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 ศกึษาการนําวสัดเุหลอืใช้ทางการเกษตร คือ ชานอ้อย ซงัข้าวโพด ลาํไยอบแห้ง และฟางข้าว            

ซึง่ประกอบด้วยเซลลโูลส  73.99, 81.74, 78.36 และ 83.61 %โดยนํา้หนกัแห้ง ตามลาํดบั   ไปใช้เป็นสารตัง้ต้น

ของการผลติเอทานอล โดยวิธีการปรับสภาพด้วยกรดพบวา่ความเข้มข้นของกรด (0-1.5 %โดยนํา้หนกั/ปริมาตร) 

อณุหภมูิ (121, 140, 160 องศาเซลเซยีส) เวลา (15, 60 นาที) ท่ีเพ่ิมขึน้และการใช้ความดนัร่วมด้วยมีผลทําให้

ปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์ท่ีได้เพ่ิมขึน้ แตก่ารใช้ความเข้มข้นของกรดสงูพบวา่ทําให้เกิดเฟอร์ฟรัูล ไฮดรอกซเีมทิล

เฟอร์ฟรัูล และกรดอะซีติก ซึง่มีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของยีสต์ในขัน้ตอนการหมกัเจือปนออกมาในปริมาณท่ี       

สงูด้วย ผลการปรับสภาพด้วยกรดซลัฟริูกเข้มข้น 0.75 %โดยนํา้หนกั/ปริมาตร ท่ี 121 องศาเซลเซยีส ในหม้อนึง่

ความดนัไอนํา้ 15 ปอนด์/ตารางนิว้ 60 นาที ลาํไยอบแห้งให้ปริมาณกลโูคสสงูสดุ คือ 159.38 มิลลกิรัม/กรัม 

รองลงมาคือ ชานอ้อย ซงัข้าวโพด ฟางข้าว คือ 133.56, 75.29 และ 8.41 มิลลกิรัม/กรัม ตามลาํดบั และ          

ซงัข้าวโพดให้ปริมาณไซโลสสงูสดุคือ 184.06 มิลลกิรัม/กรัม รองลงมาคือ ชานอ้อย ฟางข้าว ลาํไยอบแห้ง คือ 

110.46, 77.90 และ 3.50 มิลลกิรัม/กรัม ตามลาํดบั พบเฟอร์ฟรัูลในซงัข้าวโพดมากท่ีสดุคือ 0.121 กรัม/ลติร 

รองลงมาคือ ชานอ้อย ลาํไยอบแห้ง ฟางข้าว คือ 0.107, 0.088 และ 0.072 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั                

พบไฮดรอกซีเมทธิลเฟอร์ฟรัูลในชานอ้อยมากท่ีสดุคือ 1.522 กรัม/ลติร รองลงมาคือ ลาํไยอบแห้ง ซงัข้าวโพด 

ฟางข้าว คือ 1.157, 0.812 และ 0.107 กรัม/ลติร ตามลาํดบั พบกรดอะซตีิกในซงัข้าวโพดมากท่ีสดุคือ        

2.288 กรัม/ลติร รองลงมาคือ  ชานอ้อย ฟางข้าว ลาํไยอบแห้งคือ 1.823, 0.803 และ 0.286 กรัม/ลติร 

ตามลาํดบั และเมื่อนํามายอ่ยตอ่ด้วยเซลลเูลสทางการค้ายี่ห้อ CytoCL ผสมกบัยี่ห้อ GC 220 จํานวน 81 

หนว่ยเอนไซม์เอนโดกลคูาเนส (อตัราสว่นเอนโดกลคูาเนส:บีต้ากลโูคซิเดส=3:1) ท่ี 50 องศาเซลเซียส คา่กรด-

เบส 4.5 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ซงัข้าวโพด และลาํไยอบแห้ง จะให้กลโูคสสงูสดุ คือ 13.39 และ 13.36 กรัม/ลติร 

รองลงมาคือ ชานอ้อย 11.68 กรัม/ลติร และฟางข้าว 10.71 กรัม/ลติร สารละลายนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีได้นีเ้มื่อ       

เติมแอมโมเนียมซลัเฟต 0.4 %โดยนํา้หนกั/ปริมาตร และกลโูคส 10 กรัม/ลติร ปรับคา่กรด-เบสเป็น 4.5 แล้วหมกั

โดย Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ในสภาวะไมใ่ช้ออกซเิจน ท่ีอณุหภมูิห้อง 72 ชัว่โมง พบวา่  

ลาํไยอบแห้งให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุ คือ 24.43 %โดยนํา้หนกั รองลงมาคือ ซงัข้าวโพด ชานอ้อย และฟางข้าว   

ผลติเอทานอลได้ 20.78, 20.76 และ 16.58 %โดยนํา้หนกั ตามลาํดบั ศกัยภาพของวสัดเุหลอืใช้ทางการ    

เกษตรท่ีทดสอบซึง่ผา่นการปรับสภาพด้วยกรดสาํหรับเป็นสารตัง้ต้นในการหมกัเอทานอลโดย S. cerevisiae           

เรียงตามลาํดบัดงันี ้ ลาํไยอบแห้ง > ซงัข้าวโพด = ชานอ้อย > ฟางข้าว 
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 Agricultural wastes namely; corn cob, bagasse, dried longan and rice straw comprise of 73.99, 

81.74, 78.36 and 83.61 %(w/w) cellulose, respectively was employed as starting material through an acid 

pretreatment for ethanol production. Even though the use of high sulfuric acid concentration (0-1.5 %,w/v), 

temperature (120, 140 and 160°C), time (15 and 60 min) and a combination with high pressure gave high 

yield of reducing sugars, but higher concentration of fermentation inhibitors e.g. furfural, 

hydroxymethylfurfural, acetic acid were also produced. Pretreatment by using 0.75 %(w/v) sulfuric acid  and 

autoclaved at 121°C, 15 lbs/inc2 for 60 min. gave rise of maximum glucose at 159.38 mg/g when using dried 

longan as starting material followed by bagasse, corn cob, and rice straw at 133.56, 75.29 and 8.41 mg/g, 

respectively. In term of xylose, a maximum yield of 184.06 mg/g was obtained from corn cob while those by 

bagasse, rice straw and dried longan gave yield at 110.46, 77.90, 3.50 mg/g, respectively. Corn cob 

produced the highest level of furfural at 0.121 g/l followed by bagasse, dried longan and rice straw at 0.107, 

0.088 and 0.072 g/l, respectively. Hydroxymethylfurfural was found maximum from bagasse at 1.522 g/l 

followed by dried longan, corn cob and rice straw at 1.157, 0.812 and 0.107 g/l, respectively. The highest 

acetic acid concentration at 2.288 g/l was produced from corn cob followed from bagasse, rice straw and 

dried longan at 1.823, 0.83 and 0.286 g/l, respectively. Enzymatic hydrolysis of acid pretreated agricultural 

wastes by the cellulase mixture; CytoCL and  GC 220 at 81 (endoglucanase) units, endoglucanase:             

β-glucosidase activity at 3:1, 50°C, pH 4.5 for 48 hrs. gave maximum glucose yield from corn cob at 13.39 

g/l and dried longan 13.36 g/l, followed by bagasse 11.68 g/l and rice straw 10.71 g/l. Fermentation of the 

reducing sugar from agricultural waste hydrolysate after the addition of 0.4 %(w/v) ammonium sulfate, 10 g/l 

glucose and pH adjusted to 4.5 by Sacchoromyces cerevisiae TISTR 5596 in static culture, room 

temperature for 72 hrs. produced maximum amount of ethanol at 24.43 %(w/w) from dried longan followed 

by corn cob (20.78%,w/w), bagasse (20.76%,w/w) and rice straw (16.58%,w/w), respectively. Based on the 

above results we proposed that the potential ranking of acid pretreated agricultural wastes tested for using 

as starting materials for ethanol fermentation by Sacchoromyces cerevisiae was dried longan > corn cob     

= bagasse > rice straw. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1  ความสําคัญและที่มาของงานวิจัย 
 
 ประเทศไทยมแีหลงทรัพยากรธรรมชาติดานพลังงานอยูนอย ไมเพียงพอตอความตองการ
ใชภายในประเทศ จึงจําเปนตองพึง่พาการนําเขาพลงังานโดยเฉพาะน้ํามันดิบจากตางประเทศทุก
ปทําใหตองสญูเสียเงนิตราตางประเทศจาํนวนมาก ขณะเดียวกนัประเทศไทยยงัไดรับผลกระทบ
จากความผนัผวนของราคาน้ํามนัดิบในตลาดโลกทีม่ีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น และปญหาของแหลง
พลังงานสํารองจากธรรมชาติที่กําลังจะหมดไป ดังนั้นรัฐบาลไดใหความสําคัญในการวิจัยและ
พัฒนาการใชพลังงานทดแทน โดยเฉพาะอยางยิง่พลงังานจากชีวมวล (biomass) เชน เอทานอล 
ไบโอดีเซล เปนตน  ซึง่เอทานอลเปนผลผลิตที่ไดจากผลผลิตทางการเกษตร สามารถนํามาทดแทน
สาร MTBE (methyl tertiary butyl ether) ในน้ํามนัเบนซิน 95 เรียกน้ํามนัแกสโซฮอล (gasohol)  
ในปจจุบันถาตองการผลิตเอทานอล 1 ลิตร จะตองใชขาวโพดประมาณ 2.5 กิโลกรัม ตนออย
ประมาณ 11 กิโลกรัม  ขาวประมาณ 2.5  กิโลกรัม หรือหัวมนัสําปะหลังสดประมาณ 5-6 กิโลกรมั  
(คณะกรรมมาธิการพลงังานสภาผูแทนราษฎร, 2545) 
 
 เอทานอล (ethanol) หรือเอทิลแอลกอฮอล (ethyl Alcohol) มีสูตรทางเคม ีคือ C2H5OH 
นอกจากสามารถผลิตไดจากพืช เชน ออย ขาวโพด มนัสําปะหลงั แลวยงัสามารถผลิตไดจาก          
วัสดุเหลือใชทางการเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) เชน ฟางขาว ชานออย       
ซังขาวโพด กระบวนการยอยสลายลกิโนเซลลูโลสใหไดน้ําตาลโมเลกลุเดี่ยวนยิมใช 2 วิธ ี คือวธิี
ทางเคมีโดยการใชสารเคม ี (chemical hydrolysis) และวิธีทางชวีเคมีโดยการใชเอนไซม 
(enzymatic hydrolysis)  วิธีการใชสารเคมีกอใหเกดิปญหาดานสิ่งแวดลอม และการปนเปอนของ
สารซึ่งมีฤทธิย์บัยั้งการเจริญของจุลินทรียในขั้นตอนการหมักเอทานอล เชน เฟอรฟูรัล (furfural) 
และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล (hydroxymethylfurfural) ในวธิีการใชเอนไซมลิกโนเซลลูโลสจะถูก
นํามาผานการปรับสภาพ(pretreatment) เพื่อกําจัดลกินนิ (lignin) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)   
และลดบริเวณโครงสรางทีม่ีการจัดเรียงตัวโมเลกุลเซลลูโลสอยางเปนระเบียบสงู (cellulose 
crystalline) เพื่อใหเอนไซมยอยสลายไดดีข้ึน (McMillan, 1994) หลังจากนั้นจงึยอยสลายดวย
เอนไซมเพื่อปลดปลอยน้ําตาลออกแลวจงึหมักใหไดเปนเอทานอลตอไป แตวิธีการใชเอนไซม
เนื่องจากเอนไซมมีราคาแพงจึงทาํใหตนทนุการผลิตสงู 
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 องคประกอบหลักของลกิโนเซลลูโลส คือ เซลลูโลส เฮมเิซลลูโลส และลิกนนิ โดยเซลลูโลส
เปนสวนประกอบที่มีมากที่สุดเมื่อนํามายอยสลายดวยกรด ดาง หรือ เอนไซมจะไดน้าํตาลกลูโคส 
สวนเฮมิเซลลูโลสเมื่อนํามายอยสลายจะไดน้ําตาลไซโลส และอะราบิโนสเปนสวนใหญ   
 
1.2  วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

 1.2.1 เพื่อเปรียบเทยีบศักยภาพของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรบางชนิด ในการ 
  นําไปใชเปนสารตั้งตนเพื่อการผลิต เอทานอล  
 1.2.2  การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดย Saccharomyces  
  cerevisiae TISTR 5596 

 
1.3  ขอบเขตงานวิจยั 
 

1.3.1 วิเคราะหองคประกอบของวสัดุเหลือใชทางการเกษตร  
1.3.2 ศึกษาวธิีการปรับสภาพดวยกรดที่เหมาะสมในการเตรียมวัสดุเหลือใชทาง
 การเกษตรสําหรับการยอยดวยเซลลูเลส 
1.3.3 ศึกษาสมบัติบางประการของเซลลูเลสทางการคา 
1.3.4 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร (ผลจากขอ 1.3.3) 
 ดวยเซลลูเลส 
1.3.5 ศกึษาภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจาก enzymatic hydrolysate            
 (ผลจากขอ 1.3.4) โดยใช S. cerevisiae TISTR 5596 

 
1.4  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 สามารถประเมินศักยภาพของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรบางชนิดทีม่ีอยูในประเทศไทย
เพื่อการนําไปใชเปนวัตถุดิบต้ังตนของการผลิตเอทานอล และไดภาวะที่เหมาะสมในการปรับ
สภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตร การยอยสลายดวยเซลลูเลส การหมักดวยยีสต เปนการเพิม่
มูลคาใหแกวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

2.1  เอทานอล (ethanol) 
 
 เอทานอล หรือที่รูจักกันดคีือ เอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) มีสูตรโมเลกลุ คือ 
C2H5OH จุดเดือดประมาณ 78 องศาเซลเซียส เปนของเหลวใสไมมสีี ติดไฟงาย ใหเปลวไฟสนี้าํ
เงินไมมีควัน สามารถผลิตไดจากผลผลิตทางการเกษตร และวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ซึ่งแบง
ออกเปน 3 ประเภทใหญๆ (คณะกรรมมาธิการพลงังานสภาผูแทนราษฎร, 2545) ดังนี ้

1) วัตถุดิบประเภทแปง ไดแก ผลผลิตทางการเกษตรพวกธัญพืช เชน ขาวเจา ขาวสาล ี
ขาวโพด ขาวบารเลย ขาวฟาง และพืชหัว เชน มันสาํปะหลัง มันฝร่ัง มนัเทศ เปนตน 

2) วัตถุดิบประเภทน้าํตาล ไดแก ออย กากน้าํตาล บทีรูต ขาวฟางหวาน เปนตน 
3) วัตถุดิบประเภทเสนใย สวนใหญเปนผลพลอยไดจากผลผลิตทางการเกษตร เชน ฟางขาว   

ชานออย ซงัขาวโพด รวมทัง้ของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เชนโรงงานกระดาษ เปนตน 
 
ตารางที่  2.1   คุณสมบัตขิองเชื้อเพลิงเอทานอล (U.S. department of energy, 2002) 
Property Comment 
Vapor density 
 

Ethanol vapor, like gasoline vapor, is denser than air and tends to settle  
in low areas. However, ethanol vapor disperses rapidly. 

Solubility In Water 
 

Fuel ethanol will mix with water, but at high enough concentrations of  
water, the ethanol will separate from the water. 

Energy Content 
 

For identical volumes, ethanol contains less energy than gasoline. On an  
energy basis, 1.0 gallon of E85 is equivalent to 0.72 gallons of gasoline. 

Flame visibility 
 

A fuel ethanol flame is less bright than a gasoline flame but is easily  
visible in daylight. 

Specific gravity Pure ethanol and ethanol blends are heavier than gasoline. 
Conductivity 
 

Ethanol and ethanol blends conduct electricity. Gasoline, by contrast, is an 
electrical insulator. 

Stoichiometric 
Fuel-to-air ratio 

E85 needs more fuel per pound of air than gasoline; therefore, E85 cannot 
be used in a conventional vehicle. 
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Property Comment 
Toxicity 
 

Ethanol is less toxic than gasoline or methanol. Carcinogenic compounds 
are not present in pure ethanol; however, because gasoline is used in the 
blend, E 85 is considered to be potentially carcinogenic. 

Flammability At low temperature (32°F), E85 vapor is more flammable than gasoline 
vapor. However at normal temperatures, E85 vapor is less flammable than 
gasoline, because of the higher auto ignition temperature of E85. 

 
ขอดีของการใชเอทานอลจากวัสดุเกษตรเปนพลงังานทดแทน (คณะกรรมมาธิการพลังงาน

สภาผูแทนราษฎร, 2545) 
 

1. เกษตรกรมีแหลงหรือทางเลอืกในการขายวัตถุดบิเพิม่ข้ึน 
2. เกษตรกรสามารถสรางโรงงานผลิตในแหลงวัตถุดิบกระจายออกไปทั่วประเทศ 
3. สามารถผลิตใชเองโดยไมมวีนัหมด 
4. สรางงานใหเกษตรกรเพิ่มข้ึน ลดปญหาการวางงาน และกระจายแหลงงานสูชนบท 
5. ชวยประหยัดเงินตราตางประเทศ 
6. ชวยใหประเทศชาติมีแหลงพลังงานเพิม่ข้ึน 
7. เพิ่มอํานาจตอรองใหกับเกษตรกร 
8. ยกระดับราคาพืชไรและสรางเสถียรภาพดานราคา 
9. ลดมลพิษในอากาศจากสารเพิ่มคาออกเทน MTBE โดยใชเอทานอลผสมแทน 
10. ตัดคาขนสงและคาประกนัทั้งในการสงออกผลผลิตจากพืชไรไปยังตลาดตางประเทศ และ

การนาํเขาน้ํามันเชื้อเพลิง 
11. ดานเศรษฐกจิ ทาํใหมีเงนิทนุหมนุเวียนเพิม่ข้ึน 
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ตารางที่  2.2   เปรียบเทยีบคุณสมบัติเชื้อเพลิงชนิดตางๆ (U.S. department of energy, 2002) 
Property Methanol Ethanol Gasoline 

(87 octane) 
E85 

Chemical Formula CH3OH C2H5OH C4 to C12 chains * 
Main constituents  
(% by weight)) 

38 C, 12 H,  
50 O 

52 C, 13 H,  
35 O 

85-88 C, 
12-15 H 

57 C, 13 H,     
30 O 

Octane (R+M)/2 100 98-100 86-94 96 
Lower heating value 
(Btu/lb) 

8,570 11,500 18,000-19,000 12,500 

Gallon equivalent 1.8 1.5 1 1.4 
Miles per gallon compared 
to gasoline 

55%     70% - 72% 

Relative tank size to yield 
(driving range equivalent 
to gasoline) 

Tank is 1.8 
times larger 

Tank is 1.5 
times larger 

1 Tank is 1.4 
times larger 

Reid vapor pressure (psi) 4.6 2.3 8-15 6-12 
Ignition point  
Fuel in air (%)  
Temperature (approx.)(°F) 

 
7-36 
800 

 
3-19 
850 

 
1-8 
495 

 
* 
* 

Specific gravity (60/65°F) 0.796 0.794 0.72-0.78 0.78 
Cold whether starting  Poor Poor Good Good 
Vehicle power 4% power 

increase 
5% power 
increase 

Standard 3%-5% power 
increase 

Stoichiometric air/fuel ratio 
(by weight)  

6.45 9 14.7 10 
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 จากความรวมมือของหลายฝายในการพฒันาเทคโลโนยีการผลิต การผลิตเอทานอลใน
โรงงานขนาดทดลองไดเร่ิมดําเนนิการมาตั้งแตป ค.ศ. 1994 จนกระทั่งปจจุบันไดมีการผลิต        
เอทานอลในเชิงพาณิชยดังแสดงในตารางที ่2.3 และ 2.4 
 
ตารางที่  2.3 โรงงานผลิตไบโอเอทานอลในเชิงพาณิชย (National Renewable Energy  
           Laboratory, 2000) 

 
 
ตารางที่ 2.4  โรงงานผลิตและจําหนายเอทานอลในประเทศไทยที่ยงัอยูในระหวางกอสราง 
  โรงงาน (คณะกรรมมาธิการพลังงานสภาผูแทนราษฎร, 2545) 

ช่ือผูประกอบการ สถานที่ตั้ง กําลังการผลิต 
(ลิตร/วัน) 

วัตถุดิบ 

บริษัท พรวิไล อินเตอรเนชั่นแนล กรุป เทรดดิ้ง จํากัด พระนครศรีอยุธยา 25,000 กากน้ําตาล 
มันสําปะหลัง 

บริษัทไทยอะโกร เอนเนอรยี จํากัด นครสวรรค 150,000 กากน้ําตาล 
บริษัทอินเตอรเนชั่นแนล แกสโซฮอล คอรปอเรชั่น จํากัด ระยอง 500,000 มันสําปะหลัง 
บริษัท แสงโสม จํากัด นครปฐม 100,000 กากน้ําตาล 
บริษัท ไทยงวนเอทานอล จํากัด ชัยภูมิ 130,000 มันสําปะหลัง 
บริษัท น้ําตาลขอนแกน จํากัด ขอนแกน 85,000 กากน้ําตาล 

