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Effect of thermo-chemical pretreatment on bioethanol production from corncobs and 

bagasses were investigated. The pretreatment conditions used NaOH, H2SO4 and heating. The 

temperature were varied for 120 to 170 °C at 5 to 30 min. The result showed that the optimal 

pretreatment conditions of corncobs were treated with 2 % (w/v) NaOH for 24 hr, digestion in  

1 % (v/v) H2SO4 and heated at 170 °C for 5 min. For bagasses, the optimal pretreatment 

conditions were treated with 2 % (w/v) NaOH for 24 hr. The result of enzyme digestion of both 

pretreated biomass at optimized condition showed that the level of reducing sugar were obtained 

at 0.40 and 0.42 g/g biomass respectively. The optimum conditions were achieved at cellulase 

loading 10 FPU/g in citrate buffer pH 5.0 at 50 °C and digestion time 4 hr. After that the reducing 

sugar solution was fermented with Zymomonas mobilis at 30 °C, pH 5.0 and reducing sugar 5 

mg/ml for 48 hr. The result showed that corncobs and bagasses had the highest ethanol yield of 

0.22 and 0.14 ml/g biomass which were 35.93 and 26.21 % respectively of the theoretical ethanol 

yield when compared with Saccharomyces cerevisiae and co-fermentation of Z. mobilis and  

S. cerevisiae. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 
ปัจจุบันการพัฒนาแหลํงพลังงานทดแทนก าลังได๎รับความสนใจอยํางมาก   เน่ืองจากปัญหา

การขาดแคลนพลังงานทั่วโลก เอทานอลเป็นพลังงานทางเลือกหนึ่งที่สามารถน ามาทดแทนน้ ามัน
ปิโตรเลียมได๎ ซึ่งเอทานอล ( Ethanol) หรือ  เอทิลแอลกอฮอร์ ( Ethyl Alcohol) มีสูตรเคมี คือ 
C2H5OH เป็นแอลกอฮอร์ชนิดหน่ึง มีลักษณะเป็นของเหลวใส ไมํมีสี ไมํมีกลิ่น สามารถผลิตได๎จาก
กระบวนการทางชีวภาพที่เกิดจากการน าพืชมายํอยสลายเพื่อเปลี่ยนแป้งเป็นน ้าตาล  โดยใช๎เอนไซม์
หรือสารเคมีบางชนิดชํวยในการยํอย สลาย  และ หมักด๎วยจุลินทรีย์เพื่อ เปลี่ยนจากน ้าตาลเป็น
แอลกอฮอล์  แล๎วท าให๎แอลกอฮอล์บริสุทธิ์ด๎วยกระบวนการกลั่นและแยกน ้า  เพื่อน าไปใช๎เป็น
สํวนประกอบในอุตสาหกรรมประเภทตําง ๆ รวมถึงการน าไปผสมกับน ้ามันเชื้อเพลิง  กระบวนการ
ผลิตเอทานอล ในปัจจุบัน จะผลิตจากพืชจ าพวกแป้ง  หรือน้ าตาล รวมทั้ง  กากน ้าตาล  ซึ่งพืชที่
เหมาะสมส าหรับเป็นวัตถุดิบผลิตเอทานอลในประเทศไทย  ได๎แกํ มันส าปะหลัง  และอ๎อย แตํใน
ปัจจุบันมีการศึกษาวิจัยเพื่อน า วัสดุเหลือใช๎จากการเก็บเกี่ยวพืชผลทางการเกษตร หรือเศษวัสดุจาก
พืชมาผลิตเอทานอล โดยเอทานอลที่ผลิตได๎จากมวลชีวภาพอาจเรียกอีกอยํางวํา ไบโอเอทานอล 
(Bioethanol) (กรมสํงเสริมอุตสาหกรรม, 2552) 

วัสดุเหลือ ทิ้ง ทาง อุตสาหกรรม การเกษตรเป็นแหลํง วัตถุดิบ หนึ่งที่ได๎รับสนใจจาก
นักวิทยาศาสตร์ในการน ามาผลิตเป็นเอทานอล เนื่องจากหาได๎งําย ราคาถูก และมีสารอาหาร
เหลืออยูํในปริมาณที่นําน ากลับมาใช๎ประโยชน์ได๎ ชานอ๎อย และ ซังข๎าวโพด เป็นวัสดุเหลือ ทิ้งที่มี
ปริมาณมากถึง 8 และ 0.32 ล๎านตันตํอปี มีปริมาณเซลลูโลสสูงร๎อยละ 33.4 และ 45 ตามล าดับ   และ
ยังสามารถรวบรวมได๎งํายจากโรงงานอุตสาหกรรมผลิตน้ าตาลและอุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตว์ 
ซึ่งการจัดการ วัสดุเหลือ ทิ้งเหลํานี้ในปัจจุบัน จะน าไปเผาเป็นเชื้อเพลิงบางสํวน  ถ๎าสามารถน า
เซลลูโลส ดังกลําวมาท าการแปรรูปเป็นเอทานอล จะท าให๎ชํวย เพิ่มมูลคําของเสีย  ชํวยลดปัญหา
มลพิษจากการเผาทิ้งวัสดุดังกลําว และยังเป็นการน าวัสดุเหลือทิ้งมาใช๎ให๎เกิดประโยชน์สูงขึ้นด๎วย  
(กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2551) 

การน าเซลลูโลสจากวัสดุเหลือใช๎ทางอุตสาหกรรมการเกษตรมาใช๎เป็นวัตถุดิบในการผลิต
เอทานอลต๎องประกอบด๎วยขั้นตอนที่ส าคัญดังนี้ คือ  ขั้นตอนที่  1.การปรับสภาพ ชีวมวล
(Pretreatment) เพื่อก าจัดองค์ประกอบอื่นได๎แกํ ลิกนิน ( Lignin) และเฮมิเซลลูโลส ( Hemicellulose) 
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และท าให๎เซลลูโลสมีโครงสร๎างที่เหมาะสมและเพิ่มพื้นที่ในการเข๎าท าปฏิกิริยาของเอนไซม์ โดย
การปรับสภาพด๎วยกรดเจือจางเป็นวิธีที่นิยมพัฒนาน ามาใช๎ในการผลิตระดับโรงทดลองน ารํองและ
ระดับโรงงานอุตสาหกรรม  เนื่องจากสามารถยํอยสลายเซลลูโลสได๎แล๎ว ยังก าจัดเฮมิเซลลูโลสและ
ลิกนินออกไปได๎บางสํวน สํวนการปรับสภาพด๎วย ดํางเป็นวิธีที่ใช๎อุณหภูมิและความดันต่ ากวําวิธี
อ่ืนโดยเกิดได๎ที่อุณหภูมิห๎อง สามารถ ก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสได๎เป็นอยํางดี  ขั้นตอนที่   2. 
การยํอยสลายเซลลูโล ส (Hydrolysis) ด๎วยเอนไซม์  เพื่อให๎ได๎น้ าตาลรีดิวซ์  การใช๎เอนไซม์มี
ความจ าเพาะเจาะจงสูง ปฏิกิริยาเกิดขึ้นที่ภาวะกลาง  ไมํเกิดผลิตภัณฑ์ที่ไมํต๎องการ  และยัง 
ลดคําใช๎จํายในการก าจัดของเสีย  (Wyman, 1994) ขั้นตอนที่ 3.การหมัก (Fermentation) เป็นการน า
น้ าตาลรีดิวซ์มาใช๎ในการผลิตเอทานอล โดยกระบวนการหมักด๎วยเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์ที่
สามารถผลิตเอทานอลได๎มีหลายชนิด แตํที่ส าคัญคือ Zymomonas mobilis และยีสต์ ซึ่งสามารถ
สร๎างเอทานอลได๎ปริมาณมาก เจริญได๎ในสภาวะน้ าตาลเข๎มข๎นสูง หรือในสภาวะ ที่มีกรดหรือ 
เอทานอลสูง  

งานวิจัยนี้จึงท าการศึกษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากชีวมวล ที่เป็นวัสดุเหลือทิ้งจาก
อุตสาหกรรม 2 ชนิดได๎แกํ ชานอ๎อยและซังข๎าวโพด โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพ
ชีวมวลด๎วยความร๎อนและสารเคมี ได๎แกํ กรดซัลฟุริกและโซเดียมไฮดรอกไซด์ แล๎วศึกษา สภาวะที่
เหมาะสมในการยํอยสลายเซลลูโลสด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส รวมทั้งหาสภาวะที่เหมาะสมในการหมัก
ด๎วยเชื้อ Z. mobilis โดยใช๎น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวลด๎วยเอนไซม์เป็นแหลํง
คาร์บอนเพื่อผลิตเอทานอล 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 
1. ศึกษาผลกระทบของของความร๎อนและชนิดสารเคมี ที่มีตํอปริมาณและองค์ประกอบ

ของลิกโนเซลลูโลสในชานอ๎อยและซังข๎าวโพด โดยการปรับสภาพด๎วยความร๎อน กรดซัลฟุริกและ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

2. ศึกษาผลกระทบของพีเอชและความเข๎มข๎นของ เอนไซม์เซลลูเลส  ที่มีตํอการยํอยสลาย
เซลลูโลสของชานอ๎อยและซังข๎าวโพด 

3. ศึกษาความเข๎มข๎นน้ าตาลรีดิวซ์และความเป็นกรดดํางที่เหมาะสม ในการหมักด๎วยเชื้อ  
Z. mobilis โดยใช๎น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวลด๎วยเอนไซม์เป็นแหลํงคาร์บอน เพื่อ
ผลิตเอทานอล 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 
การวิจัยนี้เป็นการทดลองในระดับห๎องปฏิบัติการ ณ ห๎องปฏิบัติการภาควิชาวิศวกรรม

สิ่งแวดล๎อม คณะวิศวกรรมศาสตร์  และภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย โดยมีขอบเขตการศึกษา ดังนี ้

1. การทดลองผลิตเอทานอลจากชีวมวล ที่เป็นวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรม 2 ชนิด ได๎แกํ 
ชานอ๎อย และซังข๎าวโพด 

2. ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวลด๎วย วิธีทางกายภาพรํวมกับวิธีทาง
เคมี โดยใช๎ สารละลาย กรดซัลฟุริกและ โซเดียมไฮดรอกไซด์ ที่ความเข๎มข๎นร๎อยละ 0.5 และ  2 
ตามล าดับ และปรับเปลี่ยนอุณหภูมิ 3 ระดับตั้งแต ํ120 - 170 องศาเซลเซียส ที่ ระยะเวลาแตกตํางกัน
ตั้งแตํ 5 – 30 นาที แล๎วเปรียบเทียบกับชุดที่ใช๎สารเคมีอยํางเดียว และชุดควบคุมที่ไมํมีการ  
ปรับสภาพ 

3. ศึกษาการยํอยสลายเซลลูโลส ด๎วยเอมไซม์เซลลูเลสโดยปรับเปลี่ยน ความเข๎มข๎นของ
เอนไซม์เซลลูเลส ตั้งแตํ 1 - 120 FPU ตํอกรัมชีวมวล ทดลองที่พีเอชเร่ิมต๎นแตกตํางกันตั้งแตํ  
4.5 – 6.5 และระยะเวลาการยํอยสลาย 0 - 48 ชั่วโมง 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมใน การหมัก น้ าตาลรีดิวซ์ ด๎วย  Z. mobilisโดยปรับเปลี่ยน  
พีเอชเร่ิมต๎นในการหมักตั้งแตํ 4.5 - 6.5 และระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมักตั้งแตํ 0 – 7 วัน 

5. พารามิเตอร์ที่ตรวจวิเคราะห์ ได๎แกํ พีเอช อุณหภูมิ ปริมาณองค์ประกอบตํางๆในชีวมวล 
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ความสามารถในการท างานของเอนไซม์ และปริมาณเอทานอล 
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
  

1. ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการ ปรับสภาพขั้นต๎นส าหรับการ ผลิตเอทานอล จาก 
ชีวมวลทั้ง 2 ชนิด 
 2. สามารถใช๎เป็นข๎อมูลพื้นฐานส าหรับการประยุกต์น าชีวมวลดังกลําวไปใช๎ในการผลิต  
เอทานอลในภาคชุมชนและอุตสาหกรรม 

3. สํงเสริมการใช๎ประโยชน์และเพิ่มมูลคําของวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมเกษตรให๎มี
ประโยชน์และมีมูลคําสูงขึ้น 



 

บทที่ 2  
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

2.1 เอทานอลจากเซลลูโลส ( Cellulosic Ethanol) (ธนาคารเพื่อการสํงออกและน าเข๎าแหํง
ประเทศไทย, 2550) 
 

เอทานอลที่ผลิตจากเซลลูโลส  เป็นเอทานอลที่ผลิตจากวัตถุดิบหลักประเภทกากอ๎อย   

ซังข๎าวโพด ฟางข๎าว และเปลือกไม๎  วัตถุดิบดังกลําวประกอบด๎วยลิกโนเซลลูโลส  (Lignocellulosic 

Material) ซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์ประเภทคาร์โบไฮเดรตที่เป็นสํวนประกอบส าคัญของเซลล์

พืช ซึ่งเกิดขึ้นจากหนํวยยํอยของน้ าตาลกลูโคสเชื่อมตํอกันเป็นสายยาวหรือโพลีเมอร์ของน้ าตาล

กลูโคส การผลิตเอทานอลสํวนใหญํใช๎วัตถุดิบหลัก 2 ประเภท คือ น้ าตาล เชํน อ๎อย และกากน้ าตาล  

และแป้ง เชํน มันส าปะหลัง ข๎าว และข๎าวโพด จึงเร่ิมมีความกังวลวําวัตถุดิบดังกลําวอาจไมํเพียงพอ

ตํอการผลิตเอทานอลในระยะข๎างหน๎า และเป็นการน าพืชอาหารมาใช๎ผลิตเอทานอล  ดังนั้น ปัจจุบัน

การพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลในหลายประเทศจึงมุํงเน๎นไปที่วัตถุดิบประเภทเซลลูโลส

ซึ่งเป็นเศษเหลือใช๎ที่ได๎จากพืชแทน  

 

เอทานอลที่ผลิตจากเซลลูโลสมีวิธีการผลิต มี 2 วิธีหลัก ได๎แกํ  

 
2.1.1 Gasification  
 
Gasification คือ การเปลี่ยนชีวมวลซึ่งมีองค์ประกอบหลักคือ  คาร์บอน ไฮโดรเจน และ

ออกซิเจน ให๎กลายเป็นก๏าซที่เผาไหม๎ได๎หรือ การแตกสารประกอบประเภทคาร์บอนของเซลลูโลส
ให๎กลายเป็นก๏าซคาร์บอนมอนอกไซด์  (Carbon Monoxide) คาร์บอนไดออกไซด์  (Carbon Dioxide) 
และไฮโดรเจน (Hydrogen) โดยกระบวนการดังกลําวเป็นการเผาไหม๎อินทรียสารแบบจ ากัดปริมาณ
ออกซิเจน  ท าให๎เกิดการเผาไหม๎ที่ไมํสมบูรณ์ จากนั้นหมักด๎วยจุลินทรีย์กลายเป็นแอลกอฮอล์  ผําน
การกลั่นและแยกน้ าจนเป็นเอทานอล  แตํมีข๎อจ ากัดคือ ควรมีคุณสมบัติของเชื้อเพลิงที่เหมาะสมใน
การป้อนเตาแก๏สซิไฟเออร์ ดังนี้ 

 มีขนาดที่เหมาะสม และสม่ าเสมอ  
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 มีความชื้นน๎อย เพื่อให๎ได๎ประสิทธิภาพที่ดี (ไมํควรเกินร๎อยละ 20-30)  
 มีความหนาแนํนเชื้อเพลิง (Bulk density) เหมาะสมและสม่ าเสมอ  

ข๎อดีของระบบแก๏สซิฟิเคชั่น  คือ เหมาะกับระบบการผลิตไฟฟ้าขนาดเล็ก (ต่ ากวํา 1  
เมกะวัตต)์  จึงเหมาะสมกับบริเวณที่มีปริมาณเชื้อเพลิงจ ากัด  และเหมาะสมกับหมูํบ๎านชนบทที่
กระแสไฟฟ้าเข๎าไมํถึง  

ข๎อเสียของระบบแก๏สซิฟิเคชั่น  คือ มีน้ ามันดิน หรือทาร์ ( Tar) ผสมในก๏าซเชื้อเพลิง  ท าให๎
ต๎องหาทางก าจัด หรือท าให๎น๎อยลง เพื่อไมํให๎มีปัญหาตํอการท างานของเคร่ืองยนต์  นอกจากนี้ถ๎า
ออกแบบระบบการเผาไหม๎ไมํดี และมีคุณภาพเชื้อเพลิงที่ไมํสม่ าเสมอ (ขนาด  ความชื้น ปริมาณ
ขี้เถ๎า คําความร๎อน)  จะสํงผลให๎ก๏าซเชื้อเพลิงที่ได๎มีคุณภาพไมํแนํนอน และการผลิตไฟฟ้าจะไมํ
สม่ าเสมอ 

 
2.1.2 Cellulolysis 
  
Cellulolysis คือ การยํอยสลายลิกโนเซลลูโลสให๎กลายเป็นน้ าตาลกลูโคส  แล๎วหมักน้ าตาล

กลูโคสด๎วยจุลินทรีย์  กลายเป็นแอลกอฮอล์  ผํานการกลั่นและแยกน้ าจนเป็นเอทานอล  โดยวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลส  สํวนมากวัตถุดิบประเภทนี้จะเป็นผลพลอยได๎จากเกษตรกรรม  และ
อุตสาหกรรมเกษตร  ได๎แกํ ซังข๎าวโพด  ชานอ๎อย  ฟางข๎าว และของเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อและ
กระดาษ เป็นต๎น  สํวนใหญํวัตถุดิบในกลุํมนี้จะทนตํอการยํอยสลายมาก  ดังนั้นขั้นตอนการผลิต 
เอทานอลจึงซับซ๎อนมากกวําวัตถุดิบจากแป้งและน้ าตาล  

 
ข๎อดีของการผลิตเอทานอลจากเซลลูโลส มีดังนี้  

 วัตถุดิบสามารถหาได๎งําย เน่ืองจากเซลลูโลสเป็นสํวนประกอบหลักของพืชหลาย
ประเภท  และสามารถน าสํวนของพืชที่ไมํได๎ใช๎ประโยชน์  อาทิ  ฟางข๎าว   
ซังข๎าวโพด และกากอ๎อย มาผลิต  

 การผลิตและใช๎เอทานอลจากเซลลูโลสชํวยลดก๏าซเรือนกระจกได๎ถึงร๎อยละ  85 
ของการผลิตและใช๎น้ ามันเบนซิน ขณะที่การผลิตและใช๎เอทานอลที่ผลิตจากแป้ง
ชํวยลดก๏าซเรือนกระจกเพียงร๎อยละ 18-29  

 ชํวยลดปัญหาการน าพืชอาหารที่ใช๎บริโภคไปผลิตเอทานอล  เพราะเซลลูโลสเป็น
สํวนของพืชที่รํางกายมนุษย์ไมํสามารถยํอยได๎ วัตถุดิบที่น ามาผลิตจึงไมํใชํอาหาร
ที่มนุษย์บริโภค  
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 ท าให๎มีปริมาณวัตถุดิบใช๎ผลิตเอทานอลได๎เพิ่มขึ้นเนื่องจากสามารถน าสํวนตําง  ๆ 
ของพืชมาใช๎ประโยชน์ได๎มากขึ้น อาทิ น้ าอ๎อยน ามาผลิตเอทานอลด๎วยวิธีการเดิม  
ขณะที่กากอ๎อยน ามาผลิตเอทานอลจากเซลลูโลส 
 

2.2 ชีวมวลของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ใช้ในการผลิตเอทานอล  (มูลนิธิพลังงานเพื่อ

สิ่งแวดล๎อม, 2551) 

ชีวมวลแปลมาจากศัพท์ภาษาอังกฤษวํา  “Biomass” ประกอบด๎วยค าสองค าคือ ชีวะและ
มวล ชีวะคือสิ่งมีชีวิตเชํนมนุษย์ พืช และสัตว์ มวลคือวัตถุสิ่งของตํางๆ ดังนั้น ชีวมวล หมายถึงวัตถุ
หรือสสารที่ได๎จากสิ่งมีชีวิต เชํน ข๎าว ร า แกลบ และฟางข๎าวได๎มาจากต๎นข๎าว  เป็นต๎น  อีก
ความหมายหนึ่งของชีวมวลคือ  สารอินทรีย์ที่เป็นแหลํงกักเก็บพลังงานจากธรรมชาติและสามารถ
น ามาใช๎ผลิตพลังงานได๎  เชํน เศษวัสดุเหลือใช๎ทางการเกษตร หรือกากจากกระบวนการผลิตใน
อุตสาหกรรมการเกษตร  ชีวมวลเป็นแหลํงเชื้อเพลิงราคาถูก  หากมีการใช๎ประโยชน์ในบริเวณที่ไมํ
ไกลจากแหลํงเชื้อเพลิงมากนัก การน าชีวมวลมาใช๎จึงชํวยลดการสูญเสียเงินตราตํางประเทศในการ
น าเข๎าเชื้อเพลิง และสร๎างรายได๎ให๎กับคนท๎องถิ่น  นอกจากนี้ การผลิตพลังงานจากเชื้อเพลิงชีวมวล
ด๎วยเทคโนโลยีที่เหมาะสมจะไมํกํอให๎เกิดมลภาวะและไมํสร๎างสภาวะเรือนกระจก  เน่ืองจากการ
ปลูกทดแทนท าให๎ก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์เกิดการหมุนเวียน และไมํมีการปลดปลํอยเพิ่มเติม 
เพื่อให๎มีความเข๎าใจยิ่งขึ้นได๎ นิยามความหมายชีวมวลในที่นี้วํา  “เศษวัสดุเหลือใช๎จากการแปรรูป
สินค๎าทางการเกษตรหรือจากการเก็บเกี่ยว”      
 

2.2.1 องค์ประกอบของชีวมวลในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส 
 

 เซลลูโลส  เป็นโครงสร๎างของผนังเซลล์ สูตรทางเคมีคือ  (C6H10O5) n เกิดจากกลูโคส

ประมาณ 50,000 โมเลกุลมาเชื่อมตํอกันเป็นสายยาว แตํละสายของสายของเซลลูโลสเรียงขนานกัน

ไป มีแรงยึดเหนี่ยวระหวํางสาย ท าให๎มีลักษณะเป็นเส๎นใยสะสมไว๎ในพืช ไมํพบในเซลล์สัตว์ 

เซลลูโลสเมื่อถูกยํอยจะแตกตัวออกให๎น้ าตาลกลูโคสจ านวนมาก 1 ,000-10,000 โมเลกุล มีน้ าหนัก

โมเลกุล 200,000-2,000,000 หนํวยยํอยพื้นฐานคือ เซลโลไบโอสซึ่งประกอบด๎วยกลูโคส 2 โมเลกุล 

ตํอกันด๎วยพันธะเบต๎า 1-4 ไกลโคซิดิก โดยที่ไมํมีการแตกแขนง โมเลกุลของเซลลูโลสมีความ

เสถียรมาก เซลลูโลสสามารถแบํงได๎ 3 ชนิดตามลักษณะการละลายในกรดหรือดําง คือ 

1) แอลฟาเซลลูโลส เป็นเซลลูโลสที่แท๎จริงไมํสามารถละลายได๎ในโซเดียมไฮดรอกไซด์
ความเข๎มข๎นร๎อยละ 17.5 ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
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2) เบต๎าเซลลูโลส เป็นเซลลูโลสที่สามารถละลายได๎ในโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
ความเข๎มข๎นร๎อยละ 17.5 ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

3) แกมมาเซลลูโลส เป็นเซลลูโลสที่สามารถละลายได๎ดีในโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
ความเข๎มข๎นร๎อยละ 17.5 ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสและสารละลายกรดเจือจาง แตํสามารถ
ตกตะกอนได๎โดยใช๎แอลกลอฮอร์ 

 
 

 

 

 

รูปที่ 2.1 สูตรโครงสร๎างของเซลลูโลส (http://th.wikipedia.org/wiki/) 

เฮมิเซลลูโลส ( Hemicellulose) เป็นพอลิแซกคาไรด์ชนิดหนึ่งซึ่งคล๎ายเซลลูโลสแตํ

ประกอบด๎วยน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวหลายชนิด  เชํน กลูโคส กาแลกโตส แมนโนส อะราบิโนส  

ไซโลส รวมทั้งกรดกลูคูโรนิก และกาแลกทูโรนิก  เฮมิเซลลูโลสพบในเน้ือเยื่อของพืชโดยรวมอยูํ

กับลิกนิน 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 สูตรโครงสร๎างของเฮมิเซลลูโลส (Ericksson, Blanchette และ Ander, 1990) 

ลิกนิน (Lignin) เป็นสารประกอบโพลิเมอร์เชิงซ๎อนมีน้ าหนักโมเลกุลสูง  มักพบอยูํรวมกับ

เซลลูโลส เป็นสารที่ประกอบด๎วยคาร์บอน ไฮโดรเจน  และออกซิเจนรวมกันเป็นหนํวยยํอยหลาย

ชนิดซึ่งเป็นสารอะโรมาติก ลิกนินไมํละลายน้ า ไมํมีสมบัติทางการยืดหยุํน เพราะฉะนั้นจึงท าให๎พืช

http://th.wikipedia.org/wiki/
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ที่มีลิกนินมากมีความแข็งแรงทนทาน  เมื่อพืชตายลิกนินจะถูกยํอยด๎วยเอนไซม์ลิกเนส ( Lignase) 

หรือลิกนินเนส (Ligninase) ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่ส าคัญในรา 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.3 สูตรโครงสร๎างของลิกนิน (Glazer และ Nikaido, 1995) 

 
ชีวมวลในประเทศไทยมีหลายชนิดที่สามารถน ามาใช๎ในการผลิตเอทานอลได๎ ซึ่งควร

พิจารณาความเหมาะสมด๎านศักยภาพในการน ามาใช๎ ดังตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1 ศักยภาพชีวมวลของประเทศไทยปี 2550/2551 (กระทรวงพลังงาน, 2551) 

ชีวมวล 
ปริมาณชีวมวล 

(ตัน) 
คําความร๎อน 

(MJ/kg) 
พลังงาน 

(GJ) 
เทียบเทําน้ ามันดิบ 

(ktoe) 
ก าลังไฟฟ้า 

(MW) 
ชานอ๎อย 22,050,300 16.21 357,435,363 8,461 97.2 
ฟางข๎าว 35,581,000 15.51 551,810,992 13,064 152.3 
ซังข๎าวโพด 807,310 16.63 13,425,565 318 3.7 
ทะลายปาล์ม 2,130,270 19.41 37,221,547 881 10.2 
กะลาปาล์ม 554,840 21.13 11,744,899 278 3.1 
ไม๎ยูคาลิปตัส 1,360,000 16.85 22,916,000 542 6.2 
ขี้เลื่อยไม๎ยางพารา 940,980 16.65 1,581,417 37 0.3 
เหง๎ามันส าปะหลัง 255,550 10.61 2,668,945 63 0.6 

 

จากการศึกษาข๎อมูลเกี่ยวกับชีวมวลชนิดตํางๆ พบวํา ชานอ๎อยและซังข๎าวโพดเป็นชีวมวลที่
เหมาะสมในการน ามาผลิตเอทานอล เนื่องจากชีวมวลดังกลําวมีปริมาณมากในอันดับต๎นๆ และเป็น
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ชีวมวลที่ได๎จากภาคอุตสาหกรรมน้ าตาล ข๎าวโพดและแป้ง สามารถรวบรวมมาใช๎ในการผลิต 
เอทานอลในระดับอุตสาหกรรมได๎งําย 
 

2.2.2 ซังข้าวโพด (สุรีพร, 2543) 
 
ซังข๎าวโพด (Ground corncobs) หมายถึง ฝักข๎าวโพดที่กะเทาะเปลือกและเมล็ดออกแล๎ว  
ลักษณะท่ัวไป  ซังข๎าวโพดได๎จากการสีข๎าวโพดเพื่อน าเมล็ดมาใช๎งาน สํวนใหญํเป็น

ข๎าวโพดเลี้ยงสัตว์ ในสํวนของล าต๎นจะถูกตัดหลังจากการเก็บเกี่ยวแล๎ว  
แหล่งท่ีมา  ปัจจุบันการสีข๎าวโพดจะใช๎เคร่ืองจักรที่สามารถเคลื่อนที่ไปตามไรํข๎าวโพด  

ดังนั้น สามารถหาซังข๎าวโพดและต๎นข๎าวโพดได๎ตามไรํข๎าวโพดทั่วไป  
การน าไปใช้งาน ซังข๎าวโพดมีประโยชน์หลายอยําง เชํน น าไปเป็นวัตถุดิบผลิตแอลกอฮอล์ 

