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บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง

เอทิลแอลกอฮอลเรียกอีกชื่อวา เอทานอล เปนสารอินทรียที่ผลิตจากกระบวนการหมัก
โดยจุลินทรียพวกยีสตและมีสับสเตรทเปนสารประกอบพวกแปงหรือน้ําตาล โดยน้ําตาล  1 
โมเลกุลจะถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซด  2 โมเลกุล และเอทานอล  2 โมเลกุล ภายใตสภาพที่
ปราศจากอากาศ (Phaff et al., 1968)

เอทานอลนํามา ใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน เปนสารตั้งตนในอุตสาหกรรมการ
สังเคราะหสารเคมี พวก อีเทอร เอทีลีน กรดแอซีติก  เปนสารชวยในการเจือจางและตัวทําละลาย
นํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตสี  การผลิตยาและเวชภัณฑทางการแพทย  เปนสวนประกอบใน
เครื่องสําอาง  อุตสาหกรรมการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล

 ปจจุบันหลายประเทศทั่วโลกประสบกับปญหาราคาน้ํามันในตลาดโลกผันผวน และมี
การปรับตัวสูงขึ้น รวมทั้งประเทศไทยหันมาใชเอทานอลเปนสวนผสมในน้ํามันเชื้อเพลิง เชน    
แกสโซฮอล ซึ่งเปนสวนผสมระหวางน้ํามันเบนซิน 90 % และเอทานอล (บริสุทธิ์ 99.5 %) 10 %
(บุณยพัต และคณะ, 2546; มุกดา และคณะ, 2546) นอกจากนี้ยังใหความสําคัญกับการทํางาน
วิจัยและเทคนิคตาง ๆ ในการผลิตเอทานอลจากพืชและวัสดุเหลือใชเพื่อใชเปนพลังงานเชื้อเพลิง
ทดแทน เชน ในประเทศสหรัฐอเมริกาผลิตเอทานอลจากขาวโพด ประเทศบราซิลผลิตเอทานอล
จากออย นํามาใชแทนน้ํามันเชื้อเพลิงนานกวา 50 ป สําหรับประเทศไทยมีการพัฒนาการนํา
เซลลูโลสและวัสดุเหลือใช รวมทั้งขยะมาผลิตเอทานอล (มุกดา และคณะ, 2546) และมีการศึกษา
ประเมินความเปนไปไดในการผลิตเชื้อเพลิงเอทานอล โดยวิเคราะหหาโครงสรางและรูปแบบที่
เหมาะสมของกระบวนการผลิตเอทานอล เมื่อสรางขึ้นรวมกับโรงงานน้ําตาลและโรงงานแปงมัน
สําปะหลังที่มีอยูเดิม (บุณยพัต และคณะ, 2546) นอกจากนี้ยังมีโครงการสวนพระองคสวน
จิตรลดาที่เรงพัฒนาการผลิตเอทานอลจากการใชยีสตหมักสับสเตรทพวกแปงชนิดตาง ๆ เปน
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พลังงานเชื้อเพลิงทางเลือก เชน แกซโซฮอล ดีโซฮอล โดยเมื่อวันที่ 30 กรกฎาคม 2545 คณะรัฐ
มนตรีอนุมัติใหผูประกอบการ 8 ราย จัดตั้งโรงงานผลิตและจําหนายเอทานอลเพื่อใชเปนพลังงาน
(The Department of Alternative Energy Development and Efficiency of Energy, 2548)

การทํางานของยีสตในการหมักเอทานอลโดยทั่วไปมีอุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวง  25-
35 oซ (Banat et al., 1992) แตการหมักเอทานอลของยีสตจะเกิดความรอนรวมดวยจึงตองควบ
คุมอุณหภูมิในการหมักใหอยูในชวง 30-35 oซ ดังนั้นการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมความ
รอนที่เกิดขึ้นจึงตองถูกระบายออกโดยใชระบบหลอเย็น (cooling) การใชยีสตสายพันธุที่มีประ
สิทธิภาพในการเจริญและหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูง จึงเปนทางเลือกใหมที่ไดรับความสนใจ
เนื่องจากใชเวลาในการหมักสั้นกวาและไมตองใชระบบหลอเย็น (Singh et al., 1998; Abdel-
Fattah et al., 2000) ทําใหตนทุนในการผลิตลดลง 30-35 % นอกจากนี้การที่ยีสตสายพันธุทน
รอนมีอัตราการหมักเร็วจึงชวยลดความเสี่ยงตอการปนเปอนในอุตสาหกรรมขนาดใหญ และชวย
เพิ่มอัตราการผลิต

การผลิตเอทานอลโดยใชยีสตสายพันธุทนรอนจึงเปนงานที่นาสนใจ งานวิจัยนี้ทําการ
แยกและคัดเชื้อยีสตสายพันธุทนรอนเพื่อนํามาศึกษาการผลิตเอทานอลในหองปฏิบัติการ ขอมูลที่
ไดจะเปนประโยชนในการนําไปใชเปนพื้นฐานเพื่อศึกษาในระดับโรงงานนํารองและตอเนื่องไปยัง
ระดับอุตสาหกรรมตอไป

ตรวจเอกสาร

1.  กระบวนการผลิตเอทานอล
1.1  คุณสมบัติทั่วไป

เอทิลแอลกอฮอล หรือเอทานอลเปนสารประกอบอินทรียมีคุณสมบัติเปนของเหลวไมมีสี 
จุดไฟติด ระเหยงาย มีจุดเดือดที่  78 oซ เอทานอลบริสุทธิ์มีเนื้อแอลกอฮอลประมาณ 99.7%  โดย
ทั่วไปมีน้ําเจือปนไมเกิน  0.5 % ละลายไดดีในน้ํา และตัวละลายอินทรียอ่ืน ๆ เชน 
เมทิลแอลกอฮอล อีเทอร คารบอนเตตระคลอไรด และคลอโรฟอรม เปนตน (สาวิตรี, 2540)

1.2  การหมักเอทานอล
เปนวิธีที่นิยมใชกันมากและไดมีการคนควาวิจัยกันอยางกวางขวางในปจจุบัน โดยปกติ

เอทานอลสามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติโดยกระบวนการหมักเอทานอลโดยจุลินทรียพวกยีสต
และมีสับสเตรทเปนสารประกอบพวกแปงหรือน้ําตาล โดยน้ําตาล 1 โมเลกุลจะถูกเปลี่ยนเปน
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คารบอนไดออกไซด 2 โมเลกุล และเอทานอล 2 โมเลกุล ภายใตสภาพที่ปราศจากอากาศ (Phaff 
et al., 1968)

การหมักเอทานอลของยีสตนั้นเกิดจากการที่น้ําตาลกลูโคสถูกเปลี่ยนไปตามวิถีไกลโค-
ไลซิสจนไดไพรูเวต จากน้ําตาลกลูโคส 1 โมเลกุล จะใหไพรูเวต 2 โมเลกุล จากนั้นไพรูเวตเกิด 
decarboxylation โดยเอนไซม pyruvate decarboxylase เปนตัวเรงการสราง acetaldehyde ซึ่ง
จะเปลี่ยนเปนเอทานอล โดยมีเอนไซม alcohol dehydrogenase เปนตัวเรงปฏิกิริยา ดังสมการ
(สาวิตรี, 2540; Panchal and Tavares, 1990)

    2ATP
glucose 2 pyruvate

        pyruvate
             2NAD+                 2 (NADH+H+)        decarboxylase

 
                                                                        CO2

2 ethanol 2 acetaldehyde
                            alcohol dehydrogenase

ประสิทธิภาพทางการผลิตเอทานอลของยีสต
C6H12O6 C2H5OH  + 2CO2    +  energy
Glucose ยีสตเอนไซม   Ethanol                       ATP
180 g     92 g        88 g        56 Kcal

