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เซลลูโลสเปนสวนประกอบที่สําคัญในเหงามันสําปะหลัง  ที่ใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอล  โดย

ปกติเซลลูโลสจะอยูรวมกับสวนประกอบอื่น  ไดแก  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  ซึ่งเปนตัวขัดขวางการเขาทํา
ปฏิกิริยาของเซลลูโลสกับเอนไซมในปฏิกิริยาการยอย  ดังนั้นในการผลิตจะตองทําการแยกสวนประกอบดังกลาว
ออกจากโครงสรางของเหงามันสําปะหลัง ในขั้นการปรับสภาพ  ซึ่งในงานวิจัยใชวิธีการปรับสภาพดวยสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  โดยพบวาวิธีการปรับสภาพวิธีที่ดีที่สุด คือ การแชเหงามันสําปะหลังในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 90 นาที  จะไดตะกอนเหงามันสําปะหลังที่มีเซลลูโลสประกอบอยู 96.46 %  เฮมิเซลลูโลส 1.85 %   และ
ลิกนิน 1.69 %  จากเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพโดยการบด แตยังไมผานการปรับสภาพ
ทางเคมี ซึ่งมีสวนประกอบคือ เซลลูโลส 82.14 %  เฮมิเซลลูโลส 11.41 %  และลิกนิน 6.45 %   ตะกอนเหงามัน
สําปะหลังที่ไดนําไปยอยดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  โดยใชความเขมขนของเอนไซมตอกรัมเซลลูโลสเทากับ 4.079 
หนวย FPUตอกรัมเหงามันสําปะหลัง  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร  ที่มีคาความเปนกรด
ดาง เทากับ 4.8  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  โดยใชเวลาในการยอย 24  ชั่วโมง  ที่สภาวะดังกลาวเปนสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการยอยโดยสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซได 8.30 กรัมตอลิตร  และเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามัน
สําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซเทากับ 21.62 %   

เมื่อนําน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายเหงามันสําปะหลังมาเลี้ยงเชื้อ Zymomonas  mobilis  
strain  TISTR 405  ซึ่งเปนสายพันธุเดียวกับ ATCC 10988  พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย
การเลี้ยงเชื้อในสารอาหารที่มีน้ําตาลรีดิวซ 25 กรัมตอลิตร  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  และปรับคาความเปน
กรด-ดางใหเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อคือที่ 5.0  เมื่อทําการหมักในสภาวะแบบไมใชออกซิเจน  เปนเวลา 60 
ชั่วโมง  จะไดเอทานอล 10.60 กรัมตอลิตร เปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลเปนผลิตภัณฑเปน 69.84 %  คาผลได
ของเซลลจากสารอาหารเพื่อการเจริญเติบโต (yX/S) 0.14 กรัมตอกรัม  คาผลไดของผลิตภัณฑจากสารอาหาร 
(yP/S) 0.68 กรัมตอกรัม  และอัตราการผลิตเอทานอล  0.30 กรัมตอลิตร⋅ชม. 
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Cellulose, the  important  component  in  cassava  rhisome,  can  be  used  as   precursor  in  

the  production  of  ethanol.  The  other  components  in  cassava  rhisome  such  as  hemicellulose  
and  lignin  are  the  inhibitors  of  the  reaction  between  cellulose  and  enzyme  in  enzymatic  
hydrolysis.  These  must  be  separated  in  the  pretreatment  step.  The  cassava  rhisome  was  
treated  with  2.0 M NaOH  for  24  hours  at  room  temperature  and  refluxed  at  50 0C  for  90  
minutes.  The  treated  cassava  rhisome  contained  96.46 % cellulose,  1.85 % hemicellulose  and  
1.69 % lignin,  compared  with  the  untreated  cassava  rhisome,  which  contained  82.14 % 
cellulose,  11.41 % hemicellulose  and  6.45 % lignin.  The  pretreated  cassava  rhisome  residue  
was  subjected  to  cellulose  hydrolysis  at  the  concentration  of  enzyme-to-cellulose  ratio  of  
4.079 unit FPU : 1 g,  in  0.05 M Citrate  buffer  at  pH 4.8  and  then  heated  in  a  shaking  
waterbath  at  50 0C  for  24  hours  to  produce  the  reducing  sugar  to  support  the  fermentation.  
The  concentration  of  reducing  sugar  was  8.30  g/l  and  the  percentage  of  conversion  was  
21.62. 

Enzyme  hydrolysate  from  cassava  rhisome  was  used  to  cultivated  the  strain  of  
Zymomonas  mobilis  TISTR  405  as  same  as  ATCC  10988.  The  study  on  ethanol  production  
revealed  that  the  optimal  condition  for  Zymomonas  mobilis  TISTR  405  to  grow  in  cassava  
rhisome  hydrolysate  were  25 g/l  reducing  sugar  concentration  at  30 0C.  The  reducing  sugar  
solution  was  fermented  at  pH 5.0  by  anaerobic  condition  for  60  hours.  Under  these  
conditions,  the  maximal  ethanol  production  of  10.60 g/l  were  obtained,  the  percentage  of  
conversion  was  69.84.  The  cell  yield (yX/S),  ethanol  yield (yP/S)  and  specific  ethanol  productivity  
were  0.14 g/g,  0.68 g/g  and  0.30 g/l⋅hr  respectively 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1   ความสําคัญและที่มาของงานวิจัย 

 
ปญหาการขาดแคลนพลังงานเปนปญหาที่ทั่วโลกใหความสนใจเปนอันมาก  ดังเห็นไดจาก

แนวโนมการศึกษาเพื่อหาแหลงพลังงานทดแทนจากดานตางๆ เชน  พลังงานแสงอาทิตย  พลังงาน
จากความรอนใตพิภพ  ฯลฯ  มาใชแทนพลังงานจากน้ํามันดิบ   วัสดุเหลือใชทางการเกษตรเปนอีก
แหลงหนึ่งที่ไดรับความสนใจจากนักวิทยาศาสตรเนื่องจากหาไดงาย  มีราคาถูก  และยังมีสารอาหาร
บางอยางเหลืออยูในปริมาณที่นาจะนํากลับมาใชประโยชนไดอีก 

 
เหงามันสําปะหลัง (สุวรรณ  แสงเพ็ชร, 2542) เปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดหนึ่งที่มี

มากถึง 6 ลานตันตอป  ในปจจุบันไดนําเหงามันสําปะหลังเพียงบางสวนเทานั้นมาเผาเปนเชื้อเพลิง  
แตบางสวนไมไดนํามาใชประโยชนใดๆจึงกลายเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร      แตถานํามา
วิเคราะหดูองคประกอบในเหงามันสําปะหลังจะพบวามีเซลลูโลสอยูในปริมาณมาก  ดังนั้นถาเรา
สามารถนําเหงามันสําปะหลังมาแปรรูปใหเปนผลิตภัณฑที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจ เชน กลูโคส  ก็จะ
เปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือใชชนิดนี้  เนื่องจากกลูโคสใชเปนสารตั้งตนในการผลิตผลิตภัณฑ
หลายประเภท เชน  แอลกอฮอล   กรดซิตริก   ผงชูรส   ซอรบิทอล   อุตสาหกรรมการผลิตยาตางๆ   
และเปนสวนผสมในอุตสาหกรรมอาหาร  นอกจากนี้ยังเปนการสงเสริมอุตสาหกรรมตางๆ ภายใน
ประเทศ  ชวยลดตนทุนในการผลิต  และชวยลดการสั่งซื้อผลิตภัณฑตางๆ จากตางประเทศ  ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงไดมุงเนนที่จะนําเหงามันสําปะหลังมาใชในการผลิตเอทานอล 

 
เอทานอล(ethanol) (ธีรภัทร  ศรีนรคุตร, 2544)  หรือที่เรียกอีกชื่อวา  เอทิลแอลกอฮอล 

(ethyl  alcohol) เปนสารอินทรียมีสัญลักษณทางเคมีคือ  C2H5OH  เปนของเหลวใส ไมมีสี ระเหย
งาย ละลายในน้ําและในสารอินทรียอ่ืนๆ ไดดี   ซึ่งเอทานอลยังมีประโยชนอีกหลายประการ  เชน ใช
เปนเครื่องดื่มแอลกอฮอล ใชในการผลิตยา  ใชเปนตัวทําละลายในการผลิตผลิตภัณฑอุตสาหกรรม  
ใชเปนเชื้อเพลิงเพื่อขับเคลื่อนเครื่องยนต  และใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนใหแกน้ํามันเบนซินสําหรับ
รถยนต เปนตน            

 



 2

การผลิตเอทานอลเพื่อใชงานในปจจุบันแบงออกเปน 2 ชนิดตามวิธีการผลิต คือ synthetic  
ethanol  เปนเอทานอลชนิดที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมี โดยใชเอทิลีน (ethylene) เปนวัตถุดิบ  
และ fermentation  ethanol  เปนเอทานอลชนิดที่ผลิตโดยวิธีการหมักสารชีวมวล  แตเดิมจะนิยมใช
วิธีการสังเคราะหเอทานอล  เพราะเปนกระบวนการที่รวดเร็วและไมยุงยาก  แตตองใชสารเริ่มตนที่
เปนผลผลิตจากปโตรเลียม ซึ่งในปจจุบันมีการขึ้นราคาน้ํามันปโตรเลียมและเกิดภาวะการขาดแคลน 
น้ํามันปโตรเลียมจงึทําใหตนทุนการผลิตสูงขึ้น  ทําใหนักวิทยาศาสตรเร่ิมสนใจผลิตเอทานอลจาก
กระบวนการหมักสารชีวมวลมากขึ้นเพราะจะไดตนทุนที่ถูกกวา 

  
การนําเซลลูโลสจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลตอง

ประกอบดวยขั้นตอนที่สําคัญดังนี้คือ  ขั้นตอนการปรับสภาพสารประกอบเซลลูโลส (pretreatment)  
โดยกําจัดองคประกอบอื่นๆ อันไดแก ลิกนิน (lignin)   และเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)   เพื่อใหมี
โครงสรางที่เหมาะสม และเพิ่มพื้นที่ในการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซม  ข้ันตอนการยอยสลายเซลลูโลส 
(hydrolysis) ดวยกรดหรือเอนไซม  เพื่อใหไดน้ําตาลรีดิวซ   และขั้นตอนการหมัก (fermentation) เปน
การนําน้ําตาลรีดิวซมาใชในการผลิตเอทานอล  ดวยกระบวนการหมักโดยใชเชื้อจุลินทรีย   โดยจุลินทรีย
ที่สามารถผลิตเอทานอลไดมีหลายชนิด แตที่สําคัญที่สุดคือยีสตในจีนัส Saccharomyces ซึ่งสามารถ
ผลิตเอทานอลไดในปริมาณสูง  ตอมาพบวานอกจากยีสตแลวยังมีแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งที่มีความ
สามารถผลิตเอทานอลไดในปริมาณสูง  แบคทีเรียชนิดนี้คือ Zymomonas mobilis 

 
ในปจจุบันไดมีการวิจัยการผลิตเอทานอลโดยใช  Zymomonas  mobilis      ทั้งนี้เนื่องจากมี

