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ABSTRACT 

         The objectives of this study are to find out the applications of fungal enzymes 

for bio-ethanol production from agricultural residues. White-rot fungus was selected 

for laccase production and hydrolysate fungus was selected for cellulase and xylanase 

production. The optimum conditions for these enzymes and sugar production were 

investigated.  

White-rot fungi were primary screened for laccase production by degrading 

with Poly-R dye and enzyme activity were determined using 2,6-dimethoxyphenol 

(2,6-DMP) as a substrate. Isolate WR710-1, which produced the highest laccase 

activity was selected from 31 isolates. Molecular identification using an ITS gene 

sequence analysis indicated that the selected isolate was Trametes polyzona 

(accession number JN848329). Mycelial colonies of T. polyzona on PDA media were 

off-white, showing high density, velvety texture, and abundant aerial hyphae. 
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Trametes polyzona WR 710-1 completed colonization of an entire Petri dish after 5 

days at 37
o
C. The fungus had generative hyphae with clamp connections, thin-walled 

and 1.5-2.5 µm wide. 

In this study, the optimal conditions for laccase production were determined. 

Among 10 agricultural residues, orange peel showed the highest level of laccase at 

12-14 days incubation (0.69 U/gds). The chemical composition of orange peel 

substrate was shown; 16.5% cellulose, 9.31% hemicelluloses, and 8.99% lignin. For 

cultures grown with different nitrogen sources, peptone exhibited the highest activity 

of laccase (1.67 U/gds). The optimal carbon to nitrogen (C/N) ratio was done by 

central composite design (CCD). From the significance equation, the optimal C/N 

ratio at a 15/2 % (w/v) when a predicted laccase activity of 1.0 U/gds. The solid to 

liquid (S/L ratio) of solid state cultivation condition was 1:4, initial pH of 6.0, 

incubated temperature at 37
o
C, and an addition of 50 mM CuSO4 increased the 

amount of laccase produced 4.48-folds. 

 Laccase from T. polyzona, was produced under solid state fermentation using 

the peel of Tangerine orange (Citrus reticulata) as a substrate, and was purified to 

homogeneity. This laccase was found to be a monomeric protein with a molecular 

mass of about 71 kDa estimated by SDS-PAGE. The optimum pH were 2.0 for 

ABTS, 4.0 for L-DOPA, guaiacol and catechol, and 5.0 for 2,6-DMP. The Km value 

of the enzyme for substrate ABTS was 0.15 mM, its corresponding Vmax value was 

1.84 mM min
-1

 and kcat/Km value was 3960 s
-1

 mM
-1

. The enzyme activity was stable 

between pH 6.0 and 8.0, and temperature up to 40
 o

C. Laccase was inhibited more 

than 50 % by 20mM NaCl, 95 % inhibition at 5 mM of Fe
2+

 and completely inhibited 

by 0.1 mM NaN3. The N-terminal amino acid sequence of this laccase was 
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AVTPVADLQISNAGISPDTF, which is highly similar to laccases from other white-

rot basidiomycetes. 

Purified laccase from T. polyzona was used as biocatalyst for bisphenol A 

biodegradation and decolorization of synthetic dyes. Degradation of bisphenol A by 

laccase with or without redox mediator, 1-hydroxybenzotriazole (HBT), was studied. 

A quantitative analysis by HPLC showed that bisphenol A was rapidly oxidized by 

laccase with HBT. Bisphenol A was completely removed within 3 hours and 4-

isopropenylphenol was found to be the oxidative degradation product from bisphenol 

A when analyzed by GC-MS. All synthetic dyes used in this experiment, 

Bromophenol Blue, Remazol Brilliant Blue R, Methyl Orange, Relative Black 5, 

Congo Red, and Acridine Orange were decolorized by Trametes’ laccase and the 

percentage of decolorization increased when 2mM HBT was added in the reaction 

mixture. This is the first report showing that laccase from T. polyzona is an effective 

enzyme for environmental detoxification, bisphenol A degradation and synthetic dye 

decolorization.  