เป็นเชื้อเพลิง ผสมกับโมลาสเพื่อเลี้ยงสัตว์ เป็นต๎น 
จุดเด่น ซังข๎าวโพดมีคําความร๎อนสูงเมื่อเทียบกับชีวมวลอ่ืนๆ  สํวนล าต๎นข๎าวโพดมีสํวน

หนึ่งที่ไมํได๎น าไปใช๎งาน ชาวไรํข๎าวโพดจะไถฝังกลบในไรํ  
จุดด้อย ซังข๎าวโพดมีการน าไปใช๎ประโยชน์หลายอยําง ดังนั้นต๎องพิจารณาถึงแหลํงที่มีการ

น าไปใช๎งานน๎อยที่สุด เพื่อไมํให๎มีการแกํงแยํงกันซื้อ 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

รูปที่ 2.4 ซังข๎าวโพด 
 
กระบวนการผลิตอาหารสัตว์ 
โรงงานผลิตอาหารสัตว์เป็นแหลํงที่มาของซังข๎าวโพด โดยขั้นตอนการผลิตเร่ิมต๎นจากรับ

ซื้อข๎าวโพดเลี้ยงสัตว์จากเกษตรกร ในชํวงเดือนกรกฎาคมถึงเดือนธันวาคมของทุกปี ฝักข๎าวโพดจะ
แกํจัดและเก็บเกี่ยวทิ้งไว๎ในแปลงให๎แห๎งกํอน  โดยเฉลี่ยแล๎วข๎าวโพดมีอายุตั้งแตํปลูกถึงเก็บเกี่ยว
ประมาณ  90-120 วัน หลังจากเก็บฝักข๎าวโพดและปอกเปลือกออก  เมื่อฝักข๎าวโพดแห๎งดีแล๎ว ท า
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การคัดแยกเมล็ดข๎าวโพดออกจากซัง เมล็ดที่ได๎จะอบแห๎งให๎ความชื้นลดลงเหลือประมาณ ร๎อยละ 
14 จากนั้นจะสํงไปยังโรงงานผลิตอาหารสัตว์  เพื่อใช๎เป็นสํวนผสมของการผลิตอาหารสัตว์ตํอไป  
ซึ่งกระบวนการท าอาหารสัตว์ประกอบด๎วย 6 ขั้นตอน คือ 

1. การบด (Grinding) การบดวัตถุดิบอาหารสัตว์ทุกประเภทให๎มีขนาดละเอียดเทํากันหมด  
เพื่อชํวยเพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบอาหารสัตว์ให๎มากขึ้น ท าให๎สามารถผสมวัตถุดิบอาหารสัตว์ให๎
เป็นเนื้อเดียวกันงํายขึ้น ชํวยให๎อาหารเม็ดที่อัดออกมายึดตัวดีขึ้น และให๎การยํอยอาหารดีขึ้น 

2. การชั่งน้ าหนัก  (Weighing) ให๎ได๎ปริมาณตามที่ก าหนดไว๎จะต๎องใช๎วัตถุดิบแตํละชนิด
เป็นสํวนผสมในปริมาณเทําใด จากนั้นจึงท าการแยกชั่งน้ าหนักวัตถุดิบอาหารสัตว์แตํละชนิด 

3. การผสมวัสดุอาหาร  (Mixing) เพื่อให๎อาหารที่ก าหนดเป็นสํวนประกอบคลุกเคล๎าเป็น
เน้ือเดียวกัน กระจายตามเนื้อของสํวนผสมอยํางทั่วถึง  

4. การอัดเม็ด  (Pelleting) เพื่อให๎ได๎เป็นอาหารเม็ดเหมาะสมแกํการน ามาให๎สัตว์กิน ท าให๎
กินอาหารได๎มากขึ้นหรือได๎รับธาตุอาหารมากขึ้น  ยังชํวยป้องกันสัตว์เลือกกินวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่
ชอบเทํานั้น  

5. การลดความชื้น  (Cooling and drying) ให๎อยูํในระดับที่เหมาะสมเพื่อน าไปให๎สัตว์กิน
และสามารถเก็บรักษาอาหารเม็ดได๎ระยะเวลาหนึ่งโดยไมํเกิดเชื้อรา  ซึ่งจะใช๎เวลาอบแห๎ง  ประมาณ 
20-30 นาที ก็จะท าให๎ความชื้นเหลือประมาณร๎อยละ 10  

6. การบรรจุ (Packing) การบรรจุเข๎าหีบหํอเพื่อเก็บหรือจ าหนํายตํอไป 
ผลพลอยได๎จากกระบวนการผลิต คือ ซังข๎าวโพดซึ่งจะถูกคัดแยกออกมาตํางหาก ซึ่งโดย

เฉลี่ยในการคักแยกเมล็ดแล๎ว 1 ตันจะได๎สํวนประกอบหลักเป็นเมล็ดข๎าวโพดประมาณ 800 - 810 
กิโลกรัม และได๎ซังข๎าวโพดประมาณ 200 กิโลกรัม กระบวนการผลิตอาหารสัตว์มีดังรูปที่ 2.5 
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รูปที่ 2.5 กระบวนการผลิตอาหารสัตว์ (กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล๎อม, 2548) 
 

2.2.3 ชานอ้อย (หรรษา และ เนริสา, 2544) 
 
ชานอ๎อย หมายถึง สํวนของล าต๎นอ๎อยที่หีบเอาน้ าอ๎อยหรือน้ าตาลออกแล๎ว  มีสํวนประกอบ

อยํางหยาบ ๆ  คิดเป็นคําร๎อยละโดยน้ าหนักของชานอ๎อยเปียก  (ความชื้นร๎อยละ 48) คือ  
ชานอ๎อยหรือไฟเบอร์ (Fiber) ร๎อยละ 48.5 น้ าร๎อยละ 48.0 น้ าตาลร๎อยละ 3.0 และอ่ืนๆ ร๎อยละ 0.5  

การบด 

ช่ังน้ าหนัก 

ผสมวัสดุอาหาร 

อัดเม็ด 

ลดความช้ืน 

บรรจุ 

ข๎าวโพดทั้งฝัก 

ปอกเปลือก 

กระเทาะเมล็ดออกจากฝัก 

เมล็ดข๎าวโพด 

 
อบแห๎ง 

 
วัดคุณภาพ 

 

เปลือกข๎าวโพด 

ซังข๎าวโพด 
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ลักษณะท่ัวไป มีลักษณะเป็นขุย ได๎จากการผลิตน้ าตาลดิบ โดยน าอ๎อยมาคั้นน้ าออก  สํวนที่
เป็นน้ าน าไปผลิตเป็นน้ าตาลดิบ สํวนที่เหลือคือ กากอ๎อย หรือชานอ๎อย 

แหล่งท่ีมา โรงงานน้ าตาล ซึ่งทั้งประเทศมีอยูํประมาณ 46 โรงงาน 

จุดเด่น ยังมีกากอ๎อยเหลืออีกสํวนหน่ึงที่ยังไมํได๎น าไปใช๎งาน 
จุดด้อย น้ าหนักเบา และความชื้นสูง 
ประโยชน์และการน าไปใช้งาน  
1. ใช๎เป็นเชื้อเพลิง สํวนใหญํใช๎เป็นเชื้อเพลิงเพื่อผลิตน้ าตาลดิบ 
2. ส าหรับผลิตไอน้ าและกระแสไฟฟ้าส าหรับใช๎ภายในโรงงานน้ าตาลเอง 
3. ใช๎ผลิตวัสดุกํอสร๎างโดยอาศัยกาว เชํน  อัดเป็นแผํน ( Particle board) ไม๎อัดผิวเส๎นใย  

(Fiber-overlaid plywood) และแผํนกันความร๎อน (Insulating board) เป็นต๎น  
4. ใช๎ผลิตเยื่อกระดาษ (Pulp) และกระดาษชนิดตํางๆ  
5. ใช๎เป็นอาหารสัตว์  
6. ใช๎เป็นวัตถุดิบส าหรับอุตสาหกรรมผลิต Furfural Furfuryl alcohol และ Xylitol  
7. ใช๎ท าปุ๋ยหมัก โดยหมักรํวมกับปุ๋ยคอก กากตะกอน หรือปุ๋ยวิทยาศาสตร์  
8. ใช๎เป็นวัตถุคลุมดินเพื่อรักษาความชื้นของดินและป้องกันวัชพืช  
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.6 ชานอ๎อย  
 

กระบวนการผลิตน้ าตาล 
กระบวนการผลิตน้ าตาล เป็นแหลํงที่มาของชานอ๎อย เร่ิมจากที่ชาวไรํอ๎อยตัดอ๎อยที่ได๎อายุ

ในการตัด คือประมาณ 10 เดือนขึ้นไป  ซึ่งปกติจะก าหนดเปิดหีบอ๎อยประมาณปลายเดือน
พฤศจิกายน หรือเดือนธันวาคมของทุกปี  เมื่ออ๎อยมาถึงโรงงาน อ๎อยจะไหลลงสะพานล าเลียงซึ่งมี
ชุดใบมีด  และเคร่ืองตีอ๎อย เพื่อเตรียมอ๎อยให๎เป็นเส๎นใยหรือฝอยละเอียดกํอนเข๎าสูํชุดลูกหีบ  เมื่อ
อ๎อยถูกหีบที่ลูกหีบชุดแรกในระยะเวลาพอสมควร ในชุดลูกหีบซึ่งจะมีลูกหีบ 4-6 ชุด จะหีบน้ าอ๎อย
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ออกให๎มากที่สุด โดยใช๎ระบบการพรมน้ าที่เรียกวํา  Compound Imbibitions เพื่อสกัดเอาน้ าตาลใน
อ๎อยออกให๎หมด โดยสํวนของกากอ๎อยที่ออกจากลูกหีบชุดสุดท๎ายจะถูกล าเลียงโดยสะพานล าเลียง
เข๎าสูํหม๎อน้ าเพื่อใช๎เป็นเชื้อเพลิงผลิตไอน้ าขับเทอร์ไบน์ตํางๆ และผลิตกระแสไฟฟ้า ส าหรับ
น้ าอ๎อยที่ได๎จากชุดลูกหีบจะถูกสํงไปผํานตะแกรงกรองกากอ๎อย เข๎าสูํกรรมวิธีทางวิศวกรรมเคมี
เพื่อรักษาคุณภาพน้ าอ๎อย จนกระทั่งได๎น้ าอ๎อยใส  จึงน าไปต๎มเพื่อระเหยน้ าออกและได๎น้ าเชื่อม
เข๎มข๎น สํวนกากตะกอนจากน้ าอ๎อยจะถูกกรองและถูกล าเลียงออกนอกกระบวนการผลิตน าเข๎าสูํที่
เก็บเพื่อท าเป็นปุ๋ย  น้ าอ๎อยใสเมื่อออกจากหม๎อต๎มลูกสุดท๎าย  จะได๎น้ าเชื่อมดิบที่มีความเข๎มข๎น  
60 - 65 บริกส์ และจะเคี่ยวให๎ตกผลึกเป็นเม็ดน้ าตาลที่มีผลึกน้ าตาลและน้ าเลี้ยงรวมกันอยูํ แล๎วจึง
ปลํอยลงรางกวน กํอนจะน าไปปั่นแยกผลึกออกจากน้ าเลี้ยงที่หม๎อปั่น ในการปั่นแยกแตํละขั้นตอน  
จะได๎น้ าตาลเอ น้ าตาลบี น้ าตาลซี และกากน้ าตาล เป็นล าดับสุดท๎าย ส าหรับน้ าตาลเอ  เมื่อน าผําน
กระบวนการลดคําสี แล๎วจึงสํงไปสูํขั้นตอนการเคี่ยวและการอบแห๎งจะได๎น้ าตาลทรายขาวบริสุทธิ์  
ส าหรับน้ าตาลบี  หรือน้ าตาลทรายดิบจะถูกบรรจุกระสอบเพื่อจ าหนํายไปยังตํางประเทศ สํวน
น้ าตาลซี จะน าไปเป็นเชื้อในการเคี่ยวน้ าตาลเอและน้ าตาลบี  ส าหรับกากน้ าตาลจะถูกสํงไปท าให๎
เย็นกํอนน าไปเก็บที่ถังเก็บกากน้ าตาลเพื่อรอการขนย๎ายไปจ าหนําย  โดยกระบวนการผลิตน้ าตาล
จากอ๎อยเป็นดังแสดงในรูปที่ 2.7 

ซึ่งโดยเฉลี่ยในการหีบอ๎อย 1 ตันจะได๎สํวนประกอบหลักตํางๆดังนี้ 
1. น้ าตาล 105-110 กิโลกรัม  
2. น้ า 500-510 กิโลกรัม  
3. กากอ๎อย (ความชื้นร๎อยละ 50-52) 270-290 กิโลกรัม  
4. กากตะกอนหม๎อกรอง (ความชื้นร๎อยละ 70-72) 28-40 กิโลกรัม  
5. กากน้ าตาล 50-60 กิโลกรัม  
น้ าตาลที่ได๎จากกระบวนการผลิตถือวําเป็นผลิตภัณฑ์หลักของอุตสาหกรรมอ๎อยและ

น้ าตาล สํวนที่เหลือนั้นสามารถน าไปใช๎ภายในโรงงานน้ าตาล หรือน าไปใช๎เป็นวัตถุดิบในการผลิต
ผลิตภัณฑ์อื่นๆได๎อีก เรียกวํา ผลิตผลพลอยได๎ (By-products) 
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รูปที่ 2.7 กระบวนการผลิตน้ าตาลจากอ๎อย (กลุํมมิตรผล, 2009) 

น้ าตาลทรายดิบและ

น้ าตาลทรายแดง 

ระบบท าขาว 

กรองละเอียด 

น้ าเชื่อมสะอาด 

ตกผลึกและปั่นแยก 

 
อบแห๎ง 

 
บรรจุ 

 

น้ าอ๎อยรวม 

 

ลูกหีบ  

กรอง 

น้ าอ๎อยใส 

 
ต๎มระเหย 

น้ าเชื่อมดิบ 

ตกผลึกและปั่นแยก 

ชานอ๎อย 

กากตะกอน  

กากน้ าตาล  

อ๎อย  
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2.3 กระบวนการผลิตเอทานอลแบบ Cellulolysis (ธนาคารเพื่อการสํงออกและน าเข๎า 
แหํงประเทศไทย, 2550) 

 
กระบวนการผลิตเอทานอลที่ส าคัญแบํงเป็น 4 ขั้นตอนคือ  
 
2.3.1 การปรับสภาพวัตถุดิบ (Pretreatment)   
 
เน่ืองจากเซลลูโลสที่น ามาใช๎เป็นสารต้ังต๎นในการผลิตเอทานอลอยูํในรูปที่เป็นสารผลึกของ

สารประกอบเชิงซ๎อน  (Complex) กับลิกนินและเฮมิเซลลูโลส  ซึ่งสํวนที่น ามาใช๎จริงคือ  สํวนของ
เซลลูโลสเทํานั้น  ขั้นตอนแรกจึงต๎องแยกเฮมิเซลลูโลส และลิกนินออกจากโครงสร๎างของวัตถุดิบ
กํอน เพราะเป็นตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์  ท าให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายด๎วยเอนไซม์
ไมํดีเทําที่ควร  และยังเป็นอุปสรรคตํอการหมัก  (Fermentation) ด๎วย ดังนั้น วัตถุประสงค์ของการ
ปรับสภาพวัตถุดิบกํอนการผลิตเอทานอล  คือ เพื่อแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออก  และเป็นการ
ปรับโครงสร๎างของเซลลูโลสให๎อยูํในสภาพเหมาะสมตํอการเกิดปฏิกิริยาการยํอยด๎วยเอนไซม์  
วิธีการปรับสภาพแบํงได๎เป็น 4 วิธีคือ 

1) การปรับสภาพด๎วยวิธีทางกายภาพ  (Physical Pretreatment) เป็นการลดขนาดของ
วัตถุดิบ  และท าให๎เส๎นใยเซลลูโลสแตกออกเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยาให๎ 
มากขึ้น เชํน การบด การใช๎ความร๎อน  

2) การปรับสภาพด๎วยวิธีทางเคมี  (Chemical Pretreatment) จะใช๎สารละลายกรดเพื่อ
เพิ่มความสามารถในการยํอยเฮมิเซลลูโลส  เพราะเฮมิเซลลูโลสสามารถยํอยสลายใน
สารละลายกรดได๎ดีกวําเซลลูโลส  หรือใช๎สารละลายดํางเพื่อเพิ่มปริมาณการละลาย
ของเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 

3) การปรับสภาพด๎วยวิธีทางเคมีฟิสิกส์  (Physico-chemical Pretreatment) เป็นวิธีที่ใช๎
วิธีทางกายภาพรํวมกับการใช๎สารเคมี  ท าให๎เส๎นใยเซลลูโลสแตกออกเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิว
ในการเกิดปฏิกิริยาให๎มาก และสามารถก าจัดสารขัดขวางการยํอยสลายของเอนไซม์
ด๎วย 

4) การปรับสภาพด๎วยวิธีทางชีวภาพ  เป็นการใช๎เอนไซม์จากจุลินทรีย์เพื่อเปลี่ยน
โครงสร๎างที่ซับซ๎อนของเซลลูโลสให๎อยูํในรูปโซํตรงและชํวยลดความเป็นผลึก  
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รูปที่ 2.8 ลักษณะของลิกโนเซลลูโลสภายหลังจากการปรับสภาพ ( Hector, Hughes และ 

Liang-Li, 2008 
 
2.3.2 การย่อยหรือไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) (Parisi, 1989) 
 
กระบวนการยํอยพื้นฐานของเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทเซลลูโลส  

แบํงออกเป็น 3 วิธี ได๎แกํ  
1) การไฮโดรไลซิสด๎วยกรดแบํงเป็น 2 ประเภท ได๎แกํ กรดเจือจาง และกรดเข๎มข๎น 

 การใช๎กรดเจือจาง  จะใช๎อุณหภูมิและความดันสูง  ระยะเวลาของปฏิกิริยาจะเป็น
วินาทีหรือนาที  เหมาะตํอกระบวนการแบบตํอเน่ือง  การใช๎กรดรํวมกับอุณหภูมิ
และความดันสูงจ าเป็นต๎องใช๎วัสดุพิเศษส าหรับสร๎างถังปฏิกรณ์  ท าให๎มีคําใช๎จําย
สูง 

 การใช๎กรดเข๎มข๎น กระบวนการน้ีจะใช๎อุณหภูมิต่ า  และจะมีการใช๎ความดันเฉพาะ
เมื่อต๎องการปั๊มสํงถํายของจากถังหนึ่งไปยังอีกถังหนึ่งเทํานั้น 

2) กระบวนการใช๎เคมีที่อุณหภูมิสูง กระบวนการผลิตเอทานอลซึ่งใช๎ปฏิกิริยาเคมีที่
อุณหภูมิสูงในปัจจุบัน มี 2 แบบ 
 ระบบที่ใช๎เคมีที่อุณหภูมิสูงรํวมกับการใช๎จุลินทรีย์  เป็นการท าวัสดุชีวมวลให๎เป็น

ก๏าซกํอนด๎วยการใช๎เคมีที่อุณหภูมิสูง  ก๏าซสังเคราะห์  (SynGas) ซึ่งเป็นของผสม
ระหวํางไฮโดรเจนกับคาร์บอนไดออกไซด์  จากนั้นใสํจุลินทรีย์ซึ่งมีความสามารถ
ในการเปลี่ยนก๏าซสังเคราะห์เพื่อให๎เกิดการหมักเป็นเอทานอล 

 การใช๎เคมีที่อุณหภูมิสูงโดยไมํมีการใช๎จุลินทรีย์  วัสดุชีวมวลจะถูกท าให๎เป็นก๏าซ
ด๎วยการใช๎เคมีที่อุณหภูมิสูงกํอน จากนั้นก๏าซจะถูกเปลี่ยนไปเป็นเอทานอล  
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3) การไฮโดรไลซีสด๎วยเอนไซม์  วัสดุเซลลูโลสตามธรรมชาติสํวนใหญํเกิดการสลายตัว
จากการยํอยของเอนไซม์เซลลูเลส  (Cellulase) ซึ่งพบทั่วไปในจุลินทรีย์  โดยเฉพาะ
อยํางยิ่งพบมากในเชื้อรา ในสภาวะการท างานที่เหมาะสมจะสามารถเรํงปฏิกิริยาได๎เร็ว
ถึง 108 ถึง 1011 เทํา เมื่อเทียบกับปฏิกิริยาที่ไมํมีเอนไซม์เป็นตัวเรํง  นอกจากนี้  เอนไซม์
ยังมีความเฉพาะ  (Specificity) ตํอปฏิกิริยาหนึ่งๆเทํานั้น  ท าให๎ผลิตภัณฑ์ที่ได๎มีความ
บริสุทธิ์สูง (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงประเทศไทย, 2551) 

 
เอนไซม์ที่ใช๎ในปฏิกิริยาการยํอยสลายเซลลูโลส  คือ เอนไซม์เซลลูเลส  (Cellulase) ซึ่งเป็น

เอนไซม์ที่พบในจุลินทรีย์หลายชนิด  แบคทีเรียที่นิยมน ามาใช๎ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส  คือ 
Trichoderma reessi เอนไซม์เซลลูเลสเป็นกลุํมของเอนไซม์  3 ชนิด  ที่ท างานรํวมกันแบบ  
“Synergisticaction” ได๎แกํ  

1) เอ็นโดกลูคาเนส  (Endoglucanase) ท าหน๎าที่ยํอยสลายโอลิโกแซคคาไรด์  และยัง  
ยํอยสลายเซลลูโลสให๎เปลี่ยนเป็นเซลโลไบโอส  โดยจะยํอยสลายจากทางด๎านปลาย
รีดิวซ์ (Reducing End) ของสายโซํเซลลูโลส  

2) เอ็กโซกลูคาเนส (Exoglucanase) ท าหน๎าที่ยํอยสลายโอลิโกแซคคาไรด์  และเซลลูโลส
ให๎เปลี่ยนเป็นเซลโลไบโอส ต าแหนํงที่ท างานเป็นแบบสุํม (Random)  

3) เบต๎า-กลูโคสิเดส  (β-glucosidase) ท าหน๎าที่ยํอยสลายเซลโลไบโอสให๎เปลี่ยนเป็น
กลูโคส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9 กระบวนการท างานของเอนไซม์เซลลูเลส (Mechanism of cellulolysis) 
(http://www.answers.com/topic/cellulase) 

 

http://www.answers.com/topic/cellulase
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2.3.3 การเตรียมหัวเชื้อและการหมัก (Fermentation) (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแหํงประเทศไทย, 2551) 

 
การเตรียมหัวเชื้อ  (Inoculum) เพื่อให๎ได๎เชื้อจุลินทรีย์ที่แข็งแรงและมีปริมาณมากเพียงพอ

ส าหรับในการหมัก  โดยการน าเชื้อจุลินทรีย์ในปริมาณที่ต๎องการผสมกับวัตถุดิบ  (น้ าตาล) รวมทั้ง
สารอาหารที่ปราศจากการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์อื่นที่ไมํต๎องการ  ถํายลงในถังหมัก  (Fermentor) 
จากนั้นท าการปรับและควบคุมสภาวะของการหมัก  เชํน  อัตราการให๎อากาศ  (Aeration rate)  
อัตราการกวน (Agitation rate) คําพีเอช (pH) และอุณหภูมิในระหวํางการหมัก  ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของ
การหมัก ชนิดของผลิตภัณฑ์ และชนิดของจุลินทรีย์ที่ใช๎ 

เชื้อจุลินทรีย์ Z. mobilis (สรวง และคณะ, 2525) ลักษณะโดยทั่วไปมีรูปรํางเป็นรูปแทํงยาว 
2-6 ไมโครเมตร กว๎าง 1-1.4 ไมโครเมตร การจัดเรียงตัวอาจอยูํเป็นเซลล์เด่ียวหรือเป็นคูํ ติดสีย๎อม 
สีแดง (Gram negative) มีแฟลกเจลลา 1-4 อันในต าแหนํงขั้วเซลล์ ไมํมีการสร๎างสปอร์ โคโลนีมีสี
ขาวครีม เจริญได๎ดีในสภาวะไร๎ออกซิเจน แตํสามารถทนออกซิเจนได๎บ๎าง สามารถใช๎น้ าตาล
กลูโคส ซูโครส และฟรุคโตสได๎ เจริญได๎ดีที่อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และพีเอช 5.0-7.0 โดย
ใช๎กระบวนการเอทเนอร์ขดูโดรอฟฟ์ ( Entner-Doudoroff pathway) ดังรูป 2.10 ในการยํอยสลายได๎
เอทานอลและคาร์บอนไดออกไซด์เป็นหลัก นอกจากนั้นยังมีกรดแลคติก ( Lactic acid) และ  
อะซีตาลดีไฮด์ ( Acetadehyde) เกิดขึ้นเล็กน๎อยในน้ าหมักที่มีสารสกัดยีสต์ ( Yeast extract) จะ
เกิดปฏิกิริยารีดักชัน (Reduction) และถ๎าหมักในน้ าหมักที่มีกลูโคสเป็นแหลํงคาร์บอน เชื้อจะเจริญ
และผลิตแอลกลอฮอร์ได๎ดีในระยะ 10 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และใช๎น้ าตาลกลูโคส
ได๎เกิอบหมดเมื่อหมักเป็นระยะเวลา 2 วัน มีสมการการใช๎น้ าตาลกลูโคสแสดงดังสมการ 
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รูปที่ 2.10 แผนภาพแสดงกระบวนการเอทเนอร์-ดูโดรอฟฟ์ของ Z. mobilis 
 
คุณสมบัติที่เหมาะสมจะน ามาใช๎ในการผลิตเอทานอลมีดังนี้คือ 
1) สร๎างเอทานอลได๎ในปริมาณมากถึง 1.5-1.9 โมลตํอน้ าตาลกลูโคส 1 โมล โดยใช๎

น้ าตาลร๎อยละ 98 ในการสร๎างเอทานอล และ ร๎อยละ 2 ใช๎ในการเจริญ ในขณะที่ยีสต์  
Saccharomyces ใช๎เพียงร๎อยละ 90 ของน้ าตาลที่มีในการสร๎างเอทานอล 

2) เอทานอลที่ได๎มี Higher alcohol เจือปนอยูํ 0.6 มิลลิกรัมตํอน้ าตาลกลูโคส 1 กรัม ซึ่ง
น๎อยกวํายีสต์ Saccharomyces ที่หมักในสภาพเดียวกันถึง 40 เทํา 

3) สามารถเจริญและหมักได๎ในน้ าตาลที่มีความเข๎มข๎นสูงถึง ร๎อยละ 25 และบางสายพันธุ์
ถึงร๎อยละ 30  

4) สามารถเจริญได๎ในภาวะที่มีแอลกลอฮอร์สูง ทุกสายพันธุ์สามารถเจริญได๎ในเอทานอล 
ร๎อยละ 5.5 และบางสายพันธุ์ทนได๎ถึง ร๎อยละ 7.7-10 ซึ่งสอดคล๎องกับความเจริญและ
หมักให๎ได๎แอลกลอฮอร์ในสภาพที่มีความเข๎มข๎นของน้ าตาลสูง 

5) สามารถเจริญในสภาพที่มีกรดสูง โดยสามารถเจริญในสภาพที่มีพีเอช 3.5-4.0 ซึ่งจัดวํา
เป็นพีเอชที่ต่ ามากส าหรับแบคทีเรียทั่วไป ซึ่งเป็นลักษณะที่ดีส าหรับการป้องกันการ
ปะปนของเชื้ออ่ืน 
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6) สามารถทนตํอซัลเฟอร์ไดออกไซด์ได๎ถึง 500 สํวนในล๎านสํวน ( ppm) ซึ่งเป็นปริมาณ
ที่แบคทีเรียและจุลินทรีย์หลายชนิดถูกยับยั้ง ลักษณะเชํนนี้เป็นประโยชน์เมื่อใช๎
ซัลเฟอร์ไดออกไซด์เป็นตัวท าละลาย 

7) การตกตะกอนจะเป็นการตกตะกอนจับตัวกันในลักษณะที่เรียกวํา Flocculation ซึ่ง
เหมาะและสะดวกในการแยกเซลล์ออกภายหลังจากการหมัก 