คุณสมบัติที่เหมาะสมหลายประการในการผลิตเอทานอล เชน  ความสามารถในการสรางเอทานอลได
ในปริมาณสูง  ความสามารถในการเจริญเติบโตไดในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูง  ความสามารถในการ
เจริญเติบโตไดในสภาพที่มีกรดสูง ความสามารถในการเจริญเติบโตไดในที่มีเอทานอลสูงเปนตน  ดังนั้น
ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใชเชื้อ Zymomonas  mobilis  TISTR 405 ซึ่งเปนสายพันธุเดียวกับ ATCC 10988 
จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วท.)  ในการผลิตเอทานอล 
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1.2   วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

1.2.1    เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยเหงามันสําปะหลังโดยเอนไซมเซลลูเลส 
1.2.2 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล โดยใชน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอย

สลายเหงามันสําปะหลังดวยเอนไซมเปนแหลงคารบอนสําหรับเลี้ยงเชื้อ 
 
 

3   ขอบเขตงานวิจัย 
 

1.3.1 ศึกษาหาปริมาณเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในเหงามันสําปะหลังที่ได
ผานการปรับสภาพทางเคมีดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน
และอุณหภูมิตางๆ 

1.3.2 ศึกษาผลของความเปนกรดดาง  อุณหภูมิ  ความเขมขนของเอนไซมเซลลูเลส  
และเวลาที่มีตอการยอยสลายเหงามันสําปะหลังดวยเอนไซม 

1.3.3 ศึกษาการผลิตเอทานอลจากสารละลายน้ําตาลรีดิวซ ที่ไดจากการยอยสลาย
เหงามันสําปะหลังดวยเอนไซม 

1.3.4 ศึกษาผลของความเปนกรดดางเริ่มตน  และความเขมขนของสารละลายน้ําตาล  
รีดิวซที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิหอง 

 
 

1.4   ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1.4.1 เปนการใชประโยชนจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่มีจํานวนมากและราคาถูก 
1.4.2 เปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งมีคานอยใหมีมูลคาสูงขึ้น 
1.4.3 เปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการนําเอาเหงามันสําปะหลังไปใชในการผลิตเอทานอล

ในชนบท 
1.4.4 เปนแนวทางในการศึกษาวิจัยตอไป 
 

 



บทที่ 2 
 

ทฤษฎี 
 
2.1   เหงามันสําปะหลัง 
 

มันสําปะหลังเปนพืชในตระกูล Euphorbiaceae  มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Manihot  
esculentacrantz  มีชื่อทางการคาวา cassava  หรือ  tapioca  มีถิ่นกําเนิดเดิมอยูทางทวีป
อเมริกาใต  ตอมาไดขยายไปสูแหลงอื่นๆ ของโลก  สําหรับประเทศไทยมีการนํามันสําปะหลังเขา
มาปลูกที่ภาคใตเปนครั้งแรกเพื่อใชทําแปงและสาคู  ตอมาไดขยายพื้นที่ปลูกมายังภาคตะวันออก
ไดแก ชลบุรี  ระยอง และจังหวัดใกลเคียง  เนื่องจากมีสภาพดิน ฟา อากาศ และสภาพแวดลอมที่
เหมาะสมตอการปลูก  ดังนั้นจึงไดมีการขยายพื้นที่ปลูกอยางรวดเร็วไปสูภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
ซึ่งในปจจุบันนี้ไดกลายเปนแหลงปลูกที่ใหญที่สุดของประเทศไทย 

 
2.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตรของมันสําปะหลัง 

 
มันสําปะหลังเปนไมพุมขนาดเล็กประกอบดวยลําตนที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 

2-6 เซนติเมตร  สูงประมาณ 1-4 เมตร  สีของลําตนจะแตกตางกันไปตามพันธุ  ดังรูปที่ 2.1 
 
ก)                                                                          ข) 
 
 
 
 
 
 
 
                                                            

 
รูปที่ 2.1    ก)  แสดงลักษณะของตนมันสําปะหลัง 
                ข)  แสดงรากของตนมันสําปะหลัง 
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สวนที่อยูใกลยอดมีสีเขียว  สวนแกที่ต่ําลงมาอาจมีสีน้ําเงิน  สีเหลือง  หรือสีน้ําตาล  ใบ
ของตนจะมีสีเขียวเขมมีลักษณะเปนแฉกๆ ตั้งแต 5-9 แฉก   รากของลําตนจะเปนแบบรากฝอย 
(fibrous  root  system)  รากเหลานี้เปนคลังสะสมอาหารมีลักษณะโตเรียก “หัว”  หัวของมัน
สําปะหลังนี้จะมีประมาณ 5-15 หัว  มีความยาว 15-100 เซนติเมตร  มีเสนผาศูนยกลาง 3-15 
เซนติเมตร  โดยมแีปงเปนสวนประกอบที่สําคัญ  ดังรูปที่ 2.2 

 
 
 
 
 
 
 

 
          รูปที่ 2.2  แสดงลักษณะหัวของตนมันสําปะหลัง 

 
เหงามันสําปะหลังเปนสวนที่อยูเหนือรากของลําตนมันสําปะหลัง โดยจะรวมถึงสวนโคน

ของลําตนมันสําปะหลังอีกประมาณ 30 เซนติเมตร  ซึ่งคนและสัตวกินไมได  จึงตองหั่นหรือสับให
เปนชิ้นเล็กแลวตากแดดใหแหง (cassava rhisome chip) นําไปใชเปนเชื้อเพลิง  แตเนื่องจากใน
ประเทศไทยมีเหงามันสําปะหลังในปริมาณมาก  นําไปใชเปนเชื้อเพลิงแคเพียงบางสวนเทานั้น และ
สวนใหญก็กลายเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  แตเมื่อนํามาวิเคราะหสวนประกอบจะพบวามี 
เซลลูโลสอยูในปริมาณมาก  ในงานวิจัยนี้จึงไดนําเหงามันสําปะหลังมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิต 
เอทานอล เพื่อเปนการพัฒนาผลิตภัณฑทางการเกษตรใหมีมูลคามากขึ้น 

 
 
 

 
เหงามันสําปะหลัง 

                  
 
 

รูปที่ 2.3  แสดงลักษณะเหงามันสําปะหลัง (ธีรภัทร,2544) 
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2.2 สวนประกอบในเซลลพืช 
 

พืชเปนแหลงทรัพยากรธรรมชาติประเภทที่ใชแลวเกิดกลับมาใชไดใหมในระยะเวลาอันสั้น  
ดังนั้นพืชจึงเปนแหลงสารประกอบอินทรียแหลงใหญที่สําคัญในอนาคต  สวนประกอบหลักของพืช
ไดแก เซลลูโลส (cellulose)  เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  และลิกนิน (lignin)  ดังรูปที่ 2.4 และ
รูปที่ 2.5 ซึ่งมีปริมาณที่แตกตางกันไปขึ้นกับชนิดและภาวะที่เจริญเติบโตของพืชนั้นๆ ดังแสดงใน
ตารางที่ 2.1  การนําสวนประกอบของพืชชนิดตางๆ มาใชใหเหมาะสมกับงานและเกิดประโยชนสูง
สุด จึงจําเปนตองทราบลักษณะโครงสรางของพืชและปริมาณสวนประกอบตางๆ ที่มีในพืชนั้นๆ 
ดวย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.4  แสดงสวนประกอบในผนังเซลลพืช 
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องคประกอบสวนใหญ 
    ในผนังเซลลพืช 
 
 
 

ลิกนิน                                โพลีแซคคาไรด 
(โฮโลเซลลูโลส) 

 
 
 
     เซลลูโลส                                             โพลีแซคคาไรด 
                                                             ชนิดที่ไมมีเซลลูโลส 

                                                              (เฮมิเซลลูโลส) 
 การยอยสลาย 

ใหน้ําตาลดี-กลูโคส 
 

การยอยสลายใหสาร 
    โมเลกุลเดี่ยว 
 
 
 

 
 

หมูอะเซทิล                   กรดยูโรนิค                    น้ําตาลเพนโตส                   น้ําตาลเฮกโซส 
  และกรดเมททอกซิลยูโรนิค           (ไซโลส)                              (กลูโคส) 

   (อะราบิโนส)                         (แมนโนส) 
      (กาแลคโตส) 

 
 

รูปที่ 2.5   แสดงการแยกองคประกอบในเซลลพืช(Greulch V.A.,1973  อาง 
ถึงใน ปราณี  สถิรพิพัฒนกุล, 2532) 
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ตารางที่ 2.1   แสดงปริมาณเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน ในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
(ปยวรรณ  สายมโนพันธ และ พัชรินทร  ฉัตรประเสริฐ, 2540; Martin A.M.,1991) 
 

สวนประกอบทางเคมี (%) ชนิดของวัสดุ
เหลือทิ้งทางการ
เกษตร 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา 

เศษไมที่เหลือทิ้ง 45-56 10-25 18-30 - 
 

ฟางขาว 32.1 24 12.5 17.5 
 

ฟาวขาวสาลี 30.5 28.4 18.0 2.4 
 

ชานออย 33.4 30 18.9 2.4 
 

ซังขาวโพด 45 35 15 - 
 

ตนมันสําปะหลัง 32.2 13.85 26.96 - 
 

 
 

2.2.1   เซลลูโลส (cellulose)  
   
เปนสวนประกอบที่มีมากที่สุดในเซลลพืช  พบตามผนังเซลลของพืชทุกชนิด  มีหนาที่ชวย

ทําใหพืชมีโครงสรางแข็งแรง  ในธรรมชาติจะไมพบเซลลูโลสในรูปอิสระแตมักจะพบรวมกับลิกนิน  
เฮมิเซลลูโลส  กัม  เพนโตแซน  แทนนิน  ไขมัน  และสารเกิดสี เปนตน 

 
2.2.1.1   ลักษณะโครงสรางของโมเลกุลเซลลูโลส (ระวีวรรณ  แกลวกลา, 2538;  

Joban และ Carl-Joban, 2000) 
  

เซลลูโลสเปนคารโบไฮเดรตชนิดโพลีแซคคาไรด (polysaccharide)  ที่ประกอบดวย
โมเลกุลของดี-กลูโคส (D-glucose)  ในรูปเบตา-ดี-กลูโคไพราโนส (β-D-glucopyranose)  หลาย
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โมเลกุลเรียงตอกันเปนโครงสรางคลายลูกโซ  แตละโมเลกุลจับกันดวยพันธะ1,4-ไกลโคสิดิก (1,4-
glycosidic  bond) ที่คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 1 ของกลูโคสกับคารบอนอะตอมตําแหนงที่ 4 
ของกลูโคสโมเลกุลถัดไป 