Three lignocelluloses (sugarcane bagasse, coffee husk and rice husk) were used 

as solid substrates for bio-ethanol fermentation. Pretreatment of lignocelluloses were 

done by biological (by T. polyzona) and chemical methods. The surface morphology 

of these lignocelluloses, showed some decreasing in cell wall thickness and 

crystallinity during pretreatment. Lignin content was greatly removed by 2% NaOH 

(remaining lignin 8.73%) followed by enzymatic pretreatment (23.13%) while, lignin 

content was unchanged when pretreated by 2% H2SO4. Cellulose content significantly 

increased to 59.65% by alkali, 43.89% by acid pretreatment, and slightly increased by 

using biological pretreatment (38.87%). Although, the cellulose content in samples 
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pretreated biologically were low, but their surface structure contained a lot of micro-

pores, increasing the available surface area (pore volume) leading to an increase of 

fungal hydrolysis by Thermoascus aurantiacus. Total soluble sugar increased 85% 

when compared with untreated control.      

The optimal growth conditions for production of cellulase and xylanase by 

Thermoascus aurantiacus SL16W were studied. The fungus T. aurantiacus 

completely covered a PDA Petri dish after 4 days (colony diameter of 9 cm) and 

spores were produced on the 7
th

 day at the optimal incubation temperature (45
o
C). 

Among different residues, coffee husk ensured the highest cellulase (8.72 U/mg) and 

xylanase (86.6 U/mg) yield. Three agricultural wastes with high enzyme activity 

(Rice husk, coffee husk and sugarcane bagasse) were combined following a mixture 

design experiment. From the significance quadratic model, the optimal combination 

ratio for both cellulase and xylanase production were 37% (w/w) rice husk; 6% (w/w) 

coffee husk and 57% (w/w) sugarcane bagasse, when the predicted activity of 

cellulase was 20.0 U/mg and xylanase was 157 U/mg. Among the cultures tested with 

different sources of nitrogen, peptone showed the highest activity for both cellulase 

and xylanse 13.08 and 253.92 U/gds, respectively. The optimal concentration of each 

component in mineral solution was determined by a CCD experiment. From the 

significance quadratic model, the optimal concentration of mineral solution 

components were 0.89 %(w/v) of peptone, 0.46 %(w/v) of  KH2PO4, 0.09 %(w/v) of 

MgSO4.7H2O and 0.07 %(w/v) of CaCl2.2H2O when predict activity of cellulase was 

47.25 U/gds and xylanase was 333.06 U/gds. The modified mineral solution following 

CCD experiment showed an increase of cellulase and xylanase activities, 58.03 and 

57.86% respectively, when compared with the mineral solution control. Moreover, the 
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S/L ratio for solid state cultivation was 1:4, with a range of pH 6.0-8.0 and incubated 

at 45
o
C for 10-12 days was optimal for cellulase (112.3 U/gds), and xylanase (989.2 

U/gds) production. Characterization of cellulase and xylanase showed that cellulase 

activity was highly stable in the pH 6.0-8.0 range and 30-50
o
C temperature range. 

Xylanase activity showed a high stability in the pH 4.0-8.0 range and 30-65
o
C 

temperature range for 1 hr. 

Fungal hydrolysis by T. aurantiacus showed the highest production of range 

reducing sugar (0.15 mg/ml) at the 10
th

 day of incubation. The pretreated substrates 

produced more reducing sugars compared with control (unpretreated) substrates, 

increasing the rate by 78.72%. The optimal levels of some important factors; initial 

pH, the inoculums (yeast) concentration, and the incubation time of ethanol 

fermentation by Sacchromycetes cerevisiae were done by CCD experiment. The 

optimal values of the test variables were pH 5.04, the concentration of inoculums was 

1.97 % and incubation time 22.27 hr, and the predicted ethanol production (0.31 g/L) 

was observed when initial sugar was about 3 mg/ml. For ethanol production by 

separate saccharification and fermentation was 4.6 g/L of ethanol were produced from 

19.3 mg/ml of initial reducing sugar. Based on a theoretical yield of 0.51 g ethanol/g 

sugars, the ethanol yield from this experiment was calculated to be 0.24 g ethanol/g 

sugar or 47.06 % of the theoretical yield. 