จากสมการนี้ใหผลสรุปทางทฤษฎีไดวา การผลิตเอทานอลจากกลูโคส 1 กรัม ให          
เอทานอล  0.511 กรัม และคารบอนไดออกไซด  0.498 กรัม นั่นคือ มีผลผลิตทางทฤษฎี 
(theoretical yield) สําหรับการผลิตเอทานอลเทากับ 51.1 % เนื่องจากน้ําตาลประมาณ 6-12 % 
จะถูกยีสตใชเพื่อการเจริญ  และบางสวนถูกเปลี่ยนไปเปนผลผลิตพลอยไดบางชนิด เชน            
กลีเซอรอล ซัคซิเนท และ  higher alcohol หรือ  fusel oil ทําใหปริมาณเอทานอลที่ไดตํ่ากวาผล
ผลิตทางทฤษฎีเสมอ ในทางปฏิบัติเอทานอลที่ไดอยูในชวงไมเกิน  90-95 % ของผลผลิตทาง
ทฤษฎี โดยผลผลิตพลอยไดที่เกิดขึ้น เกิดจากการใชสับสเตรท 4-5 % และถาสามารถปองกันไมให
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เกิดการสรางผลผลิตพลอยไดเหลานั้น จะไดเอทานอลเพิ่มข้ึน  2.7 % ปจจุบันการผลิตระดับ            
อุตสาหกรรมเอทานอลที่ไดจะมีคาเพียง  80-90 % ของผลผลิตทางทฤษฎี ซึ่งกระบวนการหมัก    
เอทานอลของยีสตนอกจากจะใหผลผลิตที่ตองการแลวยังมีการปลดปลอยพลังงานความรอนใน
รูปของ ATP ดวย (สาวิตรี, 2540; Panchal and Tavares, 1990)

1.3 ประโยชนของเอทิลแอลกอฮอล (วสันต, 2546; The Department of Alternative
Energy Development and Efficiency of Energy, 2548)

1. ใชในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลตาง ๆ เชน ไวน สุรา บร่ันดี วอดกา 
สาเก เปนตน

2. ใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกที่ยอยสลายได
3. ใชในอุตสากรรมเครื่องสําอาง เปนสวนประกอบในการทําเครื่องสําอาง เชน น้ําหอม 

แชมพูสระผม และน้ํายาบํารุงผิว
4. ใชในอุตสาหกรรมยา กระบวนการสกัดสารอื่น ๆ ในสมุนไพร (extraction process) 

และการทําใหบริสุทธิ์ ใชเปนสวนประกอบในการผสมยาใชเปนตัวทําละลายเวชภัณฑที่มีอํานาจใน
การฆาตัวแมลง ฆาเชื้อรา ฆาเชื้อโรค และยาดับกลิ่น (purification process)

5. ใชในอุตสาหกรรมการผลิตสี เปนสวนประกอบในกระบวนการผลิตสีเปนตัวทําละลาย
ของน้ํายาเคลือบ น้ํามันชักเงา น้ํายาแลกเกอร

6. ใชเปนสารผสมในน้ํามันเครื่องยนต (additive) ตาง ๆ ไดแก แกสโซฮอล ที่ใชเปนเชื้อ
เพลิงทดแทนน้ํามันเบนซินในเครื่องยนต

2.  จุลินทรียที่ใชในการผลิตเอทานอล
2.1  ความสําคัญ

การผลิตเอทานอลโดยทั่วไปนั้นจําเปนตองอาศัยยีสตเปนตัวสําคัญในกระบวนการหมัก 
S. cerevisiae เปนสายพันธุหลักที่เกี่ยวของ และมีความสําคัญในการผลิตในระดับ            อุตสาห
กรรมเนื่องจาก S. cerevisiae เจริญรวดเร็ว มีความคงทนตอเอทานอล และใหผลผลิต     เอทา
นอลปริมาณสูง (วราวุฒิ, 2538) สามารถใชน้ําตาลไดอยางกวางขวาง ตัวอยางเชน น้ําตาล
Glucose  Sucrose  Fructose  Galactose   Maltose  Lactose  Xylose  Arabinose   และ 
Sorbitol  (Kiran Sree et al., 2000) และ Moltotriose (สาวิตรี, 2540) รวมทั้งสับสเตรทจําพวก
แปงตางๆ ดวย นอกจากนี้ยังพบวา  S. diastaticus และ S. uvarum (carlsbergensis) สามารถ
ใชแปง หรือ  Dextrin และ Melibiose ไดตามลําดับ (Spencer et al., 1997) สวนแบคทีเรียที่นํา
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มาใชในการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงมีเพียงสายพันธุเดียว คือ Zymomonas mobilis สามารถ
ใชน้ําตาลกลูโคสและผลิตเอทานอลไดสูงกวา S. cerevisiae  (Benschoter and Ingram., 1986)
2.2  คุณสมบัติของยีสตที่ใชในการผลิตเอทานอล (สาวิตรี, 2540; Panchal and  Tavares, 

1990)
ยีสตที่นํามาใชในการผลิตเอทานอลควรมีลักษณะดังนี้
1.   สามารถใชสับเสตรทไดหลากหลายชนิด
2.   ใหผลผลิตสูงและมีอัตราการหมักเอทานอลเร็ว ทําใหตนทุนในการผลิตลดลง
3. มีความทนตอเอทานอล (ethanol tolerance) เนื่องจากระหวางการหมักจะมี          

เอทานอลบางสวนสะสมอยูในเซลล ซึ่งอาจทําใหเซลลยีสตแตก (lysis) ได ยีสตที่สามารถทนตอ
ความเขมขนของเอทานอลไดสูงจึงสงผลใหมีการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึน

4.  ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) เพราะในกระบวนการหมักเอทานอลจะมีการ
ปลดปลอยพลังงานความรอนออกมาทําใหอุณหภูมิในการหมักสูงขึ้น มีผลตอการอยูรอด และ   
กิจกรรมการทํางานของยีสต ยีสตที่ทนตออุณหภูมิสูงจึงชวยใหมีการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึน

5.   ทนพีเอชตํ่าหรือทนกรด (acid tolerance) ในกระบวนการหมักจะเกิดกรดทําให      
พีเอชของอาหารลดลง ยีสตที่สามารถทนพีเอชต่ําไดจึงชวยใหมีผลผลิตเอทานอลสูงขึ้น

6.  ไมเปลี่ยนแปลงงายในสภาวะตาง ๆ ของการหมักและมีพันธุกรรมที่ไมเปลี่ยนแปลง
ไดงาย สงผลใหประสิทธิภาพและคุณภาพในการผลิตเอทานอลสม่ําเสมอ

7. มีความสามารถในการตกตะกอน (flocculation) ทําใหงายตอการเก็บเกี่ยว และ
สามารถนําเซลลยีสตกับมาใชใหมได

8. ทนตอแรงดันออสโมซิส  (osmotolerance) ทําใหสามารถใชอาหารที่มีปริมาณ    น้ํา
ตาลเริ่มตนสูง ๆ และชวยลดการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่นที่ไมทนตอแรงดันออสโมซิส จึงมีผล
ผลิตเอทานอลมากขึ้น

สวนสําคัญของการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมที่ควรพิจารณา คือ ตนทุนการ
ผลิต เนื่องจากยีสตมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการหมักอยูในชวง 25-35 oซ ในระหวางการเจริญและ
การหมักเอทานอลจะมีความรอนเกิดขึ้นจากกระบวนการเผาผลาญสารอาหารจึงตองควบคุม
อุณหภูมิโดยใชระบบหลอเย็น ทําใหราคาเอทานอลตอหนวยผลิตสูงขึ้น ดังนั้นการคัดเลือกและใช
ยีสตทนรอนจึงไดรับความสนใจที่นํามาใชผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม
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2.3  การแยกและการคัดเชื้อยีสตสายพันธุทนรอน
ปจจุบันหลายประเทศในโลกมีความตองการเอทานอลเพื่อใชเปนน้ํามันเชื้อเพลิง และ

เปนเครื่องดื่มสําหรับบริโภค ในประเทศเขตรอน เชน อินเดีย อียิปต การหมักเอทานอลมักทําที่
อุณหภูมิของสภาพแวดลอม ซึ่งมีอุณหภูมิเฉลี่ยประมาณ 37 oซ (Kiran Sree et al., 2000) ทําให
อุณหภูมิในระหวางการหมักเพิ่มข้ึนอีก กระบวนการผลิตเอทานอลของยีสตจะถูกยับยั้งโดยความ
รอน การคัดแยกยีสตที่สามารถเจริญและผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงไดรับความสนใจศึกษาเปน
อยางมาก ซึ่งรายงานการคัดแยกยีสตทนรอนมีดังนี้