 
 โดยรูปแบบ (conformation) ของการจัดเรียงตัวของหนวยดี-กลูโคสจะอยูในลักษณะเปน

รูปเกาอี้ (chair  form)  แตละโมเลกุลในสายเซลลูโลสจะเชื่อมตอกันดวยพันธะไฮโดรเจน 
(hydrogen  bond) ระหวางหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl  group, -OH) ที่คารบอนตําแหนงที่ 3 กับ
ออกซิเจนที่อยูในวงแหวน (ring) ของโมเลกุลถัดไป  และเชื่อมตอระหวางสายเซลลูโลสที่ขนานกัน
ดวยพันธะไฮโดเจนระหวางคารบอนตําแหนงที่ 6 กับออกซิเจนที่เชื่อมระหวางโมเลกุลดี-กลูโคสใน
อีกสายหนึ่ง  การจัดเรียงตัวของโมเลกุลเซลลูโลสมีลักษณะเปนเสนตรงไมมีแขนงยอย  มีสูตรเคมี
ทั่วไปคือ – (C6H10O5)-n  เมื่อ n คือจํานวนหนวยของดี-กลูโคสทั้งหมดที่ประกอบกันเปนโครงสราง  
ดังรูปที่ 2.6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.6  ก)   สูตรโครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส 
ข) ลักษณะการจัดเรียงตัวของโมเลกุลกลูโคสในเซลลูโลส 

(Nisizawa, 1973  อางถึงใน สันทนา  เสถียรไพศาล, 2539) 

ก) 

ข) 



 10

หนวยยอยของ ดี-กลูโคส ตอ 1 โมเลกุลเซลลูโลส (degree  of  polymerization)  จะมีตั้ง
แต 15 หนวยจนถึง 14,000 หนวย  น้ําหนักโมเลกกุลมีคา 50,000 – 2,500,000 ดาลตัน (น้ําหนัก
โมเลกุลของกลูโคสเทากับ 180.16 ดาลตัน)   ความยาวของหนวยยอย ดี-กลูโคส 0.515 nm  และ
ความยาวทั้งหมดของโมเลกุลเซลลูโลสมีคามากกวา 5 um 

 
 จากการจัดเรียงตัวเหลานี้ทําใหสายเซลลูโลสเรียงตัวขนานซึ่งกันและกันอยางมีระเบยีบ  ใน

ลักษณะที่เรียกวา คลิสตัลไลนไมเซล (crystalline  micelles)  โดยแตละไมเซลประกอบดวยโมเลกุล
เซลลูโลสประมาณ 100 โมเลกุล  มีรูปรางเปนแถบหนา  ไมเซลประมาณ 10-20 ไมเซลจะมาเรียงตัว
เปนโครงสรางที่ใหญขึ้นเรียกวา ไมโครไฟบริล (microfibril)  ดังรูปที่ 2.7  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.7  ลักษณะของไฟบริล 
ก. กลุมไมโครไฟบริลที่เรียงตัวขนานกันดวยพันธะไฮโดรเจน 
ข. ภาพตัดตามยาวของไมโครไฟบริล 

 
 

ซึ่งสามารถแบงลักษณะโครงสรางเซลลูโลสในผนังเซลลพืชตามการจัดเรียงตัวของไมโคร
ไฟบริลได 3 ลักษณะคือ (Nisizawa และ Kayutosi, 1973 อางถึงใน ปราณี  สถิรพิพัฒนกุล, 2532) 

1)   ฟริงจไมเซลล (fringe  micelles)  คือ ไมโครไฟบริลที่เรียงตัวเปนร้ิวๆ ประกอบดวย
สวนที่เปนผลึก (crystalline)  และอสัณฐาน (amorphous)  รูปที่ 2.8 ก 
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2)    โครงสรางเซลลูโลสที่มวนหรือพับไปมาตามแกนของเสนใยเซลลูโลส  รูปที่ 2.8 ข 
3)   โครงสรางเซลลูโลสที่มีลักษณะเปนริบบินหนา  เกิดจากการมวนไปมาโดยตั้งฉากกับ

แกนของริบบิน  และริบบินจะมวนเปนเกลียว (helix)  รูปที่ 2.8 ค  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.8   โครงสรางเซลลูโลสที่พบในผนังเซลลของพืชทั่วไป 

 
 ผนังเซลลของพืชจะมีเซลลูโลสจัดเรียงตัวเปนแถบๆ ไมติดตอกันโดยตลอด  เมื่อเซลลแก

เต็มที่ภายในชองวางจะเต็มไปดวยลิกนิน  ดังรูปที่ 2.9  นอกจากนี้ยังมีโพลีแซคคาไรดอ่ืนๆ ที่ปะปน
อยูกับเซลลูโลสในผนังเซลลพืช  ไดแก  ไซแลน (xylan)  แมนแนน (mannan)  โพลียูโรไนด 
(polyuronide)  อะราแบน (araban)  และกาแลคแตน (galactan)  โดบมักพบในปริมาณที่นอย
กวาเซลลูโลส 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9   ผนังเซลลของพืชเมื่อเซลลเร่ิมแก 
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เซลลูโลสไมละลายน้ํา  สารอินทรียใดๆ และในสารละลายดางออน หรือกรดออน  แต
สามารถละลายไดดีในกรดแกหรือดางแก   ดังนั้นจึงสามารถแบงชนิดเซลลูโลสตามลักษณะการ
ละลายในกรดหรือดางไดเปน 3 ชนิด คือ (TAPPI, 2000-2001) 

1)   แอลฟา-เซลลูโลส  (α-cellulose)       เปนเซลลูโลสที่ไมละลายในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง 

2)   เบตา-เซลลูโลส   (β-cellulose)        เปนเซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง   แตสามารถตกตะกอนไดงายในสาร
ละลายที่มีสภาพเปนกรด 

3)  แกมมา-เซลลูโลส  (γ-cellulose)    เปนเซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง   และละลายไดในสารละลายกรดแต
สามารถตกตะกอนไดโดยใชแอลกอฮอล 

 
 
2.2.1.2   ปริมาณเซลลูโลสในพืชชนิดตางๆ  
 

ปริมาณของเซลลูโลสในสวนตางๆ ของพืชนั้น  จะมีมากนอยแตกตางกันไปขึ้นอยูกับจะ
เปนพืชชนิดใดและสวนไหนของพืช  ตัวอยางปริมาณเซลลูโลสที่พบในพืชชนิดตางๆ ดังแสดงใน  
ตารางที่ 2.2 

 
ตารางที่ 2.2  ปริมาณเซลลูโลสในพืชและสวนตางๆ ของพืช (James P. และ Casey, 1960; พิสุทธิ์  
พวงนาค, 2542) 
 

ชนิดพืช สวนตางๆ ของพืช ปริมาณเซลลูโลส 
(รอยละโดยน้ําหนัก) 

ขาว แกลบ (hulls) 
ฟาง (straw) 

42 
30-42 

ขาวโอต แกลบ (hulls) 
ฟาง (straw) 

51 
40 

ขาวบาเลย ฟาง (straw) 40 
ขาวโพด ตน (stover) 

ซัง (cobs) 
36-43 

28 
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ชนิดพืช 
 

สวนตางๆ ของพืช 
 

ปริมาณเซลลูโลส 
(รอยละโดยน้ําหนัก) 

ไมสน ลําตน 41-44 
ปาน เสนใย 65 
ฝาย เปลือกหุมเมล็ด 

เสนใย 
ลําตน (stalks) 

60 
91 
35 

ออย ตนแก 
ชานออย (bagasse) 

42 
48 

ถั่วเหลือง เปลือก 52 
สัปปะรด กากแหง 25 

 
 
 

2.2.2 เฮมิเซลลูโลส  (hemicellulose)  
 
 เฮมิเซลลูโลสเปนอินทรียสารที่พบมากเปนอันดับสองรองมาจากเซลลูโลส มีลักษณะเปน

โพลีเมอรของน้ําตาลเพนโตส (pentose)  ซึ่งสวนมากเปนดี-ไซแลน (D-xylan)  ที่ประกอบดวยน้ํา
ตาลไซโลส (xylose) หลายๆ โมเลกุลตอกันดวยพันธะ เบตา-1,4-ไกลโคสิดิก (ระวีวรรณ  แกลว
กลา, 2538; Ross, 1950)   ดังแสดงในรูปที่ 2.10  

 
 
 
 

 
 
 

 
 
รูปที่ 2.10   สูตรโครงสรางของเฮมิเซลลูโลส (Ericksson, Blanchette และ Ander,1990  อางถึงใน  

พิสุทธิ์  พวงนาค, 2542) 
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 สายโพลีเมอรของเฮมิเซลลูโลส มีลักษณะเปนเฮทเทอโรจีนัส(heterogenous) ประกอบ
ดวยโพลีแซคคาไรดหลายชนิดปนกัน คือ 

 
ก.   เพนโตแซน (pentosan)   สวนใหญเปนไซแลน และอะราแบน (araban)  เมื่อนําไป

ยอยจะไดน้ําตาลไซโลสและอะราบิโนส (arabinose)  ไซแลนเปนสารที่มีอยูในเฮมิเซลลูโลสมาก
กวาสารอื่น 

 
ข.   เฮกโซแซน (hexosan)   สวนใหญเปนแมนแนน (mannan)  กาแลคแทน (galactan)  

และกลูแคน (glucan)  เมื่อถูกยอยจะไดน้ําตาลแมนโนส (mannose)  กาแลคโตส (galactose)  
และกลูโคส  ตามลําดับ 

 
ค.   โพลยีูโรไนด (polyuronides)   สวนมากเปนสารประกอบของกรดโพลียูโรนิค 

(polyuronic  acid)  และยังพบกรดยูโรนิค (uronic  acid) ปนอยูดวย 
 

ขอแตกตางของเฮมิเซลลูโลสกับเซลลูโลสคือ   เฮมิเซลลูโลสสามารถถูกยอยดวยกรดสาร
ละลายเจือจาง  สามารถละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต  นอก
จากนี้สายโพลีเมอรของเฮมิเซลลูโลส  มีลักษณะเปนกิ่งกานสาขามากกวา  และมีความยาวของ
สายโพลีเมอรสั้นกวา  โดยมีความยาวประมาณ 40 หนวยกลูโคส (TAPPI, 2000-2001) 

 
 

2.2.3 ลิกนิน  (lignin)   
 
  เปนสารประกอบที่มีอยูในพืชรองลงมาจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  พบไดในสวนผนัง

เซลลชั้นที่สอง และ middle  lamella ของพืชชั้นสูง โดยในพืชที่ออนอยูจะมีลิกนินเพียงเล็กนอย 
และจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เมื่อพืชแกขึ้น  ลิกนินถูกสังเคราะหโดยกระบวนการที่เรียกวา lignification 
โดยโมเลกุลของลิกนินจะแทรกอยูในชองวางระหวาง cellulose  fibrils และสายของเฮมิเซลลูโลส  
ลิกนินที่พบในสวนของผนังเซลลจะทําหนาที่เสมือนเกราะปองกันการเขาทําลายของจุลินทรีย  และ
ปองกันเซลลูโลสจากการยอยอีกดวย  ดังรูปที่ 2.11 (Stephen  Y.L. และ Carlton  W.D., 1992) 

 
โครงสรางของลิกนิน เปนสารประกอบอะโรมาติก (aromatic  compound)  หรือเรียกวา

เปน      ฟโนลิกโพลีเมอร (phenolic  polymer)  โดยมีหนวยพีนิลโพรเพน (phenylpropane  unit)  
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รูปที่ 2.11  โมเลกุลลิกนินที่ยึดติดกับไมโครไฟบริลของเซลลูโลส (Brett 
 