แตํข๎อด๎อยกวํายีสต์ของ  Z. mobilis คือ แบคทีเรียใช๎น้ าตาลได๎จ ากัด  3 ชนิดคือ กลูโคส  
ฟรุคโตส และซูโครส  แตํยีสต์จะสามารถใช๎น้ าตาลได๎หลากหลายกวําแบคทีเรีย  เพื่อให๎แบคทีเรีย
สามารถใช๎ประโยชน์ได๎มากขึ้น จึงมีการปรับปรุงพันธุ์วิศวกรรมเพื่อปรับปรุงสายพันธุ์ให๎มี
คุณสมบัติที่ดีขึ้นคือ สามารถใช๎น้ าตาลได๎หลากหลาย  ทนตํอสภาวะที่ไมํเหมาะสมได๎ดีขึ้น แม๎วําจะ
ได๎แบคทีเรียสายพันธุ์    Z. mobilis   ที่มีคุณสมบัติที่ดีขึ้นแตํการน าแบคทีเรียมาใช๎คํอนข๎างที่จะยาก  
เพราะโรงงานอุตสาหกรรมสํวนใหญํคุ๎นเคยกับยีสต์มากกวํา  

กระบวนการหมัก  (Fermentation) ขั้นตอนการหมักเป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงทาง
ชีวเคมีที่เกิดจากการท างานของเชื้อ จุลินทรีย์ใช๎น ้าตาลเป็นอาหารและเปลี่ยนน ้าตาลเป็นเอทานอล
โดยผํานกระบวนการที่เรียกวําไกลโคไลซิส  (Glycolysis) ภายใต๎สภาพที่ปราศจากออกซิเจนหรือมี
ออกซิเจนเพียงเล็กน๎อยให๎เป็นแอลกอฮอล์  โดยทั่วไปการหมักแบบกะ (Batch fermentation) จะใช๎
เวลาประมาณ  2-3 วัน เพื่อให๎ได๎แอลกอฮอล์ที่มีความเข๎มข๎นประมาณร๎อยละ  8-12 โดยปริมาตร   
ดังสมการ 

         enzyme      microorganism 
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ในทางปฏิบัติน้ าตาลเพียงร๎อยละ 95 เทํานั้น ที่จะเปลี่ยนไปเป็นแอลกอฮอล์ได๎ นอกจากนั้น 

จุลินทรีย์จะใช๎น้ าตาลส าหรับการเจริญเติบโตของตัวมันเอง  และเปลี่ยนเป็นผลพลอยได๎อ่ืนๆ  ได๎แกํ 
อะซีตัลดีไฮด์ร๎อยละ  0-0.03 กรดอะซิตริก ร๎อยละ  0.05-0.25 กลีเซอรีนร๎อยละ  2.5- 3.6  
กรดแลคติกร๎อยละ  0-0.2 กรดซัตซินิคร๎อยละ  0.5-0.77 น้ ามันฟิวเซลหรือฟิวเซลออยล์ร๎อยละ   
0.25- 0.5 และฟิวเฟอรัลจ านวนเล็กน๎อย  ซึ่งปริมาณของสารเหลํานี้ที่ได๎จะขึ้นอยูํกับชนิดของ
เชื้อจุลินทรีย์ และในสภาวะที่ใช๎ในการหมักด๎วย โดยการหมักแอลกอฮอล์นั้น สามารถแบํงออกเป็น  
3 ชนิด ได๎แกํ 

1) การหมักแบบกะ  (Batch fermentation) เป็นกระบวนการหมักผลิตภัณฑ์โดยอาศัยการ
เติมวัตถุดิบ สารอาหาร และหัวเชื้อ ลงไปในถังหมักเพียงคร้ังเดียวตลอดการหมัก 
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2) การหมักแบบกึ่งกะ (Fed batch fermentation) เป็นกระบวนการหมักที่มีการเติมวัตถุดิบ
และสารอาหารลงไปในถังหมักมากกวํา  1 คร้ังขึ้นไป เพื่อให๎เชื้อจุลินทรีย์สามารถใช๎
วัตถุดิบและสารอาหารได๎ในปริมาณสูงขึ้น 

3) การหมักแบบตํอเน่ือง  (Continuous fermentation) เป็นกระบวนการหมักที่มีการเติม
วัตถุดิบและสารอาหารเข๎าไปในถังหมักตลอดเวลา  ขณะเดียวกันก็มีการแยกเอา
ผลิตภัณฑ์ออกมาตลอดเวลาเชํนกัน  ท าให๎สามารถผลิตผลิตภัณฑ์ได๎สูงสุดในระยะ  
เวลาเทํากันเมื่อเทียบกับการหมักทั้งสองชนิดที่กลําวมา 

 
2.3.4 การแยกผลิตภัณฑ์เอทานอลและการท าให้บริสุทธิ์ (Ethanol production)  
 
เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการหมักน ้าตาลด๎วยเชื้อจุลินทรีย์แล๎ว  น ้าหมักที่ได๎จะผํานสูํ

กระบวนการกลั่น  (Distillation) เพื่อท าให๎เอทานอลมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น  (ร๎อยละ  95 โดย
ปริมาตร) เอทานอลที่เข๎มข๎นนี้จะถูกสํงตํอไปยังกระบวนการก าจัดน ้า  (Dehydration) เพื่อให๎ได๎ 
เอทานอลบริสุทธิ์ที่ไร๎น ้า  (Anhydrous ethanol) ที่เข๎มข๎นมากกวําร๎อยละ  99.5 โดยปริมาตร ส าหรับ
การน าไปใช๎ในวัตถุประสงค์เพื่อเป็นเชื้อเพลิง  เรียกวํา เอทานอลไร๎น้ า  (Anhydrous หรือ Absolute 
ethanol) ดังนั้น จ าเป็นต๎องใช๎เทคนิคอ่ืนๆ ที่นิยมใช๎มีอยูํ 3 แบบ ประกอบด๎วย 

1) กระบวนการแยกด๎วยวิธีกลั่นสกัดแยกกับสารตัวที่สาม  (Extractive distillation with 
the third component) วิธีนี้เป็นวิธีดั้งเดิมที่ใช๎กันมาเป็นเวลานาน  ปัจจุบันก็ยังใช๎กันใน
เชิงพาณิชย์อยูํ โดยใช๎สารไซโคลเฮกเซน (Cyclohexane) 

2) กระบวนการแยกด๎วยวิธีเมมเบรน  (Membrane pervaporation) ซึ่งจะใช๎เยื่อหุ๎มบางๆมา
เป็นตัวซึมผํานและระเหยกลายเป็นไอเพื่อแยกน้ าออกจากเอทานอล 

3) กระบวนการแยกด๎วยวิธีโมเลคูลาซีฟ  (Molecular sieve separation) โดยการให๎ 
เอทานอลที่มีน้ า  (Hydrous ethanol) ผํานวัสดุที่มีรูพรุนสูง  เชํน Zeolite เพื่อให๎รูพรุน
นั้นดักเอาน้ าออก ซึ่งเป็นกระบวนการที่ได๎รับความนิยมมากที่สุด 

 

2.4 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 
2.4.1 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับชีวมวลที่ศึกษา 
 
Chang และคณะ ( 2001) ได๎น าหญ๎าสวิตซ์ ซังข๎าวโพด และไม๎ปอพลาร์ มาท าการปรับ

สภาพด๎วยปูนขาวเพื่อผลิตเอทานอล โดยการปรับสภาพนั้น หญ๎าสวิตซ์จะเติมปูนขาวปริมาณ 0.1 
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กรัม และน้ า 9 มิลลิลิตร ตํอ 1 กรัมหญ๎าแห๎ง ให๎ความร๎อนที่ 120 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
สํวนซังข๎าวโพดเติมปูนขาวปริมาณ 0.075 กรัม และน้ า 5 มิลลิลิตร ตํอ 1 กรัมซังข๎าวโพด ให๎ความ
ร๎อนที่ 120 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง และไม๎ปอพลาร์ท าการปรับสภาพด๎วยปูนขาวปริมาณ 
0.1 กรัม และน้ า ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ตํอ 1 กรัมไม๎ปอพลาร์ ให๎ความร๎อนที่ 150 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 6 ชั่วโมง หลังจากท าการปรับสภาพแล๎วน าชีวมวลที่ได๎ 3 กรัมมาใช๎ในกระบวนการหมักด๎วย
กระบวนการยํอยและหมักพร๎อมกัน (Simultaneous saccharification and fermentation: SSF) โดยมี
การยํอยสลายด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส Spezyme-CP 1.3 มิลลิลิตร ซึ่งมีแอคติวิตี 25 FPUตํอชีวมวล 1 
กรัม รํวมกับการหมักด๎วย S. cerevisiae strain D5A ที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส พีเอชเทํากับ 5 และ
เขยําด๎วยอัตราเร็ว 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 7 วัน พบวําหญ๎าสวิตซ์ ซังข๎าวโพด และไม๎ปอพลาร์ 
สามารถผลิตปริมาณเอทานอลได๎เป็น  14.1 11.6 และ 15.4 กรัมตํอลิตร หรือคิดเป็นร๎อยละ 72 62 
และ 73 ของเอทานอลที่ผลิตได๎เมื่อเทียบกับคําทางทฤษฎี ตามล าดับ  โดยการปรับสภาพดังกลําวท า
ให๎สามารถผลิตเอทานอลได๎มากกวําไมํได๎ปรับสภาพถึงประมาณ 6 เทํา 

Pattra และคณะ (2008) ท าการศึกษาการปรับสภาพซังข๎าวโพดโดยการไฮโดรไลซิสด๎วย
กรดซัลฟุริก ซึ่งแปรผันความเข๎มข๎นตั้งแตํร๎อยละ 0.25-7.0 โดยปริมาตร ปริมาตร 1 ตํอ 15 กรัม
น้ าหนักแห๎งตํอสารละลาย ใช๎เวลาในการปรับสภาพ 15-240 นาที ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 1.5 กิโลกรัมตํอตารางเซนติเมตร พบวํา สภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการปรับสภาพคือใช๎
ความเข๎มข๎นของกรดซัลฟุริกร๎อยละ 0.5 เป็นเวลา 60 นาที เน่ืองจากได๎ผลผลิตน้ าตาลกลูโคส 11 
กรัมตํอลิตร น้ าตาลไซโลส 11.29 กรัมตํอลิตร น้ าตาลอะราบิโนส 2.48 กรัมตํอลิตร กรดอะซิติก 
2.48 กรัมตํอลิตร และฟิวฟูรัล 0.12 กรัมตํอลิตร และเมื่อเพิ่มความเข๎มข๎นของกรดซัลฟุริกจากร๎อย
ละ 0.5-1.0 ไมํมีผลตํอปริมาณน้ าตาลกลูโคสที่เกิดขึ้น แตํเมื่อเพิ่มความเข๎มข๎นของกรดซัลฟุริกมาก
ขึ้นเป็นร๎อยละ 1-5 พบวํา ปริมาณความเข๎มข๎นของน้ าตาลกลูโคสลดลง และพบน้ าตาลไซโลสเป็น
น้ าตาลหลักที่เกิดขึ้นส าหรับการยํอยซังข๎าวโพด ในขณะเดียวกันถ๎าปริมาณของน้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้น
จะได๎เอทานอลผลผลิตมากขึ้นด๎วย 

Salas และคณะ ( 2009) ได๎ศึกษาการผลิตเอทานอลของชานอ๎อยและกากวํานหางจระเข๎ 
โดยท าการปรับสภาพด๎วยความร๎อนที่ 121 องศาเซลเซียสและความดัน 1.1 กิโลกรัมตํอลูกบาศก์
เซนติเมตร แล๎วน าชานอ๎อยและกากวํานหางจระเข๎ที่ได๎มาท าการปรับสภาพตํอโดยวิธีตํางๆกัน 
ได๎แกํ การปรับสภาพด๎วยกรดไฮโดรคลอริกร๎อยละ 1.2 ซึ่งใช๎ชีวมวล 2 กรัมผสมกับกรด 
ไฮโดรคลอริกในอัตราสํวน 30 มิลลิตรตํอกรัมชีวมวล แล๎วให๎ความร๎อนและความดันเทําเดิม เป็น
เวลา 4 ชั่วโมง และอีกวิธีหนึ่งใช๎วิธีการปรับสภาพด๎วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ร๎อยละ 2 โดยชีวมวล 2 
กรัมผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาตร 5 มิลลิลิตรแล๎วให๎ความร๎อนและความดันเทํา
เดิม เป็นเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้นปรับพีเอชเทํากับ 5-7 แล๎วผสมเอนไซม์ Celluclast SAFMEX ที่
มีแอคติวิตี 107 CFU/มิลลิลิตร ปริมาณร๎อยละ 20 โดยน้ าหนัก ให๎ความร๎อนในอํางควบคุมอุณภูมิที่ 
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55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล๎วหมักด๎วย S. cerevisiae โดยหมักแบบกะ บํมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบวํา ส าหรับชานอ๎อยและกากวํานหางจระเข๎ที่ผํานการปรับ
สภาพด๎วยกรดไฮโดรคลอริกมีปริมาณเอทานอลผลผลิตที่ได๎เป็น 4.7 และ  7.4 กรัมตํอลิตร 
ตามล าดับ สํวนชานอ๎อยและกากวํานหางจระเข๎ที่ผํานการปรับสภาพด๎วยโซเดียมไฮดรอกไซด์มี
ปริมาณเอทานอลผลผลิตที่ได๎เป็น 12.9 และ 6.6 กรัมตํอลิตร ตามล าดับ 

Carrasco และคณะ ( 2010) ได๎ท าการศึกษาโดยการน าชานอ๎อยมาท าการปรับสภาพด๎วย
ความร๎อนเพื่อการผลิตเอทานอล ซึ่งในท าการปรับสภาพใช๎ชานอ๎อยแห๎ง 300 กรัม แปรผันความ
ร๎อนในการปรับสภาพตั้งแตํ  180-205 องศาเซลเซียสและใช๎เวลา 5 หรือ 10 นาที รํวมกับการใช๎
ตัวเรํงปฏิกิริยาคือ ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ร๎อยละ 2 โดยน้ าหนัก โดยการเรํงปฏิกิริยาดังกลําวจะท ากํอน
การให๎ความร๎อน จากการทดลองพบวํา การใช๎ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ร๎อยละ 2 และอุณหภูมิ 190  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เป็นภาวะที่เหมาะสมที่สุด เนื่องจากได๎ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงที่สุด
เทํากับ 68.3 กรัมตํอ 100 กรัมน้ าหนักแห๎งชานอ๎อย หรือคิดเป็นร๎อยละ 87.3 จากนั้นท าการยํอยด๎วย
เอนไซม์ Celluclast 1.5 L ซึ่งมีแอคติวิตี  65 FPU/กรัม และ Novozym 188 แอคติวิตี 376 IU/กรัม- 
กลูโคซิเดส ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง มีการปั่นกวนที่ 300 รอบตํอนาที แล๎ว
เปรียบเทียบการหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยหมักด๎วย S. cerevisiae TMB3400, TMB 3006 และ 
Pichia stipitis CBS6054 หมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส กวนด๎วยอัตราเร็ว 170 รอบตํอนาที 
พบวํา ผลิตภัณฑ์เอทานอลที่ได๎มีปริมาณเทํากับ   17 36 และ 9 กรัมเอทานอลตํอ  100 กรัมน้ าหนัก
แห๎งชานอ๎อยตามล าดับที่เวลา 72 ชั่วโมง 

Kahar Taku และ Tanaka (2010) ได๎ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพด ทดลอง
หาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพซังข๎าวโพดด๎วยกรดซัลฟุริกเข๎มข๎นต่ า โดยน าซังข๎าวโพดบด
ด๎วยเคร่ือง ball-milled ให๎มีขนาด 5 มิลลิเมตร ปรับสภาพด๎วยสารละลายกรดซัลฟุริกร๎อยละ 0.5 
และ 5 โดยปริมาตร ให๎ความร๎อนต้ังแตํ 105-128 องศาเซลเซียส และแปรผันเวลาตั้งแตํ 20 นาที ถึง 
2 ชั่วโมง พบวํา สภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพคือ ปรับสภาพด๎วยสารละลายกรดซัลฟุริก 
ร๎อยละ 0.5 และให๎ความร๎อนที่ 122 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นท าการยํอยด๎วย
เอนไซม์ Celluclast 1.5 L ที่มีแอคติวิตี 32 FPU 16 CBU และ Novozyme 188 80 CBUตํอกรัม
เอนไซม์ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เขยําด๎วยเคร่ืองเขยํา 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 30 นาที ท าให๎
ได๎น้ าตาลรีดิวซ์คิดเป็นร๎อยละ 80 โดยน้ าหนัก เมื่อใช๎เอนไซม์ในการยํอย 0.024 กรัมตํอกรัม 
ซังข๎าวโพด แล๎วน ามาหมักด๎วยกระบวนการยํอยพร๎อมหมัก  โดยใช๎สภาวะที่เหมาะสมและมี 
ซังข๎าวโพดที่ไมํได๎ท าการปรับสภาพเป็นตัวควบคุมใช๎ในการเปรียบเทียบ หมักด๎วยเชื้อ  
S. cerevisiae NBRC2114 48 ชั่วโมง พบวํา ได๎ปริมาณเอทานอลผลผลิตเทํากับ 0.12 กรัมเอทานอล
ตํอกรัมซังข๎าวโพด หรือ 48.6 กรัมตํอลิตร คิดเป็นร๎อยละ 77 โดยน้ าหนัก 
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Li และคณะ ( 2010) ศึกษาน าเอาซังข๎าวโพดมาใช๎ผลิตเป็นเอทานอล โดยปรับสภาพกํอน
ด๎วยสารละลายแอมโมเนียแบบ Soaking in aqueous ammonia (SAA) ร๎อยละ 15 โดยน้ าหนัก ใน
อัตราสํวน 1 ตํอ 11 ชีวมวลตํอสารละลาย ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปั่นกวนเป็นเวลา  
8-24 ชั่วโมงเพื่อหาเวลาที่เหมาะสม  ศึกษาทดสอบการยํอยด๎วยเอนไซม์ไซเลเนสและ 
เอนโดกลูคาเนส  แล๎วเปลี่ยนน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎เป็นเอทานอลด๎วยกระบวนการหมักแบบ Two-phase 
simultaneous saccharification and fermentation (TPSSF) ที่มีการยํอยสลายด๎วย E. coli KO11 
รํวมกับ S. cerevisiae D5A พบวํา สภาวะที่สามารถผลิตเอทานอลได๎สูงที่สุดคือ การปรับสภาพด๎วย
สารละลายแอมโมเนียร๎อยละ  15 โดยน้ าหนัก เติมในอัตราสํวน 1 ตํอ 11 ชีวมวลตํอสารละลาย ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ท าการยํอย 2 คร้ังคือ คร้ังที่ 1 ยํอยด๎วยเอนไซม์ 
ไซเลเนส 8000 GXU/g-glucan เอ็นโดกลูคาเนส 50 units/g-glucan และคร้ังที่ 2 ยํอยด๎วยกลูคาเนส 
GC220 ที่มีแอคติวิตี 15 FTU 220 g/g-glucan และ Novozyme 188 30 CBU/g-glucan แล๎วหมักด๎วย  
E. coli ATCC_ 55124 และ S. cerevisiae D5A ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและเขยําที่ 150 รอบตํอ
นาที ซึ่งสามารถผลิตเอทานอลได๎เทํากับ  22.3 กรัมตํอลิตรหรือเทํากับร๎อยละ  78 ของเอทานอลเมื่อ
เทียบกับคําทางทฤษฎีในการหมักเป็นเวลา 120 ชั่วโมง 

 
2.4.2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับชีวมวลอื่น 
 
พรรณวิไล กิ่งสุวรรณรัตน์ ( 2545) ศึกษาการปรับสภาพเหง๎ามันส าปะหลังด๎วยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ โดยพบวําการปรับสภาพวิธีที่ดีที่สุด คือ  การแชํเหง๎ามันส าปะหลังใน
โซเดียมไฮดรอกไซด์เข๎มข๎น  2.0 โมลาร์  เป็นเวลา  24 ชั่วโมง  แล๎วน าไปต๎มที่อุณหภูมิ  50  
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  90 นาที จะได๎ตะกอนเหง๎ามันส าปะหลังที่มีเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส  และ
ลิกนิน  ประกอบอยูํร๎อยละ  96.46 1.85 และ 1.69 ตามล าดับ  จากนั้นน าไปยํอยด๎วยเอนไซม์ 
เซลลูบริกซ์  โดยใช๎ความเข๎มข๎นของเอนไซม์เทํากับ  4.079 FPU ตํอกรัมเหง๎ามันส าปะหลัง  ใน
สารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์เข๎มข๎น  0.05 โมลาร์ ที่มีพีเอชเทํากับ  4.8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  ใช๎
เวลาในการยํอย  24 ชั่วโมง  จะผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ได๎  8.30 กรัมตํอลิตร  และร๎อยละการเปลี่ยน 
เหง๎ามันส าปะหลังเป็นน้ าตาลรีดิวซ์เทํากับ  21.62 เมื่อน าน้ าตาลรีดิวซ์มาเลี้ยงเชื้อ  Z. mobilis TISTR 
405 พบวํา สภาวะที่เหมาะสมตํอการผลิตเอทานอลโดยการเลี้ยงเชื้อในสารอาหารที่มีน้ าตาลรีดิวซ์  
25 กรัมตํอลิตร  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  พีเอช 5.0 ในสภาวะแบบไมํใช๎ออกซิเจน  เป็นเวลา  60 
ชั่วโมง จะได๎เอทานอล  10.60 กรัมตํอลิตร  คิดเป็นร๎อยละการเปลี่ยนน้ าตาลเป็นผลิตภัณฑ์เทํากับ  
69.84 คําผลได๎ของผลิตภัณฑ์จากสารอาหาร  (YP/S) 0.68 กรัมตํอกรัม  และอัตราการผลิตเอทานอล  
0.30 กรัมตํอลิตตํอชั่วโมง 
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Dawson และBoopathy (2007) ได๎ศึกษาการหมักยอดและใบอ๎อย เพื่อผลิตเอทานอล โดย
ใช๎การปรับสภาพด๎วยกรดซัลฟุริกเปรียบเทียบกับการปรับสภาพด๎วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ใน
การก าจัดลิกนิน ซึ่งการปรับสภาพด๎วยกรดจะเร่ิมจากการน าชีวมวล 3 กรัมแชํในกรดซัลฟุริก 
แปรผันความเข๎มข๎นของสารละลายกรดซัลฟุริกตั้งแตํ 0.2-0.8 โมลาร์ ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นน่ึงด๎วยความดันไอ ท าให๎เย็นแล๎วหมักด๎วย S. cerevisiae strain 765 เข๎มข๎นร๎อยละ 5 
โดยปริมาตร เก็บตัวอยํางเป็นเวลา 21 วัน วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลโดยใช๎  HPLC สํวนการปรับ
สภาพด๎วยดํางใช๎สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์แปรผันความเข๎มข๎นต้ังแตํร๎อยละ 1-5  
ปรับพีเอช ด๎วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ จากนั้นน่ึงด๎วยความดันไอ ท าให๎เย็นแล๎วหมักด๎วย  
S. cerevisiae strain 765 เข๎มข๎นร๎อยละ 5 โดยปริมาตร เก็บตัวอยํางเป็นเวลา 21 วัน วิเคราะห์ปริมาณ
เอทานอลโดยใช๎  HPLC เชํนกัน  พบวําปริมาณเอทานอลผลผลิตที่ได๎ในการปรับสภาพด๎วยกรด 
ซัลฟุริก 0.8 โมลาร์เป็นเวลา 12 วันเทํากับ 335.67 มิลลิกรัมตํอลิตรเอทานอลที่ 10 วัน ซึ่งเป็น
ปริมาณมากที่สุด สํวนการปรับสภาพด๎วยไฮโดรเปอร์ออกไซด์ที่เหมาะสมที่สุดคือ ความเข๎มข๎น
ร๎อยละ 2 พีเอชเทํากับ 13 เป็นเวลา 8 ชั่วโมง พบวําปริมาณเอทานอลผลผลิตที่ได๎เทํากับ 130.5 
มิลลิกรัมตํอลิตรเอทานอลที่ 10 วัน 

วนิดา ปานอุทัย และคณะ (2551) ได๎ท าการศึกษาน าเอาไม๎ยูคาลิปตัสมาผลิตเอทานอล ซึ่ง
ปรับสภาพไม๎ยูคาลิปตัสด๎วยการระเบิดด๎วยไอน้ าด๎วยเครื่องระเบิดเยื่อด๎วยไอน้ า  สภาวะในการ
ระเบิดเยื่อที่อุณหภูมิ  210 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  4 นาที เยื่อที่ผํานการระเบิดด๎วยไอน้ า  แล๎วน ามา
ท าการสกัดด๎วยน้ าโดยให๎ความร๎อนคงที่  80 องศาเซลเซียส  นาน 30 นาที จากนั้นใช๎โซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎นร๎อยละ 20 (น้ าหนักโดยปริมาตร ) ในอัตราสํวน 1 ตํอ 8 ให๎ความร๎อนคงที่  
80 องศาเซลเซียส  นาน 30 นาที แล๎วผลิตเอทานอลจากไม๎ยูคาลิปตัสโดยกระบวนการยํอยเป็น
น้ าตาลและหมักพร๎อมกัน ใช๎ยีสต์  S. cerevisiae Sc90 เข๎มข๎นร๎อยละ  10 พร๎อมทั้งใสํเอนไซม์  
Celluclast 1.5L ที่มีแอคติวิตี 15 FPUตํอกรัมซับสเตรต และ  Novozym 188 ที่มีแอคติวิตี 15 IUตํอ
กรัมซับสเตรต ภายใต๎สภาวะการหมักที่ความเร็ว  150 รอบตํอนาทีบนเคร่ืองเขยํา  ศึกษาการหมักที่
อุณหภูมิ 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส  ในการหมักแบบ  SSF จากการศึกษาปริมาณเยื่อ  (ร๎อยละ 5 
7.5 และ 10 น้ าหนักตํอปริมาตร ) และอุณหภูมิ  (30 35 และ 40 องศาเซลเซียส ) เพื่อให๎ได๎ปริมาณ 
เอทานอลสูงสุด  พบวํา ปริมาณเยื่อ ร๎อยละ  10 น้ าหนักตํอปริมาตรในการหมักที่อุณหภูมิ  35  
องศาเซลเซียสเป็นสภาวะที่เหมาะสม  ท าให๎ได๎ปริมาณเอทานอล  28.47 กรัมตํอลิตร  และ คิดเป็น
ร๎อยละ 79.01 ของเอทานอลเมื่อเทียบกับคําทางทฤษฎี  

Linde และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางข๎าวสาลีที่ผํานการปรับสภาพด๎วย
กรดซัลฟุริก โดยน าฟางข๎าวสาลีมาแชํด๎วยกรดซัลฟุริกเจือจางที่มีความเข๎มข๎นร๎อยละ 0.2  
(20 กรัมสารละลายตํอกรัมน้ าหนักแห๎งฟางข๎าวสาลี) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล๎วท าการปรับสภาพตํอ
ด๎วยความร๎อน ใช๎ฟางข๎าวสาลีที่ผํานการแชํด๎วยกรดซัลฟุริกปริมาณ 60 กรัม ให๎ความร๎อนโดย 
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แปรผันอุณหภูมิตั้งแตํ 190-210 องศาเซลเซียส และแปรผันเวลา 2-10 นาที จากการทดลองการ 
ปรับสภาพพบวํา สภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการปรับสภาพฟางข๎าวสาลีคือ ใช๎ความร๎อน 190  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล๎วใช๎ฟางข๎าวสาลีที่ท าการปรับสภาพแล๎วในการหมักด๎วย
กระบวนการยํอยเป็นน้ าตาลและหมักพร๎อมกัน โดยใช๎เอนไซม์ Celluclast 1.5 L ที่มีแอคติวิตี 3-14 
FPUตํอกรัมสํวนไมํละลายน้ า และ Novozyme 188 (เบตา -กลูโคซิเดส) ที่มีแอคติวิตี 3-17  
FPUตํอกรัมสํวนไมํละลายน้ า ในการยํอยสลายรํวมกับการหมักโดยใช๎ S. cerevisiae พบวํา สภาวะที่
เหมาะสมคือ ใช๎เอนไซม์แอคติวิตี 14 FPUตํอกรัมเซลลูโลส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส ซึ่งได๎ผลผลิตเป็นเอทานอล 13.2 กรัมตํอฟางข๎าวสาลี 100 กรัม หรือคิดเป็นร๎อยละ 
67 ของเอทานอลที่ผลิตได๎เมื่อเทียบกับคําทางทฤษฎี 

