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ภาวะที่เหมาะสมสำ�หรับการผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการหมักในขั้นตอนเดียว

ด้วยเชื้อ Schizosaccharomyces pombe และกลุ่มเชื้อรา

โดยใช้สับสเตรทจากหญ้าเนเปียร์บางชนิด

Optimal Conditions for Ethanol Production by 

Simultaneous saccharification and fermentation Using Schizosaccharomyces 

pombe and Fungal Consortium with Selected Napier Grass Substrate

บทความวิจัย (Research Article)

บทคัดย่อ 
ความเป็นมาและวัตถุประสงค์ : การผลิตเอทานอลจากชีวมวลลิกโนเซลลูโลสเป็นวิธีที่ได้รับความสนใจ

เนื่องจากเป็นการใช้ทรัพยากรหมุนเวียน ลดการพึ่งพาเช้ือเพลิงฟอสซิล และลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม

หญา้เนเปยีร ์(Pennisetum purpureum) เหมาะสำ�หรบัการผลติเอทานอลเนือ่งจากมปีรมิาณเซลลโูลสและ

เฮมเิซลลโูลสสงู เจรญิเตบิโตเรว็ เพาะปลกูงา่ย การแปรสภาพลกิโนเซลลโูลสใหเ้ปน็น้ำ�ตาลหมกัโดยใชก้ระบวนการ

ไฮโดรไลซสิรวมกบัการหมกัในขัน้ตอนเดยีวชว่ยลดการยบัยัง้เอนไซมจ์ากการสะสมน้ำ�ตาลและเพิม่ประสทิธภิาพ

การผลิต งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาภาวะที่เหมาะสมสำ�หรับการผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการ

หมักในขั้นตอนเดียวด้วยเชื้อ Schizosaccharomyces pombe และกลุ่มเชื้อรา โดยใช้สับสเตรทจากหญ้า

เนเปียร์ที่คัดเลือกได้

วิธีดำ�เนินการวิจัย : ออกแบบการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยนำ�หญ้า

เนเปียร์มาปรับสภาพด้วยกรดกรดซัลฟูริก 0.5 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เวลา 60 นาที จาก
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นั้นนำ�ตัวอย่างมาแปรสภาพโดยใช้ไมโครเวฟที่ 700 วัตต์ เวลา 15 นาที เติมเอนไซม์เซลลูเลส ที่ 20 U บ่มเป็น

เวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ นำ�มาหมกัดว้ยกระบวนการหมกัในขัน้ตอนเดยีวโดยใชย้สีต ์S. pombe ร่วมกบัเชือ้รา 

โดยใชก้ลุม่ Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp. และ penicillium sp. ตามสตูรอาหารสำ�หรบั

การหมักต่างกันทั้งหมด 8 สูตร

ผลการวิจัย : การหมักหญ้าเนเปียร์ด้วยกระบวนการหมักขั้นตอนเดียวโดยใช้ยีสต์ S. pombe ความเข้มข้น

10% ร่วมกับเชื้อรา Trichoderma sp. ความเข้มข้น 5% เป็นเวลา 102 ชั่วโมง ให้ผลผลิตเอทานอลสูงสุดที่ 

69.91 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมดเหลืออยู่ 5.10 องศาบริกซ์ และปริมาณ

น้ำ�ตาลรีดวิซเ์หลือ 45.23 มิลลกิรมัต่อกรมัน้ำ�หนกัแหง้ หลังการกลัน่ครัง้ที ่4 ไดค้วามเขม้ข้นเอทานอล 88.29 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรต่อปริมาตร

สรุป : การเพาะเลี้ยงร่วมระหว่างยีสต์ Schizosaccharomyces pombe และเชื้อรา Trichoderma sp. 

ภายใต้เง่ือนไขการหมักที่เหมาะสมทำ�ให้ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากหญ้าเนเปียร์เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัย

สำ�คัญ ทั้งนี้ พบการลดลงอย่างต่อเนื่องของน้ำ�ตาลรีดิวซ์และของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมดระหว่างการหมัก ซึ่ง

สอดคล้องกับการเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นเอทานอล

การนำ�ไปใชป้ระโยชนใ์นเชงิปฏบิตั ิ: ผลการวจิยันีส้ามารถนำ�ไปประยกุตใ์ชใ้นการพัฒนาเทคโนโลยกีารผลติ

เอทานอลจากวัสดุชีวมวลในระดับอุตสาหกรรมขนาดเล็กถึงขนาดใหญ่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพื้นที่ที่มีหญ้าเน

เปียร์เป็นพืชพลังงานในท้องถิ่น เป็นการเพิ่มมูลค่าให้แก่ทรัพยากรชีวภาพในชุมชน พร้อมทั้งเป็นแนวทางใน