มันสําปะหลัง 
บริษัท อัลฟา เอเนอรจี จํากัด นครสวรรค 212,000 มันสําปะหลัง 
บริษัท ไทย เนชั่นแนล พาวเวอร จํากัด ระยอง 300,000 มันสําปะหลัง 
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2.2  วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulosic material) 
  
 ลิกโนเซลลโูลสเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลพืช ประกอบดวย เซลลูโลส (cellulose)    
เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนนิ (lignin) ดังรูปที่ 2.1 
 

 
 
   รูปที่ 2.1  สวนประกอบของผนังเซลลพืช 
   ที่มา:  Murphy และ McCarthy (2005) 
 
2.2.1  เซลลูโลส (∼40-50%) 
 
 พบมากที่สุดในพืช และเปนไบโอโพลิเมอร (biopolymer) ของกลูโคสซึ่งแตละโมเลกุลจับ
กันดวยพนัธะบีตาไกลโคสิดิก (β-glycosidic bond) เปนสายยาวและมีโครงสรางแข็งแรง ทนตอ
สารเคมีที่เขาไปทําปฏิกิริยาเนื่องจากมพีันธะไฮโดรเจนจาํนวนมากในสายของเซลลโูลสซึ่งเชื่อมตอ
ระหวางหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group, -OH) ที่คารบอนตําแหนงที่ 3 กับออกซิเจนที่อยูใน      
วงแหวนของโมเลกุลถัดไป ดังรูปที ่ 2.2 พันธะไฮโดรเจนระหวางเซลลูโลสทําใหโพลิเมอรมีความ
ทนทานมากขึน้ แตมีความยดืหยุนลดลงจงึเกิดการแตกหักบริเวณที่เชือ่มดวยพนัธะไกลโคซิดิก 
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รูปที่ 2.2  สายโซตรงของกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพนัธะบีตาไกลโคสิดิกประกอบเปนเซลลูโลส 
ที่มา:  U.S. Department of energy (2004) 
 
 โครงสรางของเซลลูโลสบริเวณที่มีการจัดเรียงตัวของโมเลกุลเซลลูโลสอยางเปนระเบียบ
สูงเรียกบริเวณนี้วา คริสตัลไลน (crystalline)  สวนบริเวณที่มกีารจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบยีบ 
หรือเปนระเบยีบนอยกวาเรยีกบริเวณนี้วา อะมอฟส (amorphous) โดยแตละบริเวณจะแสดง
คุณสมบัติการยอมรับตอการเขาทาํปฏิกริิยาของเอนไซมตางกนั โดยที่บริเวณอะมอฟสยอมให
เอนไซมเขาทําปฏิกิริยาการยอยสลายงายกวาบริเวณคริสตัลไลน ดังนัน้การยอยสลายจะเกิดขึ้นที่
บริเวณอะมอฟสไดเร็วกวาบริเวณคริสตัลไลน (McMillan, 1994) 
 
 เซลลูโลสไมละลายน้ํา สารอินทรียใดๆ และในสารละลายกรดหรือดางออน แตสามารถ
ละลายไดดีในสารละลายกรดหรือดางแก ดังนั้นสามารถแบงชนิดเซลลูโลสตามลักษณะการ
ละลายในกรดหรือดางไดเปน 3 ชนิด (TAPPI, 2000-2001 อางถึงใน พรรณวิไล กิ่งสุวรรณรัตน, 
2545) 
 1) แอลฟา-เซลลูโลส (α-cellulose) เปนเซลลูโลสที่ไมละลายในสารละลาย 
  โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % ที่อุณหภูมิหอง 
 2) บีตา-เซลลูโลส (β-cellulose) เปนเซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลาย         
  โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % ที่อุณหภูมิหอง แตสามารถตกตะกอนไดงาย
  ในสารละลายที่มีสภาพเปนกรด 
 3) แกมมา-เซลลูโลส (γ-cellulose) เปนเซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลาย 
  โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % ที่อุณหภูมิหอง และละลายไดในสารละลาย
  กรดแตสามารถตกตะกอนไดโดยใชแอลกอฮอล 
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2.2.2  เฮมิเซลลูโลส (∼25-35%) 
 
 ประกอบดวยสายโพลิเมอรของน้ําตาลที่เปนทัง้สายโซตรงและสายกิ่ง ซึ่งมทีั้งชนิดน้ําตาล  
เพนโตส (pentose, C5) ไดแก ไซโลส (xylose) และอะราบิโนส (arabinose) และน้ําตาลเฮกโซส 
(hexose, C6) ไดแก กาแลคโตส (galactose) กลูโคส (glucose)  แมนโนส (mannose) และกรด       
ยูโรนิค (uronic acid) เมื่อผานการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสจากไมเนื้อแข็ง (hardwoods) จะ
ปลดปลอยไซโลสเปนจํานวนมาก สวนเฮมิเซลลูโลสจากไมเนื้อออน (softwoods) จะปลดปลอย
น้ําตาลเฮกโซส 
 
 ขอแตกตางระหวางเฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส คือ เฮมิเซลลโูลสสามารถถกูยอย        
ดวยสารละลายกรดเจือจาง และสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % นอกจากนี้สาย  
โพลิเมอรของเฮมิเซลลูโลสมลัีกษณะเปนกิง่กานสาขามากกวา และมคีวามยาวของสายโพลิเมอร
ส้ันกวา (TAPPI, 2000-2001 อางถึงใน พรรณวิไล กิ่งสวุรรณรัตน, 2545) 
 
2.2.3  ลิกนนิ (∼15-20%) 
 
 เปนไบโอโพลิเมอรที่มสีารประกอบฟโนลิก (phenolic components) โดยมหีนวย           
ฟนิลโพรเพน (phenylpropane unit) เปนจํานวนมาก ดงัรูปที ่2.3  ซึง่ทําใหพืชมีโครงสรางแข็งแรง 
ลิกนนิไมละลายน้าํ แตสามารถละลายไดในตัวทาํละลายอินทรียบางชนิด เชน เอทานอล หรือ      
เมทานอลที่รอน และสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด 
  
 สัดสวนปริมาณของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนนิทีพ่บในพืช ดังแสดงในรูปที่ 2.4  
และสัดสวนปริมาณของน้าํตาลเพนโตส และเฮกโซส ทีพ่บในพืชไมเนื้อแข็ง ไมเนื้อออน และ     
วัสดุเหลือใชทางการเกษตร ดังแสดงในตารางที ่2.5 
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 รูปที่ 2.3  โครงสรางลกินนิแสดง 3 หนวยยอยของฟนิลโพรเพน และพนัธะ 3 ชนิด 
 ที่มา:  Deacon (1997) 
 
 
 

 
 

 รูปที่ 2.4  สัดสวนปริมาณของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนนิที่พบในพืชโดยทัว่ๆไป 
 ที่มา:  National Renewable Energy Laboratory (2000) 
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ตารางที่  2.5 น้ําตาล และเถาทีเ่ปนองคประกอบอื่น พบในพืชโดยทัว่ๆไป (U.S. Department 
  of energy, 2004) 
วัตถุดิบ น้ําตาล      

เฮกโซส 
น้ําตาล    
เพนโตส 

ลิกนิน เถา 

ไมเนื้อแข็ง 39-50 % 18-28 % 15-28 % 0.3-1.0 % 
ไมเนื้อออน 41-57 % 8-12 % 24-27 % 0.1-0.4 % 
วัสดุเหลือใชทางการเกษตร 30-42 % 12-39 % 11-29 % 2-18 % 

   % คือ เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก



 12

2.3  กระบวนการผลิตเอทานอลจากชีวมวล 
 

1) การปรับสภาพวัตถุดิบ (pretreatment) 
2) การยอยสลายดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) 
3) การหมกัเอทานอล (ethanol fermentation) 

 

 
 
   รูปที่ 2.5  กระบวนการผลิตเอทานอลจากชีวมวล 
   ที่มา:  Michael และ Mohammed (2004) 
 
2.3.1  การปรบัสภาพวัตถุดบิ 
 
 กระบวนการปรับสภาพวัตถดุิบเพื่อใหการยอยสลายดวยเอนไซม เชน เซลลูเลส มี
ประสิทธิภาพมากขึ้นเนื่องจากเปนการกําจัดเฮมิเซลลูโลส และลิกนินที่อยูบริเวณรอบๆเซลลูโลส 
ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส และเพิ่มพื้นที่ผิวในการเขาทาํปฏิกิริยาของเอนไซม 
(McMillan, 1994)  ตัวอยางวิธีการปรับสภาพ เชน  mechanical pretreatment, dilute acid 
pretreatment และ steam/pressurized hot water based method ซึ่งสามารถละลายเฮมิ
เซลลูโลส และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหรือคูออกมา สวน alkaline based method สามารถละลาย
ลิกนนิออกมา ในขณะที่เฮมิเซลลูโลสไมละลาย (U.S. Department of energy, 2004) 
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2.3.1.1  Mechanical pretreatment (U.S. Department of energy, 2004) 
 

 การลดขนาดของวัตถุดิบโดยวิธีการบด ตดั สับ ยกตัวอยางเครื่องมอื เชน knife mill 
hammer mill หรือball mill เพื่อลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส และเพิ่มพืน้ที่ผิวของวัตถดุิบ
ทําใหเอนไซมทําปฏิกิริยาไดดีข้ึน 
 
   2.3.1.2  Dilute acid pretreatment (U.S. Department of energy, 2004) 
 
 จุดประสงคหลักของวิธนีี ้คอื ปรับปรุงการยอยสลายของเอนไซมเซลลูเลสทําใหไดปริมาณ
น้ําตาล (arabinose, galactose, glucose, mannose และ xylose) ที่ละลายออกมาคอนขางสูง
จากเฮมเิซลลูโลส เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสสามารถสลายในสารละลายกรดไดดีกวาเซลลูโลส แต
กอใหเกิดการปนเปอนของสารซึ่งมีฤทธิย์ับยั้งการเจริญของจุลินทรียในขั้นตอนการหมักเอทานอล 
และปริมาณน้าํตาลที่ไดลดลงดวย เชน เฟอรฟูรัล (furfural), ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟรัูล 
(hydroxymethylfurfural) ซึ่งเปนสารอนพุันธฟูแลน (furan derivative) โดยเฟอรฟูรัลเกิดจาก
น้ําตาลเพนโตสทําปฏิกิริยากับกรด สวนไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลเกิดจากน้ําตาลเฮกโซสทาํ
ปฏิกิริยากับกรด ดังรูปที่ 2.6  และตารางที ่2.6 

 
รูปที่ 2.6  ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางการยอยสลายของวสัดุลิกโนเซลลโูลส 
ที่มา:  Palmqvist และ Hahn-Hägerdal (2000) 
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ตารางที่  2.6 การเจริญและการหมกัเอทานอลของ S. cerevisiae ในสารละลายน้าํตาลรีดิวซ
             ที่มีสารยับยั้งชนิดตางๆ (Delneges, 1996) 
Compounds Concentration 

(g/l) 
S. cerevisiae 

growth 
Ethanol 

(% of control) 
Furfuraldehyde 0.5 

1 
2 

53 
19 
10 

57 
20 
11 

Acetate 5 
10 
15 

79 
52 
56 

99 
73 
62 

Hydroxymethylfurfuraldehyde 1 
3 
5 

35 
17 
11 

29 
17 
5 

Vanillin 0.5 
1 
2 

9 
14 
9 

70 
17 
11 

Hydroxybenzaldehyde 0.5 
0.75 
1.5 

75 
47 
13 

97 
63 
25 

Syringaldehyde 0.2 
0.75 
1.5 

100 
39 
19 

74 
46 
33 

 
แตเฟอรฟูรัลมีประโยชนในอตุสาหกรรมการผลิตยาฆาแมลง, ยาฆาวชัพืช, ยาฆาเชื้อรา, 

พลาสติก และไนลอนซึง่ใช tetrahydrofuran เปนสารตั้งตนของการผลิต (The Columbia 
Electronic Encyclopedia, 2006) 
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2.3.1.3  Hot wash process (U.S. Department of energy, 2004) 
 
 เปนการใชอุณหภูมิสูง วธิีการนี้เชื่อวาปองกันการกลับมาตกตะกอนอกีครั้งของลิกนนิและ/
หรือไซแลนซึ่งถูกละลายออกมาในการปรบัสภาพ เนื่องจากการกลับมาตกตะกอนอีกครั้งของ
ลิกนนิมีผลกระทบตอการยอยสลายดวยเอนไซมของวัตถุดิบที่ผานการปรับสภาพแลว ดังรูปที่ 2.7 
 

 
 

    รูปที ่2.7  แผนผังของ dilute acid pretreatment และ hot wash 
    ที่มา:  U.S. Department of energy (2004) 
 
 2.3.1.4  Alkaline pretreatment (Weil และคณะ, 1994) 
 
 การใชสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดเจือจาง มผีลทําใหวัสดุลิกโนเซลลโูลสเกิดการ    
พองตัว (swelling) เปนการเพิ่มพืน้ที่ผิวของวัตถุดิบ ลดความเปนผลึกของเซลลโูลส และทําลาย
โครงสรางลิกนิน 
 
2.3.2  การยอยสลายเซลลโูลสดวยเอนไซม 
 
 เอนไซมซึ่งสามารถยอยสลายเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวดังรูปที ่ 2.8 ผลิต
ไดจากจุลินทรยีหลายชนิดทัง้รา และแบคทีเรีย แตที่นยิมนาํมาใชในระดับอุตสาหกรรม คือ       
เซลลูเลสจากรา เชน Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus niger 
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    รูปที่ 2.8  การยอยสลายเซลลูโลส 
    ที่มา:  Murphy และ McCarthy (2005) 
 
 เซลลูเลสเปนกลุมของเอนไซม 3 ชนิด (multicomponent enzymes) ที่ทาํงานรวมกนัแบบ 
synergistic action คือ ตองทํางานรวมกันจึงจะมีประสิทธิภาพในการยอยเซลลูโลสอยางสมบูรณ 
(Lee, 1997) 
 
 1) เอนโดกลคูาเนส (endoglucanase) หรือ endo-beta-1,4-glucanase ทําหนาที่ตัด
พันธะ β-1,4 glucosidic ภายในสายเซลลูโลสบริเวณอะมอฟส แบบสุมจากดานปลายรีดิวซ ทาํให
เกิดปลายอิสระ (free chain-ends) เซลโลไบโอส (cellobiose) โอลิโกเซลลูโลส (oligocellulose) 
และกลูโคสในปริมาณทีน่อยมาก  
 2) เอ็กโซกลูคาเนส หรือเซลโลไบโอไฮโดรเลส (exoglucanase or cellobiohydrolase)   
ทําหนาที่ตัดพนัธะ β-1,4 glucosidic จากปลายอิสระของเซลลูโลส และโอลิโกเซลลูโลส ทําใหได   
เซลโลไบโอส  
 3) เบตากลูโคซิเดส หรือเซลโลไบเอส (β-glucosidase or cellobiase) ทําหนาที่ยอย
สลายเซลโลไบโอสใหเปนกลูโคส 
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 กลไกของเซลลูเลส และตําแหนงที่เขาทาํปฏิกิริยา ดังรูปที่ 2.9 
 

 
 

รูปที่ 2.9  โครงสรางของเซลลูโลส และตําแหนงที่เอนไซมชนิดตางๆเขาทาํปฏิกิริยา 
ที่มา:  Deacon (1997) 

 
 การทาํงานของเซลลูเลสสามารถถกูยับยัง้ดวยปริมาณของสารผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น             
(end-product inhibition) คือ บีตากลูโคซิเดสจะถูกยบัยั้งดวยปริมาณกลูโคสทีเ่พิ่มข้ึน                
ซึ่งมีผลยับยั้งตอเนื่องทําใหมีการสะสมของเซลโลไบโอสเพิ่มข้ึน ซึ่งจะเปนตวัยับยัง้การทํางานของ                 
เอนโดกลูคาเนส และเอ็กโซกลูคาเนส ทําใหปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นชาลงและหยุดในที่สุด ในปจจุบันไดมี
การพัฒนาวิธกีารที่จะลดปญหานี้ เชน การใชเอนไซมที่ความเขมขนสูง การเติมบีตากลูโคซิเดส 
ระหวางการยอยสลาย และกระบวนการหมักแบบ simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF) เปนตน (Sun และ Cheng, 2002) 
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ปจจัยทีม่ีผลตอการทาํงานของเอนไซม (วชิัย ลีลาวัชรมาศ, 2530) 
 
 1)  อุณหภูม ิ อัตราการเกดิปฏิกิริยาของเอนไซมจะเพิม่ข้ึน 2 เทา ทุกๆอุณหภูมทิี่เพิม่ข้ึน 
10 องศาเซลเซียส เมื่อสรางกราฟระหวางอัตราการเกดิปฏิกิริยากับอุณหภูมิพบวา อัตราการเกิด 
ปฏิกิริยาจะสงูที่สุดที่อุณหภมูิหนึง่ เรียกอณุหภูมินีว้า “optimum temperature” เมื่ออุณหภูมิสูง
หรือตํ่ากวาที่จดุนี้อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะต่ําลง เนื่องจากเอนไซมจะเกิดการเสียสภาพ 
(denaturation) หรืออยูในภาวะที่ไมเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา เซลลูเลสจะเกดิการเสียสภาพที่
อุณหภูมิประมาณ 100 องศาเซลเซียส 
 
 2)  คาความเปนกรด-ดาง  (pH) เอนไซมจะทาํงานไดดีที่สุดที่คาความเปนกรด-ดางคาหนึ่ง 
เรียกวา “optimum pH” ที่คาความเปนกรด-ดางสูงหรือตํ่ากวานี้ แอคทิวิตีของเอนไซมจะลดลง  
เซลลูเลสม ีoptimum pH อยูในชวง 4.8-5.5 
 
 3)  ความเขมขนของสับสเตรท เมื่อเพิ่มความเขมขนของสับสเตรทอตัราการเกิดปฏิกิริยา
สูงขึ้นอยางรวดเร็วในชวงแรก และจะชาลงเมื่อความเขมขนของสับสเตรทสูงขึ้น และในที่สุด
อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะไมเพิ่มข้ึนอีก 
 
 4)  ปริมาณเอนไซม เมื่ออัตราเร็วของปฏิกริิยาดําเนินไปจนถงึจุดสูงสดุ พบวาอัตราเร็วของ
ปฏิกิริยาเปนสดัสวนโดยตรงกับความเขมขนของเอนไซม 
 
 5)  สารยับยั้งการทาํงานของเอนไซม (enzyme inhibitor) การศึกษาการยับยัง้การทํางาน
ของเอนไซม มีประโยชนในการอธิบายกระบวนการทํางานของเอนไซม ความจาํเพาะของเอนไซม
ตอสับสเตรท และลักษณะของ “functional group” ที่บริเวณ “active site” 
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2.3.3  กระบวนการหมักเอทานอล  
 
 2.3.3.1  Separate hydrolysis and fermentation (SHF)  
 
 เปนกระบวนการที่เอนไซมสามารถทํางานไดที่อุณหภูมิสูงเพื่อเพิ่มแอคติวิตีข้ึน  และ         
จุลินทรียที่ใชในการหมักสามารถทาํงานไดที่อุณหภูมิทีเ่หมาะสม ดังรูปที่ 2.10 
 

 
 

 รูปที่ 2.10  กระบวนการหมกัเอทานอลแบบ separate hydrolysis and fermentation 
 ที่มา:  U.S. Department of energy (2004) 
 
 2.3.3.2  Simultaneous saccharification and fermentation (SSF) 
 
 เปนกระบวนการเปลี่ยนวัตถดุิบเซลลูโลสใหเปนกลูโคส และหมักกลูโคสใหเปนเอทานอล
ในขั้นตอนเดยีวกัน ซึ่งลดเวลาและจํานวนถังหมักโดยลดขั้นตอน separate hydrolysis reactor  
ทําใหลดตนทนุในการผลิต (Wyman, 1999) และเปนการลดปญหาการยับยัง้การทํางานเอนไซม  
เซลลูเลส เนือ่งจากกลูโคสที่เปนตวัยับยั้งถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลโดยจุลินทรียจงึไมมีการสะสม 
(Philippidid และคณะ, 1993)  นอกจากนี้จุลินทรียที่ใชในการหมัก เชน ยีสต หรือ แบคทีเรีย ควร
เปนสายพนัธุที่ทนอุณหภูมสูิง (thermotolerant strains) ไดเนื่องจากอุณหภมูิการหมักจะได
ใกลเคียงกบัอุณหภูมิที่ใชในการยอยสลายดวยเอนไซม 
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 2.3.3.3  Simultaneous saccharification and cofermentation (SSCF) 
 