Mishima และคณะ ( 2008) ได๎ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากผักตบชวาและดอกจอก 
โดยศึกษาการปรับสภาพด๎วยโซเดียมไฮดรอกไซด์และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เร่ิมจากการใช๎ 
ชีวมวลทั้งสองที่ผํานการอบแห๎งที่ 60 องศาเซลเซียส บดละเอียดคัดขนาดเล็กกวํา 0.8 มิลลิเมตร 
แล๎วปรับสภาพชีวมวลดังกลําวด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่มีความเข๎มข๎นร๎อยละ 1 
(น้ าหนักตํอปริมาตร) เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นปรับสภาพตํอด๎วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความ
เข๎มข๎นและเวลาเทํากับโซเดียมไฮดรอกไซด์ ท าให๎แห๎งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หมักเพื่อผลิต
เอทานอลด๎วยการเปรียบเทียบ 2 กระบวนการคือ กระบวนการยํอยรํวมกับการหมัก  และ
กระบวนการยํอยแยกกับการหมัก  (Separated saccharification and fermentation mode: SHF) ซึ่งใน
กระบวนการ  SHF การยํอยใช๎เอนไซม์เซลลูเลสที่มีแอคติวิตี 20 FPUตํอกรัมชีวมวล เอนไซม์ 
ไซเลเนสที่มีแอคติวิตี 615 หนํวยตํอกรัมชีวมวลในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตที่มีความเข๎มข๎น 0.1 
โมลาร์ ท าฏิกิริยาที่สภาวะอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เขยําบนเคร่ืองเขยําความเร็ว 120 รอบตํอนาที 
เป็นเวลา 96 ชั่วโมง แล๎วหมักด๎วยยีสต์ S. cerevisiae NBRC 2346 และเชื้อ E. coli KO11 ซึ่งมีการ
ตัดตํอสํวนยีนส์ของเชื้อ Z. mobillis เพื่อปรับปรุงการผลิตเอทานอล พบวํา ผักตบชวาและดอกจอก 
ที่ผํานการปรับสภาพได๎ผลผลิตเป็นเอทานอล 0.14-0.17 และ 0.15-0.16 กรัมตํอกรัมน้ าหนักแห๎ง
ตามล าดับ สํวนการหมักด๎วยกระบวนการ SSF จะใช๎ชีวมวล 8 กรัมที่ผํานการปรับสภาพแล๎วมา
หมักด๎วยยีสต์ S. cerevisiae NBRC 2346 และเชื้อ E. coli KO11 ที่พีเอชเทํากับ 5 อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส 96 ชั่วโมง พบวํา ผักตบชวาและดอกจอกที่ผํานการปรับสภาพหมักด๎วยยีสต์  
S. cerevisiae NBRC 2346 ได๎ผลผลิตเป็นเอทานอล 14.4 และ 14.9 กรัมตํอลิตร ตามล าดับ  สํวน
ผักตบชวาและดอกจอกที่ผํานการปรับสภาพหมักด๎วย  E. coli KO11 ได๎ผลผลิตเป็นเอทานอล  16.9 
และ 16.2 กรัมตํอลิตร ตามล าดับ 

Jeung และคณะ (2010) ได๎ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางข๎าวที่ผํานการปรับสภาพ
ด๎วยปูนขาว โดยการปรับสภาพจะเร่ิมด๎วยการน าฟางข๎าว 10 กรัม ปรับสภาพด๎วยปูนขาว ( Lime  
pretreatment: CaCCO) ความเข๎มข๎น 13.5 มิลลิโมลาร์ ให๎ความร๎อนด๎วยอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส
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และความดันสูง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากฟางข๎าวเย็นลงแล๎ว ให๎ก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ด๎วย
อัตราเร็ว 20 มิลลิลิตรตํอนาที เป็นเวลา 30 นาที เพื่อท าให๎เป็นกลาง แล๎วน าฟางข๎าวที่ผํานการ  
ปรับสภาพดังกลําว 16 กรัม มาใช๎กระบวนการยํอยรํวมกับการหมัก  ที่มีการยํอยสลายด๎วยเอ็นไซม์  
Novozyme 188 ที่มีแอคติวิตี 12 FPU/มิลลิลิตร รํวมกับการหมักด๎วย S. cerevisiae และ P. stipitis  
โดยใช๎ฟางข๎าวที่ผํานการปรับสภาพแล๎ว มาให๎ความร๎อนที่ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
เมื่อสารละลายเย็นลงท าการบดด๎วยเคร่ืองบด 5 คร้ัง แล๎วถํายของเหลวดังกลําว 714 กรัมลงใน
ถังปฎิกรณ์เติมก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์อัตราเร็ว 100 มิลลิลิตรตํอนาทีที่ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที โดยใช๎ความดัน 0.11 เมกกะพาสคาล พร๎อมกวนผสมด๎วยอัตราเร็ว 200 รอบตํอนาที 
ให๎ความร๎อนที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นจึงเติมเอนไซม์ที่ใช๎หมักและ
เชื้อจุลินทรีย์ดังที่กลําวมาแล๎วหมักที่ 30 องศาเซลเซียส กวนผสมด๎วยอัตราเร็ว 300 รอบตํอนาที 
พบวําได๎ปริมาณเอทานอลผลผลิตเทํากับ 19.1 กรัมตํอลิตร หรือคิดเป็นร๎อยละ 74 ของเอทานอลเมื่อ
เทียบกับคําทางทฤษฎีในเวลา 79 ชั่วโมง 

ตารางที่ 2.2 แสดงสรุปงานวิจัยที่เกี่ยวข๎องกับการผลิตเอทานอลจากเซลลูโลสทั้งใน
ประเทศและตํางประเทศ 
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ตารางที่ 2.2 สรุปงานวิจัยที่เกี่ยวข๎องกับการผลิตเอทานอลในประเทศและตํางประเทศ 

แหลํงเซลลูโลส การปรับสภาพ การยํอย การหมัก 
ปริมาณ 

เอทานอลผลผลิต 
เอกสารอ๎างอิง 

งานวิจัยที่เกี่ยวข๎องกับชีวมวลที่ศึกษา 
หญ๎าสวิตซ์ 
 
ซังข๎าวโพด  
 
และไม๎ปอพลาร์ 

ปูนขาวและความร๎อนที่ 120 
องศาเซลเซียส, 2 ชั่วโมง 
ปูนขาวและความร๎อนที่ 120 
องศาเซลเซียส, 4 ชั่วโมง 
ปูนขาวและความร๎อนที่ 150 
องศาเซลเซียส, 6 ชั่วโมง 

กระบวนการหมักด๎วยกระบวนการยํอยและหมักพร๎อมกัน 
(SSF) ยํอยสลายด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส (Spezyme-CP) 25 
FPUตํอชีวมวล 1 กรัม หมักด๎วย S. cerevisiae D5A  
ที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส พีเอชเทํากับ 5 และ 
เขยําด๎วยอัตราเร็ว 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 7 วัน 

14.1 11.6 และ 15.4 
กรัมตํอลิตร 
ตามล าดับ 

Chang และคณะ 
(2001) 

ชานอ๎อยและ 
กากวํานหาง
จระเข๎ 

ความร๎อนที่ 121 องศาเซลเซียส
และความดัน 1.1 กิโลกรัมตํอ
ลูกบาศก์เซนติเมตร จากนั้นใช๎
โซเดียมไฮดรอกไซด์ร๎อยละ 2 
ให๎ความร๎อนและความดัน 
เทําเดิม เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
 
 

เอนไซม์ Celluclast 
(SAFMEX ) แอคติวิตี 107 
CFU/มิลลิลิตร ปริมาณ 
ร๎อยละ 20 โดยน้ าหนักให๎
ความร๎อนในอํางควบคุม
อุณภูมิที่ 55 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

หมักด๎วย S. cerevisiae โดย
หมักแบบกะ ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง 

12.9 และ 6.6  
กรัมตํอลิตรตามล าดับ 

Salas และคณะ (2009) 

28 
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แหลํงเซลลูโลส การปรับสภาพ การยํอย การหมัก 
ปริมาณ 

เอทานอลผลผลิต 
เอกสารอ๎างอิง 

ชานอ๎อย ความร๎อนอุณหภูมิ 190  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
ใช๎ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ ร๎อยละ 2  

เอนไซม์ Celluclast 1.5 L 
ซึ่งมีแอคติวิตี 65 FPU/กรัม 
และ Novozym 188  
แอคติวิตี 376 IU/กรัม- 
กลูโคซิเดส อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง 
กวน 300 รอบตํอนาที 

เปรียบเทียบการหมักด๎วย  
S. cerevisiae TMB3400, 
TMB 3006 และ P.stipitis 
CBS6054 ที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส ปั่นกวนด๎วย
อัตราเร็ว 170 รอบตํอนาที 
72 ชั่วโมง 

17 36 และ 9 กรัม 
เอทานอลตํอ 100 กรัม
น้ าหนักแห๎งชานอ๎อย
ตามล าดับ 

Carrasco และคณะ 
(2010) 

ซังข๎าวโพด กรดซัลฟุริกร๎อยละ 0.5 อุณหภูมิ 
122 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที 

กระบวนการยํอยพร๎อมหมัก (SSF) ยํอยด๎วยเอนไซม์ 
Celluclast 1.5 L ที่มีแอคติวิตี 32 FPU 16 CBU และ 
Novozyme 188 80 CBUตํอกรัมเอนไซม์ เขยําด๎วยเคร่ือง
เขยํา 150 รอบตํอนาที หมักด๎วยเชื้อ S. cerevisiae 
NBRC2114 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง 

48.6 กรัมตํอลิตร Kahar Taku และ 
Tanaka (2010) 

ซังข๎าวโพด สารละลายแอมโมเนียแบบ 
Soaking in aqueous ammonia 
(SAA)ร๎อยละ 15 โดยน้ าหนัก 
เติมในอัตราสํวน 1 ตํอ 11  
ชีวมวลตํอสารละลาย ที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 

หมักแบบ Two-phase simultaneous saccharification and 
fermentation (TPSSF) มีการยํอย 2 คร้ังคือ  
1) ยํอยด๎วยเอนไซม์ไซเลเนส 8000 GXU/g-glucan  
เอ็นโดกลูคาเนส 50 units/g-glucan 2) ยํอยด๎วย 
กลูคาเนส GC220 15 FPU 220 g/g-glucan และNovozyme 
188 30 CBU/g-glucan หมักด๎วย E. coli ATCC_ 55124 

22.3 กรัมตํอลิตร Li และคณะ (2010) 
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แหลํงเซลลูโลส การปรับสภาพ การยํอย การหมัก 
ปริมาณ 

เอทานอลผลผลิต 
เอกสารอ๎างอิง 

ชั่วโมง และ S. cerevisiae ATCC_ 200062 (D5A) ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสและเขยําที่ 150 รอบตํอนาที 120 ชั่วโมง 

งานวิจัยที่เกี่ยวข๎องกับชีวมวลอ่ืน 
ยอดและใบอ๎อย เปรียบเทียบการปรับสภาพด๎วย

กรดซัลฟุริก 0.8 โมลาร์เป็นเวลา 
12 วัน กับไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์เข๎มข๎นร๎อยละ 2 พีเอช
เทํากับ 13 เป็นเวลา 8 ชั่วโมง 

- หมักด๎วย S. cerevisiae 
strain 765 เข๎มข๎นร๎อยละ 5 
โดยปริมาตรที่
อุณหภูมิห๎อง  
เป็นเวลา10 วัน 

0.335 และ 0.130 กรัม
ตํอลิตรเอทานอล  
(กรดซัลฟุริก, 
ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์) 

Dawson และBoopathy 
(2007) 

ไม๎ยูคาลิปตัส การระเบิดด๎วยไอน้ า แล๎วให๎
ความร๎อน 80 องศาเซลเซียส 30 
นาที ใช๎โซเดียมไฮดรอกไซด์
ความเข๎มข๎นร๎อยละ 20 โดย
ปริมาณเยื่อตํอดํางเทํากับ 1:8 ให๎
ความร๎อน 80 องศาเซลเซียส 
30 นาที 

กระบวนการยํอยเป็นน้ าตาลและหมักพร๎อมกัน(SSF) 
หมักด๎วย S. cerevisiae Sc90 เข๎มข๎นร๎อยละ 10 พร๎อมทั้ง 
ใสํเอนไซม์ Celluclast 1.5L ที่มีแอคติวิตี 15 FPUตํอกรัม
ซับสเตรต และ Novozym 188 ที่มีแอคติวิตี 15 IUตํอกรัม
ซับสเตรต  

28.47 กรัมตํอลิตร วนิดา และคณะ (2551) 

ฟางข๎าวสาล ี กรดซัลฟุริกเจือจางเข๎มข๎น 
ร๎อยละ 0.2 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
แล๎วใช๎ความร๎อน 190  

กระบวนการยํอยเป็นน้ าตาลและหมักพร๎อมกัน (SSF) 
โดยใช๎ Celluclast 1.5 L ที่มีแอคติวิตี 14 FTUตํอกรัมสํวน
ไมํละลายน้ า และ Novozyme 188 ที่มีแอคติวิตี 14 FPU

13.2 กรัมตํอฟางข๎าว
สาลี 100 กรัม 

Linde และคณะ (2008) 
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แหลํงเซลลูโลส การปรับสภาพ การยํอย การหมัก 
ปริมาณ 

เอทานอลผลผลิต 
เอกสารอ๎างอิง 

องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 10 นาที 

ตํอกรัมชีวมวล โดยใช๎ S. cerevisiae ภายใต๎สภาวะการ
หมักที่ 35 องศาเซลเซียส พีเอชเทํากับ 5 เวลา 70 ชั่วโมง  

ผักตบชวาและ
ดอกจอก 

โซเดียมไฮดรอกไซด์และ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  
ความเข๎มข๎นร๎อยละ 1 (น้ าหนัก
ตํอปริมาตร) เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

กระบวนการยํอยรํวมกับการหมัก (SSF) ยํอยใช๎เอนไซม์
เซลลูเลสที่มีแอคติวิตี 20 FPUตํอกรัมชีวมวล เอนไซม์
ไซเลเนสที่มีแอคติวิตี 615 หนํวยตํอกรัมชีวมวล หมักด๎วย
เชื้อ  E. coli KO11 ที่พีเอชเทํากับ 5 อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส 96 ชั่วโมง 

16.9 และ 16.2 กรัมตํอ
ลิตร ตามล าดับ 

Mishima และคณะ 
(2008) 

ฟางข๎าว ปูนขาว (CaCCO) ความเข๎มข๎น 
13.5 มิลลิโมลาร์ ให๎ความร๎อน
ด๎วยอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
1 ชั่วโมง  

กระบวนการยํอยรํวมกับการหมัก (SSF) ยํอยสลายด๎วย
เอ็นไซม์ Novozyme 188 ที่มีแอคติวิตี 12 FPU/มิลลิลิตร 
รํวมกับการหมักด๎วย S. cerevisiae และ  
P. stipitis หมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
กวนผสมด๎วยอัตราเร็ว 300 รอบตํอนาที เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง 

19.1 กรัมตํอลิตร Jeung และคณะ (2010) 
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บทที่ 3 
 

เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และขั้นตอนด าเนินงานวิจัย 

 

3.1 แผนผังขั้นตอนการวิจัย 
 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากชีวมวลที่เป็นวัสดุเหลือทิ้งจาก
อุตสาหกรรม 2 ชนิดได๎แกํ ชานอ๎อยและซังข๎าวโพด โดยการน ามาปรับสภาพชีวมวลด๎วย 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดซัลฟุริก และความร๎อนกํอน  แล๎วยํอยสลายเซลลูโลสด๎วยเอนไซม์ 
เซลลูเลส จากนั้นหมักด๎วยเชื้อ Z. mobilis โดยใช๎น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวลด๎วย
เอนไซม์เป็นแหลํงคาร์บอนเพื่อผลิตเอทานอลในระดับห๎องปฏิบัติการ ณ ห๎องปฏิบัติการภาควิชา
วิศวกรรมสิ่งแวดล๎อม คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งมีขั้นตอนในการทดลอง 
ดังนี ้

1) ศึกษาลักษณะองค์ประกอบของชีวมวล โดยพารามิเตอร์ที่ท าการศึกษา คือ เซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 

2) ศึกษาอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวลด๎วยกรดซัลฟุริก 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ และความร๎อน 

3) ศึกษาความเข๎มข๎นของเอนไซม์เซลลูเลส พีเอชเร่ิมต๎น และเวลาที่เหมาะสมในการยํอย
สลายชีวมวลปรับสภาพด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส 

4) ศึกษาผลของพีเอชเร่ิมต๎นในการหมักด๎วย Z. mobilis 
5) วิเคราะห์ข๎อมูลและสรุปผล เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอทานอลของ

ชีวมวลทั้งสองชนิด มาใช๎ในการหมักในระดับอุสาหกรรมตํอไป  
โดยแผนผังขั้นตอนการด าเนินการวิจัยแสดงดังรูป 3.1 
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รูปที่ 3.1 แผนผังขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 
 
 
 

เวลาในการให๎ความร๎อน 5 -30 นาท ี อุณหภูมิ  120 150 และ 170 °C 

ศึกษาผลของปัจจัยในกระบวนการหมักด้วย Z. mobills เปรียบเทียบกับ S. cerevisiae 

 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายชีวมวลด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 

เปอร์เซ็นต ์

วิเคราะห์ข้อมูลและสรุปผล 

ข๎อมูลและสรุปผล 

 

ความเข๎มข๎นเซลลูเลส 1 - 120 FPUตํอกรัม 

เปอร์เซ็นต ์

ศึกษาลักษณะองค์ประกอบของชีวมวลหลังการปรับสภาพ 

ศึกษาลักษณะองค์ประกอบของชีวมวล 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวลด้วยกรดและด่าง และความร้อน 

 

ชีวมวล 

ตากแห๎งและบดละเอียด 

พีเอช 4.5 - 6.5 

เปอร์เซ็นต ์

เวลาในการยํอย 0 - 48 ช่ัวโมง 

เปอร์เซ็นต ์

พีเอช 4 .5 - 6.5 

เปอร์เซ็นต ์
การหมักแบบกะและกึ่งกะ 

เปอร์เซ็นต ์
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3.2 เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ์ และเคมีภัณฑ์ที่ใช้ในการทดลอง 
 

3.2.1 เครื่องมือและวัสดุอุปกรณ์ 
 

4) กระดาษกรองเบอร์ 1     (Whatman, England) 
5) กล๎องจุลทรรศน์ (Microscope) รํุน CH30RF200 (Olympus, Japan) 
6) เคร่ือง Gas chromatography รํุน GC-2010A (Shimadzu, Japan) 
7) เคร่ืองกวนสารแบบแทํงแมํเหล็ก (Magnetic stirrer) (Corning, USA) 

รํุน PC-420 
8) เคร่ืองเขยําแบบควบคุมอุณหภูมิ (Shaking incubator) (Vision Sciencetific, Korea)

รํุน VS-8480SFN  
9) เคร่ืองเขยําผสมสาร (Vortex mixer) รํุน KMC-1300V (Vision Sciencetific, Korea) 
10) เคร่ืองชั่งไฟฟ้า 4 ต าแหนํง (Analytical balance)  (Sartorius, Germany) 

รํุน Extend ED2248 
11) เคร่ืองบดละเอียด (Milling machine) รํุน LG-500A (โง๎วฮวดหยู, ประเทศไทย) 
12) เคร่ืองปั่นเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ   (Hettich, Germany) 

(Refrigerated centrifuge) รํุน Universal 32R 
13) เคร่ืองวัดคําการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) (HACH, USA) 
 รํุน DR/2010 
14) เคร่ืองวัดพีเอช (pH meter) รํุน PP-50   (Sartorius, Germany) 
15) ตะแกรงคัดแยกขนาด (Seive) ขนาด 0.2 มิลลิเมตร ( ORTO ALRESA, Spain) 
16) ตู๎ถํายเชื้อ (Laminar flow) รํุน Clean model:BC  (แลบ เซอร์วิส, ประเทศไทย) 
17) ตู๎บํมเชื้อ (Incubator)     (EHRET, Germany) 
18) เตาอบความร๎อนสูง (Hot air oven)   (Memmert, Germany) 
19) หม๎อน่ึงฆําเชื้อ (Autoclave) รํุน SA-500K  (Sturdy industrial, Taiwan) 
20) อํางน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)   (Memmert, Germany) 

 
3.2.2 เคมีภัณฑ์ 

 
1. 1, 10-ฟีนานโธรลีนโมโนไฮเดรต [C12H8N2·H2O] (Merck, Germany) 
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2. กรดซัลฟุริก [H2SO4]     (Merck, Germany) 
3. กรดซิตริก [COOHCH2C(OH)COOHCH2COOH·H2O] (AJAX chemical, Australia) 
4. กรดไดไนโตรซาลิไซลิก [C7H4N2O7]   ( Fluka, Switzerland) 
5. กรดไฮโดรคลอริก [HCl]    (Merck, Germany) 
6. กลูโคส [C6H12O6]     (AJAX chemical, Australia) 
7. เชื้อหมัก Z. mobillis stain TISTIR 405   (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีแหํงประเทศไทย) 
8. โซเดียมซิเตรต [NaC6H5O7·2H2O]   (AJAX chemical, Australia) 
9. โซเดียมไฮดรอกไซด์ [NaOH]    (Merck, Germany) 
10. เปบโตน (Peptone from casein)   (SCharlau, Spain) 
11. โพแตสเซียมโซเดียมทาร์เทรต [KNaC4H4O6·4H2O] (Univar, Australia) 
12. โพแทสเซียมไดโครเมต [K2Cr2O7]   (AJAX chemical, Australia) 
13. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต [KH 2PO4] (AJAX chemical, Australia) 
14. เฟอร์รัสซัลเฟต [FeSO4·7H2O]   (AJAX chemical, Australia) 
15. เฟอรัสแอมโมเนียซัลเฟต [(NH4)2SO4·FeSO46H2O] (AJAX chemical, Australia) 
16. แมกนีเซียมซัลเฟต [MgSO4·7H2O]   (AJAX chemical, Australia) 
17. สารสกัดมอลต์ (Malt extract)    (Hi media, India) 
18. สารสกัดยีสต์ (Yeast extract)    (Bio Basic Inc., Canada) 
19. วุ๎นผง (Agar)     (วุ๎นบริสุทธิ์, ประเทศไทย) 
20. เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase)    (เบรนน์แท็ก อินกรีเดียนส์  

จ ากัด(มหาชน), ประเทศไทย)  
21. เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์    (กรมสรรพสามิต, ประเทศไทย) 
22. เอทานอล 99 เปอร์เซ็นต์    (Merck, Germany) 
23. แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4]   (AJAX chemical, Australia) 

 

3.3 ขั้นตอนด าเนินการวิจัย 
 
3.3.1 การเตรียมชีวมวล 
 
ชานอ๎อย ได๎จากการหีบอ๎อย สํวนซังข๎าวโพดได๎จากการกะเทาะเอาเมล็ดออก น ามาตากให๎

แห๎ง น ามาอบในเตาอบที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบดให๎ละเอียดด๎วยเครื่องบด 
คัดขนาดโดยการรํอนผํานตะแกรงคัดขนาดให๎มีขนาดเล็กกวํา 0.25 มิลลิเมตร แล๎วน าไปวิเคราะห์
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หาปริมาณสํวนประกอบตํางๆในชีวมวล ได๎แกํ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน  ด๎วยวิธีใน 
TAPPI 203 om-88 (ภาคผนวก ข) 
 

3.3.2 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวลด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  
กรดซัลฟุริก และความร้อน 

 
เป็นการทดลองเพื่อศึกษาระยะเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสม หรือสภาวะที่ท าให๎ได๎ปริมาณ

เซลลูโลสมากที่สุด และมีปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนินน๎อยที่สุดในการปรับสภาพชีวมวลด๎ว ย
กรดซัลฟุริก โซเดียมไฮดรอกไซด์ และความร๎อน โดยใช๎ชีวมวลที่เตรียมในข๎อ  3.3.1 มาท าการ 
ปรับสภาพ ซึ่งคําของปัจจัยตํางๆที่ท าการแปรผันมาจากงานวิจัยที่มีการศึกษาการปรับสภาพชีวมวล
มาแล๎วของ  Pattra และคณะ (2008) Salas และคณะ (2009) และ Kahar, Taku และ Tanaka (2010) 
มาประยุกต์ใช๎ ดังแผนผังการทดลองในรูปที่ 3.2 และ 3.3 
 

3.3.2.1 วิธีการทดลองศึกษาการปรับสภาพชีวมวลด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และ
กรดซัลฟุริก 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 3.2 แผนผังการทดลองศึกษาการปรับสภาพชีวมวลด๎วย 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริก 

 
วิธีการทดลองการปรับสภาพชีวมวลด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริก 
1. น าชีวมวลที่ผํานการบดและคัดแยกขนาดแล๎วจากข๎อ 3.3.1 แชํในสารละลาย 

กรดซัลฟุริกเข๎มข๎นร๎อยละ 1 หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์เข๎มข๎นร๎อยละ 2 ในอัตราสํวน 1 ตํอ 10 โดย
น้ าหนักของชีวมวลตํอสารละลาย ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

ชีวมวลที่ผํานการบดและคัดขนาดแล๎ว 

 แชํสารละลาย NaOH ร๎อยละ 2, 24 ช่ัวโมง 

วิเคราะหป์ริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพ 

 

แชํสารละลาย H2SO4 ร๎อยละ 1, 24 ช่ัวโมง 

 

กรองสารละลายออก และล๎างด๎วยน้ ากล่ันจนพีเอชประมาณ 7 
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2. หลังจากผํานการปรับสภาพแล๎ว กรองสารละลายออกล๎างด๎วยน้ าประปาและน้ ากลั่น 
จนน้ าล๎างมีสภาพเป็นกลาง (พีเอชประมาณ 7) น ามาอบแห๎งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้น
น ามาชั่ง เพื่อวิเคราะห์น้ าหนักชีวมวลที่หายไปในระหวํางการปรับสภาพ และวิเคราะห์หา ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพ (ภาคผนวก ข) 

 
3.3.2.2 วิธีการทดลองศึกษาระยะเวลาและอุณหภูมิในการให้ความร้อนท่ีเหมาะสมในการ

ปรับสภาพชีวมวลด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริกร่วมกับความร้อน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.3 แผนผังการทดลองศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวล 
ด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริกและความร๎อน 

 

ชีวมวลที่ผํานการบดและคัดขนาดแล๎ว 

 เติมสารละลาย H2SO4 ความเข๎มข๎นร๎อยละ 1 

 

วิเคราะหป์ริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพ 

 

ก าหนดอุณหภูมิให๎ความร๎อนที ่150 องศาเซลเซียส 

ปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการให๎ความร๎อน 

 
120 องศาเซลเซียส 

 

150 องศาเซลเซียส 

 

170 องศาเซลเซียส 

 

ใช๎อุณหภูมิในการให๎ความร๎อนที่เหมาะสมข๎างต๎น 

ปรับเปลี่ยนเวลาในการให๎ความร๎อน 

5 นาที 

 

10 นาที 15 นาที 

 

20 นาที 

 

แชํด๎วยสารละลาย NaOH ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2, 24 ช่ัวโมง 

 
กรองสารละลายออก และล๎างด๎วยน้ ากล่ันจนพีเอชประมาณ 7 
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วิธีการทดลองศึกษาอุณหภูมิการให้ความร้อนท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวล 
1. น าชีวมวลที่ผํานการบดและคัดแยกขนาดแล๎วจากข๎อ 3.3.1 แชํในสารละลาย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์เข๎มข๎นร๎อยละ 2 ในอัตราสํวน 1 ตํอ 10 โดยน้ าหนักของชีวมวลตํอสารละลาย  
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

2. หลังแชํชีวมวลครบ 24 ชั่วโมงแล๎ว น ามากรองสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ออก 
ล๎างด๎วยน้ าประปาและน้ ากลั่นจนมีสภาพเป็นกลาง (พีเอชประมาณ 7) 

3. เติมสารละลายกรดซัลฟุริกเข๎มข๎นร๎อยละ 1 ในอัตราสํวนเทําเดิม แล๎วให๎ความร๎อนใน
เตาอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

4. หลังจากผํานการปรับสภาพแล๎ว กรองสารละลายออก ล๎างด๎วยน้ าประปาและน้ ากลั่น 
จนน้ าล๎างมีสภาพเป็นกลาง (พีเอชประมาณ 7) น ามาอบแห๎งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้น
น ามาชั่งเพื่อวิเคราะห์น้ าหนักชีวมวลที่หายไปในระหวํางการปรับสภาพ และน ามาวิเคราะห์หา
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพ (ภาคผนวก ข) 