การพัฒนาระบบการจัดการวัสดุชีวมวลอย่างยั่งยืน

คำ�สำ�คัญ : หญ้าเนเปียร์, การผลิตเอทานอล, Simultaneous saccharification and fermentation (SSF), 

Schizosaccharomyces pombe

Abstract 
Background and Objectives: Ethanol production from lignocellulosic biomass has attracted 

considerable interest due to the use of renewable resources, reduction of dependence on 

fossil fuels, and mitigation of environmental impacts. Napier grass (Pennisetum purpureum)

is well-suited for ethanol production because of its high cellulose and hemicellulose 

contents, rapid growth rate, and ease of cultivation. The conversion of lignocellulose into 

fermentable sugars involving hydrolysis, when combined with fermentation in a single step, 

can reduce enzyme inhibition caused by sugar accumulation, leading then to enhanced 

production efficiency. The objective of the present research was therefore to investigate 

optimal conditions for ethanol production via the Simultaneous saccharification and fermentation

(SSF) method using Schizosaccharomyces pombe and fungal consortia, with selected Napier 
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grass as the substrate. 

Methodology: Completely Randomized Design (CRD) was used to schedule the experiments. 

Substrate was pretreated with 0.5% sulfuric acid at 140 °C for 60 minutes, followed by 

microwave treatment at 700 W for 15 minutes. Cellulase enzyme was then added at a 

concentration of 20 U; incubation was then conducted for 48 hours. Subsequently, 

the mixture was subject to Simultaneous saccharification and fermentation (SSF) using 

Schizosaccharomyces pombe in combination with fungal strains from the genera Trichoderma, 

Aspergillus, Rhizopus, and Penicillium. Eight different fermentation formulations were tested.

Main Results: Fermentation of Napier grass via the Simultaneous saccharification and fermentation 

(SSF) process using S. pombe at a concentration of 10% in combination with Trichoderma sp. at a 

concentration of 5% for 102 hours yielded a maximum ethanol production of 69.91 g/L. The total 

soluble solids content remained at 5.10 °Brix, while the residual reducing sugar content was 45.23 

mg/g dry weight. After the fourth distillation, the ethanol c  oncentration reached 88.29% v/v.

Conclusions: Co-cultivation of the yeast Schizosaccharomyces pombe and the fungus Trichoderma 

sp. under optimized fermentation conditions significantly enhanced the efficiency of ethanol 

production from Napier grass. A continuous decrease in reducing sugars and total soluble solids 

was observed during fermentation, corresponding to the increase in ethanol concentration.

Practical Application: The findings of the present study can be applied to the development 

of ethanol production technologies from biomass materials at scales ranging from small to 

large industrial operations. In regions where Napier grass is locally cultivated as an energy 

crop, the approach offers a potential to produce renewable energy, reduce dependence on 

fossil fuels, and add value to community bioresources. Furthermore, it provides a strategic 

framework for the sustainable management of biomass resources.

Keywords: Napier Grass, Ethanol Production, Simultaneous saccharification and fermentation 

(SSF), Schizosaccharomyces pombe

 

Introduction 

	     เอทานอลเป็นผลผลิตที่ได้จากกระบวนการหมักทางชีวภาพโดยอาศัยจุลินทรีย์เป็นตัวกลางที่สามารถ

เปลี่ยนน้ำ�ตาลให้ได้เป็นเอทานอล [1-3] เอทานอลสามารถผลิตได้จากวัตถุดิบทางการเกษตรและผลิตผล

พลอยได้จากการเกษตร เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย ชานข้าวฟ่างหวาน ซังข้าวโพด และหญ้าเนเปียร์ ซึ่งมีอยู่

ในปริมาณมาก หาได้ง่ายและราคาถูก แต่การนำ�มาใช้ประโยชน์ยังอยู่ในวงจำ�กัด พืชชีวมวลดังกล่าวมีองค์
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ประกอบหลักที่สำ�คัญประกอบด้วย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงจะทนต่อการย่อยสลายมาก  

หญา้เนเปยีร์ (Pennisetum purpureum) เป็นพชือาหารสตัวแ์ละพชืพลงังานชนดิหนึง่ทีม่ศีกัยภาพสงู โดยเฉพาะ

ในพื้นที่ภาคใต้ของประเทศไทย เช่น จังหวัดนครศรีธรรมราช สุราษฎร์ธานี พัทลุง ปัตตานี ยะลา และสงขลา

เนื่องจากภูมิอากาศร้อนชื้น ปริมาณน้ำ�ฝนสูง และพ้ืนที่เพาะปลูกเหมาะสม ทำ�ให้หญ้าเนเปียร์สามารถให้

ผลผลติชวีมวลสดไดส้งูถงึ 75–100 ตนัตอ่เฮกตารต์อ่ป ีและมปีรมิาณเซลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสรวมมากกวา่ 60 