 

Keywords: biological pretreatment, fungal hydrolysis, white-rot fungus, enzyme, bio-

ethanol 
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บทคัดย่อ 

วตัถุประสงคข์องงานวจิยัคร้ังน้ีคือ ศึกษาการประยกุตใ์ชเ้อนไซมจ์ากฟังไจเพื่อผลิตไบโอ   

เอทานอลจากวสัดุเหลือใชท้างเกษตร ซ่ึงรวมไปถึงการคดัเลือก white-rot fungus ท่ีสามารถผลิต

เอนไซมแ์ลคเคสซ่ึงใชใ้นกระบวนการ pretreatement การใชฟั้งไจเพื่อผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสและไซ

แลนเนสซ่ึงใชใ้นกระบวนการ hydrolysis และการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิต

เอนไซมด์งักล่าว รวมทั้งสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตน ้าตาลรีดิวซ์จากประบวนการ 

hydrolysis  

การคดัเลือกหาฟังไจท่ีมีคุณสมบติัในการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสโดยเบ้ืองตน้โดยใช ้ Poly-R 

dye และตรวจสอบค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ดยใช ้ 2,6-DMP เป็นสับสเตรตนั้น พบวา่ตวัอยา่ง 

WR710-1 สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสไดสู้งท่ีสุดจากทั้งหมด 31 ตวัอยา่ง และเม่ือบ่งชนิดดว้ยวธีิ

ทางชีวโมเลกุลจากล าดบัเบสในส่วน ITS ของ rRNA พบวา่คือ Trametes polyzona (GenBack 

accession number JN848329) ซ่ึงเส้นใยของฟังไจชนิดน้ีบนอาหารแขง็ PDA จะมีสีขาวลกัษณะ

เหมือนก ามะหยี ่หนาแน่น และฟู โดยจะใชเ้วลา 5 วนัในการเจริญเติบโตจนเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ 

(9 cm) เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC และเม่ือส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์จะพบเส้นใยท่ีมีขนาด   1.5-2.5 

µm รวมถึงพบ clamp connections 
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เม่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสโดยฟังไจ T. polyzona พบวา่เปลือกส้ม

เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีท่ีสุดเม่ือตรวจสอบจากวสัดุเหลือใชท้างเกษตรทั้งหมด 10 ชนิด โดยมีค่า

กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสเท่ากบั 0.69 U ต่อกรัมของน ้าหนกัแหง้ เม่ือบ่มไว ้ 12-14 วนั ซ่ึงเม่ือ

ตรวจสอบหาองคป์ระกอบหลกัในเปลือกส้มตวัอยา่งพบเซลลูโลสร้อยละ 16.5 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 

9.31 และลิกนินร้อยละ 8.99 จากนั้นเม่ือทดลองใส่ peptone ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือพบวา่มีค่า

กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสเท่ากบั 1.67 U ต่อกรัมของน ้าหนกัแหง้ สูงกวา่แหล่งไนโตรเจนอ่ืน

และสูงกวา่ตวัแปรควบคุม (ไม่มีแหล่งไนโตรเจน) อตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งแหล่งคาร์บอน

และไนโตรเจน (C/N ratio) เม่ือใชก้ารวเิคราะห์ทางสถิติแบบ central composite design (CCD) คือ  

15/2 %(w/v) ส่วนสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสอ่ืนๆ ในกระบวนการผลิต

แบบ solid state cultivation ไดแ้ก่ อตัราส่วนระหวา่งของแขง็และของเหลว (S/L ratio) คือ 1:4 ค่า

ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เท่ากบั 6.0 อุณหภูมิในการบ่มคือ 37oC และการเติม  CuSO4 ความเขม้ขน้ 

50 mM จะส่งผลใหก้ารผลิตเอนไซมแ์ลคเคสเพิ่มข้ึน 4.48 เท่า เม่ือเทียบกบัตวัแปรควบคุม 

จากนั้นผลิตเอนไซมแ์ลคเคสตามสภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวขา้งตน้ และน าเอนไซมไ์ปท าให้

บริสุทธ์ิ (purification) ผลท่ีไดพ้บวา่แลคเคสท่ีผลิตจาก T. polyzona เป็น monomeric protein และ

จากการตรวจสอบดว้ยวธีิ SDS-PAGE แลคเคสมีขนาดโมเลกุลเท่ากบั 71 kDa และท่ี N terminal 