Hacking และคณะ (1984) นํายีสต  55 สายพันธุ จากศูนยเก็บรวบรวมสายพันธุมาคัด
เลือกยีสตทนรอนเพื่อดูการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ  40 oซ พบวามี  8 สายพันธุ ที่ผลิต           เอ
ทานอลไดมากกวา  4 % (w/v) ภายในเวลา  62-78 ชั่วโมง ทั้งหมดจัดอยูในจีนัส Candida,
Kluyveromyces และ Saccharomyces

Anderson และคณะ (1986) แยกยีสตทนรอนจากตัวอยางที่เก็บในระหวางการผลิตน้ํา
ตาล ที่อุณหภูมิ 45 oซ ไดยีสตทนรอน 35 สายพันธุ พบยีสต K. marxianus var. marxianus 14 
สายพันธุ ที่สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสเปนเอทานอลไดสูงกวา 6 % (w/v) ภายในเวลา 24 ชั่วโมง 
โดยเมื่อนําเชื้อที่แยกไดมาผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 45 oซ พบวายังมีเชื้อรอดชีวิตมากกวา 80 % 
ในขณะที่ K. marxianus var. marxianus CBS712 และ K. marxianus var. marxianus
CBS397 ที่ใชเปรียบเทียบมีเชื้อรอดชีวิตเพียง 30-50 %

Szczodrak และ Targonski (1988) คัดเลือกไดยีสตสายพันธุทนรอน 7 ไอโซเลต ไดแก 
Fabospora fragilis CCY51-1-1, K. fragilis FT23, S. carlsbergensis FT14, S. cerevisiae
FTJa(a), S. muciparus CCY21-25-1, K. fragilis FT25, S. marxianus CCY21-40-1 จากยีสต 
12 จีนัส (58 ไอโซเลต) โดย Fabospora fragilis CCY51-1-1 เปนสายพันธุที่ไดรับการคัดเลือกมา
ใชในการผลิตเอทานอลเมื่อใชกลูโคส  140 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ  43 และ  46 oซ สามารถผลิต       
เอทานอลได 56 และ 35 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ในเวลานอยกวา 48 ชั่วโมง

D’Amore และคณะ (1989) คัดเลือกยีสตจากศูนยเก็บรวบรวมเชื้อทั้งหมด 65 สายพันธุ 
จาก 15 จีนัส คัดไดยีสตทนรอน 6 สายพันธุ ไดแก S. diastaticus No.62, S. cerevisiae No.67, 
Saccharomyces fusion product No.1400, K. marxianus  1510, S. cerevisiae No.130 และ 
K. lactis No.177 ซึ่งสามารถเจริญและผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 40 oซ จากน้ําตาลกลูโคส 150 
กรัม/ลิตร ในเวลา 24 ชั่วโมง
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Banat และคณะ (1992) แยกยีสตจากวัตถุดิบ และของเสียที่ไดจากโรงกลั่นสุราใน
ประเทศอินเดีย พบยีสต K. marxianus IMB 5 สายพันธุ (IMB1-IMB5) สามารถเจริญบนจาน
เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 52 oซ เมื่อนํายีสตดังกลาวมาทดสอบการผลิตเอทานอล พบวา K. marxianus
ทั้ง 5 สายพันธุ มีการเจริญที่อุณหภูมิสูงถึง 50 oซ โดยผลิตเอทานอลได 5.0-5.5 % (w/v) และมี
อัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด 0.86-0.99 h-1 ที่อุณหภูมิสูง 40 oซ

Kiran Sree และคณะ (2000) แยกไดยีสต S. cerevisiae 4 สายพันธุ (SV1-SV4) จาก
ดินบริเวณโรงงานพลังงานความรอน ทุกสายพันธุเจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 44 oซ เมื่อ
นําทั้ง 4 สายพันธุ มาเลี้ยงในอาหารที่มีน้ําตาลกลูโคส 150 กรัม/ลิตร พบวา ผลิตเอทานอลไดอยู
ในชวง 23-58 กรัม/ลิตร

นอกจากนี้ Abdel-Fattah และคณะ (2000) รายงานการแยกยีสตสายพันธุทนรอนจาก
ดินบริเวณรอบ ๆ โรงกลั่นสุรา และกากน้ําตาลที่เก็บไวในถัง พบวา ยีสต 3 จีนัส ไดแก
Saccharomyces, Kluyveromyces และ Candida เจริญไดในชวงอุณหภูมิ 40-43 oซ แตมีเพียง
สองสายพันธุ คือ S. cerevisiae F111 และ K. marxianus WR12 สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 50
oซ และผลิตเอทานอลไดสูงกวาสายพันธุเดิม (S. cerevisiae SIIC) ที่ใชในการผลิตระดับ
อุตสาหกรรม

3.  ปจจัยที่มีผลตอการหมักเอทานอล
3.1  สายพันธุยีสต

ปกติยีสตมีอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญต่ํากวาแบคทีเรีย ซึ่งมีรายงานหลาย
ฉบับกลาววา ยีสตมีอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญอยูในชวง 30-35 oซ จนกระทั่งตอมาพบ
ยีสตที่สามารถเจริญที่อุณหภูมิสูงกวา  40 oซ และจัดเปนยีสตทนรอน (Banat et al., 1992) ความ
สามารถในการทนรอนและผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงของยีสตมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับสาย
พันธุและสภาพแวดลอมที่อาศัยอยู ซึ่งยีสตทนรอนสวนใหญมักพบอยูในจีนัสSaccharomyces
และ  Kluyveromyces ดังที่กลาวในขอ  2.3 นอกจากนี้  Fabospora fragilis CCY51-1-1 
(Szczodrak and Targonski, 1988) และ Candida (Hacking et al., 1984) ก็เปนอีก 2 จีนัส ที่
ผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงไดเชนกัน

Kadam และ Schmidt (1997) รายงานวา Candida acidothermophilum เปนสาย
พันธุทนรอนที่นํามาใชในการผลิตเอทานอลโดยใชสารพวก  lignocellulose เปนสับเสตรทที่
อุณหภูมิ  40 oซ ไดปริมาณเอทานอลเปน  80 % ของผลไดทางทฤษฎี นอกจากนี้ Candida 
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pseudotropicalis สามารถเจริญและผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงไดเชนกัน (Hacking et al., 
1984)

ซึ่งลักษณะทั่วไปของยีสตในจีนัส Saccharomyces และ Kluyveromyces มีดังนี้
Saccharomyces  
พบทั่วไปในดิน ผลไม สามารถหมักน้ําตาลไดเร็ว และใชสับสเตรทไดกวาง เชน น้ําตาล 

Glucose  Sucrose  Fructose  Galactose   Maltose  Xylose  Arabinose  Sorbitol รวมทั้งสับส
เตรท พวกแปง (Kiransree et al., 2000) ซึ่งการใชน้ําตาลเปนคุณลักษณะหนึ่งที่ใชในการจัด
จําแนกยีสตในจีนัสนี้ มีอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญอยูในชวง 20-35 oซ (Banat et al., 
1992; Abdel-Fattah et al., 2000) ความสามารถในการเจริญและผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูง 
รวมทั้งความทนตอความเขมขนของเอทานอลเปนลักษณะประจําสายพันธุ เชน S. cerevisiae
สามารถเจริญ  ผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ  44 oซ และทนตอเอทานอล 12 % (w/v) (Kiransree
et al., 2000; Kiran Sree et al., 2000) สวน S. diastaticus No.62 เจริญและหมักเอทานอลไดที่
อุณหภูมิ 45 oซ (D’Amore et al., 1989)

สามารถสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ โดยการแตกหนอรอบเซลล (multipolar budding) 
บางครั้งอาจสรางเสนใยเทียม (pseudomycelium) สืบพันธุแบบอาศัยเพศดวยการสรางแอสโค-
สปอรรูปกลม หรือรูปไข ที่มีผนังเรียบ จํานวน 1-4 สปอร/แอสคัส ไมใชไนเตรท ไมสรางเอนไซม 
urease และไมเกิดปฏิกิริยากับสี Diazonium blue B (Barnett et al., 2000; Kurtzman and  
Fell, 1998)