เปอร์เซ็นต์ ของน้ำ�หนักแห้ง [4, 7, 11] นอกจากนี้ยังมีลักษณะเด่น ได้แก่ การเจริญเติบโตเร็ว ตัดได้ 4–6 ครั้ง

ต่อปี ต้นทุนการผลิตต่ำ� ไม่แย่งพื้นที่ปลูกพืชอาหารหลัก และมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่สามารถคัด

เลือกพันธ์ุให้เหมาะสมกับการผลิตพลังงาน ซึ่งในคุณสมบัติของหญ้าเนเปียร์เป็นทางเลือกหนึ่งที่เหมาะสม

สำ�หรบัการผลติ เอทานอลเชือ้เพลงิ เนือ่งจากมปีรมิาณชวีมวลสูงตอ่พืน้ทีเ่พาะปลกู โครงสรา้งลกิโนเซลลโูลส

ชัดเจน ได้แก่ เซลลูโลส 30–50 เปอร์เซ็นต์ เฮมิเซลลูโลส 19–26 เปอร์เซ็นต์ และ ลิกนิน  8–17 เปอร์เซ็นต์

ซึ่งเหมาะสำ�หรับการการแปรสภาพ ย่อยสลายและการหมัก เป็นพืชที่สามารถปลูกได้ตลอดทั้งปี [8] ดังนั้น

ในการผลติเอทานอลจากพชืชวีมวลดงักลา่วจงึมขีัน้ตอนการผลติท่ีซบัซอ้นมากกวา่การผลติจากวตัถดุบิท่ีเปน็

น้ำ�ตาลและแป้ง โดยทั่วไปประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลัก ได้แก่ การแปรสภาพวัตถุดิบ การย่อยด้วยกรดหรือ

เอนไซม์ และการหมักน้ำ�ตาลที่ได้ให้เป็นเอทานอล ในกระบวนการผลิตแบบปกติที่เรียกว่า Conventional 

Fermentation (CF) จะต้องมีการแยกส่วนประกอบต่าง ๆ ออกจากกัน โดยเซลลูโลสเป็นส่วนประกอบที่

มีมากและเมื่อผ่านการย่อยสลายจะได้เป็นน้ำ�ตาลกลูโคส จากนั้นจึงเปลี่ยนน้ำ�ตาลเป็นเอทานอลโดยสาย

พันธ์แบคทีเรียหรือยีสต์ ต่อมาได้มีการพัฒนากระบวนการผลิตโดยการลดขั้นตอนด้วยวิธี Simultaneous 

saccharification and fermentation (SSF) โดยรวมขั้นตอนการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์และการ

หมักน้ำ�ตาลให้เป็นเอทานอลเข้าด้วยกัน [1, 4-7] เป็นการลดการสะสมของน้ำ�ตาลและสารประกอบอื่นที่เกิด

จากการย่อยสลายที่อาจกระทบต่อประสิทธิภาพในการผลิต เอทานอลของจุลินทรีย์  โดยจุลินทรีย์ที่สามารถ

ผลิตเอทานอลมีหลายสปีชีส โดยใช้ยีสต์ S. pombe หรือ Saccharomyces cerevisiae มีผลการศึกษา

ส่วนใหญ่พบว่าผลผลิตเอทานอลเพียง 15–35 กรัมต่อลิตร และยังไม่มีการศึกษาที่ใช้เทคนิคการหมักร่วม

จุลินทรีย์หลายชนิดหรือการประเมินศักยภาพในสภาพแวดล้อมจริงของภาคใต้ นอกจากนี้ยังขาดการใช้สาย

พันธุ์ยีสต์ที่ทนต่อความเข้มข้นเอทานอลสูงกว่า 80% v/vโดยเฉพาะเชื้อ S. pombe ที่สามารถหมักเป็นเอทา

นอลโดยสามารถใช้น้ำ�ตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มีคาร์บอน 5 และ 6 อะตอม แต่ทั้งนี้นั้นถ้าหากมีการศึกษาสถาวะ

การย่อยสลายและการหมักที่ดีก็เป็นแนวทางหนึ่งในการพัฒนาศักยภาพของเอทานอลที่มี ปริมาณความเข้ม

ข้นของเอทานอลที่สูงขึ้น ในการประยุกต์ใช้เอทานอลสามารถประยุกต์ได้ในหลากหลายอุตสาหกรรมไม่ว่า

จะเป็นอุตสาหกรรมพลังงาน อุตสาหกรรมเกษตร อุตสาหกรรมการแพทย์ และอุตสาหกรรมอาหาร เป็นต้น

สามารถนำ�มาเป็นส่วนผสมหรือตัวทำ�ละลายในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ตา่ง ๆ  ได้ เช่น แก๊สโซฮอล์ไบโอดีเซลสาร