ของสายโปรตีนมีล าดบักรดอมิโนคือ AVTPVADLQI SNAGISPDTF จากนั้นเม่ือตรวจสอบ

คุณลกัษณะต่างๆของเอนไซมแ์ลคเคสบริสุทธ์ิพบวา่ ค่า pH ท่ีเหมาะสมส าหรับสับเสรต ABTS คือ 

2.0 ส าหรับ L-DOPA, guaiacol และ catechol คือ 4.0 และส าหรับ 2,6-DMP คือ 5.0 โดยเม่ือ

ตรวจสอบความจ าเพาะ (substrate specificity) ของเอนไซมแ์ลคเคสกบั ABTS ท่ีความเขม้ขน้ 0.15 

mM พบวา่มีความจ าเพาะมากกวา่สับเสรตอ่ืนๆ โดยมีค่า Vmax เท่ากบั 1.84 mM min-1 และค่า kcat/Km 

เท่ากบั 3960 s-1 mM-1 ซ่ึงเอนไซมแ์ลคเคสบริสุทธ์ิมีความเสถียร (enzyme stability) อยูร่ะหวา่งค่า 

pH ท่ี 6.0 และ 8.0 และอุณหภูมิ 40 oC ซ่ึงค่าความเสถียรจะลดลงร้อยละ 50 เม่ือเติม NaCl ความ

เขม้ขน้ 20mM และลดลงร้อยละ 90 ดว้ยการเติม Fe2+ เขม้ขน้ 5 mM และจะไม่พบกิจกรรมของ

เอนไซมเ์หลืออยูเ่ลยเม่ือเติม NaN3 ความเขม้ขน้ 0.1 mM ลงไปในสารละลายเอนไซมต์วัอยา่ง 

ซ่ึงคุณสมบติัหน่ึงของเอนไซมแ์ลคแคสคือเป็น biocatalyst ในการยอ่ยสลายสารพิษ 

bisphenol A โดยผลการทดลองพบวา่ bisphenol A สามารถยอ่ยสลายไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน
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ระยะเวลา 3 ชัว่โมงเม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ HPLC โดยเอนไซมแ์ลคเคสท่ีท างานร่วมกบั redox 

mediator คือ 1-hydroxybenzotriazole (HBT) และเม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ GC-MS พบวา่ผลผลิตท่ีได้

จากการยอ่ย bisphenol A คือ 4-isopropenylphenol นอกจากน้ีเอนไซมแ์ลคเคสยงัสามารถยอ่ยสี

สังเคราะห์ (synthetic dyes) ได ้ โดยทดสอบในสีสังเคราะห์ 6 ชนิดคือ Bromophenol Blue, 

Remazol Brilliant Blue R, Methyl Orange, Relative Black 5, Congo Red, และ Acridine Orange 

ผลการทดลองพบวา่ประสิทธิภาพของการยอ่ยเพิ่มสูงข้ึนเม่ือเอนไซมแ์ลคเคสท างานร่วมกบั redox 

mediator การศึกษาคร้ังน้ีเป็นคร้ังแรกท่ีช้ีใหเ้ห็นวา่เอนไซมแ์ลคเคสท่ีผลิตไดจ้าก T. Polyzona มี

ประสิทธิภาพในการยอ่ยสารพิษในธรรมชาติได ้

กระบวนการ pretreatment ของวสัดุเหลือใชท้างเกษตร 3 ชนิด (กากชานออ้ย เปลือกกาแฟ 

และแกลบ) ท่ีผสมรวมกนัเพื่อใชเ้ป็นสับสเตรตเพื่อผลิตไบโอเอทานอล โดยในการวจิยัคร้ังน้ีได้

ศึกษาถึงวธีิ pretreatment ดว้ยวธีิชีวภาพ (biological pretreatment) ดว้ย T. polyzona WR710-1 และ

การใชส้ารเคมี (chemical pretreatment) แลว้สังเกตการเปล่ียนแปลงของลกัษณะพื้นผวิ (surface 

morphology) สับสเตรตท่ีเกิดข้ึนเม่ือผา่นกระบวนการ pretreatment ดว้ยกลอ้งจุลทรรศอิเล็คตรอน 