Kluyveromyces
พบทั่วไปในดิน ผลไม และวัสดุพวกพืช สามารถหมักน้ําตาลไดเร็ว และใชสับสเตรทได

หลายชนิด ยีสตจีนัสนี้สามารถผลิตเอนไซม  lactase มายอยน้ําตาล Lactose ได (วิลาวัณย, 
2539; Brady et al., 1994; 1995a, b) มีความสามารถในการเจริญและผลิตเอทานอลไดที่
อุณหภูมิสูงกวา  40 oซ เชน K. marxianus เจริญไดที่อุณหภูมิสูงถึง 52 oซ (Banat and 
Marchant, 1995) และหมักเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 50 oซ (Banat et al., 1992)   K. fragilis เจริญ
และผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ  46 oซ (Szczodrak and Targonski, 1988) ในขณะที่ K. lactis 
เจริญและผลิต      เอทานอลไดที่อุณหภูมิ 40 oซ (D’Amore et al., 1989)

มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ โดยการแตกหนอรอบเซลล (multipolar budding) บาง
คร้ังอาจสรางเสนใยเทียม (pseudomycelium) สืบพันธุแบบอาศัยเพศ โดยการสรางแอสโค-สปอร
ผิวเรียบรูปรางคลายไต รูปกลม หรือรูปไข จํานวน 1-16 สปอร/แอสคัส ไมใชไนเตรท ไมสราง
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เอนไซม urease และไมเกิดปฏิกิริยากับสี Diazonium blue B (Barnett et al., 2000; Kurtzman 
and  Fell, 1998)

นอกจากนี้แลวการใชเทคนิคตาง ๆ  เพื่อปรับปรุงสายพันธุยีสตทําใหผลิตเอทานอลได
มากขึ้น เชน Sridhar และคณะ (2002) นํายีสตทนรอน S. cerevisiae SV1 และ S. cerevisiae
SV3 มาปรับปรุงสายพันธุ โดยการฉายรังสี UV พบวาทั้งสองสายพันธุสามารถเจริญและผลิต           
เอทานอลไดที่อุณหภูมิ  42 oซ และทนตอความเขมขนของน้ําตาลที่ 350 กรัม/ลิตร เมื่อเทียบกับ
สายพันธุเดิม

Panchal and Tavares (1990) รายงานถึงสายพันธุของยีสต ที่สามารถผลิตเอทานอลที่
อุณหภูมิสูงกวา 40 oซ ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  ยีสตสายพันธุทนรอนที่มีความสามารถในการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูงกวา 40 oซ

สายพันธุ ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดสูงสุด
(% (v/v))

K. fragilis YKL1                4.0
K. marxianus NCYC587                5.03
C.  lusitaniae Y-5394                4.57
C.  psuedotropicalis YCa9                6.87
C. tropicalis NCYC405                3.43
S. cerevisiae ATCC4132                4.39
S. cerevisiae YSa86                6.38
S. cerevisiae NP3                7.58
S. cerevisiae Y24              10.27
Saccharomyces sp. 1400                7.00
S. uvarum  inulyticus                7.82
Schizosaccharomyces pombe YSC3                2.15
Hansenula polymorha ATCC4516                1.80
ที่มา : Panchal และ Tavares (1990)
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3.2  ชนิดและความเขมขนของสับสเตรท
สับสเตรทหรือแหลงคารบอนมีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและการผลิตเอทานอล 

การใชสับสเตรทที่มีความเขมขนสูง ๆ ในการหมักเอทานอลมีผลชวยลดการปนเปอนของจุลินทรีย
ชนิดอื่น ๆ การใชสับสเตรทความเขมขนสูง ๆ มีผลยับยั้งการเจริญและการหมักเอทานอล การ
ยับยั้งสวนหนึ่งเกิดจากแรงดันออสโมซิส ทําใหเซลลเกิดพลาสโมไลซิสเมื่ออยูในน้ําตาลที่มีความ
เขมขนสูงกวา 14 % โดยน้ําหนัก และมีผลยับยั้งเอนไซมในกระบวนการไกลโคไลสิส (glycolysis) 
สงผลใหประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลลดลง (สาวิตรี, 2540; Lachance, 1990; Panchal 
and Tavares; 1990)

สําหรับความเขมขนของน้ําตาลที่ยับยั้งการหมักนั้นเปนลักษณะประจําสายพันธุ มีการ
ศึกษาวิจัยเกี่ยวกับผลของแหลงคารบอนตอการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนโดยแบงแยกเปน
ชนิดดังนี้

3.2.1  กลูโคส
กลูโคสเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ยีสตทุกชนิดสามารถนําไปใชในการเจริญไดทันที

โดยไมตองผลิตเอนไซมมายอย การศึกษาการผลิตเอทานอลสวนใหญใชน้ําตาลกลูโคสความเขม
ขนตาง ๆ กัน

Hacking และคณะ (1984) ศึกษาการผลิตเอทานอลของ C. pseudotropicalis,
S. cerevisiae และ K. uvarum โดยใชกลูโคส 140 กรัม/ลิตร พบวา ทั้ง 3 สายพันธุ ผลิตเอทานอล
ไดสูงกวา 8 % (v/v) ที่อุณหภูมิ 40 oซ ในเวลา 72 ชั่วโมง

Anderson และคณะ (1986) ใช K. marxianus var marxianus มาผลิตเอทานอล
จากน้ําตาลกลูโคส 150 กรัม/ลิตร พบวา ผลิตเอทานอลได 6.2 % (w/v) ที่อุณหภูมิ 45 oซ ในเวลา 
24 ชั่วโมง

D’Amore และคณะ (1989) ใชน้ําตาลกลูโคส 150 และ 200 กรัม/ลิตร มาผลิต   
เอทานอล โดยใชเชื้อ  S. diastaticus NO.62 พบวา สามารถผลิตเอทานอลได  50 และ  52 กรัม/
ลิตร ที่อุณหภูมิ 45 oซ

Banat และคณะ (1992) นํา K. marxianus IMB1-IMB5 มาผลิตเอทานอลจาก
กลูโคส 140 กรัม/ลิตร พบวา ทั้ง 5 สายพันธุ ผลิตเอทานอลไดในชวง 5.8-7.2 % (w/v) ที่อุณหภูมิ 
45 oซ
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3.2.2  กากน้ําตาล
กากน้ําตาลเปนผลพลอยไดที่เกิดจากการผลิตน้ําตาลทราย มีลักษณะเปนของ

เหลวสีน้ําตาลเขม ไมสามารถตกผลึกน้ําตาลไดอีกและมีสวนประกอบของสิ่งที่ไมใชน้ําตาลปนอยู   
(สืบศักดิ์ และคณะ, 2547) การผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมสวนใหญอาจทําโดยการหมัก
จากน้ําออยโดยตรง หรืออาจใชกากน้ําตาลเปนสับเสตรท เนื่องจากกากน้ําตาลมีราคาถูก สงผลให
ลดตนทุนในการผลิตเอทานอลลงประมาณ 60-70 % ของตนทุนการผลิตของโรงงาน (สาวิตรี, 
2540) แตกากน้ําตาลมีองคที่ประกอบซับซอน มีทั้งน้ําตาลที่ยีสตนําไปใชไดและนําไปใชไมได มี
ธาตุตาง ๆ เชน ไนโตรเจน และฟอสเฟตในปริมาณที่ไมเพียงพอตอความตองการในการเจริญและ
การผลิตเอทานอลของยีสต มีรายงานการวิจัยหลายฉบับที่นํายีสตทนรอนมาผลิต        เอทานอล
โดยใชกากน้ําตาลเปนสับสเตรท