ฆ่าเชื้อ และสารสกัด เป็นต้น  ปัจจุบันมีการศึกษาการย่อยสลายด้วยจุลินทรีย์มีเพื่อผลิตผลผลิตต่าง ๆ เพื่อ

ใช้ประโยชน์ เอทานอลเป็นผลผลิตหนึ่งที่มีมูลค่า นอกจากนี้สามารถใช้แหล่งพลังงานทดแทนได้อีกด้วย โดย

เอทานอลมสูีตรทางเคม ีCH3CH2OH สามารถผลติ 80-95 เปอรเ์ซน็ต์ ไดจ้ากกระบวนการหมกัทีเ่หลอืได้จาก
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การสังเคราะห์ขึ้นมา (Synthesis ) [8-10] ซึ่งจุลินทรีย์จึงมีความสำ�คัญอย่างมากต่อกระบวนการผลิตในการ

ทำ�หน้าที่ย่อยสลายวัตถุดิบ เพื่อให้มีขนาดเล็กลงจากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ต่าง ๆ และเปลี่ยนให้กลาย

เป็นเอทานอล ซึ่งเป็นผลผลิตสุดท้ายจากกระบวนการ [5, 7-8, 11]

	     ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจในการพัฒนานวัตกรรมการผลิตเอทานอลจากหญ้าเนเปียร์ด้วยการใช้

จลุนิทรย์ีรว่ม ไดแ้ก ่ยสีต ์S. pombe ร่วมกบัเชือ้รา Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp.  และ 

penicilium sp. ในกระบวนการหมักในขั้นตอนเดียว โดยออกแบบสูตรการหมัก 8 สูตร เพ่ือศึกษาภาวะ

ท่ีเหมาะสมของการผลิตเอทานอลโดยใช้กระบวนการหมักในข้ันตอนเดียวด้วยเชื้อ S. pombe และเชื้อรา

ต่างชนิดต่างกันโดยใช้แหล่งสับสเตรทจากหญ้าเนเปียร์จากภาวะท่ีคัดเลือกได้โดย ผลท่ีคาดว่าจะได้รับคือ

สามารถผลิตเอทานอลที่มีความเข้มข้นสูงกว่าเดิม เพื่อช่วยเพิ่มความเป็นไปได้ศักยภาพในการขยายผลสู่

ระดับกึ่งอุตสาหกรรมในพื้นที่ภาคใต้และในการใช้หญ้าเนเปียร์เป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ

เชิงพาณิชย์ในอนาคตต่อไป 

Materials and methods 
การเตรียมหญ้าเนเปียร์  

	     นำ�หญ้าเนเปียร์นำ�มาหั่นให้มีขนาด 4-5 เซนติเมตร จากนั้นนำ�ไปอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง นำ�มาบดละเอียดด้วยเครื่องบดตัวอย่างให้มีขนาดเล็กลง แล้วนำ�มาร่อนด้วยเครื่องร่อนขนาด

ตวัอยา่งอตัโนมตั ิ100-250 ไมโครเมตร จากน้ันบรรจใุนถงุพลาสตกิแลว้เก็บไวใ้นตูดู้ดความช้ืนทีอ่ณุหภมูห้ิอง 

และวิเคราะห์ความชื้น [11, 12-14]  

การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอทานอลโดยวิธี Simultaneous saccharification and 

fermentation ด้วยเชื้อ S. pombe และ กลุ่มเชื้อรา โดยใช้สับสเตรทจากหญ้าเนเปียร์ที่คัดเลือกได้ 

	    นำ�ตัวอย่างหญ้าเนเปียร์จากที่เตรียมได้นำ�มาแปรสภาพสภาพด้วยกรดกรดซัลฟูริก 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตรต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เวลา 60 นาที ด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อภายใต้ความดันไอน้ำ�

แล้วนำ�มาแปรสภาพด้วยความร้อนโดยใช้ไมโครเวฟ ที่ 700 วัตต์ เวลา 15 นาที ตั้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิแล้ว

เติมเอนไซม์เซลลูเลส ที่ 20 U บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนำ�มาหมักด้วยวิธีกระบวนการหมักในขั้นตอน

เดียวโดยใช้เชื้อยีสต์ S.  pombe ร่วมกับเชื้อรา โดยใช้กลุ่ม Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus 

sp.  และ penicilium sp. ตามสูตรอาหารสำ�หรับการหมักต่างกันทั้งหมด 8 สูตร  (Table 1) ทำ�การหมัก

และควบคุมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซียเซียส และเก็บตัวอย่างทุก ๆ 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 120 ชั่วโมง นำ�มาวัด