5. ท าการทดลองตามข๎อ 1-4 โดยปรับเปลี่ยนอุณหภูมิที่ 150 และ 170 องศาเซลเซียส 
 
วิธีการทดลองศึกษาระยะเวลาการให้ความร้อนท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวล 
1. น าชีวมวลที่ผํานการบดและคัดแยกขนาดแล๎วจากข๎อ 3.3.1 แชํในสารละลาย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์เข๎มข๎นร๎อยละ 2 ในอัตราสํวน 1 ตํอ 10 โดยน้ าหนักของชีวมวลตํอสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

2. หลังแชํชีวมวลครบ 24 ชั่วโมงแล๎ว น ามากรองสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ออก 
ล๎างด๎วยน้ าประปาและน้ ากลั่นจนมีสภาพเป็นกลาง (พีเอชประมาณ 7) 

3. เติมสารละลายกรดซัลฟุริกเข๎มข๎นร๎อยละ 1 ในอัตราสํวนเทําเดิม แล๎วให๎ความร๎อนใน
เตาอบที่อุณหภูมทิี่เหมาะสมจากการทดลองที่แล๎ว เป็นเวลา 20 นาที  

4. หลังจากผํานการปรับสภาพแล๎ว กรองสารละลายออกล๎างด๎วยน้ าประปาและน้ ากลั่น 
จนน้ าล๎างมีสภาพเป็นกลาง (พีเอชประมาณ 7) น ามาอบแห๎งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้น
น ามาชั่งเพื่อวิเคราะห์น้ าหนักชีวมวลที่หายไปในระหวํางการปรับสภาพ และวิเคราะห์หา ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพ (ภาคผนวก ข) 

5. ท าการทดลองตามข๎อ 1-4 โดยปรับเปลี่ยนเวลาในการให๎ความร๎อนเป็น 5 10 และ15 
นาที  
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3.3.3 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายชีวมวลปรับสภาพด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 
 
เป็นการทดลองเพื่อหาความเข๎มข๎นของเอนไซม์เซลลูเลส พีเอชเร่ิมต๎น และเวลาที่

เหมาะสม หรือสภาวะที่ท าให๎ได๎ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มากที่สุดในการยํอยสลายชีวมวลที่ผํานการ
ปรับสภาพด๎วยกรดซัลฟุริก โซเดียมไฮดรอกไซด์ และความร๎อนที่สภาวะที่เหมาะสมแล๎วจากข๎อ 
3.3.2 โดยใช๎พีเอชเร่ิมต๎นในการทดลองจากสภาวะที่เหมาะสมของการท างานของเซลลูเลสจาก
งานวิจัยของพรรณวิไล กิ่งสุวรรณรัตน์ (2545) ดังรูปที่ 3.4  
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.4 แผนผังการทดลองศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการยํอยสลายชีวมวลปรับสภาพ 
 
 
 

ชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพแล๎วจากข๎อ 3.3.2 

แปรผันความเข๎มข๎นของ เอนไซม์เซลลูเลสอีก  1-120 FPU/g 

 

วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 

 

ใช๎ระยะเวลาในการยํอยที่เหมาะสมข๎างต๎น 

ใช๎ความเข๎มข๎นของ เอนไซม์เซลลูเลสที่เหมาะสมข๎างต๎น 

 

แปรผันระยะเวลาในการยํอยสลาย  0 2 6 12 24 36 และ 48 ช่ัวโมง 

 

ก าหนดใช๎ความเข๎มข๎นของ เอนไซม์เซลลูเลส 15 FPU/g  

 

ก าหนดพีเอชเริ่มต๎น 4.5 

 

แปรผันความเป็นกรดดํางเริ่มต๎นอีก 3 คําคือ 5 5.5 และ 6 .5 
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3.3.3.1 วิธีการทดลองศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายชีวมวลปรับสภาพ 
 
1. ชั่งตะกอนชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพด๎วยสภาวะที่เหมาะสมแล๎วจากข๎อ 3.3.2 

น้ าหนัก 50 มิลลิกรัมใสํลงในหลอดทดลอง  เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์เข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ 2 
มิลลิลิตร โดยแปรผันพีเอชเทํากับ 4.5 5 5.5 และ 6.5 

2. เติมเอนไซม์เซลลูเลสความเข๎มข๎น15 FPUตํอกรัมชีวมวล  
3. ท าปฏิกิริยาในอํางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
4. เก็บตัวอยํางสารละลายแตํละหลอดไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ผลิตได๎ 
 
3.3.3.2 วิธีการทดลองศึกษาความเข้มข้นเอนไซม์เซลลูเลสที่เหมาะสมในการย่อยสลาย 

ชีวมวลปรับสภาพ 
 
1. ชั่งตะกอนชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพด๎วยสภาวะที่เหมาะสมแล๎วจากข๎อ 3.3.2 

น้ าหนัก 50 มิลลิกรัมใสํลงในหลอดทดลอง  เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์เข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ 2 
มิลลิลิตร ที่พีเอชเหมาะสมจากข๎อ 3.3.3.1 

2. เติมเอนไซม์เซลลูเลสโดยแปรผันความเข๎มข๎น 1 – 120 FPUตํอกรัมชีวมวล  
3. ท าปฏิกิริยาในอํางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
4. เก็บตัวอยํางสารละลายแตํละหลอดไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ผลิตได๎ 
 
3.3.3.3 วิธีการทดลองศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการย่อยสลายชีวมวลปรับสภาพ 
 
1. ชั่งตะกอนชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพด๎วยสภาวะที่เหมาะสมแล๎วจากข๎อ 3.3.2 

น้ าหนัก 50 มิลลิกรัมใสํลงในหลอดทดลอง  เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์เข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ 1.5 
มิลลิลิตร ที่พีเอชเหมาะสมจากข๎อ 3.3.3.1 

2. เติมเอนไซม์เซลลูเลสความเข๎มข๎นที่เหมาะสมจากข๎อ 3.3.3.2 
3. ท าปฏิกิริยาในอํางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
4. เก็บตัวอยํางสารละลายแตํละหลอดไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ผลิตได๎ใน

ชั่วโมงที่ 0 - 48 ชั่วโมงของการยํอย  
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3.3.4 ศึกษาการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยชีวมวลปรับสภาพ ด้วย Z. mobillis  
  

เป็นการศึกษาหาพีเอชเร่ิมต๎นที่เหมาะสม หรือสภาวะที่ท าให๎ได๎ปริมาณเอทานอลผลผลิต
มากที่สุดในการหมักชีวมวลที่ผํานปรับสภาพด๎วยกรดซัลฟุริก โซเดียมไฮดรอกไซด์ และความร๎อน 
และผํานการยํอยด๎วยเอนไซม์แล๎ว โดยแผนผังการทดลองดังรูปที่ 3.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.5 แผนผังการทดลองศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในหมักชีวมวล 
 

 
 
 

แปรผันพีเอชเริ่มต้น 

 

5 5.5 6 6.5 

สารละลายที่ได้จากชีวมวลที่ผ่านการปรับสภาพและการย่อย 

 

ก้าหนดความเข้มข้นของน้้าตาลรีดิวซ์  5 กรัมต่อลิตร 

 

พีเอชที่เหมาะสมในการหมักด้วย Z. 

mobillis 

 
ศึกษาการหมักด้วยกระบวนการชนิดกึ่งกะ 

แบ่งป้อนครั้งเดียว ท่ี 24 ชั่วโมง 

เปอร์เซ็นต์ 

แบ่งป้อน 2 ครั้ง ท่ี 16 และ 32 ชั่วโมง 

เปอร์เซ็นต์ 

แบ่งป้อน 3 ครั้ง ท่ี 12 24 และ 48 ชั่วโมง 

เปอร์เซ็นต์ 
วิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์และเอทานอล 

 

หมักด้วยเชื้อ Z. mobillis  

ก้าหนดเวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง 
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3.3.4.1 การเก็บรักษาเชื้อ Z.  mobilis 
 

 ถํายเชื้อโดยใช๎ลูปเขี่ยเชื้อมาลากลงบนอาหารแข็งเอียงตามสูตรดังแสดงในภาคผนวก ก 
น าไปบํมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะไร๎อากาศ แล๎วน าไปเก็บไว๎
ที่ 4 องศาเซลเซียส โดยถํายเชื้อลงบนอาหารใหมํ (Subculture) ทุก 3 เดือน 

 
3.3.4.2 การเตรียมเชื้อเร่ิมต้น 
 
เตรียมอาหารแข็งส าหรับเลี้ยงเชื้อเร่ิมต๎นตามสูตรในภาคผนวก ก  ท าการฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทลงในจานเพาะเชื้อ เมื่อทิ้งไว๎ให๎เย็นเขี่ยเชื้อ 1 ลูปจาก  
agar slant ลงบนอาหารแข็งบํมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  48 ชั่วโมง ในสภาวะไร๎
อากาศ น าไปใช๎เป็นเชื้อเร่ิมต๎น 

  
3.3.4.3 ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Z. mobilis 
 
1. เตรียมอาหารเหลวส าหรับเลี้ยงเชื้อตามสูตรในภาคผนวก ก แล๎วถํายใสํหลอดทดลอง 

ฝาเกลียวหลอดละ 15 มิลลิลิตร และใสํในขวดรูปชมพูํขวดละ 50 มิลลิลิตร ท าการฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

2. เมื่อทิ้งไว๎ให๎เย็นเขี่ยเชื้อ 1 ลูปจาก agar slant ใสํลงในหลอดทดลอง บํมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา  48 ชั่วโมง วัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ให๎ได๎
เทํากับ 0.4  

3. ถํายเชื้อ 5 มิลลิลิตรจากหลอดทดลองลงในขวดรูปชมพูํที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่ฆําเชื้อแล๎ว 
ท าการวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรทุก 3 ชั่วโมง เพื่อสร๎างกราฟการเจริญ
ของเชื้อ (Growth curve) 

 
3.3.4.4 การเตรียมเชื้อหมักเร่ิมต้น 
 
1. เตรียมอาหารเหลวส าหรับเลี้ยงเชื้อตามสูตรในภาคผนวก ก แล๎วถํายใสํหลอดทดลอง 

ฝาเกลียวหลอดละ 15 มิลลิลิตร และใสํในขวดรูปชมพูํขวดละ 50 มิลลิลิตร ท าการฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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2. เมื่อทิ้งไว๎ให๎เย็นเขี่ยเชื้อ 1 ลูปจาก agar slant ใสํลงในหลอดทดลอง บํมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ตามเวลาที่เหมาะสมจากข๎อ 3.3.4.2  

3. น าไปใช๎เป็นเชื้อเร่ิมต๎นส าหรับการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวล 
ปรับสภาพ 
 

3.3.4.5 ศึกษาผลของพีเอชเริ่มต้นที่เหมาะสมในการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อย 

ชีวมวลปรับสภาพ ด้วย Z. mobillis  
 
เตรียมสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยชีวมวลให๎มีความเข๎มข๎นน้ าตาลเป็น 5 กรัม

ตํอลิตร  
1. น าสารละลายน้ าตาลที่ได๎มาเติมสารอาหารตามสูตรอาหารเหลวส าหรับเตรียมเชื้อหมัก

แตํไมํเติมกลูโคส แล๎วปรับคําพีเอชเทํากับ 5 5.5 6 และ 6.5 ด๎วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกและ
โซเดียมไฮดรอกไซด์  

2. ถํายสารละลายที่ได๎ใสํขวดรูปชมพูํขวดละ 50 มิลลิลิตร น าไปฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให๎เย็นที่อุณหภูมิห๎อง 

3. ท าการถํายเชื้อเร่ิมต๎น 5 มิลลิลิตร จากข๎อ  3.3.4.3 ลงในอาหารเหลวสารละลาย 
น้ าตาลรีดิวซ์ที่ฆําเชื้อแล๎วจากข๎อ 3 บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยําด๎วยเคร่ืองเขยําอัตราเร็ว 
150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอยํางน าไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ลดลง และ
ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น ดังภาคผนวก ข 

 
3.3.4.6 ศึกษาการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยสลายชีวมวลปรับสภาพ ด้วย  

Z. mobilis โดยกระบวนการหมัก ชนิดกึ่งกะ (Fedbatch) 
 
1. เตรียมสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยชีวมวลให๎มีความเข๎มข๎นน้ าตาลเป็น 5 

กรัมตํอลิตร 
2. น าสารละลายน้ าตาลที่ได๎มาเติมสารอาหารตามสูตรอาหารเหลวส าหรับเตรียมเชื้อ

หมักแตํไมํเติมกลูโคส แล๎วปรับคําพีเอชเทํากับพีเอชที่เหมาะสมจากการทดลอง 3.3.4.5 ด๎วย
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกและโซเดียมไฮดรอกไซด์  

3. ถํายสารละลายที่ได๎ใสํขวดรูปชมพูํ น าไปฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที ทิ้งให๎เย็นที่อุณหภูมิห๎อง 
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4. ท าการถํายเชื้อเร่ิมต๎น 5 มิลลิลิตร จากข๎อ  3.3.4.3 ลงในอาหารเหลวสารละลาย 
น้ าตาลรีดิวซ์ที่ฆําเชื้อแล๎วจากข๎อ 3 บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยําด๎วยเคร่ืองเขยําอัตราเร็ว 
150 รอบตํอนาที 

5. เติมสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ โดยการแบํงเติม 3 แบบ คือ ป้อนคร้ังเดียว ป้อน 2 คร้ัง 
และป้อน 3 ครั้ง ซึ่งปริมาณในการเติมจะขึ้นกับการแบํง คือ ถ๎าแบํงป้อนคร้ังเดียวจะเติมอาหารร๎อย
ละ 50 ที่ 24 ชั่วโมง แบํงป้อน 2 คร้ัง จะเติมอาหารคร้ังละร๎อยละ 33.33 ที่ 16 และ 32 ชั่วโมง สํวน
การป้อน 3 ครั้งจะแบํงเติมทีละร๎อยละ 25 ที่ 12 24 และ 36 ชั่วโมง 

6. เก็บตัวอยํางน าไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ลดลง และปริมาณเอทานอลที่
เกิดขึ้น ดังภาคผนวก ข 

 
3.3.4.7 ศึกษาการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยสลายชีวมวลปรับสภาพ ด้วยเชื้อ 

Saccharomyces cerevisiae และเชื้อผสมระหว่าง Z. mobilis กับ S. cerevisiae 
 
1. เตรียมสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยชีวมวลให๎มีความเข๎มข๎นน้ าตาลเป็น  5 

กรัมตํอลิตร  
2. น าสารละลายน้ าตาลที่ได๎มาเติมสารอาหารตามสูตรอาหารเหลวส าหรับเตรียมเชื้อ

หมักแตํไมํเติมกลูโคส ดังภาคผนวก ก แล๎วปรับคําพีเอชเทํากับ 5 5.5 6 และ 6.5 ด๎วยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกและโซเดียมไฮดรอกไซด์  

3. ถํายสารละลายที่ได๎ใสํขวดรูปชมพูํขวดละ 50 มิลลิลิตร น าไปฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให๎เย็นที่อุณหภูมิห๎อง 

4. ท าการถํายเชื้อเร่ิมต๎น 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ฆําเชื้อ
แล๎วจากข๎อ 3 ซึ่งเชื้อ S. cerevisiae เตรียมตามข๎อ 3.3.4.4 แตํใช๎อายุเชื้อตามชินพร, 2551 สํวนเชื้อ
ผสมระหวําง Z. mobilis กับ S. cerevisiae เตรียมเชํนเดียวกัน โดยเลี้ยงแยกกันตามอายุเชื้อของทั้ง
สองชนิดแล๎วน ามาผสมกันในอัตราสํวน 1 ตํอ 1 กํอนท าการหมัก บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เขยําด๎วยเคร่ืองเขยําอัตราเร็ว 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอยํางน าไปวิเคราะห์
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ลดลง และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น ดังภาคผนวก ข  
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3.4 การเก็บตัวอย่างและวิเคราะห์ 
 
 ตารางที่  3.1 พารามิเตอร์ที่ท าการวิเคราะห์ 

พารามิเตอร์ วิธีวิเคราะห์ ช่วงการเก็บตัวอย่าง/การวัด 

1. พีเอช เคร่ืองวัดพีเอช กํอนและหลังการปรับสภาพ 
สํวนการยํอยและการหมักวัด
ระหวํางการทดลอง 

2. อุณหภูมิ เทอร์โมมิเตอร์ 
 

ขณะท าการปรับสภาพ 

3. องค์ประกอบตํางๆ 
ในชีวมวล 

วิธี TAPPI 203 cm-88 (TAPPI, 2000) 
(ภาคผนวก ข) 

กํอนและหลังการปรับสภาพ 

4. ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ วิธีของ Mandel และ Sternbery 
(Mandel and Sernbery, 1976) 
(ภาคผนวก ข) 

หลังจากการยํอย และระหวําง 
การหมัก 

5. ความสามารถในการ
ท างานของเอนไซม์ 

วิธีของ Mandel และ Sternbery 
(Mandel and Sernbery, 1976) 
(ภาคผนวก ข) 

กํอนการยํอย 

6. ปริมาณเอทานอล Gaschromatogragphy (ภาคผนวก ข) ระหวํางการหมัก 

 
 
 



 
 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
 

4.1 องค์ประกอบของชานอ้อยและซังข้าวโพด 
 

ชีวมวลที่ใช๎ในการทดลอง เป็นวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรม 2 ชนิดได๎แกํ ชานอ๎อยและ 
ซังข๎าวโพด  หลังจากผํานการท าให๎แห๎ง บดละเอียด และคัดขนาดเล็กกวํา 0.2 มิลลิเมตร เมื่อ
วิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบตํางๆในชีวมวล ได๎แกํ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน  ตามวิธี
ของ TAPPI 203 om-88 พบวํา ซังข๎าวโพดมีปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ร๎อยละ 
66.52 19.21 และ 14.27 ตามล าดับ สํวนชานอ๎อยมีองค์ประกอบเทํากับร๎อยละ 63.0  20.21 และ 
16.79 ตามล าดับ ซึ่งมีองค์ใกล๎เคียงกัน โดยซังข๎าวโพดมีเซลลูโลสมากกวําชานอ๎อยประมาณร๎อยละ 
3.52 แตํมีเฮมิเซลลูโลสและลิกนินน๎อยกวําชานอ๎อย  เทํากับร๎อยละ 1 และ 2.52 ตามล าดับ  ดังตาราง
ที่ 4.1 
 

ตารางที่ 4.1 ร๎อยละขององค์ประกอบในชีวมวล 

ชีวมวล 
ร๎อยละขององค์ประกอบ (ร๎อยละโดยน้ าหนัก) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 
ซังข๎าวโพด 66.52 19.21 14.27 
ชานอ๎อย 63.00 20.21 16.79 

  
จากตารางที่ 4.1 บํงชี้วํา ชีวมวลทั้งสองชนิดมีปริมาณเซลลูโลสคํอนข๎างสูงเมื่อเปรียบเทียบ

กับชีวมวลชนิดอ่ืนๆ ดังตารางที่ 4.2 ชานอ๎อยและซังข๎าวโพดจึงเหมาะ สมที่จะน ามาใช๎เป็นวัตถุดิบ
ในการผลิตเป็นเอทานอล แตํเนื่องจากยังมีสํวนประกอบอื่นอยูํในโครงสร๎าง ได๎แกํ เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนิน ซึ่งเป็นตัวขัดขวางการเข๎าท าปฏิกิริยาของเอนไซม์ในการยํอยสลายเซลลูโลส ด๎วย
เอนไซม์เซลลูเลสให๎เป็นน้ าตาล เพื่อผลิตเอทานอล ดังนั้น  จึงต๎องท าการปรับสภาพเพื่อแยก
องค์ประกอบดังกลําว ออกจากโครงสร๎าง และปรับ ปรุงโครงสร๎างของเซลลูโลสให๎อยูํในสภาพที่
เหมาะสมในการเข๎าท าปฏิกิริยาของเอนไซม์กํอน 
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ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบองค์ประกอบชีวมวลชนิดตํางๆ (Sun และ Cheng, 2002) 

ชีวมวล 
ร๎อยละขององค์ประกอบ (ร๎อยละโดยน้ าหนัก) 

เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 
ฟางข๎าวเจ๎า 32.1 24.0 18.0 
ฟางข๎าวสาล ี 30.0 50 15 
เปลือกถั่ว 25-30 25-30 30-40 
หญ๎าเบอร์มิวดา 25.0 35.7 18.9 
ซังข๎าวโพด 45 35 15 
ชานอ๎อย 33.4 30.0 18.9 

 

4.2 การ ศึกษาอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวลด้วย  
กรดซัลฟุริก โซเดียมไฮดรอกไซด์ และความร้อน 
 

4.2.1 การปรับสภาพชีวมวลด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริก 
 
เมื่อท าการปรับสภาพซังข๎าวโพด และชานอ๎อย ที่ผํานการท าให๎แห๎งบดละเอียด และ  

คัดขนาดเล็กกวํา 0.2 มิลลิเมตรแล๎ว  ด๎วยวิธีทางเคมีโดยการน ามาแชํในสารละลายกรดซัลฟุริก  
ความเข๎มข๎น ร๎อยละ  1 หรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎น ร๎อยละ  2 ที่อุณหภูมิห๎อง 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์หาปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยเปรียบเทียบ
ผลที่ได๎กับวัสดุชีวมวลกํอนปรับสภาพ จากผลการทดลอ งการปรับสภาพชีวมวลด๎วยการแชํใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎น ร๎อยละ  2 ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าให๎
อัตราสํวนองค์ประกอบ ของชีวมวลเปลี่ยนแปลงไป คํอนข๎างมาก ซึ่งพิจารณาจากปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์ที่ได๎จากการน าชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพมายํอยสลายด๎วยเอนไซม์เซลลูเลสเข๎มข๎น 15 FPU
ตํอกรัมชีวมวล ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์พีเอช 5 ที่ใช๎ระยะเวลาในการยํอยสลาย 1 ชั่วโมง เมื่อ
เทียบกับการยํอยสลายชีวมวลที่ไมํผํานการปรับสภาพ  พบวํา  ซังข๎าวโพดที่ปรับสภาพด๎วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มสูงขึ้น 0.21 กรัมตํอกรัมซังข๎าวโพด หรือ
ประมาณร๎อยละ 49 ส าหรับชานอ๎อยเมื่อปรับสภาพด๎วยการแชํในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ มี
อัตราสํวน เซลลูโลส ในชีวมวลที่ปรับสภาพแล๎ว เพิ่มสูงขึ้น เชํนกัน จากปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เพิ่ม
สูงขึ้น 0.15 หรือประมาณร๎อยละ 37 ในขณะที่การแชํชีวมวลในสารละลายกรดซัลฟุริกความเข๎มข๎น
ร๎อยละ  1 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะท าให๎ อัตราสํวน องค์ประกอบ ของทั้ง ซังข๎าวโพดและชานอ๎อย
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เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน๎อยเทํานั้น เมื่อพิจารณาจากปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลาย  
ชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพ ดังรูปที่ 4.1  

จากผลการทดลองข๎างต๎นท าให๎ทราบวํา  การปรับสภาพชีวมวลในสารละลายโซเดียม  
ไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2 ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เป็นสภาวะที่สามารถท าให๎
อัตราสํวนเซลลูโลสออกมาเพิ่มสูงขึ้นได๎ แตํ ก าจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนินได๎เพียงเล็กน๎อย  ซึ่งอาจ
สํงผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์ในการยํอยสลายเซลลูโลสตํอไปได๎ อีกทั้งการปรับสภาพโดยแชํ
ในสารละลายกรดอํอน และสารละลายดํางอํอนจ าเป็นต๎องใช๎เวลานาน ดังนั้นจึงท าการทดลอง  
ปรับสภาพตํอโดยการน าชีวมวลไปปรับสภาพด๎วย สารเคมี รํวมกับการให๎ความร๎อน เพื่อลด
ระยะเวลาในการท าปฏิกริยาลงและอาจชํวยเพิ่มอัตราสํวนเซลลูโลสในชีวมวลด๎วย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.1 น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายองค์ประกอบเซลลูโลสของ 
ซังข๎าวโพดและชานอ๎อยที่ผํานการปรับสภาพด๎วยสารเคมี 

 
4.2.2 การปรับสภาพชีวมวลด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริกร่วมกับ

ความร้อน 
 
 การปรับสภาพซังข๎าวโพด และชานอ๎อย ด๎วยวิธีทางเคมีรํวมกับการให๎ความร๎อน โดยการ
น าวัสดุชีวมวลดังกลําวมาแชํในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎น ร๎อยละ 2  เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นล๎างน้ าจนเป็นกลาง แล๎วเติมสารละลายกรดซัลฟุริกความเข๎มข๎น ร๎อยละ  1 น าไปให๎
ความร๎อนที่อุณหภูมิ 120 150 และ 170 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบวํา การให๎ความร๎อนที่
อุณหภูมิตํางๆไมํมีผลตํอ อัตราสํวน เซลลูโลส ในซังข๎าวโพดที่ปรับสภาพแล๎ว  เมื่อพิจารณาจาก

H2SO4 
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ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายซังข๎าวโพดปรับสภาพ ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลสเข๎มข๎น 15 
FPUตํอกรัมชีวมวล ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์พีเอช 5 ที่ใช๎ระยะเวลาในการยํอยสลาย 1 ชั่วโมง 
โดยปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์อยูํระหวําง 0.30 – 0.45 กรัมตํอกรัมซังข๎าวโพด  ที่อุณหภูมิ 120 – 170  
องศาเซลเซียส โดยมีการเปลี่ยนแปลงอัตราสํวนเซลลูโลสสูงที่สุด เมื่อให๎ความร๎อนด๎วยอุณหภูมิ 
170 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ซึ่งท าให๎ได๎ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ เทํากับ 0.45 กรัมตํอกรัม  
ซังข๎าวโพด ซึ่งมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มากกวําซังข๎าวโพดที่ไมํผํานการปรับสภาพ 0.23 กรัมตํอกรัม
ซังข๎าวโพด หรือเพิ่มขึ้นถึงประมาณร๎อยละ 51 โดยการปรับสภาพด๎วย สารละลายโซเดียม  
ไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริกรํวมกับความร๎อน นั้น ท าให๎มี ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ มากกวําการ  
ปรับสภาพด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เพียงอยํางเดียวประมาณร๎อยละ 5 และท าให๎
อัตราสํวน เซลลูโลสมากขึ้นจากซังข๎าวโพดที่ปรับสภาพด๎วยสารละลายกรดซัลฟุริกร๎อยละ 33 
ดังนั้น สภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพส าหรับซังข๎าวโพด คือ ปรับสภาพด๎วยการแชํใน
สารละลาย สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2 ที่อุณหภูมิห๎อง  เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง แล๎วเติมสารละลายกรดซัลฟุริกความเข๎มข๎น ร๎อยละ  1 น าไปให๎ความร๎อนที่อุณหภูมิ  170 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที ดังรูปที่ 4.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.2 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาที่มีผลตํอการปรับสภาพซังข๎าวโพด 
ด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริกรํวมกับความร๎อน 

 
 

2% NaOH, 24 ชม.  

1% H2SO4, 170°C, 5 นาที  

1% H2SO4, 1 ชม. 
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 ส าหรับ การปรับสภาพ ชานอ๎อย  พบวํา อุณหภูมิมีผลตํอ อัตราสํวน เซลลูโลส ในชีวมวล  
ไมํมากนักเชํนเดียวกับซังข๎าวโพด โดยเมื่อน าชานอ๎อยที่ผํานการปรับสภาพมายํอยด๎วยเอนไซม์  
เซลลูเลสด๎วยสภาวะเดียวกันกับการยํอยสลายซังข๎าวโพด ท าให๎ได๎ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์อยูํระหวําง 
0.31 – 0.41 กรัมตํอกรัมชานอ๎อย  และเมื่อน าชานอ๎อยปรับสภาพโดยให๎ความร๎อนที่  120  
องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการให๎ความร๎อน 5 นาที พบวํา มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เทํากับ 0.38 กรัม
ตํอกรัมชานอ๎อย ใกล๎เคียงกันกับการปรับสภาพด๎วยการแชํในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เพียง
อยํางเดียว ซึ่งมีปริมาณน้ าตารีดิวซ์มากที่สุดเทํากับ 0.41 กรัมตํอกรัมชานอ๎อย  ดังนั้น สภาวะที่
เหมาะสมในการปรับสภาพชานอ๎อย คือ ปรับสภาพด๎วยการแชํในสารละลาย สารละลายโซเดียม  
ไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2 ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเทํานั้น โดยไมํต๎องให๎ความ
ร๎อน ดังรูปที่ 4.3 
 การปรับสภาพด๎วยสารเคมีรํวมกับการเพิ่มอุณหภูมินั้น จะท าให๎สามารถแยกเซลลูโลสออก
จากเฮมิเซลลูโลสและลิกนินได๎ดี ดังน้ันจึงเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพของการยํอยสลายเซลลูโลส
ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลสในขั้นตํอไปได๎ แตํยังมีปัจจัยที่สํงผลตํอการปรับสภาพคือ อุณหภูมิ  
ระยะเวลาที่ใช๎ ขนาดของวัตถุดิบ และปริมาณความชื้น (Sanchez และ Cardona, 2008) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาที่มีผลตํอการปรับสภาพชานอ๎อย 
ด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟุริกรํวมกับความร๎อน 

 
 

 

2% NaOH, 24 ชม.  