 เปนกระบวนการหมักเอทานอลที่ปรับปรุงมาจาก SSF โดยสามารถใชน้ําตาลหลายชนิด
เปนสับสเตรทได ดังรูปที่ 2.11  
 

 
 
 รูปที่ 2.11  กระบวนการหมกัเอทานอลแบบ simultaneous saccharification and  
          cofermentation 
 ที่มา:  U.S. Department of energy (2004) 
  
 จุลินทรียที่ใชในการหมักเอทานอลระดับอุตสาหกรรม คอื ยีสตในสกลุ Saccharomyces 
sp. ดังรูปที ่ 2.12 การผลิตเอทานอลโดยยีสตเปนกระบวนการทางชีวเคมทีี่เกิดขึ้นภายในเซลล 
อาศัยเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยาในการเปลี่ยนกลโูคสเปนเอทานอลในสภาวะที่ไมมีอากาศ 
(anaerobic) โดยยีสตจะเปลี่ยนกลโูคสเปนฟรุกโตส 1,6-ฟอสเฟต (fructose 1,6-phosphate) 
และเปลี่ยนเปนไพรูเวท (pyruvate) โดยกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) ดังรูปที ่
2.13   และไพรูเวทจะถูกเปลี่ยนตอไปเปนอะซิทัลดีไฮด (acetaldehyde) คารบอนไดออกไซด และ         
เอทานอล โดยเปลี่ยนกลูโคสเปนเอทานอล 51.1 % และกาซคารบอนไดออกไซด 48.9 %           
ดังสมการ 
 

 
 

180 grams 
100 % 
92 grams 
51.1 % 
88 grams 
48.9 % 
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   รูปที่ 2.12  แอคทีฟยีสต (active yeast culture) 
   ที่มา:  Novozymes and BBI international (2005) 
 

 
    

รูปที่ 2.13  กระบวนการไกลโคไลซิส 
   ทีม่า:  Donald, Judith and Charlotte (2002) 
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ปจจัยที่สําคัญตอยีสตในการหมักเอทานอล (วราวฒุิ ครูสง, 2529) 
  
 1)  ธาตุอาหาร เกลือแร และวิตามนิตอการหมัก 
 
 1.1 ไนโตรเจน  ยีสตมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ 10 %ของน้ําหนักแหง ดังนัน้ไนโตรเจน
จึงเปนธาตุอาหารทีจ่ําเปน ในอุตสาหกรรมนิยมใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เปน
แหลงไนโตรเจน 
 
 1.2 ฟอสฟอรสั มคีวามสาํคัญตอการเจริญของเซลล เพราะควบคมุการสังเคราะหไขมัน 
คารโบไฮเดรต และรักษาสภาพของผนังเซลล ดังนัน้ฟอสเฟตจึงเปน ionic factor ที่สําคัญที่สุดใน
การหาอัตราการหมัก (rate of fermentation) สวนใหญใชในรูปเกลือฟอสเฟต (H2PO4

-) 
   
 1.3 ซัลเฟอร ยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบประมาณ 0.4 %ของน้ําหนกัแหง โดยอยูใน
รูปของเมไธโอนีน (methionine) แตเนื่องจากเมไธโอนนีมีราคาแพงมาก ในอุตสาหกรรมจึงใชเกลือ
แอมโมเนยีมซลัเฟตแทน ซึง่จะถูกเปลีย่นเปนเมไธโอนีนภายในเซลลของยีสต 
 
 1.4 แรธาตุตางๆ (Trace elements) 

 1.4.1 macroelements ไดแก K,  Mg,  Ca,  Zn,  Fe,  Mn และ  Cl  ยีสตตองการ 
0.1-1 mM 

1.4.2 microelements ไดแก Co,  B,  Cd,  Cr,  Cu,  I,  Mo,  Ni และ  Va  ยีสต
ตองการในระดับ 0.1-100 µM 

1.4.3 inhibitors ไดแก Ag,  As,  Bd,  Hg,  Li,  Ni,  Os,  Pd,  Se และ  Te  ถามี
ในระดับความเขมขนสูงกวา 10-100 µM จะมีผลยับยัง้การเจริญและการหมักของยีสต 

 
 1.5 วิตามิน เปนตวัควบคุมเมตาบอลซิึมของยีสต โดยจะควบคุมเอนไซมทีเ่กี่ยวของ 
เนื่องจากวิตามินเปนโคเอนไซม (coenzymes)  หรือสารเร่ิมตน (precursors) ที่ทาํใหเอนไซม
สามารถทํางานไดเต็มที่ วิตามินสวนใหญที่ยีสตตองการ คือ ไบโอติน (biotin) และแพนโอธีเนต 
(pantothenate) 
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 1.6  Growth factors  ไดแก กรดอะมิโน (amino acid)  กรดนวิคลีอิก (nucleic acid) 
กรดไขมัน (fatty acid) และสเตอรอยด (steroid) ซึ่งสารเหลานี้ถกูใชในขบวนการสังเคราหและ
เพิ่มปริมาณเอทานอล (ethanol yield) 
 
 2)  อุณหภูม ิ  ในระดับอุตสาหกรรมใชอุณหภูมิชวง 30-37 องศาเซลเซียส ถามากกวา 40 
องศาเซลเซยีส สวนใหญจะชะงกัการเจริญถึงแมวาการหมักจะดําเนินไปไดถามปีริมาณยีสตมาก
พอแลว  สาเหตุที่อุณหภูมใินระหวางการหมักเพิ่มข้ึน เนื่องจากเมตาบอลิซึมของยีสตในการหมกั  
เอทานอลจากกลูโคสจะเกิดความรอน 140.2 แคลอรี่/กรัมกลูโคส ถายเทลงสูน้าํหมกั  
 
 3)  คากรด-เบส  ยีสตชอบเจริญในสภาพทีเ่ปนกรดพอสมควร คือ 3.8-5.5  ถาคากรด-เบส
ต่ํากวา 3.5 การเจริญจะลดลง ดังนั้นในการหมักจึงนิยมปรับใหอยูในชวง 4.0-4.5 และยังชวย
ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียสวนใหญดวย  
 
 4)  ความเขมขนของน้าํตาล  ความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการหมักเอทานอลดวยยีสต
จะอยูในชวง 10-18 % และการหมักเอทานอลที่ความเขมขนน้ําตาลสูง ชวยลดการปนเปอนจาก  
จุลินทรียชนิดอื่นได แตหากมีความเขมขนมากกวา 10 % จะเริ่มมีผลยับยั้งการเจรญิและการผลติ
เอทานอลของยีสต 
  
 5)  ความเขมขนของเอทานอล  เอทานอลที่ไดจากการหมกัเองกลับมีผลมายับยั้งการ
เจริญและการหมักของยีสต ถาเอทานอลทีไ่ดมีความเขมขนสูงขึ้น อัตราการเจริญของยีสตจะลดลง 
ทําใหอัตราการหมักลดลงไปดวย เนื่องจากเอทานอลไปมีผลตอการทาํงานของเอนไซมแอลกอฮอล        
ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) และเฮกโซไคเนส (hexokinase) และมีผลตอผนังเซลล
ยีสต  
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2.4  งานวิจยัที่เกี่ยวของ 
 
 Cadoche และGerardo (1989) พบวาเมื่อนาํวัตถุดิบ เชน ไมเนื้อแข็ง ฟาง หรือ            
ซังขาวโพด มาบดดวยเครื่อง “knife mill” หรือ “hammer mill” จะชวยเพิ่มพืน้ที่ผิว และลดความ
เปนผลึก (crystalline) ของเซลลูโลสลง เมือ่นําไปยอยจะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 
 
 Mcmillan (1994) รายงานวา การกําจัดลิกนนิ เฮมิเซลลูโลส และลดบริเวณโครงสรางที่มี
การจัดเรียงตวัโมเลกุลเซลลูโลสอยางเปนระเบียบสูง (crystalline) จะชวยทําใหเอนไซม          
เซลลูเลสยอยไดดีข้ึน 
 
 Yáñez และคณะ (2004) ศึกษาการกําจดัเฮมิเซลลูโลส และลิกนนิออกจาก corrugated 
cardboard เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพการยอยดวยเอนไซม พบวา หลังการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก
เขมขน 3 %โดยน้ําหนัก/น้ําหนกั ที่ 130 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 180 นาที ปริมาณเฮมิเซลลูโลส
ลดลงจากเดมิ 13.8 เหลือเพียง 4.7 %โดยน้ําหนัก แตปริมาณเซลลูโลสเพิ่มข้ึนจากเดิม 59.7 เปน 
75.1 %โดยน้าํหนัก ในสารละลายจงึประกอบดวยน้ําตาลที่ไดจากเฮมิเซลลูโลส และกลูโคส 
 
 Saha และคณะ (2005) พบวาการยอยสลาย wheat straw ดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 0.75 
%โดยปริมาตร/ปริมาตร  ที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จะใหปริมาณน้ําตาลกลูโคส
สูงสุด และไมพบสารเฟอรฟรัูล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล 
 
 Vlasenko และคณะ (1996) พบวาการทํา dilute-acid pretreatment สามารถกําจัด        
เฮมิเซลลูโลสออกจากฟางขาว (rice straw) ไดอยางมีประสิทธิภาพที่สุดเมื่อเปรียบเทยีบกับวธิี 
ammonia fiber explosion pretreatment (AFEX) และacidified steam explosion 
pretreatment 
 
 Davis และคณะ (2005) พบวาการยอยสลาย wheat stillage ดวยกรดซัลฟูริกมากกวา    
1 %โดยปริมาตร/ปริมาตร จะพบเฟอรฟูรัลเกิดขึ้น แตเมือ่ทํา detoxification ปรับคากรด-เบสของ 
acid hydrolysate ใหอยูในชวง 1.5-5.0 โดยแคลเซียมไฮดรอกไซด พบวาจะชวยลดปริมาณสาร
เฟอรฟูรัลไดถงึ 55 % เมื่อครบเวลา 5.5 ชั่วโมง 
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 Nigam (2001) พบวาในน้าํหมกัทีม่ีเฟอรฟูรัลความเขมขน 0.25 กรัม/ลิตร ไมมีผลตอการ
ลดลงของปริมาณและการผลิตเอทานอล แตเมื่อความเขมขนของเฟอรฟูรัลมากกวา 1.5 กรัม/ลิตร 
ทําใหการเจรญิของจุลินทรยีลดลง ปริมาณและการผลิตเอทานอลลดลง 90.4 และ 85.1 % 
ตามลําดับ และ Alves และคณะ (1998) พบวา ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลความเขมขน 1 กรัม/ลิตร 
มีผลในการยบัยั้งการเติบโตของเซลลและการหมักของ S.  cerevisiae 
 
 Sun และ Cheng (2005) ทาํการปรับสภาพ rye straw และbermudagrass โดยใช      
กรดซัลฟูริกเขมขน 1.5 % ที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 90 นาที หลังจากนั้นนําไปยอยตอ
ดวยเซลลูเลส และบีตากลูโคซิเดส ที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาไดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 197.1 และ 229.3 มิลลิกรัม/กรัมน้าํหนักแหง ตามลาํดับ 
 
 Sternberg และคณะ (1977) รายงานวา เซลลูเลสที่ผลิตไดจากรามปีระสิทธิภาพในการ
ยอยสลายเซลลูโลสไดดีที่สุด เชน Trichoderma reesei (เดิมเรียกวา T. viride), Aspergillus 
niger 
 
 Drazic และNozinic (1984) รายงานวา เชื้อราในกลุม T. reesei  ผลิตเซลลูเลสที่มี
องคประกอบสมบูรณ แตมีปริมาณบีตากลโูคซิเดสคอนขางต่ํา ในขณะที่เชื้อราในกลุม 
Aspergillus sp. ผลิตบีตากลูโคซิเดสสูง ซึ่ง Drazic และ Nozinic (1984) รายงานวาการยอย
สลายซงัขาวโพดโดยใชเซลลูเลสจาก T. reesei  รวมกับเซลลูเลสจาก Aspergillus sp. ทาํให
ประสิทธิภาพการยอยสลายเซลลูโลสสูงกวาการใชเซลลเูลสจากเชื้อราแตละชนิดแยกกัน 
 
 Wen และคณะ (2005) ศึกษาการใชเซลลูเลสผสมของเชื้อรา T. reesei และ                
A. phoenicis พบวาสามารถผลิตเซลลเูลสที่ประกอบดวยบีตากลโูคสิเดสคอนขางสูง ทําใหการ
ยอยเซลลูโลสมีประสิทธิภาพมากขึ้น เมื่อเปรียบเทยีบกบัการใชเซลลูเลสทางการคา (Celluclast®) 
และเซลลูเลสจาก T. reesei  เพียงตัวชนดิเดียว 
 
 Mandels (1985) รายงานวา เซลลูเลสทีผ่ลิตจาก T. reesei  ถูกยบัยั้งปฏิกิริยาไดงาย 
โดยผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเซลลูโลส คือ กลูโคส และเซลโลไบโอสเปนหลกั 
 
  
 



 26

 Xiao และคณะ (2004) ศึกษาผลกระทบของการยบัยั้งของกลูโคสและน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยวชนิดอื่นๆที่มีตอเซลลูเลสและบีตากลูโคสิเดส พบวา เมื่อปริมาณกลูโคสเพิ่มข้ึนมผีลทําใหการ
ยับยั้งแอคทวิติีของเซลลูเลสและบีตากลูโคสิเดสเพิ่มตาม ในขณะที่แมนโนส ไซโลส และ            
กาแลคโตส ไมมีผลยับยัง้แอคทิวิตีของบตีากลูโคสิเดส แตมีผลตอแอคทิวิตีของเซลลูเลส 
 
 Philippidis และคณะ (1993) ศึกษากระบวนการ simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF) พบวา การยับยัง้กจิกรรมเอนไซมเซลลูเลสซึ่งเกิดจากการสะสมของกลูโคส 
และเซลโลไบโอสลดลง เนื่องจากน้าํตาลรดีิวซที่ไดจากการยอยเซลลูโลสถูกนาํไปหมักใหกลายเปน
เอทานอลทนัท ี 
 
 Philippidis (1996) รายงานวา อุณหภมูิที่เหมาะสมสําหรับกระบวนการหมักแบบ SSF 
คือ 38 องศาเซลเซียส ซึง่เปนอุณหภูมทิี่อยูในชวงระหวางอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการยอยสลาย 
(45-50 องศาเซลเซียส) และการหมกั (30 องศาเซลเซยีส) 
 
 Ciftci และคณะ (1983) รายงานวา สภาพการหมกัเอทานอลที่มีความเขมขนน้าํตาลสูง 
ชวยลดการปนเปอนจากเชือ้จุลินทรียชนดิอื่นได แตหากความเขมขนมากกวา 10 % จะเริ่มมผีล
ยับยั้งการเจรญิและการผลติเอทานอลของยีสต  
 
 Converti และคณะ (1985) รายงานวาความเขมขนน้ําตาลที่เหมาะสมสําหรับการหมัก          
เอทานอลดวยยีสตจะอยูในชวง 10-18 % 
 
 Luong (1985) รายงานวา เชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae เปนยีสตที่ทน           
เอทานอลมากที่สุด   ถงึแมปจจุบันความเขาใจผลการยับยัง้ของเอทานอลในระดับโมเลกุลยงัมี
นอยมาก นอกจากนี้ยีสตบางชนิดสามารถใชน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม ได เชน Candida utilis,        
Pichia stipitis สามารถใชน้าํตาลไซโลสผลิตเอทานอล 
 
 Saita และSlaughter (1984) ไดศึกษาถึงความสมัพันธระหวางแอมโมเนยีทีเ่ติมลงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ กับความสามารถในการหมักของยีสต พบวา แอมโมเนียที่เติมลงไป ไมไดมีสวน
ชวยกระตุนการหมัก หรือการผลิตเอทานอลโดยตรง แตมีผลดานการเจริญของยีสต ซึ่งยีสตใชเปน
สับสเตรทสําหรับการสังเคราะหโปรตีน ทาํใหไดจํานวนเซลลที่เพิม่ข้ึน กระบวนการหมักจึงเพิ่มข้ึน 
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 สาวิตรี (2536) พบวาการเติบโตและการหมักเอทานอลของยีสตจะถกูยับยั้งดวยเอทานอล 
กลาวคือ เอทานอล 2 %โดยน้ําหนัก มผีลทําใหการเจริญของยีสตลดลง และจะหยุดการเจริญที่
ระดับเอทานอล 7.8 %โดยน้ําหนัก แตยังคงสามารถหมักตอไปไดจนถึง 14 %โดยน้าํหนัก         
การทีย่ีสตไมสามารถเติบโตได สงผลใหอัตราการหมักเอทานอลลดลงดวย  
 
 เทพปญญา (2544) รายงานวา คากรด-เบส ที ่ S. cerevisiae สามารถเติบโตไดดีอยู
ในชวง 2.4-8.6 ซึ่งคาที่เหมาะสมคือ 4.5 สําหรับการหมักเอทานอลจากน้าํตาล ประสิทธิภาพจะไม
เปล่ียนแปลงในชวง 3.5-6.0 นอกจากนีก้ารหมกัเอทานอลคากรด-เบสประมาณ 4.5 จะชวย
สงเสริมการหมักแลวยงัชวยลดการปนเปอนของแบคทีเรียที่อาจปนเปอนมากับสารอาหาร 
 
 ระวีวรรณ (2537) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาว พบวา การแชฟางขาวใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร 24 ชั่วโมง แลวนาํไปตมที ่ 70 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 90 นาที ไดตะกอนฟางที่มีเซลลโูลส 94.46 % นํามายอยตอดวยเซลลูเลสที่ 55 องศา
เซลเซียส คากรด-เบส 4.0 เปนเวลา 16 ชั่วโมง ผลิตน้ําตาลรีดิวซได 557.07 มิลลิกรัม/กรัม
เซลลูโลส และนําไปหมักดวย S. cerevisiae TISTR 5013 ที่อุณหภูมหิองในสภาวะไรอากาศ เปน
เวลา 4 วนั ไดปริมาณเอทานอลเขมขน 1.3 %โดยปริมาตร 
 
 พรรณวิไล (2545)  ผลิตเอทานอลจากเหงามนัสําปะหลัง พบวา วิธปีรับสภาพวิธทีี่ดีที่สุด
คือ แชในสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร 24 ชั่วโมง แลวนาํไปตมที่ 50        
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 90 นาที นํามายอยตอดวยเซลลูเลสที่ 50 องศาเซลเซยีส คากรด-เบส 4.8 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ผลิตน้ําตาลรีดิวซได 8.30 กรัม/ลิตร และนําไปหมักดวย Zymomonas 
mobilis TISTR 405 ที่ 30 องศาเซลเซยีส ในสภาวะแบบไมใชออกซิเจน เปนเวลา 60 ชั่วโมง ได
ปริมาณเอทานอลเขมขน10.60 กรัม/ลิตร 
 
 Varga และคณะ (2004) ศึกษาหาภาวะที่เหมาะของการปรับสภาพโดยใชความดันของ
เปลือกขาวโพด (corn stover) เพื่อเพิม่ความสามารถในการยอยของเซลลูเลส พบวาการปรบั
สภาพเปลือกขาวโพดโดยใชอุณหภูมิสูงรวมกับการใชกรดจะสามารถกําจัดเฮมิเซลลูโลสไดดีกวา
การใชอุณหภมูิสูงเพียงอยางเดียว โดยการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 2 % ที่ 190 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นยอยดวยเซลลูเลสที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
ไดปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 56.1 กรัม/100 กรัมสับสเตรท หลังจากนั้นนาํไปหมักดวย S. cerevisiae 
ไดปริมาณเอทานอล 78.4 % 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1  วัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชในงานวิจัย 4 ชนิด คือ 
 
 3.1.1 ชานออย (bagasse) 
 3.1.2 ซังขาวโพด (corn cob) 
 3.1.3 ลําไยอบแหง (dried longan) 
 3.1.4 ฟางขาว (rice straw) 
 
3.2   เคมีภณัฑ 
  
 3.2.1 โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.2 โพแทสเซยีมไดโครเมต [K2Cr2O7] ของบริษัท Univar, Australia. 
 3.2.3    เฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต [Fe(NH4)(SO4).6H2O] ของบริษัท Sigma-Aldrich 
  Co., USA. 
 3.2.4 กรดซัลฟูริก [H2SO4] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.5    ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต [C12H8N2 .H2O] ของบริษัท Sigma-Aldrich Co., USA. 
 3.2.6    กรดไดไนโตรสาลิไซลิก [C7H4N2O7] ของบริษัท Fluka Chemika, Switzerland. 
 3.2.7   โซเดียมโปแตสเซียมทารเทต [C4H4KNaO6.4H2O] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.8 ไตรโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรต [C6H5Na3O7.2H2O] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.9 กรดไฮโดรคลอริก [HCl] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.10 คารบอกซีเมทลิเซลลูโลส (carboxymethylcellulose) ของบริษัท Sigma- 
  Aldrich Co., USA. 
 3.2.11 ซาลิซิน [C13H18O7] ของบริษัท Sigma Chemical Co., Hong Kong. 
 3.2.12 โซเดียมคารบอเนต [Na2CO3] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.13 คอปเปอรซัลเฟต [CuSO4.5H2O] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.14 โฟลิน-ฟนอล รีเอเจนต (Folin-phenol reagent) ของบริษัท Sigma Chemical 
  Co., USA. 
 3.2.15 โบวีอัลบูมนิ (Bovine Albumin) ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.16 กลูโคส [C6H12O6] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
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 3.2.17 กาแลคโตส [C6H12O6] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.18 ไซโลส [C6H10O5] ของบริษทั Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.19 อะราบิโนส [C5H10O5] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA.  
 3.2.20 แมนโนส [C6H12O6] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.21 เฟอรฟูรัล (furfural) ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.22  ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอรฟูรัล (hydroxymethylfurfural) ของบริษัท Merck,  
  Germany. 
 3.2.23  กรดแลคติก (L(+) lactic acid) ของบริษัท Sigma-Aldrich Co., USA. 
 3.2.24  กรดอะซีติก (acetic acid) ของบริษัท Sigma-Aldrich Co., USA. 
 3.2.25  เอทานอล (absolute ethanol) ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.26 ซิลิโคน (silicone liquid) ของบริษัท Scharlau Chemie, Spain. 
 3.2.27 แอมโมเนยีมซลัเฟต [(NH4)2SO4] ของบริษัท Merck, Germany. 
 