ปรมิาณน้ำ�ตาลรดิีวซ์ ปรมิาณเอทานอล จากน้ันนำ�มากลัน่เอทานอลใหบ้ริสทุธิม์ากยิง่ขึน้ดว้ยเคร่ืองกลัน่ลำ�ดบั

ส่วน ทำ�การศึกษาอุณหภูมิที่ 90 องศาเซลเซียส โดยกำ�หนดระยะเวลาในการกลั่น 70 นาที โดยทำ�การกลั่น

ทั้งหมด 4 รอบ แล้ววิเคราะห์ด้วยเครื่อง Gas Chromatography (GC)  Agilent 6890 Series  โดยการเต

รียมสารละลายมาตรฐานเอทานอล เพื่อสร้างกราฟมาตรฐานหาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นเอทานอล
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กับพื้นที่ใต้กราฟ จากน้ันกรองตัวอย่างบรรจุในขวด วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลโดยคำ�นวณจากสมการเส้น

ตรงของกราฟมาตรฐาน โดยใช้ภาวะการวิเคราะห์ประกอบด้วย ฮีเลียม อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที

ก๊าซไฮโดรเจน 45 มิลลิลิตรต่อนาที  air zero 450 มิลลิลิตรต่อนาที และ split flow 20 มิลลิลิตรต่อนาที  

คอลัมน์ชนิด Wax เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32 มิลลิเมตร ความยาว 30 เมตร อุณหภูมิสูงสุด 250 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิหัวฉีด 70 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ FID 150 องศาเซลเซียส [15-20, 22]  โดยทำ�การทดลองจำ�นวน 

3 ซ้ำ� โดยตะกอนที่คัดเลือกได้จากกระบวนการหมักนำ�มาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(SEM) และ วิเคราะห์หาเอกลักษณ์ด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรมิเตอร์ (FT-IR)
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Table 1 Fermentation medium formulation for Simultaneous saccharification and 182 
fermentation (SSF) 183 
No Fermentation Medium 

Formulation 
Initial Inoculum 

Level (%) 
Initial Fungal 

Inoculum Level (%) 
A  

 
Malt extract 3 g/L, yeast extract 3 

g/L, peptone 5 g/L, and adjust 
the volume with the selected 

pretreated Napier grass slurry to a 
final volume of 1 liter. 

5 Trichoderma sp. (10) 
B 5 Penicillium sp. (10) 
C 5 Rhizopus sp. (10) 
D 5 Aspergillus sp. (10) 
E 10 Trichoderma sp (5) 
F 10 Penicillium sp. (5) 
G 10 Rhizopus sp. (5) 
H 10 Aspergillus sp. (5) 

 184 

Results and discussion  185 
ผลของการศึกษาภาวะที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลโดยวิธีกระบวนการหมักในข้ันตอนเดียว186 
ด้วยเชื้อ Schizosaccharomyces pombe และ กลุ่มเชื้อรา  โดยใช้สับสเตรทจากหญ้าเนเปียร์ที่187 
คัดเลือกได้ 188 
 การหมัก Simultaneous saccharification and fermentation โดยใช้เชื้อยีสต์ S. pombe 189 
ร่วมกับเชื้อรา  โดยใช้ กลุ่ม Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp. และ penicillium 190 
sp. ตามสูตรอาหารสำหรับการหมักต่างกันทั้งหมด 8 การทดลอง ประกอบด้วย Malt extract 3 กรัม191 
ต่อลิตร, Yeast extract 3 กรัมต่อลิตร, Peptone 5 กรัมต่อลิตร และ ปรับปริมาตรด้วยสับสเตรทของ192 
หญ้าเนเปียร์ที่ปรับสภาพที่คัดเลือกได้ให้เท่ากับ 1 ลิตร ควบคุมการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 30 องศา193 
เซียเซียส และเก็บตัวอย่างทุกๆ 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 120 ซึ่งการทดลองพบว่าภาวะที่ดีที่สุดของการหมัก194 
เอทานอลคือการใช้เชื้อยีสต์ Schizosaccharomyces pombe 10 เปอร์เซ็นต์ และเชื้อ Trichoderma 195 
sp 5 เปอร์เซ็นต์ ในชั่วโมง ที่ 102 สามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดเท่ากับ 69.91±5.69 กรัมต่อลิตร  196 
(Figure 1) ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมด และ ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ เหลือ 5.10±0.85 องศาบริกซ์ 197 
และ 45.23±3.65 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้งของหญ้าเนเปียร์ (Figure 2-4)  198 

Table 1 Fermentation medium formulation for Simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF)

Results and discussion 
ผลของการศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอทานอลโดยวิธีกระบวนการหมักในขั้นตอนเดียวด้วย

เชื้อ Schizosaccharomyces pombe และ กลุ่มเชื้อรา  โดยใช้สับสเตรทจากหญ้าเนเปียร์ที่คัดเลือกได้