Banat และคณะ (1992) ทดลองนํา K. marxianus IMB1-IMB5 มาผลิต
เอทานอล จากอาหารที่ใชกากน้ําตาล 16 % (w/v) เปนสับเสตรท ที่อุณหภูมิ 40 oซ พบวาทั้ง 5
สายพันธุ ผลิตเอทานอลได 5.6-6.0 % (w/v) เมื่อทดลองเติมสารอาหารตาง ๆ ไดแก โพแทสเซียม
ฟอสฟอรัส  แมกนีเซียม และแมงกานีสในกากน้ําตาลความเขมขนเดียวกัน พบวา ยีสตทั้ง 5 สาย
พันธุ มีการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึน เปน 6.5-7.0 % (w/v) ทั้งนี้เนื่องจากกากน้ําตาลอยูในรูปที่ซับ
ซอนกวาน้ําตาลกลูโคส ขาดสารอาหารรวมทั้งแรธาตุที่ยีสตตองการในการเจริญ และการหมัก
เอทานอลที่อุณหภูมิสูง จึงทําใหยีสตใชน้ําตาลไดไมสมบูรณ ซึ่งการที่ยีสตทั้ง 5 สายพันธุ สามารถ
เจริญไดในชวงอุณหภูมิ 45-50 oซ นี้ อาจนํามาประยุกตใชในกระบวนการหมักเอทานอลแบบยอย
โพลิเมอรเปนน้ําตาล และการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล (simultaneous saccharification and
fermentation) ไดเนื่องจากเอนไซมที่ใชในกระบวนการนี้มีอุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวง 45-50 oซ

Gough และคณะ (1996) ทดลองนํากากน้ําตาลความเขมขนในชวง 5-44 %
(w/v) มาผลิตเอทานอล ที่อุณหภูมิ 45 oซ โดยใชยีสต K. marxianus IMB3 พบวา เมื่อใชกากน้ํา
ตาลเขมขน 23 % (w/v) ยีสตผลิตเอทานอลไดสูงถึง 7.4 % (w/v) และมีการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึน
เปน 8.5 % (w/v) เมื่อเติมสารอาหารพวก แมกนีเซียมซัลเฟต โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
และน้ํามันจากตนแฟลกส (linseed oil)

Kiransree และคณะ (2000) นํา S. cerevisiae 2 สายพันธุ คือ S. cerevisiae
SV1 และ S. cerevisiae SV3 มาผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล  14 % (w/v) ที่อุณหภูมิ  40 oซ 
นาน 48 ชั่วโมง พบวา S. cerevisiae SV1 และ  S. cerevisiae SV3 ผลิตเอทานอลได  30 และ 
45 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ซึ่งเอทานอลที่ผลิตไดนี้นอยกวาที่ผลิตไดจากน้ําตาลซูโครส ทั้งนี้เนื่องจาก



12

น้ําตาลซูโครสมีความบริสุทธิ์มากกวากากน้ําตาล ซึ่งมีทั้งน้ําตาลที่ยีสตสามารถใชไดและใชไมได
นอกจากนี้กากน้ําตาลยังมีความหนืดและปนเปอนสูง จึงอาจมีผลยับยั้งการหมักเอทานอล

3.2.3  ซูโครส
ซูโครสเปนน้ําตาลโมเลกุลคู การใชน้ําตาลซูโครสมีความสัมพันธเกี่ยวของกับการ

ผลิตเอนไซมอินเวอรเตสเพื่อไฮโดรไลทน้ําตาลซูโครสเปนกลูโคส
Anderson และคณะ (1986) ใช  K. marxianus  var. marxianus มาผลิต          

เอทานอลจากน้ําออยเขมขน 15.5  19 และ 22 องศาบริกส ที่อุณหภูมิ 43 oซ พบวา เมื่อใชอาหาร
ที่มีความเขมขนของน้ําตาล 19 องศาบริกส ยีสตสามารถผลิตเอทานอลได 7.6 % (w/v) และผลิต
เอทานอลไดมากกวาที่ผลิตไดจากอาหารที่มีน้ําตาลเขมขน 15.5 องศาบริกส ซึ่งผลิตไดเพียง 6.8 
% (w/v)

Fleming และคณะ (1993) ใช K. marxianus IMB3 ผลิตเอทานอลจากน้ําตาล
ซูโครส 100 กรัม/ลิตร พบวายีสตดังกลาวสามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ  45 oซ มี
การผลิตมวลชีวภาพสูงสุดที่เวลา  20 ชั่วโมง โดยมีอัตราการเจริญจําเพาะ  0.7 h-1  และผลิต         
เอทานอลได 35 กรัม/ลิตร ในเวลา 13 ชั่วโมง ซึ่งการเจริญและการผลิตเอทานอลนี้ตํ่ากวาเมื่อใช
กลูโคสปริมาณเทากันเปนสับเสตรท

 Kiransree และคณะ (2000) ใช S. cerevisiae SV1 และ S. cerevisiae SV3 
มาผลิตเอทานอลจากน้ําตาลซูโครส 150 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ  40 oซ พบวา S. cerevisiae SV1 
และ  S. cerevisiae SV3 สามารถผลิตเอทานอลได 52 และ 64 กรัม/ลิตร

3.2.3  แลคโตส
แลคโตสไดรับการนํามาใชเปนสับสเตรทในการผลิตเอทานอล ยีสตที่สามารถใช

น้ําตาลนี้ได เชน K. marxianus IMB3 ซึ่งสามารถเจริญและผลิตเอทานอลได 3.8 กรัม/ลิตร จาก
น้ําตาลแลคโตส 4 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ 45 oซ ภายในเวลา 50 ชั่วโมง โดยขณะที่มีการเจริญ        
จุลินทรียจะสรางเอนไซม   β-galactosidase มายอยแลคโตสเปนกลูโคส และกาแลคโตสกอน 
แลวจึงเปลี่ยนเปนเอทานอลภายหลัง (Brady et al., 1994; 1995a, b)

3.2.4  เซลโลไบโอส
เซลโลไบโอสเปนน้ําตาลโมเลกุลคูไดมาจากการยอยเซลลูโลสโดยเอนไซม    เซล

ลูเลส  Banat และ Marchant (1995) พบวา K. marxianus IMB3 สามารถเจริญและผลิต    เอทา
นอลได  3.1 กรัม/ลิตร จากเซลโลไบโอส 10 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ 45 oซ โดยมีมวลเซลล 1.4 กรัม/
ลิตร
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3.2.5  เซลลูโลส แปง และอื่นๆ
แปง เปนสารประกอบโพลิแซคคาไรดที่พืชสังเคราะหข้ึน เพื่อเก็บไวเปนอาหาร

สะสมอยูในเซลลของพืช พืชที่มีแปงในปริมาณสูง เชน มันสําปะหลัง ขาวโพด และ ขาว สวน
เซลลูโลสเปนสวนประกอบของผนังเซลลพืช พืชมีองคประกอบที่เปน เซลลูโลสประมาณ 35-45 %
เฮมิเซลลูโลส ประมาณ 30-45 % แหลงของเซลลูโลส ไดแก ลําตน  ใบ และสวนอื่น ๆ ของพืช สวน
ใหญเปนผลพลอยไดจากการผลิตทางการเกษตรหลังการเก็บเกี่ยว เชน ฟางขาว  ชานออย  เศษไม
เศษขี้เลื่อยเศษกระดาษ รวมทั้งเยื่อกระดาษ เปนตน (มุกดา และคณะ, 2547) การผลิตเอทานอล
โดยใชแปงเปนสับสเตรท มักพบวา ตองใชจุลินทรียมากกวาหนึ่งชนิด โดยอาศัยกระบวนการ
เปลี่ยนโพลิเมอรพวกแปงเปนน้ําตาลและหมักน้ําตาลเปนเอทานอล ทําใหมีการผลิตเอทานอลได
เร็วและยังชวยลดปญหาการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอื่นอีกดวย

Nilsson และคณะ (1995) ใช K. marxianus IMB3 มาทดลองผลิตเอทานอล ที่
อุณหภูมิ 45 oซ โดยใชกระบวนการเปลี่ยนเซลลูโลสเปนน้ําตาล และเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล
พบวา เมื่อใชกรดฟอสฟอริกยอยเซลลูโลสกอนนํามาผลิตเอทานอล ยีสตมีการผลิตเอทานอลมาก
กวาการใชเซลลูโลสที่ไมยอยดวยกรด โดยผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึนจาก 2.6 เปน 4.2 กรัม/ลิตร ใน
เวลา 60 ชั่วโมง เทากัน เอทานอลที่เพิ่มข้ึนนี้ คิดเปน 42 % ของผลไดสูงสุดทางทฤษฎี

