัยก่อน
หน้าน้ีรายงานว่าการใช้มันส าปะหลังในการผลิตเอทานอล โดย
ยังไม่ได้ค านึงถึงการลดเอนไซม์น้ันสามารถใช้ต้นทุนในการผลิต
เอทานอลได้ไม่สูงเมื่อเทียบกับพืชชีวมวลอื่น ๆ เมื่อใช้มัน
ส าปะหลังสามารถผลิตเอทานอลได้ในราคา 6.85 บาทต่อลิตร 
ในขณะท่ีการใช้อ้อย ข้าวโพด ข้าว และกากน้ าตาล (Molasses) 
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สามารถผลิตเอทานอลได้โดยใช้ต้นทุน 7.06  12.45  12.61 
และ 15.83 บาทต่อลิตร ตามล าดับ [17] ซ่ึงสอดคล้องกับ
งานวิจัยต่อมามีรายงานเพิ่มเติมว่า การใช้มันส าปะหลังในการ
ผลิต เอทานอลใช้ต้นทุนเพียง 5.29 บาทต่อลิตร น้อยท่ีสุดเมื่อ
เทียบกับอ้อย (7.24 บาทต่อลิตร) และ ข้าวโพด (11.51 บาทต่อ
ลิตร) [18] ดังน้ันจึงสนับสนุนงานวิจัยน้ีว่าการใช้มันส าปะหลัง
น้ันสามารถลดต้นทุนในการผลิตเอทานอลได้  
   จากงานวิจัยน้ีสิ่งท่ีต่อยอดวัตถุประสงค์ของความ
พยายามในการลดต้นทุนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง
โดยสามารถลดปริมาณการใช้เอนไซม์ในกระบวนการหมักลงได้
อย่างมีนัยส าคัญซ่ึงสามารถลดต้นทุนการผลิตเอทานอลในส่วน
ของการใช้เอนไซม์ลงได้ประมาณ 0.45 บาทต่อการย่อยมัน
ส าปะหลัง 1 กิโลกรัม หรือลดต้นทุนการใช้เอนไซม์ลงได้ 1.18 
บาทต่อการผลิตเอทานอล 1 ลิตร โดยไม่ส่งผลกระทบต่อ
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลอีกด้วย  
 
4. บทสรุป 
  จากการศึกษาการคัดเลือกเชื้อยีสต์ท่ีสามารถเจริญ
ภายใต้สภาวะต่าง ๆ บนอาหารแข็ง จากเชื้อยีสต์ ท้ังหมด  
16 สายพันธุ์ สามารถคัดเลือกเชื้อยีสต์ท่ีสามารถทนอุณหภูมิได้
มากกว่า 35 องศาเซลเซียส ทนต่อความเข้มข้นของเอทานอลได้
มากกว่าร้อยละ 10 โดยปริมาตร และทนต่อความเข้มข้นของ
น้ าตาลได้อย่างน้อยร้อยละ 30 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ได้  
5 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อที่แยกได้จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ  
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ได้แก่ RMT 2 (จากผลไม้) MGT1/1 
(จากแหล่งธรรมชาติ) PA2/1 (จากอาหารหมักดอง) และ เชื้อ
ยีสต์ เชื้อยีสต์จากศูนย์จุลินทรีย์ของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทยท่ีมักใช้ในการผลิตทางการค้า คือ  