	     การหมัก Simultaneous saccharification and fermentation โดยใช้เชื้อยีสต์ S. pombe ร่วม

กับเชื้อรา โดยใช้ กลุ่ม Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp. และ penicillium sp. ตาม

สูตรอาหารสำ�หรับการหมักต่างกันทั้งหมด 8 การทดลอง ประกอบด้วย Malt extract 3 กรัมต่อลิตร, Yeast 

extract 3 กรัมต่อลิตร, Peptone 5 กรัมต่อลิตร และ ปรับปริมาตรด้วยสับสเตรทของหญ้าเนเปียร์ที่ปรับ

สภาพทีค่ดัเลอืกไดใ้หเ้ทา่กับ 1 ลติร ควบคมุการหมกัแบบ SSF ทีอ่ณุหภมู ิ30 องศาเซยีเซยีส และเกบ็ตวัอยา่ง

ทุก ๆ 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 120 ซึ่งการทดลองพบว่าภาวะที่ดีที่สุดของการหมักเอทานอลคือการใช้เชื้อยีสต์

Schizosaccharomyces pombe 10 เปอร์เซ็นต์ และเชื้อ Trichoderma sp. 5 เปอร์เซ็นต์ ในชั่วโมง 
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ที่ 102 สามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดเท่ากับ 69.91±5.69 กรัมต่อลิตร (Figure 1) ปริมาณของแข็งที่ละลาย

ได้ทั้งหมด และ ปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์ เหลือ 5.10±0.85 องศาบริกซ์ และ 45.23±3.65 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำ�

หนักแห้งของหญ้าเนเปียร์ (Figure 2-4) 

Figure 1 Maximum ethanol content of pretreated Napier grass subjected to Simultaneous 
saccharification and fermentation using S. pombe in combination with fungi, including 

Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., and Penicillium sp., as analyzed by 
Gas Chromatography (GC)
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Figure 2   Total soluble solids contents of pretreated Napier grass subjected to 204 
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Figure 2   Total soluble solids contents of pretreated Napier grass subjected to 
Simultaneous saccharification and fermentation using S. pombe in combination with fungi, 

including Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., and Penicillium sp.
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Figure 3 Reducing sugar contents of pretreated Napier grass subjected to Simultaneous 209 
saccharification and fermentation using S. pombe in combination with fungi, including 210 
Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., and Penicillium sp. 211 
 212 
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Figure 4 Ethanol contents of pretreated Napier grass subjected to Simultaneous 224 
saccharification and fermentation using S. pombe in combination with fungi, including 225 
Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., and Penicillium sp. 226  227 

Figure 3 Reducing sugar contents of pretreated Napier grass subjected to Simultaneous 
saccharification and fermentation using S. pombe in combination with fungi, including 

Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., and Penicillium sp.

Figure 4 Ethanol contents of pretreated Napier grass subjected to Simultaneous 
saccharification and fermentation using S. pombe in combination with fungi, including 

Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., and Penicillium sp.
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	       ซึง่ผลการศกึษาเป็นไปในทำ�นองเดียวกันของงานวจัิย Qureshi และคณะ [21]  ทีไ่ดใ้ชห้ญา้เนเปยีรโ์ดย

การไฮโดรไลซิสและการหมักแบบ saccharification and fermentation (SSF) พร้อมกัน ส่งผลให้การผลิต

เอทานอล เท่ากับ 30.6 ± 0.4 g/L แต่ผลจากการศึกษาวิจัยพบว่าได้เอทานอลที่สูงกว่าเป็นสองเท่า ทั้งนี้อาจ

เน่ืองจากการแปรสภาพสองข้ันตอนโดยใชท้ัง้วธิทีางกายภาพ เคม ีและชวีภาพ ร่วมกนั และในสว่นของการหมกั

ไดม้กีารใช้เช้ือผสมระหว่างเชือ้ S. pombe รว่มกับเช้ือรา  โดยใชก้ลุม่ Trichoderma sp. ซึง่อาจเปน็ไปไดท้ีเ่ชือ้

ดงักลา่วสามารถตดัพนัธะของเซลลูโลสของหญา้เนเปยีรซ์ึง่สามารถเปลีย่นเป็นกลโูลสและยีสตส์ายพนัธด์งักลา่ว

มปีระสทิธภิาพในการผลติเอทานอลไดส้งูกวา่ดว้ยกลไกการหมักและการเปล่ียนกลุ่มเอนไซม์แอลกอฮอลดไีฮโดร

จเีนส จากการศึกษาโดยการนำ�เอทานอลทีไ่ดจ้ากการหมกัทีค่ดัเลอืกไดน้ำ�มากลัน่ทีอ่ณุหภมู ิ78 องศาเซลเซยีส 