1% H2SO4, 120°C, 5 นาที  

1% H2SO4, 1 ชม. 
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 จากผลการทดลองที่ผํานมา ข๎างต๎น  ท าให๎สามารถคัดเลือกวิธีที่เหมาะสมที่สุดส าหรับ 
การปรับสภาพชีวมวลแตํละชนิด  เพื่อใช๎ในการศึกษาประสิทธิภาพการยํอยสลายเซลลูโลสด๎วย
เอนไซม์ตํอไป โดยแสดงสรุป ร๎อยละขององค์ประกอบชีวมวลจากการปรับสภาพด๎วยวิธีตํางๆ ได๎ 
ดังตารางที่ 4.3 สามารถเลือกวิธีที่เหมาะสมในการปรับสภาพได๎ ดังน้ี สภาวะที่เหมาะสมในการ
ปรับสภาพส าหรับซังข๎าวโพด คือ การแชํในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2 
ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล๎วน าไปให๎ความร๎อน ในสารละลายกรดซัลฟุริกความเข๎มข๎น
ร๎อยละ1  ที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที เน่ืองจากวิธีดังกลําวท าให๎อัตราสํวน
องค์ประกอบของซังข๎าวโพดเปลี่ยนไปมากที่สุด การปรับสภาพด๎วยสารละลายโซเดียม  
ไฮดรอกไซด์ กรดซัลฟุริก และความร๎อนนั้น จะท าให๎ปริมาณเซลลูโลสเพิ่มขึ้น และเฮมิเซลลูโลส
และลิกนินลดลง เน่ืองจากสารเคมีจะเข๎าท าปฏิกิริยาการสลายพันธะของโครงสร๎างระหวํางลิกนิน
และเซลลูโลส โดยมีความร๎อนชํวยเรํงการเกิดปฏิกิริยา จึงท าให๎ลิกนินและเฮมิเซลลูโลสหลุด
ออกมาจากตะกอนชีวมวลได๎มากขึ้น และเพิ่มรูพรุนและพื้นที่ผิวให๎กับวัตถุดิบ ท าให๎ยํอยสลายได๎ดี
ขึ้น (Silverstein, 2004)   
 สํวนสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพชานอ๎อย คือ ปรับสภาพด๎วยการแชํในสารละลาย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2 ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเทํานั้น 
เน่ืองจากการปรับสภาพด๎วยวิธีดังกลําว ท าให๎อัตราสํวนองค์ประกอบในชานอ๎อยใกล๎เคียงกับการ
ปรับสภาพรํวมกับความร๎อน แตํไมํต๎องท าการให๎ความร๎อนรํวมด๎วย ซึ่งการเปลี่ยนแปลงอัตราสํวน
องค์ประกอบดังแสดงในรูปที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.3 เปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จาการยํอยสลายชีวมวลที่ผํานการ 
ปรับสภาพด๎วยวิธีตํางๆ 

ชีวมวล 
การ 

ปรับสภาพ 

น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จาก 
การยํอยสลายชีวมวลปรับสภาพ 

(ก./ก.ชีวมวล) 

ร๎อยละของการเพิ่มขึ้น
ของน้ าตาลรีดิวซ์ 

ซัง
ข๎าวโพด 

ไมํปรับสภาพ 0.22 - 
1% H2SO4, 24 hr 0.30 26.67 

2% NaOH, 24 hr 0.43 48.83 

2% NaOH, 24 hr,  
1% H2SO4, 170°C,   
5 min 

0.45 51.11 

ชาน
อ๎อย 

ไมํปรับสภาพ 0.26 - 

1% H2SO4, 24 hr 0.31 16.13 

2% NaOH, 24 hr 0.41 36.58 

2% NaOH, 24 hr,  
1% H2SO4, 120°C,  
5 min 

0.38 31.59 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4 ร๎อยละขององค์ประกอบในชีวมวลเมื่อปรับสภาพที่สภาวะเหมาะสม 
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4.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายชีวมวลด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 
 

4.3.1 ผลของพีเอชเริ่มต้นต่อ การย่อยสลาย ชีวมวลท่ีผ่านการปรับสภาพ ด้วยเอนไซม์  
เซลลูเลส 

 
 การทดลองศึกษาผลของพีเอชเร่ิมต๎นของสารละลายที่มี ตํอการยํอยสลาย เซลลูโลสใน 
ชีวมวลที่ผํานการปรับสภาพแล๎ว โดยน าซังข๎าวโพดและชานอ๎อยที่ผํานการปรับสภาพที่สภาวะที่
เหมาะสมจากผลการทดลอง 4.2 มายํอยสลายให๎เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลสเข๎มข๎น 15 
FPUตํอกรัมชีวมวล ท าปฏิกิริยาในอํางควบคุมอุณหภูมิ ที่ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดย
แปรผันพีเอชเร่ิมต๎นต้ังแตํ 4.5 – 6.5 ซึ่งผลการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ผลิต ได๎ พบวํา  
พีเอชมีผลตํอการยํอยสลายซังข๎าวโพดและชานอ๎อยเพียงเล็กน๎อย ซังข๎าวโพดมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  
0.41 – 0.45 กรัมตํอกรัมซังข๎าวโพด โดยมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงที่สุดทํากับ 0.45 กรัมตํอกรัม  
ซังข๎าวโพด ที่พีเอช 5 สํวนชานอ๎อยมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ต่ ากวําซังข๎าวโพดซึ่งเทํากับ 0.37 – 0.41 
กรัมตํอกรัมชานอ๎อย ซึ่งมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเทํากับ 0.41 กรัมตํอกรัมชานอ๎อย ที่พีเอช 5 
ตามล าดับ ดังรูปที่ 4.5 จะเห็นได๎วํา ที่พีเอช 5 ทั้งซังข๎าวโพดและชานอ๎อยมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  
สูงที่สุด ดังน้ัน จึงเลือกพีเอช 5 มาท าการศึกษาผลของความเข๎มข๎นของเอนไซม์เซลลูเลสตํอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.5 ผลของพีเอชเร่ิมต๎นตํอการยํอยสลายซังข๎าวโพดและชานอ๎อยปรับสภาพ  

ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส 
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4.3.2 ผลของความเข้มข้นเอนไซม์เซลลูเลสต่อการย่อยสลายชีวมวลท่ีผ่านการปรับสภาพ 
 

 ท าการยํอยสลายเซลลูโลสในซังข๎าวโพด และชานอ๎อยที่ผํานการปรับสภาพ แล๎วจากการ
ทดลอง  4.2 ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส โดยแปรผันความเข๎มข๎นต้ังแตํ 1-120 FPUตํอกรัมชีวมวล ใน
สารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์ที่มี พีเอชเทํากับ 5 จากการทดลองที่ 4.3.1 ในอํางควบคุมอุณหภูมิที่  50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบวํา ทั้งซังข๎าวโพดและชานอ๎อยมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้น
เมื่อเพิ่มความเข๎มข๎นของเอนไซม์เซลลูเลสตั้งแตํ 1 – 30 FPUตํอกรัมชีวมวล และเมื่อเพิ่มความ
เข๎มข๎นของเอนไซม์เซลลูเลสมากกวํา 30 FPUตํอกรัม ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มากขึ้นด๎วย ซึ่งการ  
ยํอยสลายเซลลูโลสในซังข๎าวโพดและชานอ๎อย มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงที่สุด เทํากับ 0.87 และ 
0.77 กรัมตํอกรัมชีวมวล ตามล าดับ เมื่อใช๎เอนไซม์เซลลูเลสความเข๎มข๎น  120 FPUตํอกรัม แตํเมื่อ
พิจารณาที่ความเข๎มข๎นเอนไซม์เซลลูเลส 10 FPUตํอกรัม พบวํา มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ใกล๎เคียงกัน
คือ 0.38 และ 0.34 กรัมตํอกรัมชีวมวล ซึ่งเห็นได๎วําใช๎เอนไซม์น๎อยกวําถึง 3 เทํา ดังรูปที่ 4.6 ดังนั้น 
จึงเลือกความเข๎มข๎นของเอนไซม์เซลลูเลสเทํากับ 10 FPUตํอกรัมชีวมวล มาท าการศึกษาผลของ
ระยะเวลาในการยํอยสลายตํอไป ซึ่งเป็นการลดคําใช๎จํายในการยํอยสลายได๎ เน่ืองจากเอนไซม์  
เซลลูเลสมีราคาคํอนข๎างสูง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6 ผลของความเข๎มข๎นเอนไซม์เซลลูเลสตํอการยํอยสลายซังข๎าวโพดและชานอ๎อยปรับสภาพ 

ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส 
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4.3.3 ผลของระยะเวลาในการย่อยสลายท่ีมีต่อการย่อยสลายชีวมวลท่ีผ่านการปรับสภาพ 
  

ท าการยํอยสลายเซลลูโลสในซังข๎าวโพด และชานอ๎อย ที่ผํานการปรับสภาพ จากการ
ทดลองที่ 4.2  ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลสความเข๎มข๎น 10 FPUตํอกรัมชีวมวล จากการทดลองที่ 4.3.2  
ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์ที่มี พีเอช 5 โดยติดตามปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นใน การยํอยสลาย
เซลลูโลสที่ ระยะเวลาตั้งแตํ 1-48 ชั่วโมง  พบวํา  การยํอยสลายเซลลูโลสในซังข๎าวโพดที่เวลา 4 
ชั่วโมง ท าให๎เกิดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงที่สุดคือ  0.40 กรัมตํอกรัมซังข๎าวโพด  สํวนการยํอยสลาย
เซลลูโลสในชานอ๎อยมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงที่สุด ที่เวลาในการยํอย เทํากับ 12 ชั่วโมง มีปริมาณ
เทํากับ 0.44 กรัมตํอกรัมชานอ๎อย แตํเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ที่การยํอยสลายเวลา 4 
ชั่วโมง ซึ่งเทํากับ 0.42 กรัมตํอกรัมชานอ๎อย พบวํา ได๎ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ เพิ่มขึ้นเพียงร๎อยละ 4.76  
ดังรูปที่ 4.7 ดังนั้น จึงเลือกเวลา 4 ชั่วโมงมาใช๎ในการยํอยสลายเซลลูโลสในชานอ๎อยเชํนเดียวกับซัง
ข๎าวโพด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.7 ปฏิกริยาการยํอยสลายซังข๎าวโพดและชานอ๎อยที่ผํานการปรับสภาพ 
ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส 

 
จากการทดลองศึกษาพีเอชเร่ิมต๎น ความเข๎มข๎นของเอนไซม์เซลลูเลส และเวลาที่เหมาะสม

ในการยํอยสลายชีวมวลปรับสภาพด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส  สามารถสรุปสภาวะที่เหมาะสมในการ
ยํอยสลายชีวมวลปรับสภาพเพื่อให๎ได๎ผลผลิตน้ าตาลรีดิวซ์มากที่สุด ในขณะที่ใช๎เอนไซม์  
เซลลูเลสน๎อยที่สุด ซึ่งในสํวนของการยํอยสลายในงานวิจัยนี้ได๎สนใจเฉพาะน้ าตาลกลูโคสที่ได๎จาก
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การยํอยสลายเซลลูโลสด๎วยเซลลูเลสเทํานั้น เน่ืองจากเป็นองค์ประกอบหลักที่มีมากที่สุดใน  
ซังข๎าวโพดและชานอ๎อย การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการยํอยสลาย พบวํา เมื่อยํอยสลาย  
ซังข๎าวโพดที่ผํานการปรับสภาพด๎วยสภาวะที่เหมาะสมคือ ใช๎เอนไซม์เซลลูเลสเข๎มข๎น 10  FPUตํอ
กรัมชีวมวล พีเอช 5 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง มีร๎อยละการเปลี่ยนชีวมวล
เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ประมาณร๎อยละ 40 ซึ่งมากกวําซังข๎าวโพดที่ไมํได๎ปรับสภาพประมาณร๎อยละ 18 
สํวนชานอ๎อยปรับสภาพที่ยํอยสลายด๎วยสภาวะที่เหมาะสมเดียวกับซังข๎าวโพดมีร๎อยละการเปลี่ยน
ชีวมวลเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ประมาณร๎อยละ 42 ซึ่งมากกวําชานอ๎อยที่ไมํได๎ปรับสภาพประมาณร๎อยละ 
16 และมากกวําซังข๎าวโพดที่ปรับสภาพร๎อยละ 2 แสดงให๎เห็นวําวิธีการปรับสภาพและเอนไซม์
เซลลูเลสที่ใช๎ในงานวิจัยนี้สามารถยํอยสลายซังข๎าวโพดและชานอ๎อยได๎ดี ดังตารางที่ 4.4 
 

ตารางที่ 4.4 สภาวะที่เหมาะสมในการยํอยสลายชีวมวลปรับสภาพ 

ชีวมวล 
สภาวะ 

การยํอยสลาย 

น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎ 
จากการยํอยสลาย  
(มก./กรัมชีวมวล) 

ร๎อยละ 
การเปลี่ยนชีวมวล 
เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ 

ซังข๎าวโพด 
ปรับสภาพ 

เซลลูเลส 10 FPU/g  
พีเอช 5 เวลา 4 hr 

402.64 40.26 

ซังข๎าวโพด 
ไมํปรับสภาพ 

เซลลูเลส 10 FPU/g  
พีเอช 5 เวลา 4 hr 

221.63 22.16 

ชานอ๎อย 
ปรับสภาพ 

เซลลูเลส 10 FPU/g  
พีเอช 5 เวลา 4 hr 

418.87 41.89 

ชานอ๎อย 
ไมํปรับสภาพ 

เซลลูเลส 10 FPU/g  
พีเอช 5 เวลา 4 hr 

261.49 26.15 

 
เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ  Li, Kim และ Nghiem (2010) ซึ่งน าเอาซังข๎าวโพดมาใช๎

ผลิตเป็นเอทานอล โดยปรับสภาพกํอนด๎วยสารละลายแอมโมเนียแบบ Soaking in aqueous 
ammonia (SAA) ร๎อยละ  15 โดยน้ าหนัก เติมในอัตราสํวน 1 ตํอ 11 ชีวมวลตํอสารละลาย ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปั่นกวนเป็นเวลา 12 ชั่วโมง  แล๎วยํอยด๎วยเอนไซม์ไซเลเนสและ 
เอนโดกลูคาเนส  น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎ คือ 5.8 กรัมตํอลิตร  มากกวําซังข๎าวโพดที่ไมํปรับสภาพร๎อยละ 
28 ซึ่งน๎อยกวําในงานวิจัยนี้ และ ในงานวิจัยของ  Salas และคณะ  (2009) ศึกษาการผลิตเอทานอล
ของชานอ๎อย โดยท าการปรับสภาพด๎วยความร๎อนที่ 121 องศาเซลเซียสและความดัน 1.1 กิโลกรัม
ตํอลูกบาศก์เซนติเมตร แล๎วน าชานอ๎อยที่ได๎มาท าการปรับสภาพตํอด๎วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
ร๎อยละ 2 โดยชีวมวล 2 กรัมผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล๎วให๎



57 

 

ความร๎อนที่ 121 องศาเซลเซียสและความดัน 1.1 กิโลกรัมตํอลูกบาศก์เซนติเมตรเป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นปรับพีเอชเทํากับ 5-7 แล๎วยํอยสลายให๎เป็นน้ าตาลโดย เอนไซม์ Celluclast ที่มีแอคติวิตี 
107 CFU/มิลลิลิตร ปริมาณ ร๎อยละ  20 โดยน้ าหนัก ให๎ความร๎อนในอํางควบคุมอุณภูมิที่ 55  
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบวํา ชานอ๎อยที่ผํานการปรับสภาพ และยํอยสลาย มีปริมาณ
น้ าตาลเป็น 50.08 กรัมตํอลิตร  หรือคิดเป็นร๎อยละ 50 โดยน้ าหนักตํอน้ าหนักแห๎ง  หรือเทํากับ 500 
มิลลิกรัมตํอกรัมน้ าหนักแห๎ง ซึ่งมากกวําในงานวิจัยนี้แตํการปรับสภาพด๎วยวิธีการดังกลําวต๎อง
สูญเสียพลังงานในการให๎ความร๎อนส าหรับการปรับสภาพมากกวําในงานวิจัยนี้ และยังมีงานวิจัย
อ่ืนที่ศึกษาการปรับสภาพชีวมวลตํางๆในการผลิตเอทานอลอีกดังแสดงในตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5 เปรียบเทียบผลการยํอยสลายชีวมวลให๎เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ในงานวิจัยนี้และงานวิจัยอ่ืน  

วัสดุชีวมวล การปรับสภาพ 

สภาวะการยํอย 

ผลการยํอย รายการอ๎างอิง 
ปริมาณเอนไซม ์ พีเอช 

อุณหภูมิ
(°C) 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ชานอ๎อย โซเดียมไฮดรอกไซด์ร๎อยละ 2  
ให๎ความร๎อนที่ 121°C และความดัน 1.1 
กิโลกรัมตํอลูกบาศก์เซนติเมตร, 4 ช่ัวโมง 
 

Celluclast  107 CFU/มิลลิลิตร  
ปริมาณร๎อยละ 20 โดยน้ าหนัก 

5.0 55 4 50.08 กรัมตํอลิตร 
ร๎อยละ 50 โดยน้ าหนัก 
ตํอน้ าหนักแห๎ง 

Salas, J. และคณะ, 
2009 

ชานอ๎อย ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ร๎อยละ 2 โดยน้ าหนัก 
ให๎ความร๎อนอุณหภูม ิ190 °C,  
5 นาท ี 
 

Celluclast 1.5 L  65 FPU/กรัม และ 
Novozym 188 376 IU/กรัม-กลูโคซิเดส 

5.0 40 72 0.68 กรัมตํอกรัมน้ าหนัก
แห๎ง 

Carrasco, C. และ
คณะ, 2010   

ซังข๎าวโพด สารละลายแอมโมเนียแบบ Soaking in 
aqueous ammonia ร๎อยละ 15 โดยน้ าหนัก  
ที่อุณหภูมิ 60 °C, 12 ช่ัวโมง 

ไซเลเนส 8000 GXU/g-glucan  
เอ็นโดกลูคาเนส 50 units/g-glucan 
และกลูคาเนส GC220 15 FTU 220 g/g-
glucan รํวมกับNovozyme 188 30 
CBU/g-glucan  
 

4.8 40 24 5.8 กรัมตํอลิตรไซโลส 
มากกวําซังข๎าวโพดที่ 
ไมํปรับสภาพร๎อยละ 28 

Li, X., Kim, T., 
และ Nghiem, N., 
2010 

ชานอ๎อย โซเดียมไฮดรอกไซด์ร๎อยละ 2, 24 ช่ัวโมง เซลลูเลส 10 FPUตํอกรัมน้ าหนักแห๎ง 5.0 50 4 9.02 กรัมตํอลิตร 
0.42 กรัมตํอกรัมชีวมวล 

งานวิจัยนี ้

5
8 
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วัสดุชีวมวล การปรับสภาพ 

สภาวะการยํอย 

ผลการยํอย รายการอ๎างอิง 
ปริมาณเอนไซม ์ พีเอช 

อุณหภูมิ
(°C) 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ซังข๎าวโพด โซเดียมไฮดรอกไซด์ร๎อยละ 2, 24 ช่ัวโมง 
ให๎ความร๎อนในกรดซัลฟุริกร๎อยละ  1  
ที่อุณหภูมิ 170 °C , 5 นาที 
 

เซลลูเลส 10 FPUตํอกรัมน้ าหนักแห๎ง 5.0 50 4 8.74 กรัมตํอลิตร 
0.40 กรัมตํอกรัมชีวมวล 

งานวิจัยนี ้

ฟางข๎าว แชํสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2.0  
โมลาร์, 24 ช่ัวโมง ต๎มที่อุณหภูมิ 70 °C,  
90 นาที 

เซลลูเลส 500 ไมโครลิตรตํอกรัม
เซลลูโลส 

4.0 55 16 0.557 กรัมตํอกรัม 
เซลลูโลส 

ระวีวรรณ แกล๎ว
กล๎า, 2538 

เหง๎ามัน
ส าปะหลัง 

แชํในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เข๎มข๎น 2.0 โมลาร์, 24 ช่ัวโมง  
ต๎มที่อุณหภูมิ 50 °C, 90 นาท ี 

เอนไซม์เซลลูบริกซ์ 4.079 FPU ตํอกรัม
เหง๎ามันส าปะหลัง 

4.8 50 24 8.30 กรัมตํอลิตร 
ร๎อยละการเปลี่ยน 
เหง๎ามันส าปะหลังเป็น
น้ าตาลรีดิวซ์ 21.62  

พรรณวิไล  
กิ่งสุวรรณรัตน์, 
2545 

กากวําน 
หางจระเข ๎

โซเดียมไฮดรอกไซด์ร๎อยละ 2 ให ๎
ความร๎อนที่ 121 °C และความดัน 1.1 
กิโลกรัมตํอลูกบาศก์เซนติเมตร, 4 ช่ัวโมง 

Celluclast  107 CFU/มิลลิลิตร ปริมาณ 
ร๎อยละ 20 โดยน้ าหนัก 

5.0 55 4 56.37 กรัมตํอลิตร 
ร๎อยละ 55 โดยน้ าหนักตํอ
น้ าหนักแห๎ง 

Salas, J. และคณะ, 
2010 

 

5
9 
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4.4 การหมักเอทานอลจาก น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยสล ายชีวมวลที่ผ่านการ  
ปรับสภาพ 

 

4.4.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Z. mobilis 
 
การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Z. mobilis เป็นกา รเลือก เวลาที่เหมาะสมที่สุดในการ

เตรียมเชื้อหมักเร่ิมต๎น ส าหรับใช๎ในการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวลที่ผํานการ
ปรับสภาพ ซึ่งจะเลือกใช๎เชื้อที่เจริญเติบโตอยูํในชํวง log phase หรือระยะเอกซ์โพเนนเชียล เป็น
ระยะที่เซลล์มีการเพิ่มจ านวนเป็นสองเทําตํอหนํวยเวลา กราฟจะมีลักษณะเป็นเส๎นตรงที่มีความชัน
มากที่สุด โดยคําความชันนี้ คือ อัตราการเจริญจ าเพาะ จึงเป็นชํวงที่มีอัตราการเจริญจ าเพาะสูงที่สุด 
โดยเร่ิมจากการเขี่ยเชื้อ  Z. mobilis ในอาหารเอียงลงในอาหารเหลวที่ใช๎กลูโคสเป็นแหลํงคาร์บอน 
บํมที่ 30 องศาเซลเซียส เขยําด๎วยอัตราเร็ว 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง วัดคําการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให๎ได๎เทํากับ 0.4 จากนั้นถํายเชื้อ 5 มิลลิลิตร จากหลอดทดลอง
ที่ได๎ในขวดรูปชมพูํที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่ฆําเชื้อแล๎ว ท าการวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร ทุก 3 ชั่วโมง เพื่อสร๎างกราฟการเจริญของเชื้อ (growth curve) ซึ่งจากผลการทดลอง 
พบวํา เชื้อดังกลําวสามารถเจริญได๎ในภาวะที่มีอากาศเล็กน๎อย โดยเจริญเติบโตไมํมากนักในชํวง
เร่ิมต๎นถึง 10  ชั่วโมง หลังจากนั้นเจริญอยูํในชํวงเอกซ์โพเนเชียลซึ่งเพิ่มจ านวนอยํางรวดเร็ว ที่เวลา
ประมาณ 12 – 24 ชั่วโมง แล๎วเจริญแบบคงที่หลังจาก 30 ชั่วโมง และมีการเจริญเติบโตลดลง
หลังจาก 60 ชั่วโมงของการเจริญเติบโตเป็นต๎นไป จากผลการทดลองดังกลําวสามารถเลือกเวลาใน
การเจริญเติบโตของเชื้อน้ีได๎ที่ระยะเวลา 18 ชั่วโมง (ภาคผนวก ข) ซึ่ง เป็นการเจริญอยูํในชํว ง
กึ่งกลางของเอกซ์โพเนเชียล โดย เชื้อ Z. mobilis มีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุด มาใช๎เป็นอายุของ
เชื้อในการเตรียมเชื้อหมักเร่ิมต๎นในกระบวนการหมักตํอไป 
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4.4.2 ผลของพีเอช เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมในการหมัก เอทานอลจากน้ าตาลรีดิวซ์ ด้วยเชื้อ  

Z. mobilis 
 
การศึกษาผลของคําความเป็นกรดดํางเร่ิมต๎นที่เหมาะสมในการหมักชีวมวลด๎วย  

Z. mobilis โดยน าน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวลปรับสภาพในสภาวะที่เหมาะสมทั้ง  
ซังข๎าวโพดและชานอ๎อย  จากการทดลอง 4.3 มาใช๎ในการหมักโดยน าน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎มาเตรียม
เป็นอาหารหมักซึ่งมีสูตรเชํนเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อ แตํไมํเติมน้ าตาลกลูโคส โดยใช๎น้ าตาลรีดิวซ์
แทนน้ าตาลกลูโคส แล๎วปรับ พีเอชเทํากับ 5, 5.5, 6 และ 6.5 ด๎วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกและ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ แล๎วท าการหมักในสภาวะปราศจากอากาศที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยํา
ด๎วยเคร่ืองเขยําอัตราเร็ว 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยใช๎กล๎าเชื้อ Z. mobilis อายุ 18 
ชั่วโมง พบวํา การหมักน้ าตาลรีดิวซ์จากซังข๎าวโพดได๎ปริมาณเอทานอลสูงที่สุดที่ พีเอชเทํากับ 5 ซึ่ง
มีปริมาณเทํากับ 0.22 มิลลิลิตรตํอกรัมซังข๎าวโพด  คิดเป็นร๎อยละของการเปลี่ยนน้ าตาลเป็น
ผลิตภัณฑ์ (%Conversion) เทํากับ 36.64 หรือคิดเป็นร๎อยละ 34.35 ของเอทานอลที่ผลิตได๎เมื่อเทียบ
กับคําทางทฤษฎี สํวนการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากชานอ๎อย พบวํา ชานอ๎อยมีปริมาณเอทานอล
น๎อยกวําซังข๎าวโพดประมาณร๎อยละ 10 โดยมีปริมาณเอทานอล สูงที่สุดที่สภาวะที่ได๎จากการยํอย
สลายโดยตรง  หรือที่พีเอชเทํากับ 5.08 ซึ่งมีปริมาณเทํากับ 0.14 มิลลิลิตรตํอกรัมชานอ๎อย  คิดเป็น
ร๎อยละการเปลี่ยนน้ าตาลเป็นผลิตภัณฑ์เทํากับ 28.48 หรือคิดเป็นร๎อยละ 26.21 ของเอทานอลที่ผลิต
ได๎เมื่อเทียบกับคําทางทฤษฎี ดังรูปที่ 4.8 ดังนั้น พีเอชเร่ิมต๎นประมาณ 5 เป็นพีเอชที่เหมาะสมใน
การหมัก น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายซังข๎าวโพด และชานอ๎อย ปรับสภาพแล๎วด๎วยเชื้อ  
Z. mobilis ดังตารางที่ 4.6 
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รูปที่ 4.8 ปริมาณเอทานอลจากการหมักน้ าตาลรีดิวซ์จากซังข๎าวโพดและชานอ๎อย 
 

ตารางที่ 4.6 ปริมาณเอทานอลที่ได๎จากการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ของซังข๎าวโพดและชานอ๎อย 

วัสดุชีวมวล 
พีเอชเริ่มต๎น 
ในการหมัก 

ปริมาณเอทานอล  
(มิลลลิิตรตํอ 
กรัมชีวมวล) 

ร๎อยละการ 
เปลี่ยนน้ าตาลเป็น

ผลิตภัณฑ ์ 

ร๎อยละของ 
เอทานอลที่ผลิตได ๎
เทียบกับคําทางทฤษฎ ี

ซังข๎าวโพด 

5 0.22 31.70 35.93 
5.5 0.18 37.75 29.80 
6 0.13 37.76 21.94 

6.5 0.13 41.18 19.76 
ไมํปรับพีเอช (5.45) 0.21 36.64 34.35 

ชานอ๎อย 

5 0.13 35.72 24.13 
5.5 0.11 30.29 20.47 
6 0.08 35.47 14.83 

6.5 0.08 41.20 15.00 
ไมํปรับพีเอช (5.08) 0.14 28.48 26.21 

 
 