3.3   เอนไซม 
  
 3.3.1 เซลลูเลส (cellulase) จาก Trichoderma reesei ATCC 26921 ของบริษัท  
  Sigma Chemical Co., USA. 
 3.3.2 เซลลูเลสจาก Aspergillus niger ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.3.3 เซลลูเลสจาก Trichoderma reesei  ของบริษัท Novozymes, Denmark 
  ยี่หอ Celluclast®1.5L FG  
 3.3.4 เซลลูเลสจาก Trichoderma longibrachiatum ของบริษัท Genecor, Finland  

ยี่หอ CYTO®CL 
 3.3.5 เซลลูเลสผสมจาก Trichoderm reesei  และ Aspergillus niger  ของบริษัท 
  Novozymes, Denmark ยี่หอ Cellubrix 
 3.3.6 เซลลูเลสจาก Trichoderma reesei  ของบริษัท Genecor, Finland  
  ยี่หอ GC 220 
 
3.4   อุปกรณและเครื่องมือในการทดลอง 
 
 3.4.1 อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน GyromaxTM 939XL ของบริษทั Amerex 
  Instruments, Inc., USA. 
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 3.4.2 เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic stirrer/hot plate) รุน 502P-2 ของบริษัท                
      Mettler Toledo., USA. 
 3.4.3 เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิได (refrigerated  centrifuge) รุน 1920 
  ของบริษัท Kubota., Japan. หวัปนเหวี่ยง (roter) ขนาดเล็ก รุน RA 50J 
 3.4.4 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS spectrophotometer) รุน Spectronic20 
  Genesis ของบริษัท Spectronic Instruments, USA 
 3.4.5 ตูถายเชื้อ (laminar flow) ของบริษัท Lab service., Thailand. 
 3.4.6 หมอนึง่ความดันไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325, ของบริษัท Tomy, USA 
 3.4.7 เครื่องคัดอนุภาค (sieving) 
 3.4.8 เครื่องวดัความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน Ioncheck 10 ของบริษัท  
  Radiometer Analitical  S.A., France  
 3.4.9 อางน้ํามนัควบคุมอุณหภูมิ (oil bath) รุน O-270 ของบริษัท Memmert  
  GmbH+Co.KG, Germany. 
 3.4.10 เครื่องบดเยื่อ 
 3.4.11 เครื่องชั่ง 4 ตาํแหนง (4-digital balance) รุน AG204 ของบริษัท                
      Mettler Toledo., USA. 
 3.4.12  เครื่อง High Performance Liquid Chromatrography (HPLC) ของบริษัท  
  Agilent Technology Ltd., USA รุน Agilent®1100 Series 
 
3.5 จุลินทรีย 
 
 3.5.1 เชื้อ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 จากสถาบันวิทยาศาสตรและ
  เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
 
3.6 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 3.6.1 สารสกัดยีสต (yeast extract) ของบริษัท Becton, Dickinson and Company., 
  France 
 3.6.2 แบคโต-เปปโตน (Bacto-peptone) ของบริษัท Becton, Dickinson and  
  Company., USA. 
 3.6.3 กลูโคส ของบริษัท Sigma  Chemical Co., USA 
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 3.6.4 เอการ (agar) ของบริษัท Becton, Dickinson and Company., France 
 
3.7 วิธีเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 
  
 3.7.1 วิธีเก็บรักษาระยะแบบยาว 
  เก็บรักษาเชื้อจุลินทรียดวยวิธีการแชเยือกแข็งที่ -70 องศาเซลเซยีส  โดยมีการ
เติมกลีเซอรอล 30 %โดยปริมาตร/ปริมาตร เพื่อปองกันเซลลแตก เมื่อตองการนาํออกมาใชจึงนํา
ออกมาถายเชือ้ในอาหารเหลว เพื่อเพิ่มปริมาณและบาํรุงเซลลใหแขง็แรง ระหวางการเก็บรักษา
เชื้อจุลินทรียดวยวธิีนี ้เชื้อจะไมมีการเจริญเติบโต ดังนัน้จึงไมเกิดการเปลี่ยนแปลงสายพนัธุ 
  
 3.7.2 วิธีเก็บรักษาระยะแบบสั้น 
  เก็บรักษาเชื้อจุลินทรียในอาหารแข็งแบบเอียง (agar slant) โดยนําเชือ้ที่เจริญบน
อาหารแข็งแบบเอียงที่ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไปเก็บรักษาที่ 4 องศาเซลเซยีส 
สามารถเก็บเชื้อนานประมาณ 2 สัปดาห 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1  เครื่องบดเยื่อ 
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3.8  วิธีการทดลอง 
 
 3.8.1. วิเคราะหองคประกอบของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 
 นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชน ฟางขาว ชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง เปนตน 
อบแหงที่ 80 องศาเซลเซยีส 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาตัดและ/หรือบดดวยเครื่องปน หรือ 
Hammer mill  หลงัจากนั้นรอนดวยตะแกรง ขนาดวัตถดุิบที่ตองการ คือ ขนาดประมาณ 20 mesh 
เก็บรักษาไวในที่แหง และนาํไปวิเคราะหองคประกอบดังตอไปนี้ ไนโตรเจน (nitrogen) ไขมัน (fat) 
เสนใย (fiber) และเถา (ash) ที่กองเกษตรเคมี มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร และวเิคราะหปริมาณ
เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสตามวิธีของ TAPPI 203 om-88 
 
 3.8.2. ศึกษาวธิีการปรับสภาพดวยกรดที่เหมาะสมในการเตรียมวสัดุเหลือใชทาง
การเกษตรสาํหรับการยอยดวยเซลลูเลส 
 
 นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมายอยดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนตางๆ ไดแก 0-1.5 % 
โดยน้าํหนัก/ปริมาตร ในปริมาณ 10 กรัม%โดยปริมาตร ที่อุณหภูมติางๆ (121, 140 และ 160 
องศาเซลเซยีส) เปนเวลา 15 และ 60 นาที ตัง้ทิง้ใหเย็นที่อุณหภูมหิอง หลงัจากนั้นปรับคากรด-
เบส เปน 5.0 กรองแยกสวนกากและสวนน้าํออกจากกัน สวนน้ําทีก่รองไดนํามาวิเคราะหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซตามวธิีของ Miller (1959) และน้ําตาลกลูโคส, อะราบิโนส, ไซโลส, กาแลคโตส,   
แมนโนส, กรดอะซีติก, กรดแลคติก, เฟอรฟูรัล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล ดวยเครื่อง HPLC 
ของบริษัท Agilent Technology Ltd., USA รุน Agilent®1100 Series ที่ภาควชิาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
  
 3.8.3. ศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมเซลลูเลสทางการคา 
 
 นําเอนไซมเซลลูเลสทางการคา มาวัดแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนสตามวิธีของ Ghose 
(1987)  วัดแอคทิวิตีของบตีากลูโคซิเดสตามวิธีของ Sternberg และคณะ(1977)  หาอุณหภูมิและ
คากรด-เบสที่เหมาะสมที่สุดตอแอคทิวิตีเอนไซม คาความเสถียรของเอนไซม และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry และคณะ (1951)  
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 3.8.4. ศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมในการยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตรดวย    
เซลลูเลส 
 
 นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการเตรียม (ผลจากขอ 3.8.2) มาปรับคากรด-เบสให
เหมาะสมกับการทาํงานของเอนไซม (ผลจากขอ 3.8.3) ยอยสลายดวยเซลลูเลสที่อุณหภมูิ
เหมาะสม เปนเวลา 72 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้าํเดือดนาน 5 นาท ี ปนแยกตะกอน 
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใส หาภาวะที่เหมาะสมของการยอยสลายดวยเอนไซม
เซลลูเลส เชน แปรผันอัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสตอบีตากลูโคซิเดส ปริมาณวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรที่เหมาะสม ระยะเวลาการยอยสลาย     
 
 3.8.5. ศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมในการหมกัเอทานอลจาก enzymatic hydrolysates 
(ผลจากขอ 3.8.4) โดยใช S. cerevisiae TISTR 5596 
 
 3.8.5.1 การเตรียมเชื้อเร่ิมตน 
 
 ถายเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ที่เจริญบนอาหารวุนผิวเอียง 
YPD slant (yeast potato dextrose agar) ลงในฟลาสกทีม่ีอาหารเหลว YPD broth  นําไป
เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที ที ่ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  
 
 3.8.5.2 การหมกัเอทานอลระดับฟลาสกและการวเิคราะหผล 
 
 นําวัตถุดิบทีย่อยไดจากขอ 3.8.4 มาแยกกากออก นาํสารละลายน้าํตาลรีดิวซที่กรองได 
ปรับคากรด-เบส 4.5 และเติมแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.4 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร และกลูโคส 10 
กรัม/ลิตร นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึง่ฆาเชื้อ ที ่ 110 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว 10 นาท ี ทิ้งใหเยน็ หลงัจากนัน้ถายเชื้อ Saccharomyces cerevisiae TISTR 
5596 (ไดรับจากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย บางเขน 
กรุงเทพ) ลงในอาหารเหลวเทากบั 10 %โดยปริมาตรของสารละลายน้ําตาลรีดิวซ ทําการหมักที่
อุณหภูมิหอง ในสภาวะการหมักแบบไรอากาศ เปนเวลา 72 ชั่วโมง นาํตัวอยางมาวิเคราะห
ปริมาณเอทานอลดวยวิธ ีHPLC ของบริษัท Agilent Technology Ltd., USA รุน Agilent®1100 
Series ที่ภาควิชาเคม ีคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 



 34

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.2  ลักษณะของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตางๆกอนและหลังการตัดและ/หรือการบด 



 35

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  
  
 องคประกอบทางเคมีของวสัดุเหลือใชทางการเกษตรทีท่ดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
พบวาเซลลูโลสเปนองคประกอบทีพ่บมากที่สุด สามารถยอยสลายดวยเซลลูเลสใหกลายเปน
น้ําตาลกลูโคส และนาํไปหมักเปนเอทานอลได แตเนื่องจากในองคประกอบมีเฮมิเซลลูโลส และ     
ลิกนนิอยูดวยซึ่งเปนตวัขัดขวางการทํางานของเอนไซม จึงตองปรับสภาพวัตถุดบิเพื่อใหการยอย
สลายดวยเซลลูเลสมีประสิทธิภาพมากขึน้เพราะเปนการกําจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิที่อยูบริเวณ
รอบๆเซลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส และเพิ่มพืน้ที่ผิวในการเขาทาํปฏิกิริยาของ
เอนไซม 
 
ตารางที่ 4.1  องคประกอบทางเคมีของวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 

ปริมาณ (%โดยน้ําหนักแหง) องคประกอบทางเคม ี
ชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง ฟางขาว 

เซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส 
ไนโตรเจน 
ไขมัน 
เสนใย 
เถา 

73.99 
11.93 
0.59 
1.57 

30.80 
2.10 

81.74 
11.40 
1.37 
4.84 

15.70 
2.85 

78.36 
10.50 
1.13 
1.36 

12.90 
2.27 

83.61 
9.71 
0.87 
3.00 

31.80 
14.15 
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4.2 ผลการหาภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพวสัดุเหลือใชทางการเกษตร (10 
 กรัม%โดยปริมาตร) ดวยกรดซัลฟรูิก 
 
4.2.1 ผลของความเขมขนของกรดซัลฟูริก และอุณหภูมิตอการปรับสภาพของวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตร  
 
 ผลการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนตางๆ 
ไดแก 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121, 140 และ 160 องศาเซลเซียส ใน
อางน้ํามันควบคุมอุณหภูมิ (oil bath) 15 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.1 พบวาการปรับสภาพวัสดุเหลือ
ใชทางการเกษตรทุกชนิดที่ทดสอบ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดสูงขึ้น เมื่อความเขมขนของกรด     
ซัลฟูริกและ/หรืออุณหภูมิที่ใชสูงขึ้น ถึงแมวาที่ 140 และ 160 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณน้ําตาล
รีดิวซสูงกวาที่ 121 องศาเซลเซียส แตเนื่องจากการใชอุณหภูมิที่สูงขึ้นทําใหวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรมีลักษณะแหงมาก และมีขอจํากัดของเครื่องมือที่ใชในการทดลอง จึงไดเลือกอุณหภูมิที่ 
121 องศาเซลเซียส ใชในการศึกษาขั้นตอไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 37

(ก) 

37
.04 66

.91 14
4.0

6

16
.85

22
9.6

5

10
4.3

4

26
4.5

3

19
.24

24
6.6

1

10
9.3

3

29
5.6

1

26
.68

12
4.2

2

31
4.0

1

33
.47

29
1.8

5

14
4.1

4

41
.34

28
9.8

6 34
5.1

7

0
100
200
300
400
500

ชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง ฟางขาว

น้ํา
ตา
ลรี
ดิว
ซ 

(มิล
ลิก
รัม

/กรั
มสั
บส
เตร

ท)

34
.52 57

.08 11
0.9

3

14
.87

21
1.0

5

88
.25

19
2.6

7

18
.49

23
7.7

3

10
7.4

8 21
7.0

8

24
.93

10
8.7

22
4.2

9

28
.81

27
6.6

2

12
2.0

6

36
.65

27
2.6

23
7.7

4

0
100
200
300
400
500

ชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง ฟางขาว

น้ํา
ตา
ลรี
ดิว
ซ 

(มิล
ลิก
รัม

/กรั
มสั
บส
เตร

ท)
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รูปที่ 4.1  น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกความ
    เขมขนตางๆ ที่อุณหภูมิตางๆ (ก) 121 องศาเซลเซียส  (ข) 140 องศาเซลเซียส และ(ค) 
    160 องศาเซลเซียส ในอางน้ํามันควบคุมอุณหภูมิ 15 นาที 
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4.2.2 ผลของความดันตอการปรับสภาพของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 
 ผลการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนตางๆ 
ไดแก 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในอางน้ํามัน
ควบคุมอุณหภูมิ (oil bath) และในหมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) ที่ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว    
15 นาที แสดงในรูปที่ 4.2  พบวาการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรทุกชนิดดวยกรด      
ซัลฟูริกทุกความเขมขนที่ทดสอบ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดสูงขึ้น เมื่อใชความดันรวมดวย 
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รูปที่ 4.2   น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกความ     
    เขมขนตางๆ ที่ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ใน (ก) อางน้ํามันควบคุมอุณหภูมิ และ(ข)   
    หมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 
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4.2.3 ผลของระยะเวลาตอการปรับสภาพของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 
 ผลการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนตางๆ 
ไดแก 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดัน
ไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 15 และ 60 นาที แสดงในรูปที่ 4.3 พบวาการปรับสภาพวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตรทุกชนิดดวยกรดซัลฟูริกทุกความเขมขนที่ทดสอบ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดสูงขึ้น 
เมื่อเพิ่มระยะเวลาการปรับสภาพจาก 15 นาที เปน 60 นาที ลักษณะของวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรชนิดตางๆกอนและหลังการปรับสภาพ ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
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รูปที่ 4.3  น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกความ            

          เขมขนตางๆที ่121 องศาเซลเซยีส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว  
      (ก) 15 นาที และ (ข) 60 นาท ี
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4.2.4 ผลของความเขมขนของกรดซัลฟูรกิตอการปรับสภาพของวสัดุเหลือใชทาง
 การเกษตร 
 
 ผลการแปรผันความเขมขนของกรดซัลฟูริก ไดแก 0, 0.25, 0.5, 0.75 ,1.0, 1.5 และ 2.0 
%โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ตอการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบ ที ่ 121 องศา
เซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60นาท ีแสดงในรูปที ่4.4  พบวาปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซทีไ่ดสูงสุด เมื่อปรับสภาพ ชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง ดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 
1.0 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร และฟางขาวดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1.5 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ดังนัน้
จึงไดเลือก acid hydrolysate ที่ไดจากการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 และ 1.0 %โดย
น้ําหนกั/ปริมาตร มาวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวและสารยบัยั้งบางชนิด 
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   (ก) ชานออย     (ข) ซังขาวโพด 
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(ค) ลําไยอบแหง     (ง) ฟางขาว 
 
 
 
รูปที่ 4.4  น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริก 
    ความเขมขนตางๆ ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา15 ปอนด/ตารางนิ้ว      
     60 นาที  
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 ผลการวิเคราะหน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ไดหลังการปรับสภาพดวยกรดซลัฟูริกเขมขน         
1.0 %โดยน้าํหนกั/ปริมาตร ดวยวธิี HPLC พบกลูโคสในลําไยอบแหงสูงที่สุด คือ 218.59 มิลลิกรัม
กรัม/กรัม รองลงมาคือ ชานออย ซงัขาวโพด ฟางขาว เทากับ 144.72, 85.93 และ 11.60 
มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดับ พบไซโลสในซงัขาวโพดสูงสดุคือ 206.09 มิลลิกรัม/กรัม รองลงมาคอื 
ชานออย ฟางขาว ลําไยอบแหง เทากับ 119.93, 118.69 และ 6.13 มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดบั 
แสดงในตารางที ่2 
 
 เมื่อความเขมขนของกรดซัลฟูริกที่ใชในการปรับสภาพเพิม่มากขึน้ พบวาปริมาณ       
เฟอรฟูรัล ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล และกรดอะซีติก ซึ่งมฤีทธิย์บัยั้งการเจริญของจุลินทรียใน
ข้ันตอนการหมักเอทานอลเพิ่มข้ึน แสดงในตารางที ่ 4.2 Nigam (2001) รายงานวาในน้ําหมักที่มี
เฟอรฟูรัลเขมขน 0.25 กรัม/ลิตร ไมมีผลตอการลดลงของปริมาณและการผลิตเอทานอล แตเมื่อ
ความเขมขนของเฟอรฟูรัลมากกวา 1.5 กรัม/ลิตร ทําใหการเจรญิของยีสตลดลง ปริมาณและ   
การผลิตเอทานอลลดลง 90.4 % และ 85.1 % ตามลําดับ Alves และคณะ (1998) รายงานวา             
ไฮดรอกซีเมทลิเฟอรฟูรัลเขมขน 1 กรัม/ลิตร มีผลในการยับยัง้การเติบโตของเซลลและการหมกั
ของ S. cerevisiae จากตารางที่ 4.2 การปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1.0 %โดยน้ําหนกั/
ปริมาตร ปริมาณเฟอรฟูรัลที่พบไมมีผลตอการยับยัง้การเจริญของยสีต แตเพื่อหลีกเลี่ยงปริมาณ
ของสารยับยัง้คือ ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลในระดับที่มผีลยับยั้งการเจริญและการหมักของยีสตจึง
ไดเลือกใชกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร ในการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตร ผลการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร พบเฟอรฟูรัล
สูงสุด คือ 0.121       กรัม/ลิตร ในซังขาวโพด รองลงมาคือ ชานออย ลําไยอบแหง ฟางขาว เทากบั 
0.107, 0.088 และ 0.072 กรัม/ลิตร ตามลําดับ สวนไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลพบในชานออยมาก
ที่สุด คือ 1.522     กรัม/ลิตร รองลงมาคือ  ลําไยอบแหง ซังขาวโพด ฟางขาว เทากับ 1.157, 0.812 
และ 0.107     กรัม/ลิตร ตามลําดับ  
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ตารางที่ 4.2  ปริมาณน้าํตาลและสารยับยั้งบางชนิดที่ไดจากการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 และ 1.0 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร 
         ที ่121 องศาเซลเซยีส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี

ชนิดของน้าํตาล (มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท) ชนิดของสารยบัยั้ง (กรัม/ลิตร) ความเขมขน
ของกรด     
ซัลฟูริก 
(%w/v) 

 
วัสดุเหลือใชทาง
การเกษตร 

กลูโคส ไซโลส กาแลคโตส อะราบิโนส แมนโนส เฟอรฟูรัล
  

ไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอรฟูรัล 

กรดอะซีติก
  

กรดแลคติก 
 

0.75 ชานออย 
ซังขาวโพด 
ลําไยอบแหง 
ฟางขาว 

133.56 
75.29 
159.38 
8.41 

110.46 
184.06 
3.50 

77.90 

2.12 
3.89 
3.63 
5.96 

10.94 
15.84 
39.16 
19.17 

- 
- 
- 
- 

0.107 
0.121 
0.088 
0.072 

1.522 
0.812 
1.157 
0.107 

1.823 
2.288 
0.286 
0.803 

0.034 
0.749 
0.111 
0.019 

1.0 ชานออย 
ซังขาวโพด 
ลําไยอบแหง 
ฟางขาว 

144.72 
85.93 
218.59 
11.60 

119.93 
206.09 
6.13 

118.69 

2.06 
2.90 
4.20 
7.57 

11.04 
15.90 
36.65 
20.81 

- 
- 
- 
- 

0.134 
0.164 
0.074 
0.092 

1.831 
1.012 
1.951 
0.120 

1.782 
2.517 
0.457 
1.030 

0.032 
0.721 
0.105 
0.019 
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4.2.5 ผลของปริมาณวสัดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชในการปรับสภาพ 
 
 จากผลการทดลองขอ 4.2.4 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรที่ทดสอบดวยกรดซัลฟูริกที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว ของชานออยและฟางขาวนอยกวาของซังขาวโพดและลําไยอบแหง และจากลักษณะที่
ปรากฏดังแสดงในรูปที่ 4.7  พบวาชานออยและฟางขาวมีลักษณะแหงจึงแปรผันโดยลดปริมาณ
ชานออยและฟางขาวในขั้นตอนการปรับสภาพดวยกรด 
 
 ผลการแปรผันปริมาณชานออย และฟางขาว 1.25, 2.5, 5 และ 10 กรัม%โดยปริมาตร ใน
การปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอ
นึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที แมวาน้ําตาลรีดิวซที่ไดจะเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณ   
ชานออย และฟางขาวเพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 4.5 แตเพื่อใหวัสดุเหลือใชทางการเกษตรถูกยอย
สลายไดดีในขั้นตอนการยอยดวยเอนไซมจึงลดปริมาณวัสดุเหลือใชทางการเกษตรลงเปน 5 
กรัม%โดยปริมาตร ลักษณะของชานออย และฟางขาวที่ปริมาณนอยกวา 10 กรัม%โดยปริมาตร 
หลังการปรับสภาพ ดังแสดงในรูปที่ 4.6 
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รูปที่ 4.5   น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพชานออย และฟางขาว ปริมาณตางๆ ที่ 121         
     องศาเซลเซยีส ดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร ในหมอนึง่ 
     ความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี
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รูปที่ 4.6   ลักษณะของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ปริมาณ 1.25, 2.5 และ 5 กรัม%โดยปริมาตร 
    หลังการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศา
    เซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที 
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(ก)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ข)   
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7   ลักษณะของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตางๆ (10 กรัม%โดยปริมาตร) ใน 
    กรดซัลฟูริกเขมขน 0.75  %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร (ก) กอนการปรับสภาพ และ             
    (ข) หลังการปรับสภาพ ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา  
    15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี 
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รูปที่ 4.8  ลักษณะของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตางๆ (10 กรัม%โดยปริมาตร) หลังการปรับ   
   สภาพดวยการบดและกรดซัลฟูริกเขมขน 0 และ0.75 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ตามลําดับ  
   ที ่121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี        
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 เมื่อทําการวิเคราะหวัสดุเหลือใชทางการเกษตรซึ่งผานการปรับสภาพขางตน พบวา 
น้ําตาลรีดิวซที่ ไดจากการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟู ริกเขมขน            
0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร มาจากการสลายของเฮมิเซลลูโลส ดังแสดงในรูปที่ 4.9 ทั้งนี้เพราะ
กรดเขาไปทําลาย  พันธะโครงสรางระหวางโมเลกุลของลิกนิน และเซลลูโลสทําใหโครงสราง
โมเลกุลเกิดการแตกเฮมิเซลลูโลสจึงละลายออกมา (Yáñez และคณะ, 2004) โดยกรดจะเขาไป
ละลายเฮมิเซลลูโลสไดดีที่สุดในชานออย รองลงมาคือ ซังขาวโพด ลําไยอบแหง และฟางขาว   
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รูปที่ 4.9  การเปรียบเทยีบปริมาณเฮมิเซลลูโลสในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรกอนและหลังการ    
   ปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/    
   ตารางนิ้ว 60 นาท ี
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 48

 
4.3    ผลการศึกษาสมบัติบางประการของเซลลูเลสทางการคา 
 
4.3.1 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ

บีตากลูโคซิเดส ของเซลลูเลสจาก T. reesei  ATCC 26921 (Sigma, USA) และคา
ความเสถียรของเอนไซม 

 
 จากรูปที ่4.10, 4.11 และ 4.12 อุณหภูมิ และคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของ    
เอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส คือ 55 องศาเซลเซียส และ 5.0 เมื่อบมเอนโดกลูคาเนส และ 
บีตากลูโคซิเดส ไวที ่55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมงยงัคงมแีอคทิวิตี 
เหลืออยู 92.81 % และ 46.69 % ตามลําดับ 
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รูปที ่4.10  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. reesei  ATCC 26921           
      คากรด-เบส 5.0  ที่อุณหภูมิตางๆ  
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รูปที่ 4.11  แอคทิวิตีที่คากรด-เบสตางๆ ของเอนโดกลูคาเนส จาก T. reesei  ATCC 26921          
      ที่ 55 องศาเซลเซียส  
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รูปที่ 4.12   ความเสถียรของเอนโดกลูคาเนส จาก T. reesei  ATCC 26921 ที ่55 องศาเซลเซยีส    
      คากรด-เบส 5.0 (กําหนดแอคทิวิตีของเอนไซมซึง่ไมถูกบมไวที่อุณหภูมิตางๆมีคาเปน   
      100) 
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4.3.2 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ
บีตากลูโคซิเดส ของเซลลูเลสจาก A. niger (Sigma, USA) และคาความเสถียรของ
เอนไซม  

  
 จากรูปที่ 4.13 และ 4.14 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนสและ    
บีตากลูโคซิเดส คือ 60 องศาเซลเซียส และคากรด-เบสที่เหมาะสม คือ 4.5  
 
 จากรูปที่ 4.15 เมื่อบมเอนโดกลูคาเนสไวที่ 60 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง คากรด-เบส 5.0 
แอคทิวิตีลดลงเหลือเพียง 34.30 % ในขณะที่บมเอนโดกลูคาเนสและบีตากลูโคซิเดสไวที ่55 องศา
เซลเซียส 48 ชั่วโมง คากรด-เบส 5.0 แอคทิวิตีลดลงเหลือ 84.57 % และ 64.02 % ตามลําดับ เมื่อ
เวลาผานไป 48 ชั่วโมง ที่ 60 องศาเซลเซียส แอคทิวิตีของเอนไซมลดลงมากกวาที่ 55 องศา
เซลเซียส ดังนั้นในงานวิจัยจึงเลือกใชที่ 55 องศาเซลเซียส (เนื่องจากจะผสมกับเซลลูเลสของ     
T. reesei  ATCC 26921) คากรด-เบส 5.0 ในการยอยสลายวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  
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รูปที่ 4.13  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก A. niger  คากรด-เบส 5.0 ที่  
     อุณหภูมิตางๆ  
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รูปที่ 4.14  แอคทิวิตีที่คากรด-เบสตางๆของเอนโดกลูคาเนส จาก A. niger  ที่ 55 และ 60  
    องศาเซลเซียส  
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รูปที่ 4.15  ความเสถียรของเอนโดกลูคาเนส จาก A. niger ที่ 55 และ 60 องศาเซลเซียส คากรด-
      เบส 5.0 (กําหนดแอคทิวิตีของเอนไซมซึ่งไมถูกบมไวที่อุณหภูมิตางๆมีคาเปน 100) 
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4.3.3 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลคูาเนส และ
 บีตากลโูคซิเดสของเซลลเูลสจาก T. longibrachiatum (เดิม T. reesei) ยี่หอ 
 CYTO®CL (Genecor, Finland) และคาความเสถียรของเอนไซม  
 
 จากรูปที่ 4.16, 4.17 และ 4.18 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของ          
เอนโดกลูคาเนส คือ 55 องศาเซลเซียส และ 4.5 ตามลําดับ อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสม
ตอแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส คือ 65 องศาเซลเซียส และ4.5 ตามลําดับ เมื่อบมเอนโดกลูคาเนส
ไวที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 72 ชั่วโมงยังคงมีแอคทิวิตีเหลืออยู 90.38 % 
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รูปที่  4.16  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. longibrachiatum ยี่หอ  
      CYTO®CL คากรด-เบส 4.8 ที่อุณหภมูิตางๆ  
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รูปที่ 4.17  แอคทิวิตีที่คากรด-เบสตางๆ ของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดสจาก  
   T. longibrachiatum  ยี่หอ CYTO®CL ที่ 55 องศาเซลเซียส 
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รูปที่  4.18  ความเสถียรของเอนโดกลูคาเนส จาก T. longibrachiatum ยี่หอ CYTO®CL ที่ 55,  
      60 และ 65 องศาเซลเซยีส คากรด-เบส 4.5 (กําหนดแอคทิวิตีของเอนไซมซึง่ไมถูกบม 
      ไวที่อุณหภมูิตางๆมีคาเปน 100) 
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4.3.4 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ
 บีตากลูโคซิเดสของเซลลูเลสจาก T. reesei  ยี่หอ GC 220 (Genecor, Finland) 
 และคาความเสถียรของเอนไซม  

 
 จากรูปที่ 4.19 และ 4.20 คากรด-เบส 4.8 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของ                  
เอนโดกลูคาเนส คือ 40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส 
คือ 55 องศาเซลเซียส เมื่อบมบีตากลูโคซิเดสไวที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 (เนื่องจากใช
ผสมกับเซลลูเลสยี่หอ CYTO®CL) เปนเวลา 72 ชั่วโมง มีแอคทิวิตีเหลืออยูเพียง 10.54 %  
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รูปที่  4.19  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. reesei ยี่หอ GC 220        
      คากรด-เบส 4.8 ที่อุณหภูมิตางๆ 
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รูปที่  4.20  ความเสถียรของบีตากลูโคซิเดสจาก T. reesei  ยี่หอ GC 220 ที่ 55 องศาเซลเซียส 
      คากรด-เบส 4.5 (กําหนดแอคทิวิตีของเอนไซมซึ่งไมถูกบมไวที่อุณหภูมิตางๆมีคาเปน  
      100) 
 
4.3.5 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ
 บีตากลูโคซิเดสของเซลลูเลสจาก T. reesei ยี่หอ Celluclast®1.5 L FG 
 (Novozymes, Denmark)  

 
จากรูปที่ 4.21 และ 4.22 อุณหภูมิ และคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของ             

เอนโดกลูคาเนส คือ 55 องศาเซลเซียส และ 4.0 ตามลําดับ อุณหภูมิ และคากรด-เบสที่เหมาะสม
ตอแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส คือ 65 องศาเซลเซียส และ5.0 ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.21  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. reesei ยี่หอ      
     Celluclast®1.5 L FG  คากรด-เบส 4.8 ที่อุณหภูมิตางๆ  
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รูปที่ 4.22  แอคทิวิตีที่คากรด-เบสตางๆของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. reesei    
     ยี่หอ Celluclast®1.5 L FG ที่ 55 องศาเซลเซียส  
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4.3.6 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ
 บีตากลูโคซิเดสของเซลลูเลสผสมจาก T. reesei และ A. niger ยี่หอ Cellubrix 
 (Novozymes, Denmark)  

 
 จากรูปที่ 4.23 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส คือ 50              
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส คือ 65 องศาเซลเซียส 
พบวามีแอคทิวิตีต่ํากวาเอนไซมทางการคายี่หออ่ืนๆ จึงไมมีการหาคากรด-เบสที่เหมาะสมตอ  
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รูปที่  4.23  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส ของเซลลูเลสผสมจาก T. reesei  
      และ A. niger  ยี่หอ Cellubrix คากรด-เบส 4.8 ที่อุณหภูมิตางๆ  
 
 จากรูปที ่ 4.16, 4.19, 4.21 และ 4.23 วิเคราะหแอคทวิติีของเซลลูเลสทางการคา 4 ยี่หอ
(CYTO®CL , GC220, Celluclast®1.5 L FG และCellubrix) พบวา ยี่หอ CYTO®CL มีแอคทิวิตี
ของเอนโดกลคูาเนสสงูสุด 476.84 หนวยเอนไซม/มิลลิลิตร และมีแอคทิวิตีของบีตากลูโคซเิดส 
82.47 หนวยเอนไซม/มิลลิลิตร  ในขณะที่ยีห่อ GC 220 มีแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดสสูงสุด 
182.90 หนวยเอนไซม/มิลลิลิตร และมแีอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส 115.04 หนวยเอนไซม/
มิลลิลิตร  จึงเลือกใชเซลลูเลส 2 ยีห่อนี้ผสมกัน 
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 จากรูปที ่ 4.18 พบวาการบมที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 72 ชั่วโมง                  
ทําใหเอนโดกลูคาเนสของเซลลูเลสยี่หอ CYTO®CL มแีอคทิวิตีเหลืออยู 90.38 % ในขณะที่รูปที ่
4.20 พบวาทาํใหบีตากลูโคซิเดสของเซลลูเลสยี่หอ GC 220 มีแอคทิวิตีเหลืออยูเพยีง 10.54 % จึง
ไดลดอุณหภูมิเพื่อหาคาความเสถียรทีเ่หมาะสมใหมดังตารางที่ 4.3 
 
ตารางที ่4.3  ความเสถียรของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซเิดสของเซลลูเลสยี่หอ CYTO®CL 
         และGC 220 คากรด-เบส 4.5  ที่ 45, 50 และ 55 องศาเซลเซยีส 72 ชั่วโมง 
อุณหภูมิ 

(°C) 
ชนิดเอนไซม เวลา 

(ชั่วโมง) 
แอคทิวิตีสัมพทัธของ  

เซลลูเลสยี่หอ CYTO®CL 
(%)* 

แอคทิวิตีสัมพทัธของ
เซลลูเลสยี่หอ GC 220 

(%)* 
เอนโดกลูคาเนส 0 

48 
72 

100 
97.53 
95.85 

100 
99.28 
99.09 

45 

บีตากลูโคซิเดส 0 
48 
72 

100 
99.28 
99.28 

100 
98.24 
95.20 

เอนโดกลูคาเนส 0 
48 
72 

100 
96.92 
92.85 

100 
98.52 
98.15 

50 

บีตากลูโคซิเดส 0 
48 
72 

100 
66.67 
58.33 

100 
97.33 
87.41 

55 เอนโดกลูคาเนส 0 
48 
72 

100 
95.14 
90.38 

100 
19.78 
10.54 

*กําหนด แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส ที่ไมบมที่ 45, 50และ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 มีคาเทากับ100 
 
 จากตารางที่ 4.3 พบวาที ่45 องศาเซลเซยีส 72 ชั่วโมง จะมีแอคทิวิตขีองเอนโดกลคูาเนส 
และบีตากลูโคซิเดสเหลืออยูมากที่สุด แตในงานวิจัยนี้เลอืกใชที ่ 50 องศาเซลเซยีส เนื่องจากเปน
อุณหภูมิที่ใกลกับอุณหภูมิทีม่ีแอคทิวิตีของเซลลูเลสสูงสุด คือ 55 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 4.4  สรุปแอคทิวิตีและความเสถยีรของเอนไซมทางการคา 
แอคทิวิตีของเอนไซม ความเสถียรของเอนไซม เอนไซม 

เอนโดกลูคาเนส บีตากลูโคซิเดส เอนโดกลูคาเนส บีตากลูโคซิเดส 
T. reesei ATCC 26921 
(Sigma) 

55°C pH 5.0 
6.04 U/mg pro. 

55°C pH 5.0 
0.29 U/mg pro. 

55°C, pH 5.0, 48 ชม. 92.81% 55°C, pH 5.0, 48 ชม. 46.69% 
 

A. niger (Sigma) 60°C pH 4.5 
4.64 U/mg pro. 

60°C pH 4.5 
0.74 U/mg pro. 

55°C, pH 5.0, 48 ชม. 84.57% 
60°C, pH 5.0, 48 ชม. 34.30% 

55°C, pH 5.0, 48 ชม. 64.02% 
 

CYTO®CL (Genecor) 55°C pH 4.5 
476.84 U/ml. or 3.13 U/mg pro. 

50°C pH 4.5 
473.28 U/ml. or 3.10 U/mg pro. 

65°C pH 4.5 
82.47 U/ml. or 0.36 U/mg pro. 

50°C pH 4.5 
52.96 U/ml. or 0.35 U/mg pro. 

 

45°C, pH 4.5, 72 ชม. 95.85% 
50°C, pH 4.5, 72 ชม. 92.85% 
55°C, pH 4.5, 72 ชม. 90.38% 
60°C, pH 4.5, 72 ชม. 80.61% 
65°C, pH 4.5, 72 ชม. 17.80% 

45°C, pH 4.5, 72 ชม. 99.28% 
50°C, pH 4.5, 72 ชม. 58.33% 

 

GC 220 (Genecor) 40°C pH 4.5 
115.04 U/ml. or 0.50 U/mg pro. 

50°C pH 4.5 
68.85 U/ml. or 0.3 U/mg pro. 

55°C pH 4.5 
182.90 U/ml. or 0.80 U/mg pro. 

50°C pH 4.5 
136.57 U/ml. or 0.60 U/mg pro. 

45°C, pH 4.5, 72 ชม. 99.09% 
50°C, pH 4.5, 72 ชม. 98.15% 

 

45°C, pH 4.5, 72 ชม. 95.20% 
50°C, pH 4.5, 72 ชม. 87.41% 
55°C, pH 4.5, 72 ชม. 10.54% 

Celluclast®1.5L FG  
(Novozymes) 

55°C pH 4.0 
194.59 U/ml. 

65°C pH 5.0 
31.54 U/ml. 

-  -

Cellubrix (Novozymes) 50°C pH 4.8 
58.09 U/ml. 

65°C pH 4.8 
40.34 U/ml. 