จำ�นวน 3 รอบพบวา่ รอบแรกไดค้วามเข้มขน้ของเอทานอลเท่ากับ 28.25±3.65 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรโดยปริมาตร

รอบที่ 2 ได้ปริมาณความเข้มข้นของเอทานอลเท่ากับ 67.58±6.97 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรโดยปริมาตร และ 

รอบที ่3 ไดป้รมิาณความเขม้ขน้ของเอทานอลสงูถงึ 88.29±3.19 เปอรเ์ซน็ต ์ปรมิาตรโดยปริมาตร นอกจากนี้

ผลของตะกอนที่ได้นำ�มาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) และ วิเคราะห์หา

เอกลักษณ์ของคาร์บอกซิลเมธิลเซลลูโลสด้วยเคร่ืองฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรมิเตอร์ (FT-IR)  

โดยโครงสรา้งพ้ืนผวิของตะกอนทีไ่ดจ้ากกระบวนการหมักเอทานอลดว้ยกระบวนการหมกัในขัน้ตอนเดยีวโดย

ใช้ S. pombe ร่วมกับเชื้อรา กลุ่ม Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., และ Penicillium 

sp. จากการส่องด้วย SEM พบว่าพื้นผิวของตะกอนมีโครงสร้างที่มีการแตกหักและเป็นรูพรุนอย่างชัดเจน ซึ่ง

เกิดจากกระบวนการแปรสภาพและย่อยสลายโดยใช้กรด ความร้อน และเอนไซม์มาช่วยสลายโครงสร้างของ

หญ้าเนเปียร์และเมื่อนำ�สับเสรทนำ�มาหมักด้วยเชื้อตาม Table 1 ซึ่งผลมาจากการย่อยสลายของโครงสร้าง

ลกิโนเซลลโูลสระหวา่งกระบวนการหมกั และลกัษณะปรากฏของเส้นใยและอนภุาคทีมี่รปูรา่งไม่เปน็ระเบยีบ

แสดงถงึการยอ่ยสลายเซลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสบางสว่นท่ีไดจ้ากกระบวนการหมักเอทานอล [13, 15] นอกจาก

นี้ลักษณะที่หยาบและไม่เป็นระเบียบของพื้นผิวสะท้อนถึงการทำ�ลายโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสซึ่งอาจเป็นไป

ได้เกิดจากการทำ�งานของเอนไซม์จากกลุ่มเชื้อรา [18] โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Trichoderma sp. ที่มีศักยภาพ

ในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส ทำ�ให้เกิดการตัดพันธะและเปลี่ยนโครงสร้างโพลีแซคคาไรด์ไป

เป็นน้ำ�ตาล [7, 15, 21] และจาก Figure 5 แสดงให้เห็นว่าการเกิดรูพรุน (Porosity) ที่เห็นได้ชัดในภาพ SEM 

เป็นผลมาจากการย่อยสลายเชิงเอนไซม์ ซ่ึงช่วยเพิ่มพ้ืนที่ผิวสัมผัสของตะกอน และการเพ่ิมพ้ืนที่ผิวนี้ส่งผล

ใหก้ารเกดิปฏสัิมพนัธ์ระหว่างเอนไซมแ์ละสารตัง้ตน้เพ่ิมขึน้ ซึง่ชว่ยเพิม่ประสทิธภิาพในการปลดปลอ่ยน้ำ�ตาล 

และหลังจากกระบวนการหมักและการกลั่น ตะกอนที่เหลืออาจประกอบไปด้วยลิกนินและสารประกอบที่ไม่

สามารถหมักได้ ซึ่งส่งผลให้โครงสร้างมีลักษณะไม่สม่ำ�เสมอ [9, 17]
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Figure 5 SEM micrograph of residue obtained from Simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF) process of pretreated Napier grass using S. pombe and a fungal 

consortium (Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., and Penicillium sp.)

	     ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ FT-IR ของตะกอนที่ได้จากกระบวนการหมักเอทานอล พบว่าสัญญาณการ

ดูดกลืนแสงในช่วง 3500-3200 cm-¹ ซึ่งได้บ่งชี้ถึงความคงอยู่ของหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ซึ่งเป็นองค์ประกอบ

หลกัของเซลลโูลส ขณะทีส่ญัญาณในชว่ง 2920-2850 cm-¹ และ 1500-1450 cm-¹ แสดงถงึการสัน่สะเทอืน

ของพันธะ C-H ของเมทิลีนและเมทิล สัญญาณในช่วง 1740-1715 cm-¹ บ่งบอกถึงการเกิดหมู่คาร์บอนิล

(C=O) จากการออกซิเดชันของลิกนินหรือกรดอินทรีย์ ส่วนสัญญาณในช่วง 1200-1000 cm-¹ สะท้อนถึง