 



63 

 

4.4.3 การหมักเอทานอลจากน้ าตาลรีดิวซ์  ด้วย Z. mobilis โดยกระบวนการหมัก ชนิด  
กึ่งกะ (Fedbatch) 

 
การศึกษาการหมักด๎วยกระบวนการหมัก ชนิดกึ่งกะในการหมักชีวมวลด๎วย Z. mobilis โดย

น าน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวลปรับสภาพในสภาวะที่เหมาะสมทั้ง ซังข๎าวโพด  และ
ชานอ๎อย  จากการทดลอง 4.3 มาหมักโดยน าน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎มาเตรียม เป็นอาหารหมักซึ่งมีสูตร
เชํนเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อ แตํไมํเติมน้ าตาลกลูโคส โดยใช๎น้ าตาล ที่ยํอยสลายได๎ แทนน้ าตาล
กลูโคส แล๎วท าการหมักในสภาวะปราศจากอากาศที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยําด๎วยเคร่ืองเขยํา
ด๎วยอัตราเร็ว 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยใช๎กล๎าเชื้อ Z. mobilis อายุ 18 ชั่วโมง แบํง
การป้อนน้ าตาลรีดิวซ์ 3 แบบ คือ แบํงป้อนคร้ังเดียว, 2 และ 3 คร้ัง เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบ
กะในการทดลองที่ 4.4.2 ผลการทดลอง  พบวํา การหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากซังข๎าวโพด ด๎วยเชื้อ 
Z. mobilis โดยท าการแบํงป้อนน้ าตาลรีดิวซ์ ที่ใช๎ในการหมัก  ท าให๎ผลผลิตเอทานอลที่ได๎ มีปริมาณ
เอทานอลลดลง  เมื่อเพิ่มจ านวนคร้ังในการแบํงป้อนมากขึ้นเทียบกับในการหมักแบบกะ ที่ไมํมีการ
แบํงป้อนน้ าตาลรีดิวซ์ในการทดลองที่  4.4.2 โดยการป้อนคร้ังเดียวได๎ปริมาณเอทานอลสูงที่สุด
เทํากับ 1.45 กรัมตํอลิตร  แตํน๎อยกวําแบบกะ 0.52 กรัมตํอลิตร  ดังนั้น การหมักแบบกะจึงเป็นวิธีที่
เหมาะสมในการหมัก น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายซังข๎าวโพดปรับสภาพแล๎วด๎วยเชื้อ  
Z. mobilis เน่ืองจากมีปริมาณเอทานอลที่ผลิตได๎มากกวํา สํวน การหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จาก 
ชานอ๎อย ด๎วยเชื้อ Z. mobilis โดยท าการแบํงป้อนน้ าตาลรีดิวซ์  พบวํา การแบํงป้อนน้ าตาลรีดิวซ์ท า
ให๎ผลผลิตเอทานอลที่ได๎มีปริมาณเอทานอลลดลง เชํนเดียวกับการหมักในซังข๎าวโพด โดยการแบํง
ป้อนทั้ง 3 แบบมีปริมาณเอทานอลใกล๎เคียงกันประมาณ  1.31 กรัมตํอลิตร  ซึ่งน๎อยกวําแบบกะ 
ประมาณ 0.07 กรัมตํอลิตร เทํานั้น ดังนั้น การหมักแบบกะจึงเป็นวิธีที่เหมาะสมในการหมัก น้ าตาล
รีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลาย ชานอ๎อย ปรับสภาพแล๎วด๎วยเชื้อ Z. mobilis เน่ืองจากมี ร๎อยละการ
เปลี่ยนน้ าตาลเป็นผลิตภัณฑ์และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได๎มากกวํา ดังรูปที่ 4.9 
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รูปที่ 4.9 ปริมาณเอทานอลจากการหมักน้ าตาลรีดิวซ์แบบกึ่งกะเปรียบเทียบกับแบบกะ 
 

4.4.4 การหมักเอทานอลจากน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยสลายชีวมวลปรับสภาพด้วย

เชื้อ S. cerevisiae และเชื้อผสมระหว่าง Z. mobilis กับ S. cerevisiae 
 

การศึกษา การหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายซังข๎าวโพดและชานอ๎อย ด๎วยเชื้อ  
S. cerevisiae และเชื้อผสมระหวําง  Z. mobilis กับ S. cerevisiae โดยทดลองเหมือนข๎อ 4.4.3 แตํใช๎
กล๎าเชื้อ Z. mobilis อายุ 18 ชั่วโมง และกล๎าเชื้อ  S. cerevisiae อายุ 9 ชั่วโมง (ชินพร , 2551) 
เปรียบเทียบกับการหมักด๎วย Z. mobilis อยํางเดียว  พบวํา การหมักน้ าตาลรีดิวซ์จากซังข๎าวโพดด๎วย  
Z. mobilis อยํางเดียวมีปริมาณเอทานอลสูงที่สุด  ซึ่งเทํากับ 1.79 กรัมตํอลิตร คิดเป็นร๎อยละ 35.93 
ของเอทานอลที่ผลิตได๎เมื่อเทียบกับคําทางทฤษฎี ซึ่งมากกวําการใช๎ S. cerevisiae ประมาณ 6 เทํา
และมากกวําที่ใช๎เชื้อผสมประมาณ 2 เทํา เชํนเดียวกับการการหมักชานอ๎อยด๎วย  Z. mobilis  ซึ่งมี
ปริมาณเอทานอลสูงที่สุดเทํากับ 1.38 กรัมตํอลิตร คิดเป็นร๎อยละ 26.21 ของเอทานอลที่ผลิตได๎เมื่อ
เทียบกับคําทางทฤษฎี ซึ่งมากกวําที่ใช๎เชื้อผสมประมาณ 2 เทํา และมากกวําใช๎ S. cerevisiae ซึ่งไมํมี
เอทานอลเกิดขึ้น จากการทดลองการหมักเอทานอลจากน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวล
ที่ผํานการปรับสภาพโดยเปรียบเทียบเชื้อจุลินทรีย์ในการหมัก 3 ชนิด ได๎แกํ Z. mobilis,  
S. cerevisiae และเชื้อผสมระหวําง  Z. mobilis กับ S. cerevisiae พบวํา การหมักด๎วยเชื้อ Z. mobilis 
ท าให๎ได๎เอทานอลมากที่สุดเมื่อเทียบกับเชื้อจุลินทรีย์อีก 2 ชนิด ดังรูปที่ 4.10 
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รูปที่ 4.10 ปริมาณเอทานอลที่ได๎จากการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ซังข๎าวโพด 
โดยเปรียบเทียบเชื้อจุลินทรีย์ 3 ชนิด 

 
จากการทดลองศึกษาผลของความร๎อนและสารเคมีในการปรับสภาพขั้นต๎นส าหรับ การ

ผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพด และชานอ๎อย หากสรุปโดยเร่ิมต๎นจากซังข๎าวโพดและชานอ๎อย 1 ตัน 
มาท าการปรับสภาพ ยํอยสลาย และหมัก ด๎วยสภาวะที่เหมาะสมจนได๎เป็นเอทานอล พบวํา เมื่อ
เร่ิมต๎นจากการใช๎ซังข๎าวโพด 1 ตัน มาท าการปรับสภาพด๎วยการแชํในสารละลาย สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2 ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล๎วเติมสารละลาย
กรดซัลฟุริกความเข๎มข๎น ร๎อยละ 1 น าไปให๎ความร๎อนที่อุณหภูมิ  170 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
5 นาที และยํอยสลายเซลลูโลส ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลสในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์พีเอช 5 ความ
เข๎มข๎นของเอนไซม์เซลลูเลส 10 FPUตํอกรัมชีวมวล และ ระยะเวลาในการยํอยสลาย  4 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จะได๎น้ าตาลรีดิวซ์ 328 กิโลกรัม จากนั้นเมื่อหมักด๎วยเชื้อ  
Z. mobilis ในสภาวะการหมักที่พีเอชประมาณ 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยําด๎วยอัตราเร็ว 150 
รอบตํอนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าให๎ได๎ปริมาณเอทานอล 215 ลิตร 

เมื่อเปรียบเทียบกับการน าชานอ๎อย 1 ตัน มาปรับสภาพด๎วยการแชํในสารละลายสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์  ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2 ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล๎ว ยํอยสลาย
เซลลูโลสด๎วยเอนไซม์เซลลูเลสในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์พีเอช 5 ความเข๎มข๎นของเอนไซม์
เซลลูเลส 10 FPUตํอกรัมชีวมวล และ ระยะเวลาในการยํอยสลาย  4 ชั่วโมง ที่ 50 องศาเซลเซียส  จะ
ได๎น้ าตาลรีดิวซ์ 312 กิโลกรัม จากนั้นเมื่อหมักด๎วยเชื้อ Z. mobilis ในสภาวะการหมักที่พีเอช
ประมาณ 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยําด๎วยอัตราเร็ว 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท า
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ให๎ได๎ปริมาณเอทานอล 139 ลิตร ซึ่งพบวํา น๎อยกวําการผลิตจากซังข๎าวโพด 76 ลิตร หรือในทาง
กลับกันการผลิตเอทานอล 1 ลิตรจะต๎องใช๎ซังข๎าวโพดและชานอ๎อยเทํากับ 4.66 และ 7.20 กิโลกรัม 
ตามล าดับ 
 

4.5 การเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากซังข้าวโพดและชานอ้อย 
 
การศึกษาผลของความร๎อนและสารเคมีในการปรับสภาพขั้นต๎นส าหรับ การผลิตเอทานอล

จากซังข๎าวโพด และชานอ๎อย จากการทดลองที่ผํานมา  เมื่อน าซังข๎าวโพดและชานอ๎อยมาท าการ
ปรับสภาพด๎วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดซัลฟุริก และความร๎อน ยํอยสลายด๎วยเอนไซม์  
เซลลูเลส และหมักด๎วยเชื้อ Z. mobilis ที่สภาวะที่เหมาะสมแล๎ว การหมักเอทานอลจากซังข๎าวโพดมี
ปริมาณเอทานอล 0.22 มิลลิลิตรตํอกรัมชีวมวล หรือคิดเป็น ร๎อยละ  35.93 ของเอทานอลที่ผลิตได๎
เทียบกับคําทางทฤษฎี  เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักเอทานอลจากชานอ๎อยซึ่งมีปริมาณเอทานอล 
0.14 มิลลิลิตรตํอกรัมชีวมวล หรือคิดเป็น ร๎อยละ  26.21 ของเอทานอลที่ผลิตได๎เทียบกับคําทาง
ทฤษฎี พบวํา ผลิตเอทานอลได๎น๎อยกวําซังข๎าวโพด 0.08 มิลลิลิตรตํอกรัมชีวมวล หรือประมาณ  
ร๎อยละ 10 ของเอทานอลที่ผลิตได๎เทียบกับคําทางทฤษฎี  แตํการผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพดต๎อง
ท าการปรับสภาพด๎วยกรดซัลฟุริก และความร๎อนรํวมด๎วย ตํางจากการปรับสภาพชานอ๎อยซึ่ง  
ปรับสภาพด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เทํานั้น ดังนั้นจึงสรุปได๎วํา ซังข๎าวโพดเป็นวัสดุ  
ชีวมวลที่น าผลิตเป็นเอทานอลได๎ดีกวําชานอ๎อย ดังตารางที่ 4.7  
 

 ตารางที่ 4.7 เปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพดและชานอ๎อย 

 
จากผลการทดลองการผลิตเอทานอลจากวัสดุชีวมวลที่เป็นซังข๎าวโพดและชานอ๎อยโดย

การปรับสภาพเบื้องต๎น สามารถสรุปได๎วํา วิธีการปรับสภาพซังข๎าวโพดโดยการแชํในสารละลาย

วัสดุชีวมวล สารเคมีใน 
การปรับสภาพ 
(ตํอกรัมชีวมวล) 

เอนไซม ์
เซลลูเลส 
(ตํอกรัมชีวมวล) 

ผลผลิต 
เอทานอล 
(มิลลิลิตร/กรัม) 

ร๎อยละของ 
เอทานอลที่ผลิตได ๎
เทียบกับคําทางทฤษฎี 

ซังข๎าวโพด -โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
0.2 กรัม 
- กรดซัลฟุริก 
 0.1 มิลลิลิตร 

10 FPU 0.22 35.93 

ชานอ๎อย -โซเดียมไฮดรอกไซด ์
0.2 กรัม 

10 FPU 0.14 26.21 
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โซเดียมไฮดรอกไซด์ แล๎วให๎ความร๎อนในสารละลายกรดซัลฟุริกที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส   
ตามด๎วยการยํอยสลายโดยใช๎เอมไซม์เซลลูเลส และหมักด๎วยเชื้อ Z. mobilis เป็นกระบวนการที่
เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพดแล๎ว โดยมีผลผลิตเอทานอลสูงถึง 0.22 มิลลิลิตรตํอ
กรัม และเมื่อเทียบกับงานวิจัยของ Kahar และคณะ  (2010) พบวํา ได๎ผลผลิตสูงกวํา นอกจากนี้เมื่อ
พิจารณาปริมาณเอมไซม์ที่ใช๎ยํอยสลาย พบวํา งานวิจัยนี้ใช๎เอนไซม์น๎อยกวําอีกด๎วย แตํเมื่อเทียบกับ
งานวิจัยของ Li และคณะ (2010) พบวํา มีผลผลิตเอทานอลต่ ากวํา เนื่องจากงานวิจัยดังกลําวยํอย
สลายซังข๎าวโพดด๎วยเอนไซม์ ถึง 4 ชนิด ในการยํอย 2 คร้ัง ซึ่งจะท าให๎มีน้ าตาลในการหมักมากกวํา 
จึงท าให๎ได๎ปริมาณเอทานอลสูงกวํา 

สํวนการผลิตเอทานอลจากชานอ๎อยโดยการปรับสภาพโดยการแชํในสารละลายโซเดียม  
ไฮดรอกไซด์ ตามด๎วยการยํอยสลายโดยใช๎เอมไซม์เซลลูเลส และหมักด๎วยเชื้อ Z. mobilis 
เชํนเดียวกับซังข๎าวโพด พบวํา ได๎ผลผลิตเอทานอลเทํากับ 0.14 มิลลิลิตรตํอกรัม ซึ่งคํอนข๎างต่ าเมื่อ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Salas และคณะ  (2009) และ Carrasco และคณะ  (2010) เน่ืองจากใน
งานวิจัยดังกลําวท าการปรับสภาพด๎วยความร๎อนรํวมกับความดัน ทั้งยังใช๎เอนไซม์ในการหมักที่มี  
แอคติวิตีสูงกวําในงานวิจัยนี้ ดังตารางที่ 4.8 ดังนั้นในงานวิจัยตํอไปจึงควรมีการพัฒนาปรับปรุง
ขั้นตอนการปรับสภาพวัตถุดิบ หรือการยํอย เพื่อให๎สามารถมีเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลให๎มี
ประสิทธิภาพสูงสุดตํอไป 

เมื่อเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลที่ได๎กับชีวมวลอ่ืนๆ นอกเหนือจากซ งข๎าวโพดและ  
ชานอ๎อย โดยเรียงล าดับปริมาณเอทานอลที่ผลิตได๎จากมากไปหาน๎อยได๎ดังนี้ คือ เหง๎ามันส าปะหลัง
ในงานวิจัยของ พรรณวิไล ( 2545) 0.86 มิลลิลิตรตํอกรัม , ไม๎ยูคาลิปตัสในงานวิจัยของ วนิดา  
(2551) 0.51 มิลลิลิตรตํอกรัม, ไม๎ปอพลาร์ในงานวิจัยของ Chang และคณะ (2001) 0.24 มิลลิลิตร
ตํอกรัม, หญ๎าสวิตซ์ในงานวิจัยของ Chang และคณะ ( 2001) ผักตบชวาในงานวิจัยของ Mishima 
และคณะ ( 2008) และซังข๎าวโพดในงานวิจัยนี้ 0.22 มิลลิลิตรตํอกรัม, ดอกจอกในงานวิจัยของ 
Mishima และคณะ ( 2008) 0.20 มิลลิลิตรตํอกรัม, ฟางข๎าวสาลีในงานวิจัยของ Linde และคณะ 
(2008) 0.17 มิลลิลิตรตํอกรัม, ชานอ๎อยในงานวิจัยนี้ และกากวํานหางจระเข๎ในงานวิจัยของ Salas 
และคณะ (2010) 0.14 มิลลิลิตรตํอกรัม ดังแสดงในตารางที่ 4.9 
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ตารางที่ 4.8 เปรียบเทียบผลการผลิตเอทานอลที่ได๎จากการยํอยสลายและหมักเซลลูโลสที่ใช๎ในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ  
 

วัสดุชีวมวล จุลินทรีย ์
สภาวะในการหมัก ความเข๎มข๎น

น้ าตาลเริ่มต๎น  
(กรมั/ลิตร) 

ผลผลิต 
เอทานอล 

 (กรัม/กรัม) 

ผลผลิต 
เอทานอล 

 (มิลลิลิตร/กรัม) 
เอกสารอ๎างอิง 

พีเอช 
อุณหภูมิ 

(OC) 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
ซังข๎าวโพด S. cerevisiae 5.0 38 168 - 0.18 0.23 Chang และคณะ, 2001 

ชานอ๎อย S. cerevisiae 5.0 30 48 50.08 0.12 0.15 Salas และคณะ, 2009 

ชานอ๎อย S. cerevisiae TMB3400 - 30 72 20.00 0.17 0.22 Carrasco และคณะ, 
2010 S. cerevisiae TMB3006 - 30 72 20.00 0.36 0.46 

Pichia stipitis CBS6054 - 30 72 20.00 0.09 0.11 

ซังข๎าวโพด S. cerevisiae NBRC2114 5.0 30 48 - 0.12 0.15 Kahar, Taku และ  
Tanaka, 2010 

ซังข๎าวโพด E. coli ATCC_ 55124 และ  
S. cerevisiae ATCC_ 200062  

5.0-7.0 37 120 - 0.28 0.36 Li, Kim และ Nghiem, 
2010 

ซังข้าวโพด Z. mobilis TISTR 405 5.45 30 48 3.94 0.17 0.22 งานวิจัยนี ้

ชานอ้อย Z. mobilis TISTR 405 5.08 30 48 3.93 0.11 0.14 งานวิจัยนี ้

6
8
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4.9 เปรียบเทียบผลการผลิตเอทานอลที่ได๎จากการยํอยสลายและหมักเซลลูโลสที่ใช๎ในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ  

วัสดุชีวมวล จุลินทรีย ์
สภาวะในการหมัก ความเข๎มข๎น 

น้ าตาลเริ่มต๎น  
(กรัม/ลิตร) 

ผลผลิต 
เอทานอล 

(กรัม/กรัม) 

ผลผลิต 
เอทานอล 

(มิลลิลิตร/กรัม) 
เอกสารอ๎างอิง 

พีเอช 
อุณหภูมิ 

(OC)  
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
ฟางข๎าว S. cerevisiae TISTR 5013 5.0 30 96 2.70 - - ระวีวรรณ, 2538 

หญ๎าสวิตซ์ S. cerevisiae 5.0 38 168 - 0.17 0.22 Chang และคณะ, 2001 

ไม๎ปอพลาร ์ S. cerevisiae 5.0 38 168 - 0.19 0.24 Chang และคณะ, 2001 

เหง๎ามันส าปะหลัง Z. mobilis TISTR 405 5.0 30 60 25.00 0.68 0.86 พรรณวิไล, 2545 

ไม๎ยูคาลิปตัส S. cerevisiae Sc90 5.0 35 96 - 0.40 0.51 วนิดา และคณะ, 2551 

ยอดและใบอ๎อย S. cerevisiae strain 765 13 30 240 - - - Dawson และ Boopathy, 
2007 

ฟางข๎าวสาลี S. cerevisiae 5.0 35 72 - 0.13 0.17 Linde และคณะ, 2008 

ผักตบชวา E. coli KO11 5.0 37 96 - 0.17 0.22 Mishima และคณะ, 2008 

ดอกจอก E. coli KO11 5.0 37 96 - 0.16 0.20 Mishima และคณะ, 2008 

ฟางข๎าว S. cerevisiae และ P. stipitis 6 30 79 - - - Jeung และคณะ, 2010 

กากวํานหางจระเข ๎ S. cerevisiae 5.0 30 48 56.37 0.11 0.14 Salas และคณะ, 2010 

6
9 
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4.6 การประเมินศักยภาพของการผลิตเอทานอลจากซังข้าวโพดและชานอ้อย 
 
 ผลผลิตข๎าวโพดเลี้ยงสัตว์ ในปีการผลิต  2553/2554 มีเนื้อที่เพาะปลูกรวมทั้งประเทศ  7.11 
ล๎านไรํ โดยมีผลผลิตรวมทั้งประเทศ  4.49 ล๎านตัน โดยผลผลิตข๎าวโพด 1 ตันจะได๎สํวนประกอบ
หลักเป็นเมล็ดข๎าวโพดประมาณ 800 กิโลกรัม และได๎ซังข๎าวโพดประมาณ 200 กิโลกรัม  จาก
ผลผลิตจะได๎เมล็ดข๎าวโพด 3.59 ล๎านตัน และซังข๎าวโพดประมาณ 9 แสนตัน ซึ่งเมล็ดข๎าวโพด มี
ความต๎องการใช๎ภายในประเทศ 3.3 ล๎านตัน เหลือส าหรับสํงออกประมาณ 3 แสนตัน ในขณะที่  
ซังข๎าวโพดเหลือ ประมาณ 2.4 แสนตัน เมื่อคิดศักยภาพของชีวมวลในการผลิตเอทานอลจาก  
ซังข๎าวโพด พบวํา มีปริมาณ 215 ลิตรตํอตันซังข๎าวโพด  ดังนั้นจึงสามารถผลิตเป็นเอทานอลได๎ 1.6 
แสนลิตรตํอวัน หรือ 58.05 ล๎านลิตรตํอปี ดังตารางที่ 4.10 
 

ตารางที่ 4.10 ประมาณการการผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพด 
ประมาณการการผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพด 

ผลผลิต ล๎านตัน/ป ี
ข๎าวโพด1 4.49 
เมล็ดข๎าวโพด2 3.59 
ซังข๎าวโพด2 0.90 

ความต้องการใช้  
เมล็ดข๎าวโพดภายในประเทศ3 3.30 
เมล็ดข๎าวโพดสํงออก3 0.29 
ซังข๎าวโพด4 0.63 

เหลือซังข๎าวโพด 0.27 
ผลผลิตเอทานอล (ล๎านลิตรตํอวัน) 0.16 

 
ที่มา:  

1. ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554 
2. กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล๎อม, 2548 
3. สมาคมแป้งมันส าปะหลังไทย, 2554 
4. กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2551 
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ด๎านผลผลิตอ๎อยในปีการผลิต  2553/2554 มีผลผลิตอ๎อย รวมทั้งประเทศ ประมาณ 82.50  
ล๎านตัน และผลผลิตกากน้ าตาล 3.71 ล๎านตัน เมื่อใช๎กากน้ าตาลส าหรับการบริโภคภายในประเทศ
และสํงออกไปจ าหนํายตํางประเทศจ านวน  1.90 ล๎านตันแล๎ว จะเหลือกากน้ าตาลส าหรับผลิต  
เอทานอล 1.81 ล๎านตัน จากความสามารถในการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล 250  ลิตรตํอตัน จึง
ได๎เอทานอลประมาณวันละ 1.24 ล๎านลิตร  สํวนกากอ๎อยโดยผลผลิต อ๎อย 1 ตัน จะได๎กากอ๎อย
ประมาณ 270 กิโลกรัม  จากผลผลิตจึงมีกากอ๎อย 22.27 ล๎านตัน น าไปใช๎ภายในประเทศ 20.05  
ล๎านตัน ท าให๎เหลือกากอ๎อยเพียง 2.22 ล๎านตัน เมื่อคิดจากศักยภาพในการผลิตเอทานอลจากกาก
อ๎อย 139 ลิตรตํอตัน ใช๎ผลิตเอทานอลได๎ประมาณวันละ 0.85 ล๎านลิตร ตํอวัน ท าให๎ผลผลิต  
เอทานอลรวมเป็น  2.09 ล๎านลิตรตํอวัน หรือ 762.85 ล๎านลิตรตํอปี ดังตารางที่ 4.11  

 
ตารางที่ 4.11 ประมาณการการผลิตเอทานอลจากอ๎อย 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
                       ที่มา:  

1. ส านักงานคณะกรรมการอ๎อยและน้ าตาลทราย, 2554 
2. กลุํมมิตรผล, 2009 
3. กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2551 
4. สมาคมการค๎าผู๎ผลิตเอทานอลไทย, 2554 

 

ประมาณการการผลิตเอทานอลจากอ๎อย 
ผลผลิต ล๎านตัน/ปี 
อ๎อย1 82.50 
กากน้ าตาล1 3.71 
กากอ๎อย2 22.27 

ความต้องการใช้  
กากน้ าตาลภายในประเทศ1 1.40 
กากน้ าตาลสํงออก1 0.50 
กากอ๎อย3 20.05 

เหลือกากน้ าตาล 1.81 
เหลือกากอ๎อย 2.22 
ผลผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล (ล๎านลิตรตํอวัน)4 1.24 
ผลผลิตเอทานอลจากกากอ๎อย (ล๎านลิตรตํอวัน) 0.85 
ผลผลิตเอทานอลรวม (ล๎านลิตรตํอวัน) 2.09 



 

บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 
 

5.1. สรุปผลการวิจัย 
 

การศึกษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากชีวมวลที่เป็นวัสดุเหลือทิ้งจาก 
อุตสาหกรรม การเกษตร  2 ชนิด  ได๎แกํ ชานอ๎อยและซังข๎าวโพด โดยการน ามาปรับสภาพด๎วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดซัลฟุริก และความร๎อน กํอน  แล๎วยํอยสลายเซลลูโลสด๎วยเอนไซม์  
เซลลูเลส จากนั้นหมักด๎วยเชื้อ Z. mobilis โดยใช๎น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวลด๎วย
เอนไซม์เป็นแหลํงคาร์บอนเพื่อผลิตเอทานอลในระดับห๎องปฏิบัติการ สรุปได๎ ดังนี้ 

1) สภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพซังข๎าวโพด คือ การปรับสภาพด๎วยการแชํใน
สารละลายสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข๎มข๎นร๎อยละ 2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล๎ว
ต๎มในสารละลายกรดซัลฟุริกร๎อยละ 1 ที่อุณหภูม ิ170 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที 
สํวนสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพชานอ๎อย  คือ การแชํในสารละลายสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ร๎อยละ 2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเทํานั้น ซึ่งท าให๎ซังข๎าวโพดและ 
ชานอ๎อยมีอัตราสํวนองค์ประกอบ เซลลูโลสมากขึ้นร๎อยละ 26 และ 24 ตามล าดับ และลด
อัตราสํวนของเฮมิเซลลูโลสและลิกนินลงด๎วย 

2) การยํอยสลายชีวมวล ที่ปรับสภาพแล๎วเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ ด๎วยเอนไซม์เซลลูเลส พบวํา การ
ใช๎เอนไซม์เซลลูเลส ความเข๎มข๎นของ 10 FPUตํอกรัมชีวมวล ที่พีเอช 5 เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สามารถ เปลี่ยน เซลลูโลสในซังข๎าวโพดและชานอ๎อย เป็น
น้ าตาลรีดิวซ์ ร๎อยละ 40 และ 41 ตามล าดับ  ซึ่งมากกวําซังข๎าวโพดและชานอ๎อย ที่ไมํปรับ
สภาพที่ท าการยํอยสลายด๎วยสภาวะเดียวกัน ประมาณ 1.8 และ 1.6 เทํา ตามล าดับ 

3) เมื่อน ามาหมักด๎วยเชื้อ Z. mobilis พบวํา สภาวะการหมักที่เหมาะสม คือ ที่ พีเอช 5 อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เขยําด๎วยอัตราเร็ว 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าให๎ได๎ปริมาณ
เอทานอลจากซังข๎าวโพดและชานอ๎อยร๎อยละ 35.93 และ 26.21 ของเอทานอลที่ผลิตได๎เมื่อ
เทียบกับคําทางทฤษฎี ตามล าดับ  ซึ่งมากกวําการหมักด๎วยยีสต์ S. cerevisiae และการหมัก
ด๎วยเชื้อผสมระหวําง Z. mobilis และ S. cerevisiae 