-  -
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4.4 ผลการศึกษาภาวะบางประการที่มีผลตอการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวย     
เซลลูเลส 
 
งานวิจัยขอ 4.4.1 และ 4.4.2 ไดเลือกศึกษาการยอยชานออยดวยเซลลูเลส เนื่องจากเปน

วัตถุดิบที่มีอยูเปนจํานวนมากในโรงงานน้ําตาลจึงเปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีศักยภาพทีจ่ะ
นํามาใชเปนสารตั้งตนเพื่อการผลิตเอทานอลเพราะไมมีปญหาตนทุนของการขนสง โดยนํา      
ชานออย 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/
ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที มาปรับคา
กรด-เบสเปน 5.0 แลวศึกษาการยอยสลายดวยเซลลูเลสจาก T. reesei  ATCC 26921 ที่ 55 
องศาเซลเซียส, เซลลูเลสผสมระหวางเซลลูเลสของ T. reesei  ATCC 26921 และ A. niger  ที่ 55 
องศาเซลเซียส และเซลลูเลสจาก A. niger ที่ 60 องศาเซลเซียส เขยา 110 รอบ/นาที 48 ชั่วโมง 
หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือด 5 นาที กรองแยกตะกอน วิเคราะหน้ําตาลรีดิวซที่ได 
 
4.4.1 ผลของอัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสและบีตากลูโคซิเดส ที่เหมาะสมตอการยอย

ชานออยที่ผานการปรับสภาพ  
 
 เนื่องจากที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 เซลลูเลสจาก T. reesei  ATCC 26921 มี
แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส 6.04 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน แตมีแอคทิวิตีของบีตา         
กลูโคซิเดสคอนขางต่ําเทากับ 0.29 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน  จึงผสมเซลลูเลสจาก A. niger 
ซึ่งมีแอคทิวิตีบีตากลูโคซิเดสสูงกวาเทากับ 0.67 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน เพื่อใหอัตราสวน
ของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดสลดลง ดังแสดงในตารางที่ 4.5  
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ตารางที่ 4.5  อัตราสวนของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดสใน 1 มิลลิกรัมโปรตีนของ 
        เซลลูเลสจาก T. reesei, เซลลูเลสผสม  ที ่55 องศาเซลเซียส และ A. niger          

         ที ่60 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 
เซลลูเลส เอนโดกลูคาเนส 

(หนวยเอนไซม) 
บีตากลูโคซิเดส 
(หนวยเอนไซม) 

อัตราสวนเอนโดกลูคาเนส:
บีตากลูโคซิเดส 

กอนการบม: 
T. reesei 
A. niger 
T. reesei + A. niger 

 
72.48 
55.68 
64.08 

 
3.48 
8.88 
6.18 

 
21:1 
6:1 
10:1 

หลังการบม 48 ชั่วโมง: 
T. reesei 
A. niger 
T. reesei + A. niger 

 
67.27 
19.10 
57.17 

 
1.62 
2.32 
3.65 

 
41:1 
8:1 
16:1 

 
 จากตารางที่ 4.5 แอคทิวิตีของเอนไซมลดลง แตอัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสและ
บีตากลูโคซิเดส ในเซลลูเลสจาก T. reesei ATCC 26921, เซลลูเลสผสม และเซลลูเลสจาก       
A. niger  หลังการบม 48 ชั่วโมง เพิ่มข้ึน  
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 ผลการยอยชานออยที่ผานการปรับสภาพดวยเซลลูเลสจาก T. reesei, เซลลูเลสผสม  ที่ 
55 องศาเซลเซียส และเซลลูเลสจาก A. niger ที่ 60 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 พบวาน้ําตาล
รีดิวซที่ไดสูงขึ้น  เมื่ออัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสตอบีตากลูโคซิเดสลดลงจาก 21:1 เปน 10:1 
ดังแสดงในรูปที่ 4.24 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดแปรผันกับหนวยเอนไซมของเอนโดกลูคาเนสที่ใช, 
อัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสตอบีตากลูโคซิเดส และความเสถียรของเอนไซม ผลการทดลอง
สอดคลองกับ Drazic และ Nozinic (1984) ซึ่งใชเซลลูเลสจาก T. reesei  รวมกับเซลลูเลสจาก 
Aspergillus sp. ยอยฟางขาวสาลี (wheat straw) พบวาประสิทธิภาพการยอยสลายสูงกวาการใช
เซลลูเลสจากเชื้อราแตละชนิดแยกกัน ดังนั้นจึงเลือกใชเซลลูเลสผสมในการทดลองตอไป 

21.9121.61 23.08

0
5

10
15
20
25
30

(6:1) (10:1) (21:1) 

อัตราสวนของเอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส

น้ํา
ตา
ลรี
ดิว
ซ (
กรัม

/ลิต
ร)

 
รูปที่ 4.24   น้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยชานออยผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน   
       0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที ่121 องศาเซลเซยีส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา       
       15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาที ดวยเซลลูเลส ที ่55 และ 60 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 
       5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  
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4.4.2 ผลของปริมาณชานออยตอการยอยดวยเซลลูเลส  
  
 ผลการแปรผันปริมาณชานออยหลังการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดย
น้ําหนัก/ปริมาตร  1, 2.5, 5.0 และ 7.5 กรัม%โดยปริมาตร ดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:
บีตากลูโคซิเดส=10:1) จํานวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-
เบส 5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาน้ําตาลรีดิวซที่ไดสูงสุดเมื่อปริมาณชานออยเทากับ 5 กรัม%
โดยปริมาตร คือ แขวนลอยชานออย 5 กรัมใน 100 มิลลิลิตรของเซลลูเลสผสม ดังแสดงในรูปที่ 
4.25 ปริมาณชานออยมากกวา 5 กรัม%โดยปริมาตร มีลักษณะแหงจึงทําใหความสามารถของ
เซลลูเลสในการยอยสลายลดลง  

1.77

3.03

4.64

1.08

0
1

2
3

4
5

6

1%ชานออย 2.5%ชานออย 5%ชานออย 7.5%ชานออย

น้ํา
ตา
ลรี
ดิว
ซ (
กรัม

ตอ
ลิต
ร)

 
รูปที่ 4.25  น้ําตาลรีดิวซทั้งหมดที่เพิ่มข้ึนจากการยอยดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:    
     บีตากลูโคซิเดส=10:1) จํานวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 55               
     องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
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 ผลระยะเวลาในการยอยดวยเซลลูเลส เมื่อวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดทุก 3 ชั่วโมง 
การยอยชานออย 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดย
น้ําหนัก/ปริมาตร ดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส=10:1) จํานวน 64 หนวย
เอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาอัตราการเพิ่มข้ึนของน้ําตาลรีดิวซลดลง 12 
ชั่วโมงแรก น้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 18.4 % ชั่วโมงที่ 24 และ 48 น้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนจากชั่วโมงที่ 12 
และ24 เพียง 5.16 และ 0.57 % ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4.6  นํ้าตาลรีดิวซทัง้หมดจากการยอยชานออย 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ 55       
         องศาเซลเซียส ดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซเิดส=10:1)          
         จํานวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลคูาเนส) ที่ระยะเวลาตางๆ  

เวลา (ชัว่โมง) น้ําตาลรีดิวซทัง้หมด (กรัม/ลิตร) 
0 
1 
3 
6 
9 

12 
16 
20 
24 
30 
48 

18.45 
18.83 
20.34 
20.53 
20.92 
21.84 
22.24 
22.64 
22.96 
23.04 
23.09 
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4.4.3 การเปรยีบเทียบผลของการปรับสภาพดวยกรดตอประสิทธภิาพของเซลลเูลสใน
 การยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตางๆ 
 
 ผลการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ไมปรับสภาพดวยกรดและ
ปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่ง
ความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที ดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิ
เดส=10:1) จาํนวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 55 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง พบวา
การปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ชวยทาํใหเอนไซมสามารถ
ยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรไดดีข้ึน เรียงตามลาํดับดังนี ้คือ ซังขาวโพด ฟางขาว ลําไยอบแหง     
ชานออย ดังแสดงในรูปที่ 4.26 ทั้งนี้เพราะวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ไมผานการปรับสภาพดวย
กรดซัลฟูริก เอนไซมจะเขาไปทําปฏิกิริยาไดยากจงึไดน้ําตาลรีดิวซในปริมาณต่ํากวา 
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ไมผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก 0.75 %
 

 
รูปที่ 4.26  น้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตรทีไ่มปรับสภาพดวยกรด      
      และปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศา    
      เซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาท ี ดวยเซลลเูลสผสม 
      (เอนโดกลคูาเนส:บีตากลูโคซิเดส=10:1) จํานวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) 
      ที่ 55 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง 
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4.5 ผลการยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ผานการปรบั
 สภาพดวยกรดซัลฟูรกิเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที ่121 องศาเซลเซียส  
 ในหมอนึ่งความดันไอน้าํ 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาที ดวยเซลลูเลสผสมระหวาง 
 CYTO®CL และ GC 220  
 
 ผลการใชเซลลูเลสผสมระหวาง CYTO®CL และGC 220 จํานวน 81 หนวยเอนไซม      
(เอนโดกลูคาเนส) ซึง่มีอัตราสวนระหวางเอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซเิดสเทากับ 3:1 ยอยสลายที่ 
50 องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง จากรูปที ่ 4.27 พบวา ใน 24 ชั่วโมงแรกของการยอยชานออย         
ซังขาวโพด และฟางขาว ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็ว หลงัจากนัน้ปริมาณน้าํตาล
รีดิวซที่ไดจะเพิ่มข้ึนไมมาก ลําไยอบแหงน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดมีคาคงที่ในชั่วโมงที่ 24 ถึงชัว่โมงที่ 48 
ชั่วโมงที ่ 72 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดลดลงอาจเนื่องมาจากในระหวางการยอยดวยเซลลูเลส
น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นถูกเปลีย่นไปเปนผลติภัณฑอ่ืน เชน เฟอรฟูรัล เปนตน ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
เพิ่มข้ึนหลังการปรับสภาพดวยกรดจากการยอยดวยเซลลูเลสเปนเวลา 48 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที ่
4.28  พบวาจะไดน้ําตาลรดีิวซมากที่สุดจากซงัขาวโพด เทากับ 15.7 กรัม/ลิตร รองลงมา คือ    
ชานออย ฟางขาว และลําไยอบแหง เทากับ 10.79, 9.31 และ 4.53 กรัม/ลิตร ตามลําดับ  ผลการ
วิเคราะหชนิดและปริมาณของน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ไดดวยวิธ ีHPLC ดังแสดงในรปูที ่4.29 พบวา
ไดกลูโคสสูงสุดจากซังขาวโพดคือ 13.39 กรัม/ลิตร รองลงมาคือ ลําไยอบแหง ชานออย ฟางขาว 
เทากับ 13.36, 11.68 และ 10.71 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ไดไซโลสสูงสดุจากซังขาวโพด คือ 11.62 
กรัม/ลิตร รองลงมาคือ ฟางขาว ชานออย เทากับ 7.59 และ 6.21 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.27  น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 5 กรัม%โดยปรมิาตร      
      ที่ปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121  
       องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาท ีดวยเซลลูเลส
       ผสมระหวาง CYTO®CL และ GC 220 (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส=3:1)     
       จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลคูาเนส) ที ่50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 ที่
       เวลาตางๆ  
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รูปที่ 4.28  น้ําตาลรีดิวซทั้งหมดที่เพิ่มข้ึนจากการยอยดวยเซลลูเลสผสมระหวาง CYTO®CL และ    
      GC 220  (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส=3:1) จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลู        
       คาเนส) ที่ 50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.29    ชนิดและปริมาณของน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวบางชนิดที่ไดจากการยอยดวยเซลลูเลส  
       ผสมระหวาง CYTO®CL และ GC 220  (เอนโดกลคูาเนส:บีตากลูโคซิเดส=3:1)         

                 จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลคูาเนส) ที่ 50 องศาเซลเซยีส คากรด-เบส 4.5  
                      เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.7   การเปรียบเทยีบผลการทดลองน้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายลกิโนเซลลโูลสกับงานวิจัยอืน่ 
 
 
 

ภาวะที่ใชในการทดลอง  
วัตถุดิบ 

 
วิธีการปรับสภาพ 

 
ชนิดเอนไซม คากรด-เบส อุณหภูม ิ

(°C) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ความเร็ว
รอบ/นาที 

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง 

ฟางขาว,       
ซังขาวโพด   
และ ชานออย 

 แช 10%NaOH  
24 ชั่วโมง ตมที่ 
80°C 2 ชั่วโมง 

Celluclast และ 
Novozyme 

-   50 168 200 ฟางขาว, ซังขาวโพด และชานออยไดน้ําตาลรีดิวซ  
720, 693 และ 525 มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท 
ตามลําดับ 

อํานวย ขวัญเมือง, 2537 

ฟางขาว แช NaOH 2M 24 
ชั่วโมง ตมที่ 

70°C 90 นาที 

เซลลูเลส    4.0 55 16 350 น้ําตาลรีดิวซ  557.07  มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท ระวีวรรณ แกลวกลา, 2538 

เหงามัน
สําปะหลัง 

แช NaOH 2M 24 
ชั่วโมง ตมที่ 

50°C 90 นาที 

Cellubrix     4.8 50 24 - น้ําตาลรีดิวซ  8.3 กรัม/ลิตร พรรณวิไล  กิ่งสุวรรณรัตน, 
2545 

wheat straw 0.75% H2SO4

121°C 60 นาที 
Celluclast และ 

Novozyme 
5.0   45 72 100 น้ําตาลรีดิวซ 485±22  มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท Saha B.C.  และคณะ, 

2005 
corn stover 2% H2SO4 ดวย

steam 190°C    
5 นาที  

Celluclast และ 
Novozyme 

4.8    50 72 300 น้ําตาลรีดิวซ  561  มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท Varga E. และคณะ, 2004 

rye straw และ 
bermudagrass 

0.6% H2SO4 
autoclave 

121°C 60 นาที 

เซลลูเลสจาก     
T. reesei  และ 

Novozyme 

4.8   50 48 100 rye straw และ bermudagrass ไดน้ําตาลรีดิวซ  
133.7 และ 195.7 มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท 
ตามลําดับ 

Sun Y. และคณะ, 2005 
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ภาวะที่ใชในการทดลอง  
วัตถุดิบ 

 
วิธีการปรับ
สภาพ 

 
ชนิดเอนไซม คากรด-เบส อุณหภูม ิ

(°C) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ความเร็ว
รอบ/นาที 

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง 

ชานออย,         
ซังขาวโพด,  
ลําไยอบแหง  
และฟางขาว 

0.75% H2SO4

autoclave 
121°C 60 นาที 

Cyto® CL และ 
GC 220 

4.5    50 48 110 ชานออย, ซังขาวโพด, ลําไยอบแหง และฟางขาว
ไดน้ําตาลรีดิวซ  520.13, 693.51, 518.20  และ 
466.19  มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท ตามลําดับ 

งานวิจัยนี้ 

ชานออย,         
ซังขาวโพด,  
ลําไยอบแหง   
และฟางขาว 

0.75% H2SO4

autoclave 
121°C 60 นาที 

เซลลูเลสจาก 
T .reesei และ   

A. niger 

5.0    55 48 110 ชานออย, ซังขาวโพด, ลําไยอบแหง และฟางขาว
ไดน้ําตาลรีดิวซ  572.14, 602.97, 631.86  และ 
460.41 มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท ตามลําดับ 

งานวิจัยนี้ 
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4.6 ผลการหมักเอทานอลจาก enzymatic hydrolysates (ผลจากขอ 4.5) โดยใช         
 S. cerevisiae TISTR 5596   
 
 ผลการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรซึง่ปรับสภาพดวยกรดแลวยอยดวยเซลลูเลสผสม
ระหวาง CYTO®CL และ GC 220  (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซเิดส=3:1) จํานวน 81 หนวย
เอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง (ผลจากขอ 
4.5) จะไดสารละลายน้ําตาลรีดิวซ ดังรูปที่ 4.30 นําสารละลายน้าํตาลรีดิวซที่ไดไปใชเปน         
สับเสตรทในการหมักเอทานอลโดย S. cerevisiae TISTR 5596  ปรับคากรด-เบสเปน 4.5 โดย
เติมแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.4 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร เพื่อใหยีสตใชเปนแหลงไนโตรเจนเพื่อการ
เจริญ และกระบวนการหมกั (Saita และSlaughter, 1984) และเติมกลูโคส 10 กรัม/ลิตร เพื่อเพิม่
ความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตน หมักที่อุณหภูมิหอง ในสภาวะการหมกัแบบไรอากาศ เปนเวลา 72 
ชั่วโมง  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.30 ลักษณะสีของสารละลายน้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายดวยเซลลูเลส  
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 รูปที่ 4.31   ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจากสารละลายน้ําตาลรีดิวซทีม่ีการเติมกลโูคส 
        หมกัโดย S. cerevisiae TISTR 5596 ที่อุณหภูมหิอง 72 ชั่วโมง 
 
 จากรูปที ่4.31  การเติมกลูโคส 10 กรัมตอลิตร ทําใหกลูโคสเริ่มตนของสารละลายน้ําตาล
รีดิวซของชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง และฟางขาว คือ 36.01, 44.68, 35.91 และ 33.31 
กรัมตอลิตร ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง พบวาไดเอทานอลสูงสดุจากลําไยอบแหงคือ 24.43 %โดยน้ําหนัก 
รองลงมา คือ ชานออย และซังขาวโพด ซึ่งมีคาใกลกันมาก คือ 20.7 %โดยน้ําหนกั สวนฟางขาว
ใหเอทานอลต่าํสุดคือ 16.58 %โดยน้าํหนกั 
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ตารางที่ 4.8  การเปรียบเทยีบปริมาณเอทานอล กับงานวิจยัอื่น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาวะที่ใชในการหมัก  
วัตถุดิบ 

 
 

 
น้ําตาลเริ่มตน 

 
ชนิดจุลินทรีย คากรด-เบส อุณหภูม ิ

(°C) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง 

ฟางขาว,             
ซังขาวโพด       
และชานออย 

ฟางขาว, ซังขาวโพด, 
และชานออยไดกลูโคส  

17.03, 27.36  และ33.9 
กรัม/ลิตร 

Saccharomyces cerevisiae -  30 24 ฟางขาว, ซังขาวโพด, และชานออยได 
เอทานอล  13.3, 14.5 และ17.3%(w/w) 

อํานวย ขวัญเมือง, 2537 
 
 

ฟางขาว 
 
 

น้ําตาลรีดิวซ   557.07  
มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท 

 

Saccharomyces cerevisiae 
TISTR 5013 

 

5.0 
 
 

30  96 เอทานอล 1.3 %โดยปริมาตร ระวีวรรณ แกลวกลา,  
2538 

 

เหงามัน
สําปะหลัง 

น้ําตาลรีดิวซ           
25 กรัม/ลิตร 

Zymomonas mobilis   
TISTR 405 

5.0   30 60 เอทานอล 10.60 กรัม/ลิตร พรรณวิไล กิ่งสุวรรณรัตน, 
2545 

wheat straw น้ําตาลรีดิวซ   485 ± 22  
มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท 

Escherichia coli         
strain FBR5  

6.5   35 118 เอทานอล 19 ± 1 กรัม/ลิตร Saha B.C. และคณะ, 
2005 
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ภาวะที่ใชในการหมัก  
วัตถุดิบ 

 
 

 
น้ําตาลเริ่มตน 

 
ชนิดจุลินทรีย คากรด-เบส อุณหภูม ิ

(°C) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง 

corn stover กลูโคส 30 กรัม/ลิตร Saccharomyces cerevisiae 5.5    30 24 เอทานอล 12. 1 กรัม/ลิตร Varga E. และคณะ, 2004 

ชานออย,           
ซังขาวโพด,      
ลําไยอบแหง    
และฟางขาว 

ชานออย, ซังขาวโพด, 
ลําไยอบแหง และฟางขาว
น้ําตาลรีดิวซ 36.01, 

44.68, 35.91 และ33.31 
กรัม/ลิตร 

 

Saccharomyces cerevisiae 
TISTR 5596 

 

4.5   30 72 ชานออย, ซังขาวโพด, ลําไยอบแหง และ
ฟางขาวไดเอทานอล  20.76, 20.78, 
24.43  และ16.58 %(w/w) ตามลําดับ 

งานวิจัยนี้ 
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บทที่ 5 
วิจารณผลการทดลอง 

 
1.  การปรับสภาพดวยกรด (dilute acid pretreatment) 
 
 การปรับ สภาพลิกโนเซลลูโลสดวยกรดเปนการกําจดัเฮมิเซลลูโลส และลิกนนิที่อยูบริเวณ
รอบๆเซลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส และเพิ่มพืน้ที่ผิวในการเขาทาํปฏิกิริยาของ
เอนไซม เฮมิเซลลูโลสซึ่งละลายออกมาจากการปรับสภาพของ ชานออย ซงัขาวโพด ลําไยอบแหง 
และฟางขาวดวยกรดซัลฟูริกประกอบดวยน้ําตาลโมเลกลุเดี่ยว (monosaccharides) คือ ไซโลส 
กลูโคส อะราบิโนส และกาแลคโตส แตไมพบแมนโนส ปจจัยซึง่มีผลตอประสิทธผิลของการปรบั
สภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบ คือ ความเขมขนของกรด อุณหภูมิ ระยะเวลา และการ
ใชความดันรวมดวย การปรับสภาพดวยกรดที่ภาวะที่รุนแรงกวาจะกอใหเกิดสารยับยั้งการเจรญิ
ของยีสตในระหวางการหมัก เชน เฟอรฟรัูล, ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟรัูล และกรดอะซีติก เปนตน         
ในปริมาณที่มากข้ึนตามไปดวย Davis และคณะ (2005) รายงานวา เมื่อใชกรดซัลฟูริกเขมขน     
2 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร จะเกิดเฟอรฟรัูลสูงกวาเมื่อใชกรดซัลฟูริกเขมขน 1.5 %โดยน้ําหนกั/
ปริมาตร โดยเมื่อปรับสภาพ wheat stillage ดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 2.0 %โดยปริมาตร ที่ 100 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5.5 ชั่วโมง ไดปริมาณ กลโูคส, ไซโลส และอะราบิโนส สูงสุด เทากับ 7.4, 
19.5 และ 11.8 กรัม/ลิตร ตามลําดับ โดยพบเฟอรฟูรัล 3.3 กรัม/ลิตร, กรดแลคติก 5.2 กรัม/ลิตร 
และกรดอะซีติก 2.5 กรัม/ลิตร ในงานวิจยันีท้ําการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบ 
(10 กรัม%โดยปริมาตร) ดวยการแชในสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนกั/
ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาท ีพบวาได
น้ําตาลรีดิวซจากลําไยอบแหงสูงสุดคือ 498.12 มิลลิกรมั/กรัม รองลงมา คือ ซงัขาวโพด ชานออย 
ฟางขาว เทากับ 473.41, 402.43 และ 254.52 มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดับ ผลการวิเคราะหชนิด 
ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เกดิขึ้นพบวาลําไยอบแหงใหกลูโคสสูงสุดคือ 159.38 มิลลิกรัม/กรัม 
รองลงมาคอื ชานออย ซงัขาวโพด ฟางขาว เทากับ 133.56, 75.29  และ 8.41 มิลลิกรัม/กรัม 
ตามลําดับ พบไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลสูงสุดในสารละลายน้าํตาลรีดวิซที่ไดจากชานออย ลําไย
อบแหง ซงัขาวโพด และฟางขาว เทากับ 1.522, 1.157, 0.812 และ 0.107 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
ปริมาณของไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลทีพ่บในชานออยและซังขาวโพดเปนปริมาณที่มีผลยับยั้ง
กระบวนการหมักเอทานอลของยีสต พบเฟอรฟูรัลสูงสุดในซังขาวโพด รองลงมาคือ ชานออย ลําไย
อบแหง และฟางขาว ตามลาํดับ แตในปริมาณที่ไมมีผลยับยั้งกระบวนการหมักเอทานอลของยีสต     
Saha และคณะ (2005) รายงานวาการใชกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนกั/ปริมาตร ยอย 
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wheat straw (7.8 กรัม%โดยปริมาตร) ที่ 121 องศาเซลเซียส 60 นาที ไมพบเฟอรฟูรัล และ     
ไฮดรอกซีเมทลิเฟอรฟูรัล ในสารละลายน้ําตาลรีดิวซที่ไดซึ่งสอดคลองกับผลการวจิัยที่ไดนี ้
 