Barron และคณะ (1995) นําเชื้อ K. marxianus IMB3 มาผลิตเอทานอลจาก
กระดาษบดที่ยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 0.75 % (v/v) พบวา ยีสตผลิตเอทานอลได 10 กรัม/ลิตร
จากกระดาษบด 5 % (w/v) คิดเปน 39 % ของผลไดสูงสุดทางทฤษฎี ที่อุณหภูมิ 45 oซ

Kadam และ Schmidt (1997) ใช C. acidothermophilum ผลิตเอทานอลจาก
lignocellulose 3.5 % (w/v) ที่อุณหภูมิ 40 oซ โดยใชกระบวนการเปลี่ยน lignocellulose เปนน้ํา
ตาลและเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล พบวา ไดปริมาณเอทานอล 82 % ของผลไดทางทฤษฎี

Boyle และคณะ (1997) ทดลองนําฟางขาวที่ยอยดวยโซเดียมไฮดรอกไซคมาใช
เปนสับสเตรทกอนนําใชไปผลิตเอทานอล ดวยเชื้อ K. marxianus IMB3 พบวา จากการใชฟางขาว 
60 กรัม/ลิตร ยีสตผลิตเอทานอลได 12 กรัม/ลิตร ซึ่งใหผลผลิตเอทานอลสูงกวาฟางขาวที่ไมยอย
ดวยดางที่ใหผลผลิตเอทานอลเพียง 3.6 กรัม/ลิตร ยิ่งไปกวานั้นการยอยฟางขาวดวยดางกอนนํา
มาใชผลิตเอทานอลยังชวยลดปริมาณการใชเอนไซมเซลลูเลสดวย ทําใหตนทุนในการผลิตลดลง

Kiran Sree และคณะ (1999) ทดลองผลิตเอทานอลเปนเชื้อเพลิงโดยอาศัย
กระบวนการเปลี่ยนแปงเปนน้ําตาล และการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล จากสับสเตรทพวกขาว
ฟางผสมกับมันฝร่ังหวาน โดยใชจุลินทรียรวมกัน 2 ชนิด คือ S. cerevisiae SV3 และ Bacillus
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sp. (VB9) พบวาผลิตเอทานอลสูงสุด 5 และ 3.5 กรัม/สับสเตรท 100 กรัม ที่อุณหภูมิ 37 และ 42
oซ ตามลําดับ

Kiransree และคณะ (2000) นําเชื้อ S. cerevisiae SV1 และ S. cerevisiae
SV3 มาผลิตเอทานอลโดยใชขาวฟาง มันฝร่ังหวาน แปงสาลี แปงขาวเจา สารละลายแปง และ
แปงมันฝร่ัง เปนสับสเตรท เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา ยีสตทั้ง 2 สายพันธุ มีการผลิตเอทานอลสูง
สุดเมื่อใช ขาวสาลีเปนสับสเตรท โดย S. cerevisiae SV1 และ S. cerevisiae SV3 สามารถผลิต
เอทานอลได 6.9 และ 8.5 กรัม/สับสเตรท 100 กรัม ที่อุณหภูมิ 42 oซ

Khishana และคณะ (2001) เปรียบเทียบการใช S. cerevisiae NRRL-Y-132 
และ K. fragilis NCIM3358 มาผลิตเอทานอลจาก  lignocellulose โดยใชกระบวนการเปลี่ยน 
lignocellulose เปนน้ําตาลและเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล ในเวลา 72  ชั่วโมง พบวา K. fragilis
NCIM 3358 ผลิตเอทานอลได 3.5 % (w/v) ที่อุณหภูมิ 43 oซ สูงกวาเอทานอลที่ S. cerevisiae 
NRRL-Y-132 ผลิตได (2.5 % (w/v)) และใชอุณหภูมิในการผลิตเพียง 40 oซ จากสับสเตรท 10 % 
(w/v) เทากัน

Kadar และคณะ (2004) เปรียบเทียบการใชยีสตขนมปง คือ S. cerevisiae กับ
ยีสตทนรอน   K. marxianus Y01070 มาผลิตเอทานอลโดยใชกระบวนการหมักแบบการเปลี่ยน 
lignocellulose เปนน้ําตาลและการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล จากการใชกระดาษลอนเกา ๆ  
โคลนกระดาษ และผงเซลลูโลสบริสุทธิ์เปนสับเสตรท ที่อุณหภูมิ 40 oซ นาน 72 ชั่วโมง พบวาทั้ง 2 
สายพันธุ มีการผลิตเอทานอลไดใกลเคียงกันในทุกสับเสตรทที่ทดสอบ โดย S. cerevisiae และ   
K. marxianus Y01070 ผลิตเอทานอลได 17.8 และ 16.6 จากผงเซลลูโลสบริสุทธิ์ ผลิตเอทานอล
ได  14.1 และ  14.2 จากกระดาษลอน และผลิตเอทานอลได  8.8 และ 9 กรัม/ลิตร จากโคลน
กระดาษ ตามลําดับ

3.3  แหลงไนโตรเจน
ยีสตตองการไนโตรเจนในการเจริญและผลิตเอทานอล เนื่องจากเปนแรธาตุที่สําคัญใน

การสรางโปรตีนของเซลล ผนังเซลลของยีสตมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณ  10 % ของน้ํา
หนักแหง (Walker, 1998) ยีสตแตละชนิดสามารถใชแอมโมเนียไนโตรเจนได (Spencer et al., 
1997) ยีสตสกัดและเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนอีกชนิดหนึ่งที่นิยมใชในการเลี้ยงจุลินทรีย โดย
ยีสตสกัดเปนแหลงวิตามินที่สําคัญชวยในการเจริญ แบงเซลล และฟนฟูความสามารถในการ
เจริญของยีสต (สืบศักดิ์ และคณะ, 2547; Dombek and Ingram, 1986)
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D’Amore และคณะ (1989) ทดลองใชเชื้อ  S. diastaticus NO.62 มาผลิตเอทานอล
จากอาหาร PYN ที่มียีสตสกัด 0.3 % เทียบกับอาหาร PYN ที่เพิ่มสวนประกอบของอาหารเปน 2 
เทา (มียีสตสกัด 0.6 %) พบวาเมื่อใชอาหาร PYN ที่เพิ่มสวนประกอบของอาหารเปน 2 เทา ยีสตมี
การผลิตเอทานอลสูงขึ้นและมีการบริโภคน้ําตาลอยางสมบูรณ โดยผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึนจาก 7 % 
เปน 9.1 % (w/v) จากน้ําตาลกลูโคส 200 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ 40 oซ

3.4  ปริมาณเชื้อเริ่มตน
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการผลิตเอทานอล มีรายงาน

หลายฉบับที่ผลิตเอทานอลโดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนตาง ๆ กัน
D’Amore  และคณะ (1989) เปรียบเทียบการใชเชื้อ S. diastaticus NO.62 เร่ิมตนใน

ปริมาณที่ตางกัน ไดแก  0.35   1   2 และ  3.5 % มาผลิตเอทานอลจากกลูโคส  200 กรัม/ลิตร ที่
อุณหภูมิ  40 oซ  พบวา ยีสตมีการเจริญและผลิตเอทานอลใกลเคียงกันทุกระดับที่ศึกษาที่เวลา 48 
ชั่วโมง โดยมีการผลิตเอทานอลได  70  78  82 และ 80 กรัม/ลิตร ตามลําดับ

Gough และคณะ (1996) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล 23 % (w/v) โดยใช
เชื้อ K. marxianus IMB3 ปริมาณเริ่มตน 5 % พบวา สามารถผลิตเอทานอลได 7.4 % (w/v) ที่
อุณหภูมิ 45 oซ

Abdel-Fattah และคณะ (2000) ทดลองใช S. cerevisiae F111 และ K. marxianus
WR12 เร่ิมตน 5 % เทากันมาผลิตเอทานอล พบวา สามารถผลิตเอทานอลได 7.7 และ 7.4 % 
(w/v) ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ 43 oซ จากน้ําออยเขมขน 19  องศาบริกส