4) การค านวณสมดุลมวลสารของกระบวนการผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพดและชานอ๎อยโดย
ใช๎สภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองตั้งแตํการปรับสภาพ การยํอยสลายและการหมัก 
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พบวํา การใช๎ซังข๎าวโพด 1 ตัน จะสามารถผลิตเอทานอลได๎สูงถึง 215 ลิตร สํวนชานอ๎อยมี
ศักยภาพต่ ากวําซังข๎าวโพดมาก โดยชานอ๎อย 1 ตันสามารถผลิตได ๎139 ลิตร 

5) จากผลการประเมินศักยภาพของชีวมวลเชิงวัตถุดิบที่มีในประเทศไทยซึ่งมีปริมาณ  
ซังข๎าวโพดและชานอ๎อย  0.27 และ 2.22 ล๎านตันตามล าดับ ในปี 2553 สรุปได๎วํา  
ซังข๎าวโพดและชานอ๎อยมีศักยภาพในการผลิตเอทานอลสูง สามารถผลิตเอทานอลได๎สูงถึง 
58.05 และ 762.85 ล๎านลิตรตํอปี ตามล าดับ  

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
  

การพัฒนาการผลิตเอทานอลจากซังข๎าวโพดและชานอ๎อยในระดับอุตสาหกรรม ตํอไปนั้น
จ าเป็นต๎องค านึงถึงปัจจัยอื่นๆอีกมาก เน่ืองจากชีวมวลแตํละชนิดเจริญเติบโตได๎ในพื้นที่ที่ตํางกัน 
ศักยภาพชีวมวลตํางกัน นอกจากนี้ยังมีความเหมาะสมกับกระบวนการผลิตที่แตกตํางกันอีกด๎วย  
จึงเสนอแนะ ดังนี ้

1) ควรวิเคราะห์ถึงความคุ๎มทุนและต๎นทุนในทางเศรษฐศาสตร์ การเพาะปลูก การเก็บเกี่ยว 
การขนสํง และกระบวนการผลิต เพื่อศึกษาความเป็นไปได๎ที่จะน ามาใช๎เป็นวัตถุดิบในการ
ผลิตเอทานอลให๎ได๎จริง  

2) การปรับปรุงและพัฒนาการปรับสภาพด๎วยวิธีทางกายภาพและชีวภาพ เพื่อลดคําใช๎จํายใน
การใช๎สารเคมีปรับสภาพและเป็นการท าให๎เซลลูโลสออกมาจากโครงสร๎างมาก ในขณะที่
มีเฮมิเซลลูโลสแลลิกนินหลงเหลืออยูํน๎อย ทั้งยังเป็นการลดมลพิษที่อาจเกิดจากสารเคมี 

3) การพัฒนาผลิตเอนไซม์เซลลูเลสขึ้นเองในประเทศไทย ให๎มีประสิทธิภาพในการยํอยสลาย
ชีวมวลมากขึ้น เพื่อให๎ได๎น้ าตาลรีดิวซ์ปริมาณมาก  ในขณะที่ใช๎เอนไซม์เซลลูเลส เพียง
เล็กน๎อย ซึ่งเป็นการลดต๎นทุนส าหรับเอนไซม์เซลลูเลส 

4) การพัฒนาเชื้อจุลินทรีย์ในการหมักให๎มีความสามารถในการผลิตเอทานอลมากขึ้น หรือ
พัฒนาสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ใช๎หมักให๎มีประสิทธิภาพมากขึ้น ไมํวําจะเป็นความสามารถใน
การใช๎น้ าตาลให๎ได๎หลายชนิด การทนตํอเอทานอลผลผลิตที่เพิ่มสูงขึ้น หรือความสามารถ
ในการยํอยสลายพร๎อมการหมักในคราวเดียวกัน เพื่อให๎ได๎ปริมาณเอทานอลสูง และเป็น
การลดคําใช๎จํายและระยะเวลาในการผลิตให๎น๎อยลง 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารเคมีและอาหารเล้ียงเชื้อ 
 
1. สารเคมีส าหรับการวิเคราะห์ลักษณะองค์ประกอบของชีวมวลโดยวิธี TAPPI 203 om-88 
 

1.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข๎มข๎น 17.5 เปอร์เซ็นต ์
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 175 กรัม ในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
1.2 สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเข๎มข๎น 0.5 นอร์มัล 
ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 24.52 กรัมในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
1.3 สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐานเข๎มข๎น 0.1 นอร์มัล 
ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 4.904 กรัมในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
1.4 สารละลายเฟอรัสแอมโมเนียซัลเฟตเข๎มข๎น 0.1 นอร์มัล 
ละลายเฟอรัสแอมโมเนียซัลเฟต 40.5 กรัมในน้ ากลั่น เติมกรดซัลฟุริกเข๎มข๎น 10 มิลลิลิตร

ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด๎วยน้ ากลั่น ท าการหาคําความเข๎มข๎นที่แนํนอนทุกครั้งที่ใช๎ 
1.5 สารละลายฟีนานโธรลีนอินดิเคเตอร์ 
ละลาย 1, 10 ฟีนานโธรลีนโมโนไฮเดรต  1.5 กรัม กับเฟอรัสซัลเฟต 0.7 กรัม ในน้ ากลั่น 

100 มิลลิลิตร ใช๎เป็นอินดิเคเตอร์ในการไตเตรต 
1.6 สารละลายกรดซัลฟุริกเข๎มข๎น 3 นอร์มัล 
คํอยๆเทกรดซัลฟุริกเข๎มข๎นปริมาตร 83.5 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ที่มีน้ ากลั่นบรรจุอยูํ ปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
 

2. สารเคมีส าหรับปรับสภาพชีวมวล 
 
2.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข๎มข๎น 2 เปอร์เซ็นต ์
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 20 กรัม ในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

 2.2 สารละลายกรดซัลฟุริก 2 เปอร์เซ็นต ์
คํอยๆเทกรดซัลฟุริกเข๎มข๎นปริมาตร 20.41 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ที่มีน้ ากลั่นบรรจุอยูํ 

ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
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3. สารเคมีส าหรับหาความสามารถในการท างานของเอนไซม์  (FPU assay) โดยวิธีของ Mandel 
และ Stembery 

 
3.1 สารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์เข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ พีเอช 4.8 
ละลายโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรต 14.72 กรัม ในน้ ากลั่นประมาณ 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอช

เป็น 4.8 ด๎วยกรดไฮโดรคลอริก 3 โมลาร์ ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
3.2 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 
ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 5 กรัมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 8 กรัม ใน  

น้ ากลั่น 200 มิลลิลิตร ท าให๎ละลายเป็นเนื้อดียวกันในอํางควบคุมอุณหภูมิที่ 70 องศาเซลเซียส 
และคํอยๆ ละลายโพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรตอีก 150 กรัม จนได๎สารละลายใส ปรับปริมาตร
เป็น 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดทึบแสงที่อุณหภูมิห๎อง 

  
4. อาหารส าหรับเชื้อ Zymomonas mobilis 
 

4.1 อาหารแข็งส าหรับเลี้ยงและเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์  (Nutrient agar)  มีสูตรอาหารดังนี้ 
 กลูโคส     20 กรัม 
 เปบโตน    10 กรัม 
 สารสกัดยีสต์    5   กรัม 
 วุ๎นผง     15 กรัม 
 น้ ากลั่น     1   ลิตร 

ละลายสํวนผสมทั้งหมดยกเว๎นผงวุ๎นในน้ ากลั่นประมาณ 900 มิลลิลิตร แล๎วคํอยๆเทวุ๎นผง
ลงไป จากนั้นปรับปริมาตรให๎เป็น 1 ลิตร ต๎มให๎วุ๎นละลาย น าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที หากเป็นอาหารเลี้ยงชนิดเหลว 
(Broth) เตรียมเชํนเดียวกันแตํไมํเติมวุ๎นผง 

4.2  อาหารเหลวส าหรับเตรียมเชื้อหมักเร่ิมต๎นและการหมักน้ าตาลรีดิวซ์  
 กลูโคส     40  กรัม  
 สารสกัดยีสต์    10  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต 1.5 กรัม 
 แอมโมเนียซัลเฟต   1    กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต   0.5 กรัม 
 น้ ากลั่น     1    ลิตร 
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ละลายสํวนผสมทั้งหมดในน้ ากลั่นประมาณ 900 มิลลิลิตร ปรับพีเอชตามที่ก าหนด ปรับ
ปริมาตรให๎เป็น 1 ลิตร น าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที หากเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎จากการยํอยสลายชีวมวลปรับสภาพเตรียม
เชํนเดียวกันไมํใสํน้ าตาลกลูโคส แตํเติมน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได๎แทน 

 
 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับ Saccharomyces cerevisiae 

 
5.1 อาหารแข็งส าหรับเลี้ยงและเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ Yeast malt agar (YMA) 

 กลูโคส     10  กรัม  
 สารสกัดยีสต์    3    กรัม 
 สารสกัดมอลต์    3    กรัม 
 เปบโตน    5    กรัม 
 วุ๎นผง     20  กรัม 
 น้ ากลั่น     1    ลิตร 

ละลายสํวนผสมทั้งหมดยกเว๎นผงวุ๎นในน้ ากลั่นประมาณ 900 มิลลิลิตร แล๎วคํอยๆ
เทวุ๎นผงลงไป จากนั้นปรับปริมาตรให๎เป็น 1 ลิตร ต๎มให๎วุ๎นละลาย น าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

5.2 อาหารเหลวส าหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ Yeast malt broth (YMB) 
 กลูโคส     20  กรัม  
 สารสกัดยีสต์    3    กรัม 
 สารสกัดมอลต์    3    กรัม 
 แอมโมเนียมซัลเฟต   5    กรัม 
 น้ ากลั่น     1    ลิตร 

ละลายสํวนผสมทั้งหมดในน้ ากลั่นประมาณ 900 มิลลิลิตร ปรับพีเอชตามที่ก าหนด 
จากนั้นปรับปริมาตรให๎เป็น 1 ลิตร น าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีการวิเคราะห์ 
 

1. การวิเคราะหล์ักษณะองค์ประกอบของชีวมวลโดยวิธี TAPPI 203 om-88 
 

การวิเคราะห์ลักษณะองค์ประกอบของชีวมวลจะวิเคราะห์องค์ประกอบ 3 ชนิด ได๎แกํ 
 แอลฟาเซลลูโลส เป็นเซลลูโลสที่แท๎จริง ไมํสามารถละลายได๎ในโซเดียมไฮดรอกไซด์

ความเข๎มข๎น 17.5 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  
 เบต๎าเซลลูโลส หรือเฮมิเซลลูโลส เป็นเซลลูโลสที่สามารถละลายได๎ในโซเดียม 

ไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎น 17.5 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  
 แกมมําเซลลูโลส เป็นเซลลูโลสที่สามารถละลายได๎ดีในโซเดียมไฮดรอกไซด์ความ

เข๎มข๎น  17.5 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสและสารละลายกรดเจือจาง แตํสามารถ
ตกตะกอนได๎โดยใช๎แอลกลอฮอร์ 
 

วิธีการวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลสเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน  
1. ชั่งชีวมวลหนัก 1.5 กรัมน้ าหนักแห๎ง ใสํลงบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร บันทึกน้ าหนัก

ชีวมวลไว๎ เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข๎มข๎น 17.5 เปอรเซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปิด
ด๎วยกระจกนาฬิกา จับเวลาทันทีที่เติมสารละลาย น าไปกวนบนเคร่ืองกวนสาร 30 นาที เติมน้ ากลั่น 
100 มิลลิลิตร หลังครบเวลากวนให๎เข๎ากันต้ังทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 30 นาที 

2. กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนออกโดยทิ้งสารละลายใส 10 มิลลิลิตรแรกของการ
กรอง เก็บสารละลายใสเพื่อน าไปวิเคราะห์ 100 มิลลิลิตร 

3. วิเคราะห์ปริมาณแอลฟา-เซลลูโลส (เซลลูโลส) 
3.1 ปิเปตสารละลายจากข๎อ 2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสํขวดรูปชมพูํขนาด 250 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเข๎มข๎น 0.5 นอร์มัล 10 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 50 
มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากัน 

3.2 คํอยๆเทกรดซัลฟุริกเข๎มข๎นปริมาตร 30 มิลลิลิตรลงไป โดยเอียงขวดท ามุม 45 องศา
กับพื้นเพื่อป้องกันการเดือดอยํางรุนแรงของสารละลาย ตั้งทิ้งไว๎ให๎เย็น 

3.3 หยดอินดิเคเตอร์ 2–4 หยด น าไปไตเตรตกับสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่
ทราบความเข๎มข๎นแนํนอน จนสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองอมส๎มเป็นสีน้ าตาลอมมํวง 
บันทึกปริมาตรสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟต 
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3.4 เตรียมสารละลายแบลงค์ ( Blank) โดยปิเปตโซเดียมไฮดรอกไซด์เข๎มข๎น 17.5 
เปอร์เซ็นต์ 5 มิลลิลิตร ใสํขวดรูปชมพูํขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีน้ ากลั่นบรรจุอยูํ 5 มิลลิลิตร 
แล๎วท าวิธีเดียวกับสารละลายในข๎อ 3.1 – 3.3 

3.5 การค านวณ 
แอลฟา-เซลลูโลส (เปอร์เซ็นต)์ = 100 – [6.85 (V2-V1) x N x 20 / AW] 
เมื่อ V1 = ปริมาตรเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใช๎ในการไตเตรตกับสารตัวอยําง, 

มิลลิลิตร 
V2  = ปริมาตรเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใช๎ในการไตเตรตกับแบลงค์, 

มิลลิลิตร 
N = ความเข๎มข๎นที่แนํนอนของสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟต, นอร์มัล 
A = ปริมาตรสารละลายตัวอยํางที่ใช๎, มิลลิลิตร 
W = น้ าหนักชีวมวล, กรัม 
6.85 = มิลลิกรัมสมมูลของสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ท าปฏิกิริยา
พอดีกับเซลลูโลส 

4. วิเคราะห์ปริมาณแกมมํา-เซลลูโลส 
4.1 ปิเปตสารละลายจากข๎อ 2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรลงในกระบอกตวงที่มีจุกปิด เติม

กรดซัลฟุริกความเข๎มข๎น 3 นอร์มัล ปริมาตร 50 มิลลิลิตรผสมให๎เป็นเน้ือเดียวกัน ให๎  
ความร๎อน 70-90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2-3 นาที เพื่อให๎ตกตะกอนอยํางสมบูรณ์แล๎ว
กรองสารละลายโดยเก็บสํวนวิเคราะห์วิธีเดียวกับข๎อ 3.1-3.3 

4.2 การค านวณ 
แกมมํา-เซลลูโลส = [6.85 (V4-V3) x N x 20 / AW] 
เมื่อ V3 = ปริมาตรเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใช๎ในการไตเตรตกับสารตัวอยําง, 

มิลลิลิตร 
V4 = ปริมาตรเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใช๎ในการไตเตรตกับแบลงค์, มิลลิลิตร 

5. วิเคราะห์ปริมาณเบต๎า-เซลลูโลส (เฮมิเซลลูโลส) 
เบต๎า-เซลลูโลส = 100 – (แอลฟา-เซลลูโลส + แกมมํา-เซลลูโลส) 

6. วิเคราะห์ปริมาณลิกนิน 
ปริมาณลิกนิน = 100 – เปอร์เซ็นต์เซลลูโลส – เปอร์เซ็นต์เฮมิเซลลูโลส 
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24. การวิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซ์ (DNS method) 
 

1. ปิเปตสารละลายตัวอยํางที่จะวิเคราะห์ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง  โดยมี 
ตัวท าละลายเป็นสารละลายแบลงค์ 

2. เติมสารละลายไดไนโตรซาลิไซลิก 1 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากัน 
3. น าไปต๎มในอํางควบคุมอุณหภูมิที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล๎วท าให๎เย็น

โดยแชํในน้ าแข็งเพื่อหยุดปฏิกิริยา 
4. เติมน้ ากลั่น 10 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง เขยําให๎เข๎ากันแล๎วน าไปวัดคําการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  
5. น าคําการดูดกลืนแสงที่วัดได๎มาค านวณหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์จากกราฟมาตรฐาน 
 
การสร๎างกราฟมาตรฐาน 
1) อบกลูโคสที่อุณหภูมิ 105-110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใช๎เตรียม

สารละลายมาตรฐานกลูโคสที่มีความเข๎มข๎น 3 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร  เตรียมหลอดทดลองให๎มี
สารละลายมาตรฐานกลูโคสที่มีความเข๎มข๎นตํางๆ โดยใช๎สูตรการค านวณคือ N1V1 = N2V2  

N1 คือ ความเข๎มข๎นของสารละลายน้ าตาลกลูโคสเร่ิมต๎น 3 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร 
V1 คือ ปริมาตรของสารละลายน้ าตาลกลูโคสเร่ิมต๎นที่ต๎องใช๎ตามตารางชํองที่ 2 
N2 คือ ความเข๎มข๎นของสารละลายน้ าตาลกลูโคสที่ต๎องการตามตารางชํองที่ 4 
V2 คือ ปริมาตรของสารละลายน้ าตาลกลูโคสเร่ิมต๎น 1 มิลลิลิตร ดังตารางข๎างลํางนี้ 
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หลอดท่ี สารละลายกลูโคส  
 เข้มข้น 3 มก./มล.  

(มล.) 

น้ ากลั่น  
(มล.) 

ความเข้มข้นกลูโคส  
(มก./มล.) 

1 0.0 1.0 0.0 
2 0.1 0.9 0.3 
3 0.2 0.8 0.6 
4 0.3 0.7 0.9 
5 0.4 0.6 1.2 
6 0.5 0.5 1.5 
7 0.6 0.4 1.8 
8 0.7 0.3 2.1 
9 0.8 0.2 2.4 
10 0.9 0.1 2.7 
11 1.0 0.0 3.0 

 
2) ท าตามข๎อ 2-4 ของการวิเคราะห์สารตัวอยําง 
3) น าคําที่ได๎มาเขียนกราฟมาตรฐาน และหาคําความชัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ าตาลกลูโคส 
 



87 

 

3. การหาความสามารถในการท างานของเอนไซม์ (FPU assay) 
 
การหาความสามารถในการท างานของเอนไซม์ในการยํอยกระดาษกรอง โดยใช๎วิธีของ 

Mandel และ Stembery มีวิธีการดังนี้ 
1. ใสํกระดาษกรอง เบอร์ 1 ขนาด 1x6 เซนติเมตร จ านวน 50 มิลลิกรัม ลงในหลอด

ทดลองขนาดกลาง 
2. เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์เข๎มข๎น 0.05 โมลาร์ ที่มีความเป็นกรดดําง 4.8 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร และเติมสารละลายเอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตร เขยําให๎เข๎ากัน 
3. น าไปอุํนในอํางควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
4. เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาโดยการต๎มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที แยกตะกอนออกโดย

เคร่ืองปั่นเหว่ียง น าสํวนใสไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 
5. ค านวณหาคําแอกทิวิตีของเซลลูเลส 
 

 การค านวณหาคําแอกทิวิตีของเซลลูเลส  
ก าหนดให๎ 1 ยูนิตของเอนไซม์ คือ ปริมาณเอนไซม์ที่ยํอยสลายสารต้ังต๎นให๎เป็นกลูโคส 1 

ไมโครโมล ภายใน 1 นาที ภายใต๎สภาวะที่ใช๎ทดสอบ นั่นคือ  
1 ยูนิตของเอนไซม์ = 1 ไมโครโมลของกลูโคสที่ถูกปลํอยออกมาใน 1 นาที 
    = 0.180 มิลลิกรัมของกลูโคสที่ถูกปลํอยออกมาใน 1 นาที 
 

กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม มีคําเทํากับ    1 ไมโครโมล 
ถ๎าเอนไซม์ยํอยสลายได๎กลูโคส  X มิลลิกรัม จะมีคําเทํากับ  X      หรือ 5.556X ไมโครโมล 
                0.180 

 ในระยะเวลา 60 นาที กลูโคสถูกปลํอยออกมาเทํากับ 5.556X ไมโครโมล 
 ระยะเวลา 1นาที จะมีกลูโคสถูกปลํอยออกมาเทํากับ 5.556X หรือ 0.0926X ไมโครโมล/นาที 

   60 
เมื่อใช๎เอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตร จะมีกลูโคสเทํากับ 0.0926X ไมโครโมล/นาที 
ถ๎าใช๎เอนไซม์ 1.0 มิลลิลิตร จะมีกลูโคสเทํากับ 0.0926X หรือ 0.185X ไมโครโมล/นาที/มิลลิลิตร 
              0.5 
ซึ่งเทํากับ 0.185X ยูนิต/มิลลิลิตร (Filter paper units: FPU/มิลลิลิตร) 
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4. การหาปริมาณเอทานอลโดยวิธี Gas Chromatography (GC) 
  

เก็บตัวอยํางที่ได๎จากการหมักมาปั่นเหว่ียงด๎วยความเร็ว 15,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายสํวนใสปริมาตร 420 ไมโครลิตร มาผสมด๎วยน้ ากลั่น
ปริมาตร 280 ไมโครลิตร ใสํใน ขวดVial ปิดปากขวดให๎แนํนผสมให๎เข๎ากัน แล๎วน าไปวิเคราะห์หา
ปริมาณเอทานอลโดยใช๎ GC ภายใต๎สภาวะดังนี้ 
 

ชนิดของ column    : DB-WAX ขนาด 30.0 m. x 0.53 mm. 
อุณหภูมิของ column : 45  องศาเซลเซียส 
ชนิดของ detector : Flame ionization detector (FID) 
อุณหภูมิของ detector : 260 องศาเซลเซียส 
ก๏าซตัวพา (carrier gas) : H2 (อัตราการไหล 60 ml/min) 
ปริมาตรฉีด : 1 ไมโครลิตร 
อุณหภูมิของ injector : 250 องศาเซลเซียส 

น าคําที่ได๎เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ระหวํางอัตราสํวนพื้นที่ใต๎กราฟกับ ความเข๎มข๎น
ของเอทานอล  (กรัมตํอลิตร ) เพื่อใช๎ในการ ค านวณหาปริมาณเอทานอล  (กรัมตํอลิตร)  และคิดเป็น
เปอร์เซ็นต์ของเอทานอลที่ผลิตได๎จริงเมื่อเทียบกับคําเอทานอลที่ผลิตได๎ทางทฤษฎี 
 
 การสร๎างกราฟมาตรฐานเอทานอล  

1) เตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอลที่มีความเข๎มข๎น 10 กรัมตํอลิตร โดยใช๎ เอทานอล  
99.9 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 12.67 มิลลิลิตร ผสมน้ ากลั่นแล๎วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
เตรียมหลอดทดลองให๎มีสารละลายมาตรฐานเอทานอลที่มีความเข๎มข๎นตํางๆ ดังนี้ 

หลอด
ที่ 

สารละลายเอทานอล 
(ไมโครลิตร) 

น้ ากลั่น 
 (ไมโครลิตร) 

ความเข๎มข๎นเอทานอล 
(กรัมตํอลิตร) 

1 0 1000 0.0 
2 100 900 1.0 
3 150 850 1.5 
4 200 800 2.0 
5 250 750 2.5 
6 300 700 3.0 
7 350 650 3.5 
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2) น าสารละลายมาตรฐานเอทานอลที่ได๎ปริมาตร  420 ไมโครลิตร มา ผสมด๎วยน้ ากลั่น
ปริมาตร 280 ไมโครลิตร ใสํในขวดVial ปิดปากขวดให๎แนํนผสมให๎เข๎ากัน แล๎ว น าไป
วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลโดยใช๎ GC เพื่อสร๎างกราฟมาตรฐานเอทานอล 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
กราฟมาตรฐานของเอทานอล 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตัวอยํางโครมาโทแกรมของสารละลายเอทานอลมาตรฐาน  
(Retention time 2.207 นาที พื้นที่ 103921 ความสูง 23553 ความเข๎มข๎น 0.984 กรัมตํอลิตร) 
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ตัวอยํางโครมาโทแกรมในการวิเคาะห์เอทานอลในน้ าหมัก  
(Retention time 2.198 นาที พื้นที่ 126244 ความสูง 49827 ความเข๎มข๎น 1.195 กรัมตํอลิตร) 
 

การค านวณหาเปอร์เซ็นต์ของเอทานอลที่ผลิตได๎จริงเมื่อเทียบกับคําเอทานอลที่ผลิตได๎ทาง
ทฤษฎี 
 น าปริมาณเซลลูโลสของชีวมวลแตํละชนิดที่วิเคราะห์ได๎มาค านวณหาปริมาณเอทานอลที่
ผลิตได๎ทางทฤษฎี เมื่อคิดในกรณีที่สามารถเปลี่ยนเซลลูโลสไปเป็นน้ าตาลกลูโคสได๎อยํางสมบูรณ์  
และน้ าตาลที่ได๎เปลี่ยนเป็นเอทานอลได๎ทั้งหมด ดังนี้ 
 ปริมาณน้ าตาลกลูโคส  (เปอร์เซ็นต)์ = ปริมาณเซลลูโลส (เปอร์เซ็นต)์ x 1.111 
 

จากสมการการใช๎น้ าตาลของ Zymomonas mobilis ในทางทฤษฎีสามารถเปลี่ยนน้ าตาล
กลูโคสไปเป็นเอทานอลได๎ 49.8 เปอร์เซ็นต์ และคาร์บอนไดออกไซด์ 50.2 เปอร์เซ็นต์ ดังนี้ 

 
C

6
H

12
O

6 
  1.8 C

2
H

5
OH + 1.9 CO

2 
 

 180 กรัม  1.8 x 46 กรัม  1.9 x 44 กรัม 
    49.8 เปอร์เซ็นต์  50.2 เปอร์เซ็นต์ 
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ปริมาณเอทานอล (กรัมตํอกรัมเซลลูโลส) = ปริมาณน้ าตาลกลูโคส (เปอร์เซ็นต)์ x 0.498  
                  100 
 
ปริมาณเอทานอล (มิลลิลิตรตํอกรัมเซลลูโลส) = ปริมาณเอทานอล (กรัมตํอกรัมเซลลูโลส) 
          0.789 

* 0.789 = ความหนาแนํนของเอทานอล (กรัมตํอมิลลิลิตร) 

ปริมาณเอทานอล (มิลลิลิตรตํอกรัมชีวมวล) = เอทานอล (มล. /กรัม เซลลูโลส) x กรัมเซลลูโลส 
             กรัมชีวมวล 
 
ร๎อยละของเอทานอลที่ผลิตได๎เมื่อเทียบกับทางทฤษฎี = ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได๎จริง x 100 
          ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได๎ทางทฤษฎี 
 
ร๎อยละการเปลี่ยนน้ าตาลเป็นผลิตภัณฑ์ (%Conversion)  = น้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมต๎น-น้ าตาลที่เหลือ x100 

               น้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมต๎น 
 

5. การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Z. mobilis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

การเจริญเติบโตของเชื้อ Z. mobilis  
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
 
 นายปรเมษฐ สุขชุํม เกิดวันที่ 14 พฤษภาคม พ.ศ. 2529 ที่จังหวัดกาญจนบุรี  
ระดับปริญญาตรีส าเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต เกียรตินิยมอันดับสอง สาขาชีวเคมี  
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2551 จากนั้นได๎เข๎าศึกษาตํอใน
หลักสูตรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต สาขา วิชาวิศวกรรมสิ่งแวดล๎อม คณะวิศวกรรมศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2552 ในขณะที่ศึกษาได๎รับทุนการศึกษาจากกรมพัฒนา
พลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน กระทรวงพลังงาน และ ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ 
และได๎เผยแพรํผลงานวิจัยในการประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์ วิศวกรรมและสิ่งแวดล๎อม คร้ังที่ 3 
(CESEM 3) ณ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ระหวํางวันที่ 14 – 15 มีนาคม พ.ศ. 2554 
โดยน าเสนอด๎วยวาจาในหัวข๎อเร่ือง  Effect of thermo-chemical pretreatment on bioethanol 
production from agro-industrial residuals และในงานประชุมวิชาการ  The 2011 International 
Conference on Energy, Environment and Sustainable Development (EESD 2011) ณ Shanghai 
University of Electric Power ประเทศจีน ระหวํางวันที่ 21 – 23 ตุลาคม พ.ศ. 2554 โดยน าเสนอด๎วย
วาจาในหัวข๎อเร่ือง  Effect of thermo-chemical pretreatment on bioethanol production from 
corncobs และได๎ตีพิมพ์ฉบับสมบูรณ์ในรายงานการประชุม 
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