เรียงตอกันแบบสุม (random)  ที่หนวยฟนอล (phenol  unit) อาจเปน กัวอิเอซิล (guaiacyl)  หรือ
ไซรินกิล (syringyl) ดังแสดงในรูป 2.12   ที่ตําแหนงแอลฟา  และเบตาของโมเลกุลลิกนิน  อาจเกิด
การเชื่อมกันระหวางโมเลกุล  หรือคารบอนในหนวยฟนอลอาจเกิดพันธะกับคารบอนในอีกหนวย
หนึ่งภายในสายโพลีเมอรที่ประกอบกันเปนโมเลกุลลิกนิน  ทําใหลิกนินมีโครงสรางที่แข็งแรง  ไม
ละลายน้ํา แตสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรียบางชนิด เชน ในเอทานอล หรือเมทานอลที่
รอนและในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.12   สูตรโครงสรางของลิกนิน (Glazer A.W.และ Nikaido H.,1995) 
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2.3  จลนพลศาสตรการเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง 
 

2.3.1  จลนพลศาสตรการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
 
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย เชน เชื้อรา ยีสต และแบคทีเรีย  ตองอาศัยสภาวะแวดลอม

ทางฟสิกส  เคมี  และสารอาหารที่เหมาะสม  ตัวอยางเชน  มีสารอาหารบริบูรณคือ มีทั้งแหลง
คารบอน  ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และ สารเรงการเจริญเติบโต (growth factor) ชนิดตางๆ ตลอด
จนการควบคุมอุณหภูมิและพีเอช  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมจุลินทรียจะใชสารอาหารจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อบางสวนเปนแหลงพลังงาน และบางสวนถูกใชไปเพื่อการเจริญเติบโต และสราง
ผลิตภัณฑ  จากการใชสารอาหารนี้ทําใหมวลของจุลินทรียเพิ่มข้ึนตามเวลาซึ่งสามารถอธิบายได
โดยงาย  ดังสมการที่ 2.1  การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นดังกลาวสามารถอธิบายไดจากจลนพลศาสตร
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย(Microbial growth  kinetic) (สาโรจน  ศิริศันสนียกุล และ ประวิทย  
วงศคงคาเทพ, 2538) 
 
 สารอาหาร + เซลล        ผลิตภัณฑที่ถูกขับออกมานอกเซลล + ปริมาณเซลลที่เพิ่มข้ึน 
 

  ΣS + X  →    ΣP + nX         (2.1) 
 
 การเจริญเติบโตของจุลินทรียตามเวลาในถังปฏิกรณแบบไมตอเนื่อง แบงออกไดเปน 5 
ระยะ ดังรูปที่ 2.13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.13  ลักษณะการเจริญของเซลลในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง 
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 1) ระยะปรับตัว (Lag  phase) หลังจากการถายเชื้อ (Inoculation) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ใหม  จุลินทรียยังคงไมมีการเจริญเติบโต  แตจะมีการปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมใหม  ระยะที่
ใชในการปรับตัวนี้ จะมากหรือนอยมีผลจากหลายปจจัย  เชน  อายุ  ความเขมขน  ปริมาณหัวเชื้อ  
ตลอดจนสารชวยการเจริญเติบโต (growth  factors)  เนื่องจากเมื่อเซลลอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม  
ความเขมขนของวิตามิน, กรดอะมิโน และ ไอออนตางๆ (เชน  Mg2+, Ca2+ และอื่นๆ)  อาจจะถูก
ถายเทผานผนังเซลลเปนผลใหความเขมขนต่ําลงอยางมาก   ซึ่งสารเหลานี้อาจเปนสิ่งจําเปนตอ
กิจกรรมของเอนไซมในวิธีเมแทบอลิซึม  และการเจือจางอาจไปลดอัตราการทํางานบางสวนใน 
pathway  ตัวอยางเชนในการเพาะเลี้ยง E. aerogenes  การเพิ่มความเขมขนของแมกนีเซียมใน
อาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการลดระยะเวลาในการปรับตัว  ดังรูปที่ 2.14  เนื่องจากแมกนีเซียมเปน
สารกระตุนการทํางานของเอนไซมฟอสฟาเทส (phosphatase) ของแบคทีเรียดังกลาวและยังมีผล
ตอการสังเคราะหกรดนิวคลีอิก  ในทํานองเดียวกัน ถาหัวเชื้ออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม ซึ่ง
ประกอบดวยแหลงคารบอนที่ตางจากเดิม จะเกิดระยะปรับตัวขึ้น เนื่องจากความตองการเอนไซม
ชนิดใหม เพื่อเหนี่ยวนําเขาสูกระบวนการสลายสารอาหารคารบอน  นอกจากนี้หัวเชื้อที่ใหระยะ
การปรับตัวสั้น เซลลในหัวเชื้อ ควรมีอายุนอยอยูในระยะการเจริญเติบโตทวีคูณ และตองเติมใน
ปริมาณมากเพียงพอ(ประมาณ 5-10%โดยปริมาตร) สําหรับในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง
ในระดับอุตสาหกรรมจะตองกําหนดใหระยะปรับตัวของจุลินทรีย มีชวงเวลาสั้นที่สุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.14  อิทธิพลของความเขมขนของ Mg2+  ตอระยะปรับตัวของการเลี้ยงเชื้อ 
 E. aerogenes  
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 2)  ระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (Log  หรือ  Exponential  phase)  ในชวงนี้เซลลมี
การปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมใหมแลว  เซลลจะมีการเพิ่มจํานวนและมวลขึ้นอยางรวดเร็วเปน
ทวีคูณ  (exponential) กับเวลาอยางตอเนื่อง และเปนชวงเวลาของ balanced  growth  ซึ่งทุก
องคประกอบของเซลลเจริญเติบโตดวยอัตราเดียวกัน  นั่นคือองคประกอบเฉลี่ยของเซลลเดียวยัง
คงประมาณไดคงที่ในชวงการเจริญเติบโตนี้  และในชวง balanced growth อัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะที่คํานวณจากทั้งจํานวนเซลลและมวลของเซลลจะไดคาเทากัน  สําหรับในระยะนี้อัตรา
การเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, µ )  มีคาเทากับ 
 
 
                                                          (2.2) 
 

เมื่อ             X   =   ความเขมขนของเซลลจุลินทรีย  (g/l) 
                   t    =   เวลา  (h) 
                  µ    =  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  (h-1) 

       
 

3)  ระยะการเจริญเติบโตแบบถดถอย (Declining growth phase)  เปนชวงที่อัตราการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียลดลง เนื่องจากสภาพที่ไมเหมาะสมหลายประการ 

 
- สารอาหารไมเพียงพอ เนื่องจากถูกใชหมดไปทําใหจุลินทรียชะงักการเจริญเติบโต 
- ปริมาณออกซิเจนไมเพียงพอ เนื่องจากมีปริมาณเซลลเพิ่มมากขึ้น ทําใหสภาพความ

หนืดเพิ่มข้ึน  อัตราการสงผานของออกซิเจนต่ําลง 
- การสะสมเพิ่มข้ึนของผลิตภัณฑบางชนิดที่เปนพิษยับยั้งการเจริญเติบโต     เชน     

  เอทานอลและผลิตภัณฑบางชนิด ทําใหพีเอชเปลี่ยนไป  เชน  กรดซิตริก  เปนตน 
- สารชวยการเจริญเติบโตถูกใชหมดไป  ไดแก วิตามิน และ โลหะไอออนตางๆ 
- สภาพแออัดของจุลินทรียเนื่องจากการเพิ่มจํานวนมากขึ้นทําใหพื้นที่ตอหนวยเซลล

ลดลง 
 

การเปลี่ยนแปลงสิ่งแวดลอมอยางรวดเร็วดังที่กลาวมาสงผลใหหลังจากชวงนี้ไปจะเปน   
unbalanced growth สําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยทั่วไปการเปลี่ยนแปลงในชวงนี้เกิดขึ้นใน
ชวงเวลาสั้นมาก 
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 4)  ระยะคงที่  (Stationary  phase)  เปนชวงที่อัตราการเจริญเติบโตสุทธิเปนศูนย  ซึ่งใน
ความเปนจริงแลวจุลินทรีย มีอัตราการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนแตมีคาเทากับอัตราการตาย  (Death  
rate)  ดังนั้นปริมาณเซลลจะมีคาคงที่เปนระยะเวลาหนึ่ง เนื่องจากเซลลยอยสลายกันเองเพราะ
ขาดแคลนอาหาร  (endogenous  metabolism) และเกิดการออกซิเดชัน สารพอลิเมอร  โปรตีน  
และ สารอื่นๆที่สะสมอยูในเซลล  ถึงแมวาในชวงนี้อัตราการเจริญเติบโตสุทธิจะเปนศูนย แตเซลล
บางชนิดยังมีการผลิตเมแทบอไลตทุติยภูมิ  (secondary metabolites) ซึ่งอาจเปนผลิตภัณฑที่
ตองการในกระบวนการหมัก  เชน การผลิต antibiotic 
 

5) ระยะตาย (Declining  phase)  ในระยะนี้อัตราการตายของจุลินทรียเพิ่มมากขึ้น     ซึ่ง  
สามารถอาศัยสมการ 2.3  เขียนแบบจําลองทางคณิตศาสตรขึ้นใหมอธิบายไดดังสมการที่ 2.4 

                         
d X   =   µ X                                                                    (2.3) 

                           dt 
 
d X   =   µ X  -  kdX                                                          (2.4)                                
 dt 
 

เมื่อ           kd   =   อัตราจําเพาะการตายของจุลินทรีย (h-1) 
 
 
ภายใตสภาพแวดลองที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย   kd มีคานอยมาก  

แตในระยะคงที่และระยะตาย  พบวา kd  มีคาเพิ่มข้ึน  แสดงวาสภาพแวดลอมไมเหมาะสมทําให
อัตราการตายของจุลินทรียเพิ่มข้ึนทําใหจุลินทรียสลายตัวเอง (autolysis)   อัตราการตายมีคามาก
กวาอัตราการเจริญเติบโตปริมาณเซลลจึงลดลงเรื่อยๆ 
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2.3.2  การคํานวณคาสัมประสิทธิ์ผลได  (yield  coefficient) 
 
 เพื่ออธิบายจลนพลศาสตรของจุลินทรียในการเจริญเติบโตเชื่อมโยงกับการใชสารอาหาร

และการสรางผลิตภัณฑไดดีขึ้น  จึงมีการนิยามพารามิเตอรที่เชื่อมโยงสัมประสิทธิ์ของปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้น (Stoichiometry)   และแสดงถึงประสิทธิภาพของการเปลี่ยนสารตั้งตนไปเปนเซลลและ
ผลิตภัณฑ  ซึ่งก็คือสัมประสิทธิ์ผลได (yield  coefficient)    โดยนิยามเปนอัตราสวนโดยมวลของ
ผลิตภัณฑตางๆในการหมักที่ไดมาจากการใชสารอาหาร  เชน 
 
 ผลไดของเซลลจากสารอาหาร    = การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของชวีมวล 

     การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารอาหาร 
      
     YX/S  =   ∆ X                (2.5) 
                                                                         -∆ S 

 
 ผลไดของผลิตภัณฑจากสารอาหาร   =   การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของผลิตภัณฑ 
                    การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารอาหาร 
 