พนัธะ C-O-C และ C-OH ซึง่เปน็ลกัษณะเฉพาะของโครงสร้างโพลีแซคคาไรด์และอเีทอร์ นอกจากน้ี สัญญาณ

ในช่วง 900-700 cm-¹ ยืนยันถึงการคงอยู่ของโครงสร้างอโรเมติกจากลิกนิน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าโครงสร้าง

ลิกโนเซลลูโลสยังไม่ถูกย่อยสลายอย่างสมบูรณ์และมีการตกค้างของสารประกอบอินทรีย์จากการหมัก

เอทานอลและการแปรสภาพของเซลลูโลสจากกระบวนการแปรสภาพทัง้กรด ความรอ้น และเอนไซม์ (Figure 6) 

Science and Engineering Connect, ISSN 3027-7914 (Online) 
Vol. 48 No. 3 pp. ...-... (2025) 

10 
 

  
Sukkaew et al. (2025). “Optimal Conditions for Ethanol...,”                   Science and Engineering Connect 48 (3), pp. ..-.. 
 

 259 
Figure 5 SEM micrograph of residue obtained from Simultaneous saccharification and 260 
fermentation (SSF) process of pretreated Napier grass using S. pombe and a fungal 261 
consortium (Trichoderma sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., and Penicillium sp.) 262 

 263 
ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ FT-IR ของตะกอนที่ได้จากกระบวนการหมักเอทานอล พบว่า264 

สัญญาณการดูดกลืนแสงในช่วง 3500-3200 cm⁻¹ ซึ่งได้บ่งชี้ถึงความคงอยู่ของหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 265 
ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของเซลลูโลส ขณะที่สัญญาณในช่วง 2920-2850 cm⁻¹ และ 1500-1450 266 
cm⁻¹ แสดงถึงการสั่นสะเทือนของพันธะ C-H ของเมทิลีนและเมทิล สัญญาณในช่วง 1740-1715 267 
cm⁻¹ บ่งบอกถึงการเกิดหมู่คาร์บอนิล (C=O) จากการออกซิเดชันของลิกนินหรือกรดอินทรีย์ ส่วน268 
สัญญาณในช่วง 1200-1000 cm⁻¹ สะท้อนถึงพันธะ C-O-C และ C-OH ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของ269 
โครงสร้างโพลีแซคคาไรด์และอีเทอร์ นอกจากนี้ สัญญาณในช่วง 900 -700 cm⁻¹ ยืนยันถึงการคงอยู่270 
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Conclusions 
	       การศกึษาวิจยันีพ้บวา่ภาวะทีเ่หมาะสมทีสุ่ดในการผลติเอทานอลจากหญ้าเนเปยีรด์ว้ยกระบวนการหมกั

ในขั้นตอนเดียวคือการใช้ยีสต์ S. pombe 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับเชื้อรา Trichoderma sp. 5 เปอร์เซ็นต์

หมักเป็นเวลา 102 ชั่วโมง ซึ่งให้ผลผลิตเอทานอลสูงสุด 69.91±5.69 กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณของแข็ง

ที่ละลายได้ทั้งหมดเหลือ 5.10±0.85 องศาบริกซ์ และน้ำ�ตาลรีดิวซ์เหลือ 45.23±3.65 กรัมต่อลิตร การ

กลั่นเอทานอลที่ได้จากการหมักดังกล่าวให้ความเข้มข้นเพิ่มขึ้นตามลำ�ดับรอบ คือ รอบที่ 1 28.25±3.65 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรโดยปริมาตร รอบที่ 2 67.58±6.97เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรโดยปริมาตร  และรอบที่ 3 สูงสุด

ที ่88.29±3.19 เปอรเ์ซน็ต ์ปรมิาตรโดยปรมิาตร  การตรวจสอบลักษณะตะกอนหมักดว้ย SEM พบโครงสรา้ง

ที่มีรูพรุนไม่สม่ำ�เสมอ ซึ่งคาดว่าเป็นผลจากการย่อยสลายบางส่วนของเซลลูโลสและการคงเหลือของลิกนินที่

ไมส่ามารถเกดิจากกะบวนการหมักได ้และผลการวิเคราะห์ FT-IR ยืนยนัว่ามโีครงสรา้งลกิโนเซลลูโลสทีย่งัไม่

ถูกย่อยสลายอย่างสมบูรณ์และมีสารประกอบอินทรีย์ตกค้าง ซึ่งสรุปได้ว่าการผลิตเอทานอลจากหญ้าเนเปีย

ร์สามารถทำ�ได้อย่างมีประสิทธิภาพภายใต้ภาวะที่เหมาะสม แต่ยังมีข้อจำ�กัดด้านการย่อยสลายลิกนินซึ่งควร

ได้รับการปรับปรุงในงานวิจัยต่อไป
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