พบวา่ท่ีผวินอกของสับสเตรตทั้ง 3 ชนิดมีความหนาลดลง พบรูบนพื้นผิว และเส้นใย (fibre) จบักนั

อยา่งหลวมข้ึน และเม่ือตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมี (chemical composition) ของสับสเตรต 

พบวา่ปริมาณลิกนิน ลดลงเหลือเพียงร้อยละ 8.73 เม่ือ pretreatment ดว้ย NaOH เขม้ขน้ 2% ตาม

ดว้ยเอนไซมจ์ากฟังไจมีปริมาณลิกนินร้อยละ 23.13 ในขณะท่ี pretreatment ดว้ย H2SO4 เขม้ขน้ 2% 

ไม่ท าใหป้ริมาณลิกนินลดลงเม่ือเปรียบเทียบทางสถิติ เม่ือลิกนินถูกก าจดัก็ท  าใหป้ริมาณเซลลูโลส

โดยรวมเพิ่มข้ึน โดยคิดเป็นร้อยละ 59.65 เม่ือใชย้อ่ยดว้ยด่างอ่อน มีปริมาณร้อยละ 43.89 เม่ือยอ่ย

ดว้ยกรด ส่วนการใชว้ธีิทางชีวภาพพบเซลลูโลสเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอ้ย คือมีปริมาณร้อยล่ะ 38.87 

ของปริมาณองคป์ระกอบโดยรวม ซ่ึงถึงแมป้ริมาณเซลลูโลสในสับสเตรตท่ีผา่นกระบวนการ 

pretreatment แบบชีวภาพจะมีปริมาณนอ้ย แต่ท่ีพื้นผวิของสับสเตรตพบรูพรุนขนาดเล็ก (micro-

pores) จ  านวนมาก ซ่ึงส่งผลดีต่อกระบวนการ hydrolysis เห็นไดจ้ากเม่ือใชฟั้งไจ Thermoascus 

aurantiacus ในกระบวนการน้ีเพื่อเปล่ียนสับสเตรตจ าพวก lignocellulose เป็นน ้าตาล พบวา่ปริมาณ

น ้าตาลรวม (total soluble sugar) เพิ่มข้ึนถึงร้อยละ 85 เม่ือเทียบกบัสับสเตรตท่ีไม่ผา่นกระบวนการ 

pretreatment  
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สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลู-เลสและไซแลนเนสโดยใชฟั้งไจ Thermoascus 

aurantiacus SL16W เพื่อใชใ้นกระบวนการ hydrolysis ผลการศึกษาพบวา่เส้นใยของฟังไจเจริญ

เตม็จานเล้ียงเช้ือในวนัท่ี 4 ของการบ่ม และฟังไจผลิตสปอร์ในวนัท่ี 7 ของการบ่มท่ีอุณหภูมิ 45oC 

และเม่ือทดสอบการผลิตเอนไซมท์ั้งสองชนิดโดยใชว้สัดุเหลือใชท้างเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน ผล

ท่ีไดพ้บวา่เปลือกกาแฟเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีเช้ือสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสและไซแลนเนส สูง

ท่ีสุด คือ 8.72 U/mg และ 86.6 U/mg ตามล าดบั จากนั้นเม่ือผสมวสัดุเหลือใชท้างการเกษตร 3 ชนิด 

(ท่ีมีค่ากิจกรรมของเอนไซมท์ั้งสองชนิดสูง 3 เป็นอนัดบัแรก) ไดแ้ก่ เปลือกกาแฟ กากชานออ้ยและ

แกลบ ดว้ยวธีิทางสถิติ เลือกแบบการทดลอง mixture design พบวา่อตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 

แกลบ / เปลือกกาแฟ / กากชานออ้ย เท่ากบั 37: 6: 57 % (w/w) จะท าใหเ้ช้ือสามารถผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสและไซแลนเนสไดเ้พิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบัสับสเตรตเพียงชนิดเดียว ส่วนแหล่งไนโตรเจนท่ี

เหมาะสมส าหรับการทดลองน้ีคือ peptone ท าใหค้่ากิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสเท่ากบั 13.08 