     YP/S  =   ∆ P                (2.6) 
                                                                         -∆ S 
 

ในบางกรณีสัมประสิทธิ์ผลไดของชีวมวลที่วัดไดจากการทดลอง (observed  growth  
yield, YX/S.obs) อาจจะไมใชคาการใชสารอาหารเพื่อการเจริญเติบโตอยางแทจริงเนื่องจากมีสาร
อาหารบางสวนถูกใชไปเนื่องจากความตองการพลังงานในการดํารงชีวิตของจุลินทรีย  ซึ่งเปนคา
อิสระกับอัตราการเจริญเติบโต และยังมีสารอาหารบางสวนถูกใชไปเพื่อการสรางผลิตภัณฑ  ดวย
เหตุนี้การใชสารอาหารรวม (−∆S  )   จึงถูกแบงออกเปนสองสวนไดแก เปนการใชสารอาหารใน
การสรางเซลล   และสวนที่เหลืออยูเปนการใชสารอาหารเพื่อการดํารงชีวิตและการสรางผลิตภัณฑ  
ดังนั้นคาผลไดของเซลลที่แทจริง (  YX/S, G  )   แสดงไดดังสมการ 2.7 

 
    YX/S,G  =   ∆ X                                    (2.7) 
                                                               -∆ SG  
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คาผลไดของเซลลจากแหลงคารบอนและพลังงานสวนใหญมีคาประมาณ   1.0  +  0.4  
กรัม ชีวมวลตอกรัมของแหลงคารบอนที่ใช   [ Shuler  และ  Karge, 1992]   โดยตารางที่ 2.3  
แสดงตัวอยางของคา  YX/S  สําหรับสารอาหารและจุลินทรียชนิดตางๆ  ในบางการทดลองอาจจะ
พบวาคาสัมประสิทธิ์ผลไดไมใชคาคงที่ แตอาจจะเปนฟงกชันกับเวลา  หรือ สิ่งแวดลอมทางกาย
ภาพและเคมี  เปนผลจากการเปลี่ยนแปลงองคประกอบของเซลลจุลินทรีย ซึ่งในความเปนจริง
เซลลจะมีการจัดระบบของตัวเองในลักษณะที่ตางกันเมื่อสภาวะแวดลอมเปลี่ยนไป 

 
ตารางที่ 2.3  สรุปคาผลไดสําหรับการเจริญแบบใชอากาศของจุลินทรียชนิดตางๆ ในแหลง     

คารบอนตางชนิดกัน 
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2.3.3  ลักษณะการเกิดผลิตภัณฑ   (Product  formation) 
 
ผลิตภัณฑหลากหลายชนิดถูกสรางขึ้นโดยจุลินทรียจากหลายขบวนการที่เกิดขึ้นภายใน

เซลลในการเพาะเลี้ยงเชื้อ     และที่ผานมามีหลายรูปแบบที่ถูกเสนอขึ้นเพื่อแบงแยกผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้น    โดยแบบจําลองทางจลนพลศาสตรของการสรางผลิตภัณฑหนึ่งซึ่งงายและใชกันอยาง
กวางขวาง คือแบบจําลองที่อธิบายการสรางผลิตภัณฑซึ่งสัมพันธกับการเจริญเติบโต  โดยแบง
ผลิตภัณฑที่เกิดจากจุลินทรียออกไดเปน  3  ชนิด  ดังแสดงในรูปที่  2.15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 

รูปที่2.15 ลักษณะการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑในการเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง   
(a)  การสรางผลิตภัณฑแบบ  growth-associated    (b) การสรางผลิตภัณฑ
แบบ  mixed-growth-associated และ (c)  การสรางผลิตภัณฑแบบ  
nongrowth-associated  (Shuler and Kargi, 1992  อางถึงใน  พิชญา  ภูพนิต
พันธ, 2545) 

 
(a)   การสรางผลิตภัณฑสัมพันธกับการเจริญเติบโต  (growth-associated products)  

ในกรณีนี้การสรางผลิตภัณฑเกิดขึ้นพรอมกับการเจริญเติบโตของเซลล    ดังนั้นอัตราการสราง
ผลิตภัณฑจําเพาะ (specific production rate,qP)  เปนสัดสวนกับอัตราการเจริญเติบโต 
 
    qP   =   µYP/X    (2.8) 
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หรือมักเรียกวาเมแทบอไลตปฐมภูมิ (primary  metabolite)   ยกตัวอยางเชน  กระบวนการผลิต 
เอทานอลจากการหมักกลูโคสแบบไรออกซิเจนโดยใชยีสต  และการผลิตกรดกลูโคนิกจากกลูโคส
โดยใช  Gluconobacter 
 

(b)  การสรางผลิตภัณฑไมสัมพันธกับการเจริญเติบโต  (Nongrowth-associated 
products) การสรางผลิตภัณฑเกิดขึ้นในชวง  stationary  phase  และมีคาเทากับศูนยในชวงที่
เซลลเจริญเติบโต  หรือเรียกวาเมแทบอไลตทุติยภูมิ  (secondary  metabolite)  เชนกระบวนการ
ผลิต  antibiotic  และวิตามิน   ดังนั้นอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะจะเปนคาคงที่ 
 

qP   =   b    (2.9) 
 

(c)   การสรางผลิตภัณฑผสมกันระหวางแบบสัมพันธและไมสัมพันธกับการเจริญเติบโต 
(mixed growth-associated)   การสรางผลิตภัณฑมีลักษณะรวมกันระหวาง  growth-
associated  กับ nongrowth-associated   ยกตัวอยางเชน  กระบวนการผลิตกรดอะมิโน, กรด
แลกติก  และ พอลิแซคคาไรดที่ขับออกมานอกเซลล  (xanthan  และ  pullan)  ดังนั้นคาอัตราการ
สรางผลิตภัณฑจําเพาะเปนดังสมการตอไปนี้ 
 
    qP   =   aµ + b    (2.10) 
 
สมการขางตนคือ  สมการของ Luedeking  และ  Piret, 1959  ถาการสรางผลิตภัณฑจะเปนแบบ
ไมสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโต   แตถาการสรางผลิตภัณฑจะเปนแบบสัมพันธกับอัตราการ
เจริญเติบโตและคือ YX/S 
 
 
2.4  สมการสมดุลมวลและการคํานวณอัตราจําเพาะ  (Specific  rate) 
 
 สําหรับการเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่องในถังปฏิกรณชีวภาพ จะเปนระบบปดไมมีการเติมสาร
อาหารเขาและดึงผลิตภัณฑ ออกจากถังปฏิกรณ    ดังนั้นความเขมขนของสารอาหาร, เซลล  และ  
ผลิตภัณฑ จึงเปลี่ยนแปลงตามเวลา  โดยมีสมมติฐานคือ  ของเหลวถังหมัก มีการผสมกันอยาง
สมบูรณ  การเจริญเติบโตของจุลินทรียขึ้นกับปริมาณสารอาหารที่กําหนดอัตราการเกิดปฏิกิริยา 
(rate-limiting  nutrient)  เพียงหนึ่งชีวิต   ในขณะท่ีสารอาหารชนิดอื่นๆ มีในปริมาณที่เกินพอ และ



 24

เปนการทําสมดุลมวลสารในชวง  balance  growth  (เซลลอยูในระยะการเจริญเติบโตแบบ
ทวีคูณ)  ดังนั้นสมการสมดุลมวลสารขององคประกอบ       ภายในถังปฏิกรณแสดงไดดังนี้ 
 
d   ปริมาตรของ         ความเขมขนของ    =      ปริมาตรของ              มวลของiที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
dt  อาหารเลี้ยงเชื้อ      องคประกอบi              อาหารเลี้ยงเชื้อ      หนึ่งหนวยปริมาตร ⋅ หนึ่งหนวยเวลา 
 

d (VR⋅Ci)   =   VR⋅Rfi                                                 (2.11) 
dt 
 

ปริมาตรของน้ําหมักคงที่ 
 

dCi    =    rfi                                                               (2.12) 
 dt 

 
 
 2.4.1  สมการสมดุลมวลสารของเซลลและการคํานวณอัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะ(Specific growth rate, µ ) 

 
 สําหรับดําเนินการแบบไมตอเนื่องความเขมขนของเซลลเปลี่ยนแปลงไปตามเวลา  ดังนั้น
จากที่ 2.12  สมดุลมวลสารของเซลลจึงเขียนไดเปน 
 
 

dX(t)   =    µX(t)     (2.13) 
  dt 

 
และสามารถคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล, ไดจากวิธีอินทิกรัล    โดยจัดรูป
สมการเปน 
 

 
 
µ [tI – t0]   =   ln X(tI)  -  ln X(t0] 
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ln X(tI)   =   µ [tI – t0]  + ln X(t0]                                          (2.14) 
 

จากสมการที่ (2.14)  จะเห็นไดวาเมื่อสรางกราฟความสัมพันธระหวาง  In X(t1) กับ [t1-t0]  จะได
สมการเสนตรงที่ความชันของกราฟมีคาเทากับ  อัตราการเจริญจําเพาะของเซลล,  µ   (ตอชม.)  
และพบวาจุลินทรียใดๆ ที่อยูในระยะการเติบโตแบบทวีคูณนี้ จะมีอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด 
(µmax)   
 

2.4.2  สมการสมดุลมวลของสารอาหารและคํานวณอัตราการใชสารอาหาร
จําเพาะ (Specific  consumption rate, qS)    

 
 สําหรับการดําเนินการแบบไมตอเนื่องความเขมขนของเซลลและสารอาหารเปลี่ยนแปลง
ไปตามเวลา ดังนั้นจากสมการที่  2.11  สมดุลมวลสารของสารตั้งตนจึงเขียนไดเปน 
 

dS(t)   =   -qS X(t)    (2.15) 
  dt 

 
 ดังนั้นสามารถคํานวณหาอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ, qS  (กรัมสารอาหารตอกรัม
เซลล. ชม.) 
 

2.4.3  สมการสมดุลมวลของผลิตภัณฑและการคํานวณอัตราการสรางผลิตภัณฑ
จําเพาะ (Specific  production  rate, qP)   

 
  สําหรับการดําเนินการแบบไมตอเนื่องความเขมขนของเซลลและผลิตภัณฑเปลี่ยนแปลง
ไปตามเวลา  ดังนั้นจากสมการที่ 2.11  สมดุลมวลสารของผลิตภัณฑ จึงเขียนไดเปน 
 

dP(t)   =   -qP X(t)    (2.16) 
  dt      

 
 ดังนั้นสามารถคํานวณหาอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ, qP, (กรัมผลิตภัณฑตอกรัม
เซลล .ชม.) 