Kiransree และคณะ (2000) ใชเชื้อ S. cerevisiae SV1 และ S. cerevisiae SV3 เร่ิม
ตน 5 % มาผลิตเอทานอล พบวายีสตทั้ง 2 สายพันธุ ผลิตเอทานอลได 53 และ 63 กรัม/ลิตร  ตาม
ลําดับ จากน้ําตาลกลูโคส 150 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ 40 oซ

Anderson และคณะ (1986) ใชเชื้อ K. marxianus var. marxianus เร่ิมตน 10 % มา
ผลิตเอทานอล พบวาใหผลผลิตเอทานอลสูงกวา 6 % (w/v) จากน้ําตาลกลูโคส 150 กรัม/ลิตร ที่
อุณหภูมิ 45 oซ

Banat และคณะ (1992) ทดลองผลิตเอทานอลโดยใชปริมาณเชื้อ K. marxianus IMB3 
เร่ิมตน 10 % พบวาสามารถผลิตเอทานอลได 7 % (w/v) จากน้ําตาลกลูโคส 140 กรัม/ลิตร ที่
อุณหภูมิ 45 oซ

ซึ่งการศึกษาที่ผานมา พบวาสวนใหญมักใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนอยูในชวง 5-10 % ในการ
ผลิตเอทานอล
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3.5  พีเอชเริ่มตนของอาหาร
การปรับพีเอชของอาหารมีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะการผลิตเอทานอลในระดับ

อุตสาหกรรม เนื่องจากยีสตเจริญดีที่พีเอชระหวาง 4.5-6.5 แตการเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกรด
หรือดางขึ้นอยูกับสปชีส (Walker, 1998) พีเอชของอาหารมีผลตออัตราการหมัก อีกทั้งมีบทบาท
ในการควบคุมการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียอ่ืนอีกดวย ปกติเซลลเมมเบรนของจุลินทรียยอมให
ประจุไฮโดรเจนหรือประจุไฮดรอกซิลผานเขาออกไดเพียงเล็กนอยเทานั้น รวมทั้งภายใน            
ไซโตรพลาสซึมของเซลลมีระบบบัฟเฟอรควบคุมการเปลี่ยนแปลงพีเอช (วราวุฒิ, 2538) การเลือก  
พีเอชเริ่มตนของอาหารขึ้นอยูกับ buffer capacity ของอาหารที่ใชในการหมัก ในอาหารที่มี buffer  
capacity ตํ่า พีเอชเริ่มตนที่เหมาะสมประมาณ  5.5 สวนอาหารที่มี buffer capacity สูง พีเอชที่
ควรใชอยูในชวง 4.5-4.7 (สาวิตรี, 2540) สวนใหญในการทดลองนิยมใชอาหารที่ปรับพีเอชใหอยู
ในชวงความเปนกรด  Hacking และคณะ (1984) ทดลองผลิตเอทานอลจากกลูโคสโดยมีพีเอชเริ่ม
ตนของอาหาร 3.8-4.0 สวน Abdel-Fattah และคณะ (2000) ใชกากน้ําตาลที่ปรับพีเอชเริ่มตน
เปน  4.5  ในขณะที่ Anderson และคณะ (1986)   Szczodrak และTargonski (1987) และ 
Banat และคณะ (1992) ใชน้ําตาลกลูโคสที่ปรับพีเอชเริ่มตนของอาหารเปน  5.5 ในการผลิต      
เอทานอล

Kiransree  และคณะ (2000) ทดลองเลี้ยง  S. cerevisiae SV3 ในอาหารที่ปรับพีเอชให
อยูในชวง  2-12 เปนเวลา  48 ชั่วโมง เพื่อหาพีเอชที่เหมาะสมในการเจริญ พบวายีสตที่ทดสอบ
สามารถเจริญไดในพีเอชตั้งแต  2-10 และมีพีเอชที่เหมาะสมสําหรับการเจริญอยูที่  5.5 แตเมื่อ
เปลี่ยนสับเสตรทเปนแปงโมเลกุลใหญ เชน แปงขาวสาลี แปงมันฝร่ัง หรือสารละลายแปง กลับ
ปรับพีเอชเริ่มตนของอาหารเปน  5.0 ทั้งนี้อาจเปนเพราะพีเอชนี้เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซมในการยอยสลายสับสเตรท

3.6  อุณหภูมิ
ยีสตในหองปฏิบัติการและในระดับอุตสาหกรรมเจริญไดดี เมื่ออุณหภูมิอยูในชวง 20-30 

oซ แตมีอุณหภูมิสูงสุดสําหรับการเจริญอยูในชวง 35-43 oซ (Walker, 1998) ความทนตออุณหภูมิ
สําหรับการเจริญ และการหมักเอทานอลเปนลักษณะประจําสายพันธุ เชน S. cerevisiae เปนสาย
พันธุที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic strain) มีอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญอยูใน
ชวง  25-30 oซ (Banat et al., 1992; Abdel-Fattha et al., 2000) แตยีสตทนรอนเปนยีสตที่
สามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิสูงกวา 40 oซ (Banat and Marchant., 1995)

อุณหภูมิมีผลตอสัณฐานวิทยา และความอยูรอดของเซลล ยีสตที่เจริญในระยะ 
exponential จะมีความทนทานตออุณหภูมิสูง ๆ นอยกวายีสตที่อยูในระยะ stationary และพบวา
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อุณหภูมิสูงมีผลทําใหการแตกหนอของยีสตผิดปกติ ผนังเซลลเจริญไมสมบูรณ การเพิ่มขนาดของ
เซลลผิดปกติ มีปริมาณของเหลวในเซลลเพิ่มข้ึน ความสามารถในการเลือกผานของสารอาหารที่
จําเปนตอเซลลลดลง ลดกรดไขมันไมอ่ิมตัวในเมมเบรนทําใหความทนตออุณหภูมิสูงของเซลลลด
ลง ทําลายพันธะไฮโดรเจนทําใหโปรตีนและกรดนิวคลีอิคเสื่อมสภาพ ขัดขวางการสังเคราะห
โปรตีนหลายชนิด เมื่อมีการสังเคราะหโปรตีนลดลงสงผลใหกิจกรรมการขนสงน้ําตาลเขาเซลล
ยีสตลดลงดวย ยับยั้งกระบวนการหายใจและกระบวนการหมัก สําหรับการหมักเอทานอล พบวา
อุณหภูมิที่เหมาะสมในกระบวนการหมักจะสูงกวาอุณหภูมิสําหรับการเจริญ   5-10 oซ  และ
กระบวนการเมตาบอลิซึมของยีสตในที่มีออกซิเจนจะเบนไปทางการหมัก เมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจาก 
25 oซ เปน  38 oซ เนื่องจากเอนไซมที่สําคัญสําหรับการออกซิเดชั่น 4 ชนิดถูกยับยั้ง ทําใหเกิดการ
สะสมไพรูเวตและเอทานอล มีรายงานหลายฉบับที่แสดงใหเห็นวา เมื่ออุณหภูมิเพิ่มเปน  40 oซ
อัตราการหมักในชวงแรกจะเพิ่ม ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกิจกรรมของเอนไซม  alcohol 
dehydrogenase เกิดไดสูงสุดที่อุณหภูมิใกลเคียง 40 oซ (สาวิตรี, 2540)

อยางไรก็ตาม จากรายงานการวิจัยหลายฉบับพบวาที่อุณหภูมิสูงกวา  40 oซ ยีสตทน
รอนสามารถเจริญได แตมีการผลิตเอทานอลลดลง

Anderson และคณะ (1986) เลี้ยง K. marxianus var marxianus ที่อุณหภูมิ 39   41  
43   45   48 และ  50 oซ  ในน้ําออยที่มีน้ําตาลเขมขน 19 o บริกซ พบวา ยีสตผลิตเอทานอลได 8 
7.8   7.6   6.4 และ 5.6 % (w/v) ตามลําดับ โดยมีการผลิตเอทานอลสูงสุดที่ อุณหภูมิ 39 oซ และ
มีอัตราการรอดชีวิตของยีสต 10 % ในขณะที่ ที่อุณหภูมิสูงกวานี้ไมมียีสตรอดชีวิตเลย เมื่อตรวจ
วัดที่เวลา 24 ชั่วโมง