SC- 90 แ ล ะ  AD1 ( TISTR5606 แ ล ะ  TISTR 5240 ( ATCC 
18824) ตามล าดับ) เมื่อเปรียบเทียบปัจจัยการเจริญของเชื้อ
ยีสต์ภายใต้สภาวะต่าง ๆ ในอาหารสังเคราะห์แบบเหลวท้ัง
ประสิทธิภาพการใช้น้ าตาลและ อัตราการผลิต เอทานอลภายใต้
สภาวะน้ าตาลตั้งต้นสูง พบว่ามีเชื้อยีสต์ ท่ี มี ศักยภาพและ
เหมาะสมส าหรับการผลิต เอทานอลจากมันส าปะหลังได้แก่ เชื้อ
ยีสต์ท่ีคัดแยกได้จากธรรมชาติ ท่ีถูกเก็บรักษาท่ีศูนย์จุลินทรีย์ 
ของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย  
สายพันธุ์คัดเลือก MGT1/1 มีความสามารถในการทนต่อน้ าตาล
ท่ีความเข้มข้นสูงและสามารถผลิตเอทานอลได้มากกว่าสายพันธุ์ 
SC-90 ท่ีใช้ในทางการค้าอีกด้วย ผลจากการตรวจสอบในระดับ
อณูชีววิทยาพบว่า มียีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์กลูโค 
อะไมเลส (SGA gene) จึงยืนยันได้ว่ามีความสามารถในการย่อย
แป้งเพื่อไปเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอทานอลได้จริง 
นอกจากน้ีได้ท าการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลโดย
ลดปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสลงร้อยละ 25 และร้อยละ 50 
พบว่า เมื่อลดปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสลงร้อยละ 25 
ประสิทธิภาพการผลิต เอทานอลของเชื้อยีสต์ท้ัง 2 สายพันธุ์ มี
ค่าเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการไม่ลดการใช้เอนไซม์กลูโคอะ
ไมเลส หรือการลดปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสลงร้อยละ 50 
ซ่ึงเป็นไปตามวัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้ง น้ี ท่ีสามารถ
คัดเลือกเชื้อยีสต์จากธรรมชาติ ท่ีมีศักยภาพในการหมักย่อยมัน
ส าปะหลังภายใต้สภาวะความเข้มข้นสารตั้งต้นสูง สามารถลด
ปริมาณการใช้เอนไซม์ในกระบวนการผลิตเอทานอล เพื่อลด
ต้นทุนการผลิตโดยยังคงให้ผลผลิตเอทานอลท่ีมีปริมาณสูงได้ 
นอกจากน้ีการใช้เชื้อยีสต์ท่ีคัดแยกจากธรรมชาติ ยังจะสามารถ
ลดต้นทุนจากการน าเข้าหรือการใช้เชื้อยีสต์ทางการค้าได้อีกด้วย 
 

 
Figure 5 Ethanol production from 30% (w/v) cassava by S. cerevisiae MGT1/1
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Table 4  Ethanol concentration, ethanol yield, ethanol production and ethanol production efficiency from 3 0 % 
(w/v) cassava at 35°C for 36 and 48 h 

Enzyme Glucoamylase 100% Glucoamylase 75% Glucoamylase 50% 

Time (h) 36 48 36 48 36 48 

Living Cells count. (CFU/mL) 2.5x108 1.75x108 1.25 x 108 1.49 x 108 2.59 x 108 2.00 x 108 

Ethanol conc. (g/L) 106.32±0.96 116.39±1.56 107.15±0.98 115.69±0.87 99.41±0.61 106.32±0.85 

Ethanol conc. (v/v) 13.47±0.12 14.75±0.20 13.58±0.12 14.66±0.11 12.60±0.08 13.48±0.11 

Ethanol prod. (g/L·h) 2.95±0.03 2.42±0.03 2.98±0.03 2.41±0.02 2.76±0.01 2.22±0.02 

All experiments were triplicated. The DATA showed average ± standard deviation. 
 
5. กิตติกรรมประกาศ 
  ขอขอบคุณกองทุนส่งเสริมการอนุรักษ์พลังงาน 
กระทรวงพลังงาน ท่ีให้การสนับสนุนทางด้านงบประมาณในการ
ด าเนินการศึกษา "โครงการศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้ยีสต์
ดั ดแปรพันธุกรรมในอุตสาหกรรมเอทานอล"  ขอบคุณ
ผู้ประกอบการท่ีให้ความร่วมมือ และอนุเคราะห์สนับสนุนด้าน
ข้อมูล ขอบคุณคณะท างานก ากับโครงการ กองทุนส่งเสริมการ
อนุรักษ์พลังงาน ส านักงานบริหารกองทุนเพื่อส่งเสริมการ
อนุรักษ์พลังงาน (ส.กทอ.) คณะท างานของรวมท้ังเจ้าหน้าท่ีทุก
ท่านท่ีเกี่ยวข้อง ท่ีสนับสนุนการท างาน ท้ังทางด้านข้อมูล การ
อ านวยความสะดวก และการให้ ค าชี้แนะท่ีมีค่า อันเป็น
ประโยชน์อย่างยิ่ง เพื่อให้โครงการศึกษาและรายงานฉบับน้ี
สมบูรณ์ ท้ายสุดน้ีขอขอบคุณผู้แทนจากหน่วยงานราชการ 
รัฐวิสาหกิจ และเอกชนท่ีร่วมให้ความเห็นและแลกเปลี่ยนข้อมูล
ในการประชุมสัมมนาเพ่ือเผยแพร่ผลงาน 
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