บทที่ 3 
 

ตรวจเอกสาร 
 

3.1  กระบวนการผลิต 
 

การศึกษาการผลิตเอทานอลจากเหงามันสําปะหลัง โดยนําสวนเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังมาใช
ประโยชน  โดยมีกระบวนการที่สําคัญ  คือ 

 
3.1.1 การปรับสภาพวัตถุดิบ (pretreatment) 
 
 เนื่องจากเซลลูโลสที่นํามาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตอยูในรูปที่เปนผลึกของสารประกอบ

เชิงซอน (complex) กับลิกนินและเฮมิเซลลูโลส  แตสวนที่นํามาใชจริงคือสวนของเซลลูโลสเทานั้น  
ดังนั้นในขั้นแรกของการผลิตจึงตองแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากโครงสรางของ   วัตถุดิบ
กอน  เพราะเปนตัวลดพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยากับเอนไซม  การมีลิกนินปริมาณมากจะเปนตัว
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม และยังเปนอุปสรรคตอการหมกั(fermentation)  นอกจากนี้โครงสราง
เซลลูโลสที่เปนผลึกยังทําใหประสิทธิภาพในการยอยดวยเอนไซมไมดีเทาที่ควร   ดังนั้นวัตถุ
ประสงคของการปรับสภาพ คือ เพื่อแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออกจากเซลลูโลส  และเปนการ
ปรับโครงสรางของเซลลูโลสใหอยูในสภาพเหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาการยอยดวยเอนไซม   วิธี
การปรับสภาพแบงไดเปน 4 วิธีใหญๆ คือ 

 
    3.1.1.1  วิธีทางกายภาพ  (Physical  Pretreatment) 
 

        ก. การลดขนาดของสารโดยวิธีบดหรือโมบด  เปนการบดผลึกของเสนใยที่ประกอบ
ดวยไมโครไฟบริลจํานวนมากซึ่งในแตละไมโครไฟบริลนั้นประกอบดวยสวนที่เปนผลึก (Crystalline  
region)  ใหแตกออก  เพื่อใหเอนไซมยอยสลายไดงายขึ้นรวมทั้งเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบ  
ทําใหเอนไซมทําปฏิกิริยาไดดีข้ึน 

        ข.   การทําออกซิเดชั่นแบบเปยก (wet  oxidation)     เปนการใหความรอนกับวัสดุ
ลิกโนเซลลูโลส  โดยทําที่อุณหภูมิ 120 0C ในน้ําหรือในที่ที่มีออกซิเจนภายใตความดันสูง 

        ค.   กระบวนการใชไอน้ําความดันสูง            เปนการทําใหวัตถุดิบที่มีเซลลูโลสเปน
องคประกอบนั้นอิ่มตัวดวยไอน้ํา  ภายใตความดันและอุณหภูมิสูง แลวลดความดันลงทันที  ทําให
น้ําระเหยอยางรวดเร็ว  เปนเหตุใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพในวัสดุลิกโนเซลลูโลส  โดย
การเสียสภาพของโครงสรางของผนังเซลลพืชไป  ซึ่งจะทําใหเสนใยแยกออกจากกัน  เปนการเพิ่ม
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ขึ้นของพื้นที่ผิวเฉพาะมากขึ้น  และเปนการลดองศาการเกิดโพลีเมอรไรเซชั่น (degree  of  
polymerization) ของเซลลูโลสไป  ทําใหพันธะที่เชื่อมระหวาง เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
แตกออก  และเปนการปลอยใหลิกนินออกมาจากของเหลวในผนังเซลล 

 
นฤมล  ศรียุทธิรัตน และ กาญจนา  ทุมมานนท (2529) ไดทําการปรับสภาพกากสับปะรด

ในสวนที่เปนเศษเนื้อสับปะรดจากโรงงาน 3 วิธี  คือ การโมจนไดขนาดอนุภาคประมาณ 250 
ไมครอน  การอบไอน้ําภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน 3 ชั่วโมง  และการโมควบคูกับ
การอบไอน้ํา  จากการทดลองพบวาการปรับสภาพโดยการโมควบคูกับการอบไอน้ํา  จะไดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซมากที่สุด 

 
Martin, Cerez  และ Briones (1995)  ศึกษาการปรับสภาพไมสน โดยใชไอน้ําความดันสูง 

ที่อุณหภูมิ 200 และ 220 องศาเซลเซียส  ที่เวลาตางๆ กัน  ไดผลการทดลองดังตาราง 
 

 
 
จากตารางพบวา  การเพิ่มอุณหภูมิมีผลทําใหไดน้ําตาลรีดิวซเพิ่มมากขึ้น  แตการเพิ่มเวลา

ไมคอยมีผลตอการเพิ่มของน้ําตาลรีดิวซมากนัก 
 

 
3.1.1.2   วิธีทางเคมี  (Chemical  Pretreatment)   แบงไดเปน 
 

    ก.   การใชกรด   เปนการปรับสภาพวัตถุดิบโดยใชสารละลายกรดแก  เชน กรดซัลฟูริก  
และกรดไฮโดรคลอริก  ทําใหเฮมิเซลลูโลสละลายน้ําออกมา 
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    ข.   การใชดาง   เปนการปรับสภาพวัตถุดิบโดยใชสารละลายดาง เชน สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด   จะมีผลทําใหเฮมิเซลลูโลสและลิกนินละลายน้ําออกมา และยังทําใหเกิดการ
พองตัว (swelling) เปนการเพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบ 

    ค.  การใชสาร Oxidant   สารเคมีที่ใชไดแก  SO2, ตัวทําละลายชนิดอื่นๆ ที่สามารถ
กําจัดลิกนิน เชน NaClO2, KB2O2, KIO3, SO3  โดยจะมีผลตอการละลายของลิกนิน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1   แสดงวิธีการปรับสภาพวัตถุดิบ 
 
 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรกรรม 

การปรับสภาพเบื้องตน 

วิธีการทางกายภาพ
การบด 

การทําใหเปนเม็ด 
การตม 

การใชไอน้ํา 
ความดัน 

วิธีการทางเคม ี
โซเดียมไฮดรอกไซด 
แคลเซียมไฮดรอกไซด 
โปแตสเซียมไฮดรอกไซด 
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด 
ซัลเฟอรไดออกไซด 
ยูเรีย / แอมโมเนีย 
โซเดียมคารบอเนต 
โซเดียมคลอไรด 
แกสคลอรีน 

 

วิธีการทางเคมีฟสิกส 
ขนาดอนุภาค/สารเคมี 
โซเดียมไฮดรอกไซด / 
การทําเปนเม็ด 

ยูเรีย / การทําเปนเม็ด 
ปูนขาว / การทําเปนเม็ด 
สารเคมี / การใชไอน้ํา 
โซเดียมไฮดรอกไซด /

ความรอน 
 

วิธีการทางชีวภาพ
การเติมเอนไซม
ชนิดตางๆ  

ราพวก white  rot 
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Okeke และ Obi (1995)  ศึกษาการปรับสภาพวัสดุลิกโนเซลลูโลสดวยสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด 0.5 M ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  พบวาการปรับสภาพกอน
นําไปยอยจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายดวยเอนไซม  ทําใหไดผลผลิตของน้ําตาลสูง
ขึ้น 24-53 % 

 
Janusz  Szczodrak (1988)  ทําการปรับสภาพฟางขางสาลีโดยเปรียบเทียบวิธีทางกาย

ภาพดวยกระบวนการใชความรอน ที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที    กับวิธีทาง
เคมีโดยใชเอทานอล 96% และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 8 %   พบวาการปรับสภาพโดยวิธี
ทางกายภาพดวยกระบวนการใชความรอน และวิธีทางเคมีจะมีปริมาณลิกนินเหลืออยูในฟางขาว 
30.6% และ 5.4%  ตามลําดับ    แสดงใหเห็นวาการปรับสภาพทางเคมีทําใหสามารถกําจัดลิกนิน 
ออกไปไดมากกวา 

 
Farooq  Latif  และ  Mohammad  Ibrahim  Rajoka  (2001)         ทําการปรับสภาพซัง

ขาวโพด  โดยนํามาซังขาวโพดมาบดใหมีขนาด 0.5 - 1 มิลลิเมตร  นําไปแชในสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด 2% ในอัตราสวน 1:5 แลวนําไป autoclave เปนเวลา 15 นาที  พบวากอนปรับสภาพ
มีสวนประกอบของ เซลลูโลส, ไซเลน, ลิกนิน  และอะซิเตต เปน 41%, 36%, 7% และ 3.2% ตาม
ลําดับ  หลังจากปรับสภาพแลวจะไดเซลลูโลสมากขึ้นเปน 57% และมีสวนประกอบอื่นๆ ลดลง 

 
ปราณี  สถิรพิพัฒนกุล (2532)   ไดทําการปรับสภาพผักตบชวาโดยใชสารละลายกรด  ดาง  

และการใชไอน้ําที่ความดันสูง  พบวาการปรับสภาพผักตบชวาดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
4 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  จะชวยใหการยอยสลายดวย
เอนไซมเซลลูเลสไดสูงที่สุด 

 
ระวีวรรณ  แกลวกลา (2538)     ไดทําการปรับสภาพฟางขาวโดยใชสารละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
นาน 90 นาที  จะทําใหการยอยสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมเซลลูเลสเกิดไดดีขึ้น 

 
 

3.1.1.3   วิธีทางเคมีฟสิกส  (Physico-Chemical  Pretreatment)   เปนการปรับ
สภาพ วัตถุดิบ  โดยใชวิธีทางกายภาพรวมกับการใชสารเคมี เชน การบดรวมกับวิธีการทางกาย
ภาพ 



 30

Acebal  และคณะ (1986)  ทําการปรับสภาพฟางขาวโดยเปรียบเทียบวิธีทางกายภาพโดย
การบด  และวิธีทางเคมีฟสิกสโดยการบดและแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 %w/v 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส  พบวาการใชวิธีทางเคมีฟสิกสในการปรับสภาพ
ฟางขาว  ทําใหมีเปอรเซ็นตความเขมขนของเซลลูโลสสูงกวาการใชวีทางกายภาพเพียงอยางเดียว  
คือ 0.557% และ 0.243% ตามลําดับ 
 

3.1.1.4   วิธีทางชีวภาพ  (Biological  Pretreatment)     เปนการใชเอนไซมจากเชื้อ 
จุลินทรีย  เพื่อเปลี่ยนโครงสรางที่ซับซอนของเซลลูโลสใหเปลี่ยนอยูในรูปโซตรง  และชวยลดความ
เปนผลึก 

 
 

3.1.2   การยอย 
 
 เนื่องจากเหงามันสําปะหลังมีสารพวกเซลลูโลส  และเฮมิเซลลูโลสซึ่งเปนโพลีแซคคาไรด

เปนองคประกอบอยู  ดังนั้นเมื่อนํามาทําการยอยสลายจะไดน้ําตาลออกมา  โดยถาทําการยอย
สลายเซลลูโลสอยางสมบูรณ  จะไดผลิตภัณฑชนิดเดียวกันคือกลูโคส  แตถาการยอยสลายเกิดไม
สมบรูณจะไดทั้งกลูโคส  เซลโลไบโอส (cellobiose) และพวกโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide) 
ปนกัน  สวนเฮมิเซลลูโลสเมื่อยอยสลายจะไดน้ําตาลหลายชนิดปนกันขึ้นกับโครงสรางของน้ําตาล
ในเฮมิเซลลูโลส   การยอยสลายสามารถทําได 2 วิธีใหญๆ  คือ 
 

  3.1.2.1   การยอยสลายดวยสารเคมี  (Chemical  Hydrolysis) 
 