D’Amore และคณะ (1989) ทดลองผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ  40  43 และ 45 oซ โดยใช
S. diastaticus NO.62 จากน้ําตาลกลูโคส 150 กรัม/ลิตร พบวา เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นยีสตมีการผลิต
เอทานอลลดลง โดยผลิตเอทานอลได  65   60  และ 14 กรัม/ลิตร ตามลําดับ

Banat และคณะ (1992) ทดลองผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ  25   37   40   45   48  และ  
50 oซ พบวา K. marxianus IMB1-IMB5 มีการอัตราเจริญจําเพาะสูงสุดอยูในชวง 0.86-0.99 h-1 

ที่อุณหภูมิ  40 oซ และผลิตเอทานอลไดสูงสุด 6.5-6.8 % (w/v) ที่อุณหภูมิเดียวกันนี้ แตเมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิสูงขึ้นเปน  50 oซ ทั้ง 5 สายพันธุ มีการเจริญและผลิตเอทานอลลดลง โดยมีอัตราการ
เจริญจําเพาะเพียง 0.15-0.22 h-1 และผลิตเอทานอลได 5.1-5.5 % (w/v)

Kiran Sree และคณะ (2000) ทดสอบการเจริญและการผลิตเอทานอลของเชื้อ S. 
cerevisiae SV1, S. cerevisiae SV2, S. cerevisiae SV3 และ S. cerevisiae SV4 ที่อุณหภูมิ 30   
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35   40   42  และ 44 oซ ยีสตทั้ง 4 สายพันธุ มีปริมาณมวลเซลลที่อุณหภูมิ 30 และ 35 oซ สูงกวา
ที่อุณหภูมิอ่ืน คือมีมวลเซลล  3   2.5   3.2  และ 2.6 กรัม/ลิตร เทากันทั้ง 2 อุณหภูมิ และมีมวล
เซลลตํ่าสุดที่อุณหภูมิ 44 oซ คือ  0.8   0.4   0.9  และ 0.5 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ซึ่งการผลิต          
เอทานอลก็เปนไปในทางเดียวกัน คือ ผลิตไดสูงสุดที่  30 oซ คือ  66   48   75  และ 52 กรัม/ลิตร 
และผลิตไดเพียง  40   20   58  และ 23 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ 44 oซ จากน้ําตาลกลูโคส 150 กรัม/
ลิตร

3.7  ปริมาณของออกซิเจน
ยีสตเปนจุลินทรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญ ทั้งนี้นอกจากออกซิเจนทําหนาที่เปน

ตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายและเปนองคประกอบของไซโตรโครมในกระบวนการลูกโซหายใจแลว 
(Spencer et al., 1997) ยังเกี่ยวของกับการสังเคราะหกรดไขมันพันธะคู และสเตอรอลของเยื่อหุม
เซลล  ซึ่งชวยใหยีสตทนตอความเปนพิษของเอทานอลไดมากขึ้น (Walker, 1998) แตกระบวนการ
ผลิตเอทานอลตองการออกซิเจนในปริมาณไมมากนัก

Banat และคณะ (1992) พบวา เมื่อใชอัตราการเขยา  250 รอบ/นาที  K. marxianus
IMB1-IMB5 มีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด 0.86-0.99 h-1 เมื่อใชอัตราการเขยา 100 รอบ/นาที 
ยีสตทั้ง 5 สายพันธุผลิตเอทานอลได  6.7   6.4   6.5   6.5  และ 6.8 % (w/v) ที่อุณหภูมิ 40 oซ

3.8  เอทานอล
เปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเจริญและผลิตเอทานอลของยีสตนอกจากนี้มีผลใหยีสต

ที่เจริญอยูในระยะ exponential มีอัตราการเจริญลดลงอยางรวดเร็ว เนื่องจากเอทานอลมีผลตอ
การแบงเซลล ยับยั้งการสังเคราะห RNA โปรตีน ทําใหโปรตีนเสื่อมสภาพ ยับยั้งการหมักโดยทําให
เยื่อหุมเซลลเสียหายหรือมีคุณสมบัติเปลี่ยนแปลงไป เหนี่ยวนําใหเกิดการรวมตัวของไขมัน ยับยั้ง
การขนถายสารอาหารเขาสูเซลล เพิ่มความเปนพิษของออกซิเจน และอาจมีผลตอเอนไซม           
ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) และ เฮกโซไคเนส (hexokinase) ซึ่งการยับยั้งจะรุนแรงขึ้นเมื่อ
ระดับของอุณหภูมิและความเขมขนของน้ําตาลเพิ่มสูงขึ้น (สาวิตรี, 2540; Walker, 1998)

 Kiransree และคณะ (2000) รายงานวา S. cerevisiae  SV3 ทนตอความเขมขนของ
เอทานอลได 4-12 % (w/v) ที่เอทานอลเขมขน 4 % (w/v) ไดน้ําหนักเซลลแหง 1.9 กรัม/ลิตร และ
ผลิตเอทานอลได  1.2 % (w/v) ซึ่งการเจริญและผลิตเอทานอลลดลง เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี          
เอทานอลเขมขน 12 % (w/v) คือ ไดน้ําหนักเซลลแหง 1.5 กรัม/ลิตร และมีการผลิตเอทานอลเพียง 
0.95 % (w/v)
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3.9  สารอ่ืน
การเจริญและการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูงของยีสตตองการธาตุอาหารบางอยางเพิ่ม

เพื่อรักษาเซลลใหสามารถเจริญได ธาตุเหลานั้นคือ โคลีน คารนีตีน ลูซีน แมงกานีส เหล็ก (สาวิตรี, 
2540) ซึ่งยีสตสามารถใชฟอสฟอรัสในรูปของไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไดดี นอกจากนี้ ธาตุอ่ืน เชน 
โพแทสเซียม  แคลเซียม  แมกนีเซียม  สังกะสี และทองแดง ชวยใหการเจริญของยีสตดีข้ึน
(วิลาวัณย, 2539)

Dombek and Ingram (1986) พบวาการเติมแมกนีเซียม 0.5 mM ชวยใหการเจริญใน
ระยะ exponentail นานขึ้น ทําใหใหยีสตมีมวลชีวภาพเพิ่มข้ึน สงผลใหมีการใชน้ําตาลกลูโคสได
เร็วขึ้น และมีผลผลิตเอทานอลสูงกวาการไมเติมแมกนีเซียม ซึ่งบทบาทของแมกนีเซียมเกี่ยวของ
กับการกระตุนกิจกรรมการทํางานของเอนไซมในชวงกวาง

นอกจากนี้ Brady และคณะ (1995a) พบวา การเติมแมงกานีส 1 mM ในขั้นตอนของ
การเตรียมเอนไซมสงเสริมใหการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงเพิ่มข้ึน เนื่องจากแมงกานีสชวยให
เอนไซม β-galactosidase มีความคงตัวที่อุณหภูมิ 45 oซ  เพิ่มข้ึน

Gough และคณะ (1996) พบวาการเติมแมกนีเซียมซัลเฟต 0.567  โพแทสเซียมได-
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.288 กรัม/ลิตร และน้ํามันจากเมล็ดแฟล็กส 0.36 % ชวยให K. marxianus
IMB3 มีอัตราการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึนจาก 7.4 % เปน 8.5 % (w/v) และเปนไปไดวากรดไขมันใน
น้ํามันจากเมล็ดแฟล็กส (line seed oil) ถูกนําไปใชซอมแซมเยื่อหุมเซลลทําใหยีสตทนตอ          
เอทานอลเพิ่มข้ึน

วัตถุประสงค

1.  เก็บรวบรวมเชื้อยีสตที่เปนสายพันธุทนรอน
2.  คัดเลือกยีสตสายพันธุทนรอนที่ผลิตเอทานอลไดดี
3.  ศึกษาสมบัติบางประการของยีสตสายพันธุทนรอนที่คัดเลือกไดเพื่อการผลิตเอทานอล
4.  ศึกษาปจจัยที่เกี่ยวของในการเจริญและกระบวนการผลิตเอทานอลของยีสตที่คัดเลือกได
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