 ในรูปที่ 4.4 พบวาเมื่อความเขมขนของกรดที่ใชในการปรับสภาพชานออย ซงัขาวโพด 
หรือลําไยอบแหง มากกวาหรือเทากับ 1.5 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดลดลง 
ทั้งนี้อาจเนื่องจากน้ําตาลที่เกิดขึ้นทาํปฏิกริิยาตอกับกรดเกิดเปนผลิตภณัฑอ่ืนๆ เชน เฟอรฟูรัล 
ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอรฟูรัล เปนตน  
 
  การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสดวยกรดกอใหเกิดเฟอรฟูรัล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล 
โดยเฟอรฟูรัลเกิดจากน้ําตาลเพนโตส (pentose) ทําปฏิกิริยากบักรด สวนไฮดรอกซีเมทลิ       
เฟอรฟูรัลเกิดจากน้ําตาลเฮกโซส (hexose) ทําปฏิกริิยากับกรด ซึ่งสอดคลองกับผลที่แสดงใน
ตารางที่ 4.2 คือเมื่อปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1.0 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร พบกลโูคส
สูงสุดในลําไยอบแหง ชานออย ซังขาวโพด ฟางขาว ตามลําดับ และพบไฮดรอกซเีมทิลเฟอรฟูรัล
สูงสุดจากลาํไยอบแหงดวย รองลงมา คือ ชานออย, ซังขาวโพด และฟางขาว พบไซโลสสูงสุดในซัง
ขาวโพด ชานออย ฟางขาว ลําไยอบแหง ตามลาํดับ และพบเฟอรฟูรัลสูงสดุในซังขาวโพด 
รองลงมาคือ ชานออย, ฟางขาว และลําไยอบแหง ตามลาํดับ   
  
2.  การยอยดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) 
  
 เนื่องจากเชื้อราในกลุม T. reesei  ผลิตเซลลูเลสที่มีองคประกอบสมบูรณ แตมีปริมาณ
บีตากลูโคซิเดสคอนขางต่ํา ในขณะที่เชื้อรากลุม Aspergillus sp. ผลิตบีตากลูโคซิเดสสูง และการ
ใชเซลลูเลส จาก T. reesei  รวมกับเซลลูเลสจาก Aspergillus sp. จะทําใหประสิทธิภาพการยอย
สลายเซลลูโลสสูงกวาการใชเซลลูเลสจากเชื้อราแตละชนิดแยกกนั (Drazic และNozinic, 1984)  
งานวิจยัใชเซลลูเลสจาก Trichoderma reesei ATCC 26921 ผสมกับเซลลูเลสจาก Aspergillus 
niger ของบริษัท Sigma chemical co., USA. ยอยชานออย 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ 55 องศา
เซลเซียส คากรด-เบส 5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดแปรผันโดยตรงกับ
หนวยเอนไซมของเอนโดกลคูาเนสที่เพิม่ข้ึน อัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสและบีตากลูโคซิเดส    
ที่ลดลง และความเสถียรของเอนไซม เนื่องจากเซลลูเลสถูกยบัยั้งโดยปริมาณกลูโคสที่เกดิขึ้น 
ปฏิกิริยาการยอยจะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วในระยะแรก และปริมาณกลูโคสที่เพิม่ข้ึนจะมีผลยับยัง้การ
ทํางานของเซลลูเลส ระววีรรณ แกลวกลา (2538) รายงานวาการยอยเซลลูโลสในฟางขาวดวย
เซลลูเลส ที่ 55 องศาเซลเซยีส คากรด-เบส 4.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน 6 ชั่วโมงแรกของการยอย
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จะมีปริมาณน้าํตาลรีดิวซเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็ว และเริ่มชาลงในหลงัชั่วโมงที่ 6 ในอัตราคงที่ จนถงึ
ชั่วโมงที่ 16 และหลังจากนัน้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดมีคาคงที่ และพรรณวิไล กิ่งสวุรรณรัตน 
(2545) ไดทําการทดลองยอยเซลลูโลสในเหงามนัสําปะหลัง โดยใชเอนไซมยีห่อ cellubrix ทําการ
ยอยที่ 50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.8 เปนเวลา 50 ชั่วโมง พบวา ชวงแรกของการยอยจะมี
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนกนั และเริ่มชาลงจนถงึชัว่โมงที ่ 24 หลังจากชั่วโมงที ่
24 ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ไดจะไมเพิ่มข้ึนมากนักไมวาจะทําปฏกิิริยานานขึ้นเทาใดก็ตาม การปรบั
สภาพดวยกรดทําใหลิกโนเซลลูโลสถูกยอยดวยเซลลูเลสไดดียิ่งข้ึน กรดกําจัดเฮมเิซลลูโลส ลิกนิน 
ที่อยูบริเวณรอบๆเซลลูโลส และลดบริเวณโครงสรางที่มีการจัดเรียงตัวโมเลกุลเซลลูโลสอยางเปน
ระเบียบสูง (crystalline) เปนการเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของเซลลูเลส (McMillan, 1994)   
ในรูปที่ 4.26 แสดงใหเห็นวาการปรับสภาพดวยกรดมีความจาํเปนสําหรับการนาํวัสดุประเภท    
ลิกโนเซลลโูลสมาใชเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตเอทานอล การวิจยันีพ้บวาการปรับสภาพดวย
กรดทําใหประสิทธิภาพการยอยของเซลลเูลสสูงขึ้นตามลําดับดังนี ้ ซังขาวโพด ฟางขาว ลําไย
อบแหง และชานออย 
 
 ผลการทดลองใชเซลลูเลสทางการคา ยี่หอ CYTO®CL ผสมกับ GC 220 ของบริษัท 
Genecor, Finland เพื่อเพิ่มอัตราสวนเอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซเิดสเปน 3:1 โดยใชเอนไซม
ผสมจํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลคูาเนส) ยอยสลายวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรที่ทดสอบ
ทั้ง 4 ชนิด ที่ 50 องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง พบวา ใน 24 ชั่วโมงแรกของการยอยชานออย           
ซังขาวโพด และฟางขาว จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอยางรวดเรว็ หลงัจากนัน้ปริมาณน้าํตาล
รีดวิซที่ไดจะเพิ่มข้ึนไมมาก และชั่วโมงที่ 72 ปริมาณน้าํตาลรดีิวซที่ไดลดลงอาจเนื่องมาจาก
น้ําตาลรีดิวซถกูเปลี่ยนไปเปนผลิตภัณฑอ่ืน เชน  เฟอรฟูรัล เปนตน  Davis และคณะ (2005) 
พบวาระหวางการยอย wheat stillage ดวยเซลลูเลส ที ่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
ไซโลส 22 % จะถกูเปลีย่นเปนเฟอรฟรัูล เมื่อเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของน้าํตาลที่ไดกอน
และหลังการยอยดวยเซลลูเลส พบวาปรมิาณกลูโคสทีไ่ดเพิ่มข้ึนมากที่สุด สวนไซโลส กาแลคโตส 
อะราบิโนส เพิม่ข้ึนไมมากนกั 
  
 ตารางที่ 4.7 เปนการเปรยีบเทยีบผลการทดลองที่ไดจากการยอยสลายดวยเซลลเูลสใน
งานวิจยันีก้ับงานวิจัยอืน่ๆ พบวา ภาวะที่ใชในการทดลอง เชน คากรด-เบส อุณหภูมิ มีคา
ใกลเคียงกบังานวจิัยอืน่ เมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดในงานวจิัยนี้กบังานวจิัยของ 
Saha และคณะ (2005) ซึ่งใชปริมาณเซลลูเลสใกลเคียงกนั โดย Saha และคณะ ไดทําการยอย 
wheat straw โดยใชเซลลูเลสผสมระหวางยีห่อ Celluclast และยี่หอ Novozyme อัตราสวนของ
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เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดสเทากับ 4:1 ที่ 45 องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง พบวาไดน้ําตาลรีดิวซ 
485±22 มิลลิกรัม/กรัม ซึ่งนอยกวาปรมิาณน้าํตาลรดีิวซที่ไดจากงานวิจัยนี้โดยการยอยที ่ 50 
องศาเซลเซยีส 48 ชั่วโมง ไดน้ําตาลรีดิวซจากชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง และฟางขาว 
520.13, 693.51, 518.20 และ 466.19 มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดับ 
 
3.  การหมกัเอทานอล (ethanol fermentation) 
  
 เมื่อนําสารละลายน้าํตาลรีดวิซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรที่ทดสอบดวย
เซลลเูลสผสมระหวาง CYTO®CL และ GC 220 จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 
50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาปรับคากรด-เบสเปน 4.5                 
เติมแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.4 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร และเติมกลูโคส 10 กรัม/ลิตร หมักโดย              
S. cerevisiae TISTR 5596 ที่อุณหภูมิหอง ในสภาวะการหมักแบบไรอากาศ เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
จากรูปที ่ 4.29 ลําไยอบแหง และซงัขาวโพดมีปริมาณกลูโคสใกลเคียงกนัมาก แตพบวาได          
เอทานอลจากลําไยอบแหงสงูกวาซงัขาวโพด ทั้งนี้เพราะในสารละลายน้ําตาลรีดิวซของซังขาวโพด
มีปริมาณกรดอะซีติกสูงกวาสารละลายน้ําตาลรีดิวซของลําไยอบแหงมาก ในทาํนองเดียวกัน    
ชานออยมีปริมาณกลูโคสต่าํกวาในซงัขาวโพด แตปริมาณเอทานอลที่ไดใกลเคียงกันมาก อาจเปน
เพราะในสารละลายน้ําตาลรีดิวซจากซงัขาวโพดมีปริมาณกรดอะซีติกและสารยับยัง้ชนิดอื่นๆสูง
กวาในสารละลายน้าํตาลรีดวิซจากชานออย แมวาในสารละลายน้าํตาลรีดิวซจากชานออยจะ
พบไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลสูงกวาในสารละลายน้ําตาลรีดิวซจากซงัขาวโพดก็ตาม ประสิทธิภาพ
การผลิตเอทานอลนอกจากขึ้นกับชนิดและปริมาณของน้ําตาลแลวยงัขึ้นกับชนิดและปริมาณของ
สารยับยัง้ รวมทั้งชนิดของวตัถุดิบที่ใช  
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
6.1 สรุปผลการทดลอง 
 
 กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร (ชานออย ซังขาวโพด ลําไย
อบแหง และฟางขาว) มี 3 ข้ันตอนหลัก คือ การปรับสภาพ การยอยดวยเซลลูเลส และการหมกั  
เอทานอล  
 
 1.  การปรับสภาพวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 
 
 จากการปรับสภาพวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง พบวากรดสามารถ
เขาไปละลายเฮมิเซลลูโลสออกมา และยังชวยเพิ่มพืน้ที่ผิวในการทํางานของเซลลูเลสใหดียิ่งขึน้  
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิ เวลา และความเขมขนของกรดในการปรับสภาพ ทาํใหไดน้าํตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 
แตถาใชภาวะที่รุนแรงจนเกนิไปน้ําตาลรีดิวซที่ไดจะลดลง เนื่องจากน้าํตาลที่เกดิขึ้นอาจจะทาํ
ปฎิกิริยาตอกบักรดเกิดเปนผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน เฟอรฟูรัล,  ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอรฟูรัล เปนตน     
ซึ่งเปนสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในระหวางการหมัก และพบวาเมื่อใชความดันไอน้ํารวมทาํ
ใหน้าํตาลรีดิวซที่ไดเพิ่มข้ึนดวย 
 
 จากผลการทดลองพบวา ภาวะที่เหมาะสมตอการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตร
10 กรัมเปอรเซ็นตโดยปริมาตร คือ นาํวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมาบด หรือตัด และรอนผาน
ตะแกรงใหมีขนาดประมาณ 20 mesh นําไปยอยดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนกั/
ปริมาตร ที ่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี ซึง่
กอใหเกิดสารเฟอรฟูรัล และไฮดรอกซีเมทลิเฟอรฟูรัลในปริมาณที่ต่ํา  
 
 2.  การยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส 
 
 การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรหลังผานการปรับสภาพดวยเซลลูเลสผสมระหวาง
CYTO®CL และGC 220 (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส=3:1) จํานวน 81 หนวยเอนไซม     
(เอนโดกลูคาเนส) ที่ 50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากการวิเคราะห
ชนิดน้ําตาลพบวาซังขาวโพดจะใหกลูโคสสูงสุด คือ 13.39 กรัม/ลิตร รองลงมาคือ ลําไยอบแหง 
13.36 กรัม/ลิตร ชานออย 11.68 กรัม/ลิตร และฟางขาว 10.71 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
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 3.  การหมักเอทานอล 
 
 เมื่อนําสารละลายน้าํตาลรีดวิซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรดวยเซลลเูลส
ผสมระหวาง CYTO®CL และ GC 220  เปนสบัเสตรทในการหมักเอทานอลโดยใชเชื้อยสีต         
S. cerevisiae TISTR 5596  และมีการเติมกลโูคส 10 กรัมตอลิตร หมักที่อุณหภูมหิอง              
ในสภาวะการหมักแบบไรอากาศ เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาไดสารละลายน้ําตาลรีดิวซจาก   
ลําไยอบแหงใหปริมาณเอทานอลสงูสุด คือ 24.43 %โดยน้ําหนัก รองลงมา คือ ซังขาวโพด 20.78 
%โดยน้ําหนกั ชานออย 20.76 %โดยน้าํหนกั และ ฟางขาว 16.58 %โดยน้ําหนกั ถึงแมวาลาํไย
อบแหงจะใหปริมาณเอทานอลสูงสุดก็ตาม แตมีขอจํากัดเรื่องราคาและปริมาณเพราะการผลิต    
เอทานอลจากลําไยอบแหงนัน้สําคัญและจาํเปนเฉพาะเมือ่เกิดภาวะลาํไยอบแหงลนตลาดเทานัน้ 
ดังนัน้จึงสรุปไดวาทัง้ชานออย และซงัขาวโพดเปนวสัดุเหลือใชทางการเกษตรทีม่ีศักยภาพที่จะ
นําไปใชเปนวตัถุดิบต้ังตนของการผลิตเอทานอลเทาเทยีมกนัเมื่อทําการปรับสภาพดวกรด  
 
6.2  ขอเสนอแนะ  
 
 1.  การใชเซลลูเลสทางการคาในการยอยทําใหตนทนุการผลิตเอทานอลสูง  ถาสามารถ
ผลิตเซลลูเลสขึ้นมาใชเองจะชวยทําใหตนทุนการผลิตเอทานอลลดลง อยางไรก็ตามการคัดเลือก  
จุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเซลลูเลส เซลลูเลสที่ผลิตประกอบดวยอัตราสวนเอนโด  
กลูคาเนส เอก็โซกลูคาเนส และบีตากลโูคซิเดสที่เหมาะสม มีความเสถียรสูง ตลอดจนการสกัด
และกระบวนการผลิตเอนไซมที่มีประสิทธภิาพนัน้ยงัตองการศึกษาวิจยัและระยะเวลาอีกนาน 
 
 2.  .ในระหวางการยอยดวยเซลลูเลสนัน้ บีตากลูโคซิเดสจะถูกยับยั้งดวยปริมาณกลูโคสที่
เพิ่มข้ึน ซึง่มผีลยับยั้งตอเนือ่งทาํใหมกีารสะสมของเซลโลไบโอสเพิ่มข้ึน ซึ่งจะเปนตัวยับยั้งการ
ทํางานของเอนโดกลูคาเนส และเอ็กโซกลูคาเนส ทาํใหปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นชาลงและหยุดในที่สุด 
ปริมาณกลูโคสที่ไดจึงคอนขางต่ํา วธิีการที่จะลดปญหานี้อาจใชกระบวนการหมักแบบ
simultaneous saccharification and fermentation (SSF) ซึ่งเปนกระบวนการเปลี่ยนวัตถุดิบ
เซลลูโลสใหเปนกลูโคส และหมกักลูโคสใหเปนเอทานอลในขั้นตอนเดยีวกนั ทําใหลดปญหาการ
ยับยั้งการทํางานของเซลลูเลส เนื่องจากกลูโคสทีเ่ปนตัวยบัยั้งถกูเปลี่ยนไปเปนเอทานอลโดย       
จุลินทรียจึงไมมีการสะสม อยางไรก็ตามจลิุนทรียที่ใชในการหมกัควรเปนสายพนัธุทีท่นอุณหภูมิสูง
ได เนื่องจากอณุหภูมิการหมกัจะไดใกลเคียงกับอุณหภูมิที่ใชในการยอยสลายดวยเอนไซม 
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 3.  ความเขมขนของน้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเอนไซม
มีคาต่ํา ดงันัน้การทําใหน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดมามีความเขมขนสูงขึ้น เชน โดยกระบวนการ 
ultrafiltration และ reverse osmosis จะทาํใหความเขมขนของเอทานอลที่ไดเพิ่มข้ึน 
 
 4. สารละลายน้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการยอยดวยเซลลูเลส พบวามีไซโลสสูงรองลงมาจาก
กลูโคส งานวจิัยนี้ใช S. cerevisiae TISTR 5596 ซึ่งสามารถใชเฉพาะน้ําตาลกลูโคสในการหมัก           
เอทานอล การใชจุลินทรียที่มีความสามารถในการหมกัทัง้กลูโคสและไซโลสเปนเอทานอล เชน 
recombinant Zymomonas mobilis, recombinant Escherichia coli, recombinant               
S. cerevisiae  จะชวยใหปริมาณเอทานอลเพิ่มข้ึน และหากเปนสายพันธุทีท่นรอนดวย จะชวยลด
ตนทนุการผลิตของ cooling tower ลดการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนๆ อีกทัง้สามารถใชใน
กระบวนการผลิตแบบ SSF  
 
 5.  การผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม ควรพิจารณาถึงการผลติผลิตภัณฑขางเคียง
อ่ืนๆ (co-products) เชน organic acids, organic alcohol เปนตนรวมดวย ซึง่จะชวยใหโรงงาน
สามารถลดตนทนุ และมีกําไรจากการผลติมากขึ้น 
 
 6.  ในการหมกัเอทานอลจาก dilute acid enzymatic hydrolyzate ปจจัยที่ตองคํานงึถงึ 
คือ ชนิดและปริมาณน้าํตาลเริ่มตน ชนิดและปริมาณสารยับยั้ง และอัตราสวนของคารบอน:
ไนโตรเจน (C:N)  เพื่อใหการหมักมีภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ด 
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ภาคผนวก ก 
วิธวีิเคราะห 

 
1. วธิีวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสใชวิธใีน TAPPI 203 om-88 

 
การเตรียมสารเคมี 
 

1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 17.5 % 
 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] 175 กรัม ในน้ํากลัน่ ปรับปริมาตรเปน 1000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
 

2. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต เขมขน 0.5 นอรมัล 
 ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต [K2Cr2O7] 24.52 กรัมในน้ํากลัน่ ปรับปริมาตรเปน 1000 
มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร 
 

3. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต มาตรฐานเขมขน 0.100 นอรมัล 
 ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 4.904 กรัมในน้าํกลัน่ ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 
ดวยขวดปรับปริมาตร 
 

4. สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตเขมขน 0.100 นอรมัล 
 ละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซลัเฟต [Fe(NH4)(SO4).6H2O]  40.5 กรัมในน้าํกลัน่ เติมกรด      
ซัลฟูริกเขมขน 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น   ทําการหาคาเขมขนที่
แนนอนทุกครัง้ที่ใช โดยนําไปไตเตรทกับสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 
 การหาความเขมขนที่แนนอน  ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 10 
มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากลัน่ 90 มลิลิลิตร คอยๆเทกรดซัลฟูริก
เขมขน 12 มิลลิลิตร ลงในขวด โดยเอียงขวดทํามมุประมาณ 45 องศากับพืน้ ตัง้ทิ้งไวใหเยน็ หยด
อินดิเคเตอร 2 ถึง 4 หยด นําไปไตไตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต ที่ตองการทราบ
ความเขมขนทีแ่นนอน 
 การคํานวน   

N2V2   =   N1V1 
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เมื่อ  N1  =  ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซยีมไดโครเมต, นอรมัล 
 N2  =  ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต, นอรมัล 
 V1  =  ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต, มิลลิลิตร 
 V2  =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต, มิลลิลิตร 
 

5. สารละลายอนิดิเคเตอร (indicator) 
 ละลาย 1,10-ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต [C12H8N2.H2O] 1.5 กรัม กับเฟอรรัสซัลเฟต     
[FeSO4.H2O] 0.7 กรัม ในน้าํกลั่น 100 มิลลิลิตร ใชเปนอินดิเคเตอร ในการไตเตรท 
 

6. กรดซัลฟูริก [H2SO4] เขมขน 98 % (คาความถวงจําเพาะเทากับ 1.84) 
 
7. สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 3 นอรมัล 

 คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 83.5 มิลลิลิตรลงในบีกเกอรที่มีน้าํกลัน่บรรจุอยู ปรับปริมาตร
เปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 
 

การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 
 

1. ใสวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 1.5 กรัมน้าํหนักแหง ลงในบีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร บันทกึ
น้ําหนกัไว เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % 100 มิลลิลิตร ปดบีกเกอรดวย
กระจกนาฬิกา จับเวลาทนัททีี่เติมสารละลาย นําไปกวนบนเครื่องกวนสารเปนเวลา 30 นาท ี
เติมน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร หลังครบเวลากวนใหเทากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 
นาท ี

2. กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนออกโดยทิ้งสารละลายใส 10 มิลลิลิตรแรกของการกรอง เก็บ
สารละลายใสเพื่อนาํไปวิเคราะห 100 มิลลิลิตร 

3. การวิเคราะหปริมาณ แอลฟา-เซลลูโลส (เซลลูโลส) 
3.1. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 

250 มิลลิลิตร เติมสารละลายโพแทสเซยีมไดโครเมตเขมขน 0.5 นอรมัล 10 มิลลิลิตร 
เติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั 

3.2. คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 30 มิลลิลิตรลงไป โดยเอียงขวดทํามมุ 30 องศากับพืน้ เพื่อ
ปองกนัการเดอืดอยางรุนแรงของสารละลาย ตัง้ทิง้ไวใหเย็น 
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3.3. หยดอินดิเคเตอร 2–4 หยด นาํไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต ที่
ทราบความเขมขนแนนอน จนกระทั่งสารละลาย เปล่ียนจากสีเหลืองอมสมเปนสนี้าํตาล
อมมวง บนัทกึปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต 

3.4. เตรียมสารละลายแบลงค (blank) โดยปเปตโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 %            
5 มิลลิลิตรใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีน้าํกลั่นบรรจุอยู ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
แลวนําไปทําวธิีเดียวกบัสารละลายตัวอยางในขอ 3.1-3.3 

3.5. การคํานวน 
แอลฟา-เซลลูโลส (%) = 100 – [6.85 (V2 – V1) x N x 20 / (A x W)] 

เมื่อ  V1 =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ
  สารละลายตวัอยาง, มิลลิลิตร 

 V2      =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ
  สารละลายแบลงค, มิลลิลิตร 

  N   =  ความเขมขนทีแ่นนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต, นอรมัล 
  A    =  ปริมาตรของสารละลายตวัอยางที่ใช, มิลลิลิตร 
 W    =  น้ําหนกัของวสัดุเหลือใชทางการเกษตรแหง, กรัม 
           6.85  =  มิลลิกรัมสมมลูของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ทาํปฏิกิริยา

  พอดีกับเซลลูโลส 
4. การวิเคราะหปริมาณ แกมมา-เซลลูโลส 

4.1. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในกระบอกตวงที่มจีุกปด 
เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 3 นอรมัล 50 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดยีวกัน นําไป
ใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 70–90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 นาที เพื่อใหเกดิการ
ตกตะกอนอยางสมบูรณ กรองสารละลายโดยเก็บสวนใสไววิเคราะห 

4.2. นําสารละลายใสที่กรองไดไปวิเคราะหวิธกีารเดียวกันกบัขอ 3.1 ถึง 3.3 
4.3. การคํานวน 
  แกมมา-เซลลูโลส = [6.85 (V4 – V3) x N x 20 / ( A x W)] 

เมื่อ V3     =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ
   สารละลายตวัอยาง, มิลลิลิตร 
 V4     =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ
   สารละลายแบลงค, มิลลิลิตร 
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5. การวิเคราะหปริมาณ บีตา-เซลลูโลส (เฮมิเซลลูโลส) 
การคํานวน 
  บีตา-เซลลูโลส = 100 – (แอลฟา-เซลลูโลส + แกมมา-เซลลูโลส) 

 
 
2. การวัดแอคทิวิตีของเอนไซมเซลลโูลส 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
1. ดีเอนเอส รีเอนเจนต (DNS reagent) 
 ชั่งสารไดไนโตรสาลิไซลิก [C7H4N2O7] 20 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 500 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันบนเครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (32 กรัม ในน้าํกลัน่ 300 
มิลลิลิตร) ผสมใหเขากนัแลวคอยๆเติม โซเดียมโปแตสเซียมทารเทต [C4H4KNaO6.4H2O] 600 
กรัม ปรับปริมาตรใหครบ 2000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ไดใสขวดสีชา อุณหภูมหิอง 

 
2. 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.8 
 ชั่งโซเดียมซิเตรต 14.71 กรัม นํามาละลายในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลวเติม 1 โมลาร     
ไฮโดรคลอริก 75 มิลลิลิตร คนใหเขากัน ปรับ pH ใหได 4.8 แลวจึงปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
 
3. 0.025 โมลาร ซิเตรตบฟัเฟอร pH 4.5 
 ชั่งโซเดียมซิเตรต 7.35 กรัม นาํมาละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร แลวเติม 1 โมลาร      
ไฮโดรคลอริก 37.5 มิลลิลิตร คนใหเขากนั ปรับ pH ใหได 4.8 แลวจึงปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
 
4. สารละลายคารบอกซีเมทลิเซลลูโลส (carboxymethylcellulose) ความเขมขน 2 % 
 ละลายคารบอกซีเมทิลเซลลโูลส 2 กรัม ดวย 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.8 แลว
ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
 
5. สารละลายซาลิซิน (D-salicin) ความเขมขน 4 มลิลิกรัม/มิลลิลิตร 
 ละลายซาลิซนิ [C13H18O7] 0.4 กรัม ดวย 0.025 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 แลวปรับ
ปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
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การวิเคราะหแอคทิวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนส ดวยวิธ ี Carboxymethyl Cellulase Assay 
(Ghose,1987) 
 

1. เติมสารละลายคารบอกซีเมทิลเซลลูโลสเขมขน 2 % 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. เติมเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่มคีารบอกซีเมทลิเซลลูโลส อยูผสมใหเขากนั 
3. นําไปแชในอางควบคุมอุณหภูม ิที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี
4. เติมสารละลายดีเอนเอส รีเอนเจนต 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั นําไปตมในน้าํเดอืดนาน 5 

นาที เมื่อครบเวลานําไปแชในน้าํเยน็นาน 5 นาท ี
5. เติมน้ํากลั่นหลอดละ 10 มลิลิลิตร เขยาใหเขากนั นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ  

ยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยใช 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.8 เปนหลอดควบคุม 
(blank) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสจากกราฟน้ําตาล
มาตรฐาน เพือ่นําไปคํานวณหาคาแอคทวิีตีจากสูตรตามหลักของ International Unit (IU) 

 
การวิเคราะหแอคทิวิตีของเอนไซมบีตากลโูคสซิเดส (Sternberg,1976) 
 

1. เติมสารละลายซาลิซนิความเขมขน 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่ละลายใน 0.025 โมลาร          
ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 

2. เติมเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่มซีาลิซิน อยูผสมใหเขากนั 
3. นําไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี
4. เติมสารละลายดีเอนเอสรีเอนเจนต 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในน้าํเดือดนาน 5 

นาที เมื่อครบเวลานําไปแชในน้าํเยน็นาน 5 นาท ี
5. เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร เขยาใหเทากนั นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ   

ยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยใช 0.025 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 เปนหลอดควบคุม 
(blank) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสจากกราฟน้ําตาล
มาตรฐาน เพือ่นําไปคํานวณหาคาแอคทวิีตีจากสูตรตามหลักของ International Unit (IU) 
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การคํานวณหาคา unit of enzyme ตามวธิีของ The International Union of Biochemistry 
 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารตั้งตนใหเปนกลูโคส 1   
         ไมโครโมล ในเวลา 1 นาทภีายใตสภาวะที่ใชทดสอบ นัน้คือ 
 1 หนวยของเอนไซม  = 1 ไมโครโมล ของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน 1 นาท ี 
          = 1 ไมโครโมล ของกลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 1 นาท ี
          = 0.180 มิลลิกรัม ของกลูโคสที่ถกูปลดปลอยออกมาใน 1 นาท ี
คาแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคสซิเดส จะไดวา 
ถา 0.180 มิลลิกรัม กลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 1 นาทีมีคา     = 1 หนวย 
     1.000 มิลลิกรัม กลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 30 นาทีมีคา   = 1 หนวย 

0             
                  
                   = 
 
หากปลดปลอยกลูโคส X มลิลิกรัม ใน 30 นาทีมีคา   =       (X) 
                   ⎯⎯
 
หรือ อาจคิดเปน           =    มิลลิกรัมกลูโคส x 0.185 หน

               ⎯  
 
การสรางกราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส 
 
 เตรียมสารละลายกลูโคสทีม่ีความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 0.6,
มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลายดีเอนเอส รีเอนเจนต 1 มิล
ตมในน้าํเดือดนาน 5 นาท ี เมื่อครบเวลานําไปแชในน้ําเย็นนาน 5 นา
มิลลิลิตร เขยาให  เขากนั นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่แ
ไดมาสรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณน้ําตาลกลูโคส  
 
 
 
 

 0.180x3   ⎯⎯⎯⎯ 
      0.185  หนวย 

x 0.185    หนวย 

 ⎯⎯⎯ 
   0.5⎯⎯⎯⎯
วย/มิลลิลิตร 
 มิลลิลิตรของเอนไซม⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯
 0.8  และ1.0 มลิลิกรัม/
ลิลิตร เขยาใหเขากนั นําไป
ท ี เติมน้ํากลัน่หลอดละ 10 
สง 540 นาโนเมตร นําคาที่
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การวิเคราะหหาคาความเสถียรของเอนไซมเอนโดกลูคาเนสและบีตากลูโคสซิเดส 
 
 เติมเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร ลงในเอฟเพนดอรฟ (eppendorf) นําไปบมอุณหภูมิที่ตองการหา
คาความเสถียรของเอนไซม เก็บตัวอยางเอนไซมที่เวลา 0, 0.5, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ชั่วโมง 
นําไปวิเคราะหหาแอคทิวิตตีามวิธีขางตน  
 
3. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวธิ ีLowry (Lowry และคณะ, 1951) 
   
การเตรียมสารเคมี 
 

1.  สารละลาย  Lowry A ประกอบดวย 
  โซเดียมคารบอเนต [Na2CO3]    20    กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH]    4     กรัม      
  โซเดียมโปแตสเซียมทารเทต [C4H4KNaO6.4H2O]  0.2    กรัม       
  น้ํากลัน่       1     ลิตร 
2.  สารละลาย  Lowry B ประกอบดวย 
  คอปเปอรซัลเฟต  [CuSO4.5H2O]    2.5    กรัม 
  น้ํากลัน่       500   มิลลิลิตร 
3.  สารละลาย  Lowry C ประกอบดวย 
  สารละลาย  Lowry A     50    สวน 
  สารละลาย  Lowry B       1 สวน 
4.  สารละลาย  Lowry D ประกอบดวย 
  โฟลิน-ฟนอล รีเอเจนต (Folin-phenol reagent)  1 สวน 
  น้ํากลัน่       1 สวน 
5.  การเตรียมโบวซีีรัมอัลบูมินมาตราฐาน(Bovine serum albumin) 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
  โดยละลายโบวีซีรัมอัลบูมิน 20 มิลลิกรัม ในน้าํกลัน่แลวปรับปริมาตรเปน 20 มิลลิลิตร 
  เจือจางสารละลายที่ไดใหมีความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 180  และ 
  200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 
1.  นําสารละลายที่ตองการวิเคราะหที่มีปริมาณโปรตีนเขมขนเหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
  ใสลงในหลอดทดสอบ 
2.  เติมสารละลาย Lowry C ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง     
  20 นาที     
3.  เติมสารละลาย Lowry D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง   
  30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
4.  กราฟมาตรฐานใชโบวีซีรัมอัลบูมิน(Bovine serum albumin) ที่ความเขมขน 0-200  
  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทําการทดลองเชนเดยีวกับขอ 1-3 

y = 0.0023x
R2 = 0.9975
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รูปที่ ก.1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของโบวีซีรัมอัลบูมิน 
   (ไมโครกรัม) และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
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4. การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดย DNS method (Miller, 1959) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
1. ดีเอนเอส รีเอนเจนต 
 ชั่งสารไดไนโตรสาลิไซลิก 20 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 500 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนับนเครื่อง
กวนแบบมีแมเหล็ก เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (32 กรัม ในน้ํากลัน่ 300 มิลลิลิตร) ผสม
ใหเขากนัแลวคอยๆเติมโซเดียมโปแตสเซยีมทารเทต 600 กรัม ปรับปริมาตรใหครบ 2000 
มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ไดใสขวดสีชา อุณหภูมิหอง 
 
2. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
 เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยละลายกลูโคส 100 มิลลิกรัม 
ในน้าํกลัน่  แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เจือจางสารละลายทีไ่ดใหมีความเขมขน 0.1, 0.2, 
0.4,  0.6, 0.8 และ1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 
การสรางกราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส 
 
 สารละลายกลโูคสมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เติมสารละลายดีเอนเอส          
รีเอนเจนต 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาํไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที เมื่อครบเวลานาํไปแชในน้าํ
เย็นนาน 5 นาท ี เติมน้าํกลัน่หลอดละ 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่แสง 540 นาโนเมตร นาํคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางคาการดูดกลนืแสงกบัปริมาณ
น้ําตาลกลูโคส (สารละลาย blank ใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง) 
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y = 0.5544x
R2 = 0.996
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รูปที่ ก.2  กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนของกลูโคส (มิลลิกรัม) และคา
    การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
 
การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยาง 
 
 ทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยาง เชนเดียวกับการวเิคราะหใน
สารละลายกลโูคสมาตรฐาน นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 540 นาโนเมตร 
คํานวณคาความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจากความสัมพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสง และความ
เขมขนของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ทําการเจือจางตัวอยางในกรณีที่มีความเขมขนสูงกวา 1 
มิลลิลิตรตอมิลลิลิตร 
 การคํานวณ 
  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร)  = คา O.D  dilution  

e 

.540 x
slop
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5.  วิธวีิเคราะหน้ําตาล (กลโูคส ไซโลส อะราบิโนส กาแลคโตส แมนโนส) สารยับยั้ง   
 (เฟอรฟูรลั ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอรฟูรลั กรดอะซิติก กรดแลคติก) และเอทานอล 

 
เครื่อง High Performance Liquid Chromatrography (HPLC) ของบริษัท Agilent 
Technology Ltd., USA รุน Agilent®1100 Series ซึ่งประกอบดวย Quatenary pump, on-
line degasser, Autoinjector, Column Thermostat และเครื่องตรวจวัดชนิด Refractive 
index ประมวลผลขอมูลโดย ChemStation Software 

 
สภาวะการวิเคราะหน้ําตาล 
คอลัมน :   Aminex column HPX-87P (300 x 7.8) (Bio-rad,  
    Richmond, CA) และ Carbo-P micro-guard cartridge 
เฟสเคลื่อนที่ :   น้ํา 
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที ่: 0.6 มิลลิลิตร/นาท ี
อุณหภูมิคอลัมน :  80 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรตัวอยาง :  20 ไมโครลิตร 
 
สภาวะการวิเคราะหกรดอินทรีย, เอทานอลม HMF และ Furfural 
คอลัมน  :     Aminex column HPX-87H (300 x 7.8) (Bio-rad, Richmond, 
    CA) และ Cation H micro-guard cartridge 
เฟสเคลื่อนที่ :      กรดซัลฟวริก 0.01 นอรมัล 
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที ่:   0.6 มิลลิลิตร/นาท ี
อุณหภูมิคอลัมน :  55 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรตัวอยาง :  50 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

 

    (ก) 0.75%H2SO4 ชานออย 

 
ย 

 
 

 

       (ข) 1%H2SO4 ชานออ
 

 

 (ค) 0.75%H2SO4 ซังขาวโพด 

 

    (ง) 1%H2SO4 ซังขาวโพด 
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  (จ) 0.75%H2SO4 ลําไยอบแหง 

 

 

       (ฉ) 1%H2SO4 ลําไยอบแหง 

 

 

     (ช) 0.75%H2SO4 ฟางขาว 

 

 

    (ซ) 1%H2SO4 ฟางขาว 

 
รูปที่ ข.1  โครมาโตแกรมของน้าํตาล (กลูโคส ไซโลส กาแลคโตส อะราบิโนส) ของวสัดุเหลือใชทาง
    การเกษตรทีผ่านการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก ที่ 121 องศาเซลเซยีส ในหมอนึง่ความ
    ดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี 
 



 101

 

 (ก) 0.75%H2SO4 ชานออย 

 
 

 
 (ค)
   (ข) 1%H2SO4 ชานออย
 

 

 0.75%H2SO4 ซังขาวโพด 
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    (ง) 1%H2SO4 ซังขาวโพด 

 

 

  (จ) 0.75%H2SO4 ลําไยอบแหง 

 

 

       
 (ฉ) 1%H2SO4 ลําไยอบแหง 
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     (ช) 0.75%H2SO4 ฟางขาว 

 

 

    (ซ) 1%H2SO4 ฟางขาว 

 
รูปที่ ข.2  โครมาโตแกรมของสารยับยัง้บางชนิด (เฟอรฟูรัล ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟรัูล กรดอะซีตกิ  
     กรดแลคติก) ของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก        
     ที ่121 องศาเซลเซียส ในหมอนึง่ความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาท ี
 

 

 (ก) ชานออย 
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(ข) ซังขาวโพด 

 

 

 (ค) ลําไยอบแหง 

 

 

  (ง) ฟางขาว 

 
รูปที่ ข.3   โครมาโตแกรมของน้าํตาล (กลูโคส ไซโลส กาแลคโตส อะราบิโนส) ของวสัดุเหลือใช
    ทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 
    121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที และยอย
    ดวยเซลลูเลสผสมระหวางยี่หอ CYTO®CL และGC 220 (เอนโดกลคูาเนส:บีตากลูโค    
    ซเิดส=3:1) จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที ่50 องศาเซลเซียส คากรด-
    เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  
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 (ก) ชานออย 

 

 

 (ข) ซังขาวโพด 

 

 

 (ค) ลําไยอบแหง 
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  (ง) ฟางขาว 

 
รูปที่ ข.4   โครมาโตแกรมของเอทานอล ผลิตไดจากสารละลายน้ําตาลรีดิวซที่มีการเติมกลูโคส 
    หมกัโดย S. cerevisiae TISTR 5596 ทีอุ่ณหภูมิหอง 72 ชั่วโมง  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวจารุวรรณ สัมพนัธวณิช เกิดวนัที ่ 19 พฤษภาคม พ.ศ. 2524 ที่จงัหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ในป พ.ศ. 2546 เขาศึกษาตอในหลกัสตูรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตที่
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในสาขาเทคโนโลยีชีวภาพ เมื่อป พ.ศ. 2547 
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