เปนการยอยสลายดวยกรดหรือดาง  โดยจะไปทําลายพันธะไกลโคซิดิกระหวางคารบอน
อะตอมตําแหนงที่ 1 กับออกซิเจน  สวนใหญการยอยสลายแบบนี้ตองการสภาวะที่รุนแรง  

 
 ก.   การยอยสลายดวยกรด (Acid  Hydrolysis)  อาจแบงไดเปน 2 กระบวนการ คือ 
 

1)   Homogenous  process   เปนกระบวนการที่ใชกรดแก เชน  กรดไฮโดรคลอริก  
หรือกรดซัลฟูริกเขมขน  ผลิตภัณฑที่ไดสวนใหญเปนน้ําตาลกลูโคส  แตมีขอเสียคือ  จะตองมีการ
แยกกรดออกจากน้ําตาลกอนนําไปใชและการนํากรดกลับมาใชใหม (recycle)  รวมทั้งปญหาการ
สูญเสียกรดไปกับสวนที่ไมถูกยอยสลาย  และการผุกรอนของเครื่องมือจากการใชกรดแก 
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2)  Heterogenous  process   เปนกระบวนการที่ใชกรดออนแตตองใชอุณหภูมิสูง
กวา 180 องศาเซลเซียส  ผลการยอยคือ เซลลูโลสยังมีโครงสรางเปนเสนใยอยู (fibrous  
structure)  วิธีการนี้จะไมสามารถนํากรดกลับมาใชใหม  แตละถูกทําใหเปนกลางดวยปูนขาว  หรือ
แคลเซียมคารบอเนต 

 
 ข.   การยอยสลายดวยดาง (Alkaline  Hydrolysis) 
 สารเคมีที่นิยมใช  คือ  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง  เอทิลลีนไดอะมีน  และ

แอมโมเนีย เปนตน  จะมีผลทําใหสายของโพลีแซคคาไรดสั้นลง  โดยปฏิกิริยานี้เกิดขึ้นไดที่อุณหภูมิ
สูงประมาณ 160 ถึง 180 องศาเซลเซียส  และตองการออกซิเจนในปริมาณเล็กนอยซึ่งใชในการ
ยอยสลายเฮมิเซลลูโลส  แสดงไวดังรูปที่ 3.2 (James  P.และ Casey, 1960) 

 
รูปที่ 3.2  การยอยสลายโมเลกุลเซลลูโลสดวยดาง  

 
 

 
 3.1.2.2   การยอยสลายดวยเอนไซม  (Enzymatic  Hydrolysis) 
 

เปนการยอยสลายดวยเอนไซมที่พบในจุลินทรียหลายชนิดโดยมากเปนราและแบคทีเรีย  
ปฏิกิริยาเกิดขึ้นที่สภาวะซึ่งไมรุนแรง  ดังนั้นผลิตภัณฑที่ไดจึงไมถูกสลายตอไป  นอกจากนี้เอนไซม
มีความจําเพาะ (specificity) ตอวัตถุดิบที่จะยอยสลาย  ทําใหไดผลิตภัณฑที่คอนขางบริสุทธิ์  นอก
จากนี้ยังไมทําใหเกิดปญหาการผุกรอนของเครื่องมืออีกดวย 
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ตารางที่ 3.1    เปรียบเทียบผลดีและผลเสียในการยอยดวยกรด 
 

ผลดี ผลเสีย 
1. วัตถุดิบไมตองผานการปรับสภาพกอน 
2. ปฏิกิริยาเกิดเร็ว  งาย  และสั้น 
3. ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชมีราคาถูกและหางาย 
4. ปฏิกิริยาสามารถทําใหเกิดไดที่อุณหภูมิ

ต่ํา (กรณีการใชกรดแก) 
5. ใหผลิตภัณฑสูง (กรณีการใชกรดแก) 

1. ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไมเจาะจงทําใหผลิตภัณฑที่ไดไม
บริสุทธิ์ 

2. น้ําตาลที่ไดจะถูกเปลี่ยนเปนสารอื่น เชน เฟอฟูรัล 
และสารเคมีอ่ืนๆ 

3. ตองใชอุณหภูมิสูง (กรณีการใชกรดออน) 
4. ถาใชกรดแก  ตองมีกระบวนการแยกกรด 
5. กอนนําน้ําตาลที่ไดจากการยอยไปใชตองปรับสภาพ

ใหเปนกลางกอน 
6. ผลพลอยไดของปฏิกิริยาของการยอยดวยกรด  เชน  

เฟอฟูรัล เปนพิษตอเซลล 
7. ตองใชอุปกรณและเครื่องมือที่สามารถทนตอการกัด

กรอนของกรดได  ซึ่งราคาแพง 
8. การกําจัดสารเคมีที่เหลือจากกระบวนการทําไดยาก 

 
 
 
ตารางที่ 3.2   เปรียบเทียบผลดีและผลเสียในการยอยดวยเอนไซม 

 
ผลดี ผลเสีย 

1. สภาวะที่ใชทั้งอุณหภูมิและความเปนกรด
ดางไมรุนแรง 

2. ปฏิกิริยามีความเฉพาะทําใหผลิตภัณฑที่
ไดมีความบริสุทธิ์สูง 

3. ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นไมเปลี่ยนเปนสารอื่น 
4. สามารถทําการหมักน้ําตาลที่เกิดขึ้นไป

พรอมกับการยอยได 
5. ไมจําเปนตองใชอุปกรณที่ทนตอการกัด

กรอน 

1. วัตถุดิบตองผานการปรับสภาพกอน 
2. ผลิตภัณฑที่ได  สามารถยับยั้งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได 

(product  inhibition) 
3. สูญเสียเอนไซมไป  เนื่องจากถูกดูดซับบนวัสดุที่ไม

ยอย 
4. เสี่ยงตอการปนเปอน  (contamination)      ของเชื้อ

จุลินทรีย 
5. ถาระบบมีสารที่เปนตัวขัดขวางปฏิกิริยา เชน  เฮมิ

เซลลูโลสหรือลิกนิน  อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะชาลง 
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1)   เอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) 
 

เอนไซมที่ยอยสารประกอบเซลลูโลส คือ เซลลูเลส  ปจจุบันมีการวิจัยกันอยางกวางขวาง  
โดยเนนถึงการพัฒนากระบวนการยอยสลายดวยเอนไซม  เพื่อเปลี่ยนเซลลูโลสในวัสดุเหลือทิ้ง
ตางๆ  และวัชพืชใหเปนน้ําตาลกลูโคส ที่สามารถนําไปใชประโยชนตางๆ ไดมากมาย 

 
แหลงของเอนไซมที่หางาย และมีความสามารถสูงในการยอยสลายเซลลูโลสใหเปนน้ําตาล

กลูโคสนี้  โดยมากจะมาจากจุลินทรียซึ่งมีอยูหลายชนิด     ดังตารางที่ 3.3  ที่นิยมนํามาใชคือ   
เซลลูเลสที่ไดจากเชื้อรา  Trichoderma  reessi   
 

ตารางที่ 3.3   จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 

รา แบคทีเรีย แอคติโนมัยซีติส 
Acremonium cellulolyticus 
Aspergillus acculeatus 
Aspergillus fumigatus 
Aspergillus niger 
Fusarium solani 
Irpex lacteus 
Penicillium funmiculosum 
Phanerochaete 
Chrysosporium 
Schizophyllum commune 
Sclerotium rolfsii 
Sporotrichum cellulophilum 
Talaromyces emersonii 
Thielavia terrestris 
Trichoderma koningii 
Trichoderma reesei 
Trichoderma viride 

Clostridium thermocellum  
Ruminococcus albus  
Streptomyces sp.  

Streptomyces sp.  
Thermoactinomyces sp.  
Thermomonospora curvata  
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เอนไซมเซลลูเลสนี้มีสมบัติเปน multicomponent enzyme โดยมีองคประกอบของเอนไซม
อยางนอย 3 ชนิด  ทํางานรวมกันดังนี้ (Shimada et al.,1990 อางถึงในลลิดา นิทัศนจารุกุล,2541) 

 
1.   เอ็นโดกลูคาเนส (endoglucanase) หรือEndo β-1, 4-glucan  glucanohydrolase 

หรือ  EBG  หรือ CX  
ทําหนาที่ตัดพันธะเบตา 1,4 ภายในสายเซลลูโลสตรงบริเวณโครงสรางอะมอรฟส อยางสุม 

(randomly  acting) ทําใหเกิดปลายอิสระข้ึนทําใหไดเซลโลไบโอส (cellobiose), โอลิโกเซลลูโลส 
(oligocellulose)  และกลูโคสในปริมาณที่นอยมาก   

 
2.   เอ็กโซกลูคาเนส (exoglucanase) หรือ Exo β-1, 4-glucan  cellobiohydrolase หรือ 

CBH  หรือ C1 

ทําหนาที่ยอยสลายโดยการตัดโมเลกุลของเซลโลไบโอสออกจากปลายที่เปนอิสระนั้นหรือคือการยอย
สลายเซลลูโลสและโอลิโกเซลลูโลส  ไปเปนเซลโลไบโอสนั่นเอง 

 
3.   เบตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase)  หรือ  เซลโลไบเอส (cellobiase)  หรือ Cb 
ทําหนาที่ยอยสลายเซลโลไบโอสไปเปนกลูโคส       ซึ่งเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเปนตัว

สงเสริมการทํางานของเอนไซมเอนโดกลูคาเนส และเอนไซมเอกโซกลูคาเนส  ทําใหยอยสลายได
กลูโคสมากขึ้น  การยอยสลายเซลลูโลสจะไดปริมาณกลูโคสมากหรือนอยนั้นขึ้นอยูกับสัดสวนของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในเซลลูเลสวาจะมีมากหรือนอย  ดังนั้นเอนไซมตัวนี้จึงเปนกุญแจสําคัญ
ในการยอยสลายเซลลูโลสเปนน้ําตาลกลูโคส   
 

การยอยสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียในดินนั้น  จะเกิดขึ้นเมื่อมีเซลลูโลส  เซลโล
ไบโอส  หรือโพลีแซคคาไรดอื่น  ที่มีโมเลกุลของกลูโคสประกอบอยูเปนตัวกระตุน (inducer)  จุลินทรียจะสราง
เอนไซม CX และ C1  ซึ่งเปน extracellular  enzymes ขับออกมานอกเซลล     และยอยสลายสารอินทรียเหลานี้
ใหมีขนาดเล็กลง      จนสามารถผานเขาไปในเซลลของจุลินทรียได      หลังจากนั้น เอนไซม Cb ซึ่งเปน 
intracellular  enzyme จึงเขาทําการยอยสลายเซลโลไบโอสใหเปนกลูโคส 
 

กลไกของเอนไซมเซลลูเลส  และตําแหนงที่เขาทําปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 3.3 และรูปที่ 3.4   
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เนื่องจากการนําเอนไซมมาใชมีขอดี  ขอเสีย  และขอจํากัดหลายอยาง  ดังนั้นการนํา
เอนไซมมาใชจะตองออกแบบระบบใหเหมาะสม  เพื่อใหเกิดการยอยอยางสมบูรณ  ซึ่งจะทําใหได
กลูโคสเปนผลิตภัณฑหลักที่จะนําไปหมักตอไป 
 
 