U/gds และไซแลนเนสเท่ากบั 253.92 U/gds และจากการวเิคราะห์ทางสถิติตามการทดลองแบบ 

CCD พบวา่ปริมาณของธาตุอาหารในสารละลายแร่ธาตุ (mineral solution) ท่ีเหมาะสมคือ peptone 

ปริมาณ 0.89 %(w/v) KH2PO4 0.46 %(w/v) MgSO4.7H2O 0.09 %(w/v) และ CaCl2.2H2O เท่ากบั 

0.07 %(w/v) ซ่ึงสารละลายธาตุอาหารท่ีปรับปรุงสูตรแลว้น้ีส่งผลใหค้่ากิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลู

เลสและไซแลนเนสเพิ่มข้ึน 58.03 และ 57.86 % ตามล าดบัเม่ือเทียบสารละลายแร่ธาตุชนิดเดิม 

นอกเหนือจากน้ีสภาวะท่ีเหมาะสมอ่ืนๆ ท่ีส่งผลฟังไจสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสและไซแลนเน

สไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ คือท่ี S/L ratio เท่ากบั 1:4 ค่า pH เท่ากบั 6.0-8.0 อุณหภูมิในการบ่มเท่ากบั 

45oC และระยะเวลาในการบ่มเท่ากบั 10-12 วนั  โดยเอนไซมเ์ซลลูเลส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์

เพิ่มข้ึนเป็น 112.3 U/gds และ ไซแลนเนสเพิ่มเป็น 989.2 U/gds ซ่ึงเอนไซมเ์ซลลูเลสมีค่ากิจกรรม

ของเอนไซมเ์สถียรท่ีช่วง pH 6.0-8.0 และอุณหภูมิ 30-50oC ส่วนเอนไซมไ์ซแลนเนสมีค่ากิจกรรม

ของเอนไซมเ์สถียรท่ีช่วง pH ท่ีกวา้งกวา่คือ 4.0-8.0 และอุณหภูมิ 30-65oC ในระยะเวลาบ่ม 1 

ชัว่โมง 

หลงัจากท่ีสับสเตรตผา่นกระบวนการ pretreatment ดว้ยวิธีทางชีวภาพดงักล่าวแลว้ ขั้นตอน

ต่อไปคือกระบวนการ hydrolysis เพื่อเปล่ียนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสใหเ้ป็นน ้าตาล ซ่ึงเม่ือวดั

ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีผลิตไดจ้ากฟังไจ T. aurantiacus เท่ากบั 0.15 mg/ml ในวนัท่ี 10 ของการบ่ม 
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เพิ่มข้ึนสูงกวา่ชุดตวัแปรควบคุม (ไม่ผา่นกระบวนการ pretreatment) ถึง 78.72 % หลงัจากนั้นน า

สารละลายน ้าตาลไปท าใหเ้ขม้ขน้ถึงประมาณ 3 mg/ml และน าไปหาระดบัปัจจยัท่ีเหมาะสมส าหรับ

การผลิตเอทานอลโดยใชย้สี Sacchromycetes cerevisiae ในการหมกั ซ่ึงจากการวิเคราะห์ทางสถิติ

ตามการทดลองแบบ CCD พบวา่ระดบัปัจจยัท่ีเหมาะสมคือท่ี pH เท่ากบั 5.04 ความเขม้ขน้ของเช้ือ

ตั้งตน้ (inoculums) เท่ากบั  1.97%  และ ระยะเวลาบ่มเท่ากบั 22.27 ชัว่โมง ท าใหผ้ลิตเอทานอลได้

เท่ากบั 0.31 g/L  และเม่ือน าสารละลายน ้าตาลไปท าใหเ้ขม้ขน้ถึงประมาณ 20 mg/ml ปริมาณเอทา-

นอลท่ีวดัไดเ้ท่ากบั 4.6 g/L ในเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดคิ้ดเป็น 0.24 g 

ethanol/g sugar หรือคิดเป็น 47.06 % ของปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดต้ามทฤษฎี (Theoretical yield) 

 

ค าส าคัญ: กระบวนการ pretreatment ดว้ยวธีิชีวภาพ การใชฟั้งไจ hydrolysis white-rot fungi 

เอนไซม ์ ไบโอเอทานอล 
 