3.1.3 การผลิตเอทานอลจากการหมัก 
 

 การผลิตเอทานอล คือกระบวนการเปลี่ยนน้ําตาลที่ไดจากการยอยเซลลูโลสใหเปน           
เอทานอลโดยใชเชื้อจุลินทรีย เชน  ยีสต (yeast)  แบคทีเรีย (bacteria)  โดยปกติจะเปนกระบวน
การที่ไมใชออกซิเจน (anaerobic  process)  เรียกกระบวนการเปลี่ยนนี้วากระบวนการหมัก 
(fermentation  process)  การเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลจําเปนตองพิจารณาถึง    ปริมาณ
น้ําตาลที่สามารถเปลี่ยนเปนเอทานอลได,  กระบวนการผลิต, ปริมาณและความเขมขนของสาร
ผลิตภัณฑที่ตองการ, การเปลี่ยนเปนเอทานอลของน้ําตาล, ตัวยับยั้งปฏิกิริยา, สภาวะของกระบวน
การ 

   
3.1.3.1  ปจจัยที่สําคัญในกระบวนการหมัก   
 

ปจจัยที่สําคัญในกระบวนการหมักคือ  จุลินทรีย  อาหาร  คาความเปนกรดดาง  อุณหภูมิ  
อากาศ   ปจจัยทั้ง 5 นี้จะมีผลเกี่ยวเนื่องซึ่งกันและกัน    การทําใหกระบวนการหมักมีประสิทธิภาพ
จะตองทําการปรับสภาวะใหเหมาะสม  เพื่อใหไดปริมาณแอลกอฮอลสูงสุดและประหยัดที่สุด 

 
3.1.3.1.1 จุลินทรีย  จุลินทรียที่เกี่ยวของและรูจักกันดีซึ่งใชในระดับอุตสาหกรรมใน

ปจจุบันคือ ยีสต Saccharomyces  นอกจากยีสตแลวยังพบวามีแบคทีเรีย Zymomonas mobilis 
ที่สามารถสรางแอลกอฮอลไดเชนเดียวกัน  และเมื่อทําการเปรียบเทียบเชื้อทั้งสองชนิดพบวา 
แบคทีเรีย  Zymomonas  mobilis  สามารถผลิตแอลกอฮอลไดรวดเร็วกวายีสต Saccharomyces  
2 ถึง 3 เทาและปริมาณแอลกอฮอลที่ผลิตจากแบคทีเรีย Zymomonas  mobilis ก็มีปริมาณใกล
เคียงกัน   สามารถทนอุณหภูมิไดสูงกวาซึ่งเหมาะสมสําหรับประเทศไทยที่มีอากาศรอน    สามารถ
เจริญไดในสภาพที่มีความเปนกรดสูง  และใชตนทุนการผลิตถูกกวา   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได
เลือกใชแบคทีเรีย Zymomonas  mobilis ในการผลิตเอทานอล (นริศ  ธนัพประภัศร และ พรรณี  
จันทรปฐมพงศ, 2525)    
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ก. การคนพบของเชื้อ Zymomonas 
 

Zymomonas  mobilis  เปนแบคทีเรียหนึ่งในจํานวนแบคทีเรียนอยชนิดที่ผลิตแอลกอฮอล
ไดมาก   ในราวป ค.ศ. 1911  Barker  และ Hillier  คนพบและไดแยกเชื้อ Zymomonas  จากน้ํา
ผลไมพวกไซเดอร (cider)  และพบวา Zymomonas  เปนจุลินทรียที่ทําใหน้ําผลไมพวกไซเดอรมี
ลักษณะขุนและมีกลิ่นรสที่ผิดปกติ  จากนั้นก็ไดมีผูทดลองศึกษาแยก Zymomonas ไดจากแหลง
ตางๆ เชน เบียร (beer)  ไวน (wine)  น้ําออย  และน้ําผึ้ง เปนตน  ดวยความสามารถของเชื้อ 
Zymomonas ในการใชน้ําตาลกลูโคสเพื่อผลิตแอลกอฮอลไดอยางรวดเร็ว  ทําใหมีผูสนใจเชื้อนี้กัน
มากขึ้นโดยเฉพาะในราวป ค.ศ. 1930 – 1940  ในหมูนักจุลชีววิทยาชาวเยอรมันพยายามใชเชื้อ 
Zymomonas นี้ในการหมักน้ําตาลชนิดตางๆ  จากการทดลองและจากการรวบรวมขอมูลของ 
Swings และคณะในป ค.ศ. 1977  พบวา Zymomonas ทุกสายพันธุสามารถผลิตเอทานอลได
อยางต่ํา 1.5 โมล/กลูโคส 1 โมล  (คําพูน และคณะ, 2525) 

 
ข.   ลักษณะโดยทั่วไปของเชื้อ Zymomonas  มีดังนี้คือ 
 

1)   มีรูปรางเปนแทงยาว 2-6 ไมโครเมตร  กวาง 1-1.4 ไมโครเมตร  การเรียงตัวอาจอยูเปน
คูหรือเปนเซลเดี่ยว 

2)   ยอมสีแกรมจะติดสีแดง (gram  negative)   
3)   มีแฟลกเจลลา (flagella) 1-4 อัน  ในตําแหนงขั้วเซล   
4)   เปนแบคทีเรียที่ไมมีการสรางสปอร  
5)   ไมเจริญบน Nutrient  agar  หรือ  Nutrient  broth  เมื่อเจริญในอาหารแข็ง  โคโลนี 

(colony) มีสีขาวครีม 
6)   เปนแบคทีเรียที่เจริญไดดีในสภาพที่ปราศจากออกซิเจน  แตสามารถทนตอออกซิเจน

ไดบาง 
7)   สามารถใชน้ําตาลกลโูคส  ซูโครส  และฟรุคโตสได  เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30-37  0C  

และในชวงความเปนกรดดาง (pH) 5.0-7.0  และมีองคประกอบหลักในเซลดังแสดงในตารางที่ 3.4 
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ตารางที่ 3.4   องคประกอบหลักในเซลของ Zymomonas 
 

องคประกอบ ปริมาณ (น้ําหนักแหง) 
     Proteins  
          -  growth  phase 65 - 69 % 
          -  stationary  phase 54% 
     RNA 17 - 22 % 
     DNA 2.70% 
     Carbohydrates 4 - 5 % 
     Poly-B-hydroxybutyrate 0% 
     Polyphosphate 0% 
     Sulfur 0.50% 
     Ammonia 0.1 - 0.5 µmol/mg 
     Amino  acids 0.02 - 0.2  µmol/mg 
     ATP   
          -  exponential  phase 1.5 µg/mg 
          -  starvation 0 - 0.4 µg/mg 
 
 
ค.   คุณสมบัติของ Zymomonas  ที่เหมาะสมจะนําไปใชในการผลิตเอทานอลคือ 
(สรวง  และคณะ, 2525) 

 
1)   ความสามารถสรางเอทานอลไดในปริมาณสูง  พบวา Zymomonas สามารถสราง    

เอทานอลไดถึง 1.5-1.9 โมลตอน้ําตาลกลูโคส 1 โมล  โดยใชน้ําตาล 98% ในการสรางแอลกอฮอล  
อีก 2% ใชสําหรับการเจริญ  ในขณะที่ยีสตพวก Saccharomyces ใชเพียง 90% ของน้ําตาลที่มี
สําหรับการสรางแอลกอฮอล  ดังนั้นปริมาณแอลกอฮอลที่ผลิตจาก Zymomonas จะมีปริมาณมาก
กวาจากยีสต 

2)   คุณภาพของเอทานอลที่ได   เอทานอลที่ผลิตจาก Zymomonas จะมี higher  alcohol 
เจือปนอยู 0.6 มิลลิกรัมตอน้ําตาลกลูโคส 1 กรัม  ซึ่งนอยกวายีสตพวก Saccharomyces ที่หมักใน
สภาพเดียวกันถึง 40 เทา 
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3)   ความสามารถในการเจริญในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูง   Zymomonas สวนใหญ
สามารถเจริญและหมักใหไดแอลกอฮอลในสภาวะที่มีน้ําตาลเขมขนถึง 25% และบางสายพันธุถึง 
30% 

4)   ความสามารถในการเจริญในที่มีแอลกอฮอลสูง   Zymomonas ทุกสายพันธุสามารถ
เจริญไดในเอทานอล 5.5%   และมีบางสายพันธุที่ทนไดถึง 7.7% และ 10%  ซึ่งสอดคลองกับความ
สามารถเจริญและหมักใหไดแอลกอฮอลในสภาพที่มีความเขมขนของน้ําตาลที่สูง 

5)   ความสามารถเจริญในสภาพที่มีกรดสูง  โดย Zymomonas สามารถเจริญในสภาพที่มี 
pH 3.5-4.0 ซึ่งจัดวาเปน pH ที่ต่ํามากสําหรบัแบคทีเรียทั่วๆ ไป  ซึ่งเปนลักษณะที่ดีสําหรับปองกัน
การปะปนของเชื้ออ่ืน   

6)   ความทนตอซัลเฟอรไดออกไซด (SO2)  พบวา Zymomonas ทนตอซัลเฟอรไดออกไซด
ไดถึง 500 สวนในลาน (ppm)  ซึ่งเปนปริมาณที่แบคทีเรียและจุลินทรียหลายชนิดถูกยับยั้ง  ลักษณะ
เชนนี้เปนประโยชนเมื่อใชซัลเฟอรไดออกไซดเปนตัวทําละลายเชื้อที่ปะปนมาและซัลเฟอรไดออกไซด
ที่ตกคางอยูจะไมมีผลตอการเจริญของ Zymomonas 

7)   การตกตะกอนของ Zymomonas  จะมีการตกตะกอนจับตัวกันในลักษณะที่เรียกวา 
flocculation  ซึ่งเหมาะและสะดวกในการแยกเซลลออกภายหลังจากการหมัก 

 
3.1.3.1.2   อาหาร   หมายถึง สารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย ซึ่งใชในการ

ดํารงชีวิตและขยายพันธุ  สารอาหารที่จําเปนไดแก 
 

 ก.   คารบอน   คารบอนเปนสารอาหารหลักที่แบคทีเรียตองไดรับเพียงพอ  เพื่อการ
ดํารงชีวิตและการขยายพันธุ    Zymomonas  mobilis  สามารถหมักน้ําตาลกลูโคส  ฟรุคโตส  
ซูโครส  ไดโดยใชขบวนการแบบเอทเนอร-ดูโดรอฟฟ (Entner-Doudoroff  pathway) ดังรูปที่ 3.6  
ในการยอยสลายไดเอทานอลและคารบอนไดออกไซดเปนผลิตภัณฑหลัก    นอกจากนั้นยังมีกรด
แลคติค (lactic  acid) และอะซีตาลดีไฮด (acetaldehyde) เกิดขึ้นเล็กนอย  ในน้ําหมักที่มี yeast  
extract จะมีกรดซัคซินกิ (succinic  acid) เกิดขึ้นดวยเนื่องจากกรดอะมิโน (amino  acid) ใน 
yeast  extract เกิดปฏิกิริยารีดัคชั่น (reduction)  และถาหมักในน้ําหมักที่มีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน  เชื้อจะเจริญและผลิตแอลกอฮอลไดดีในระยะ 10 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
และจะใชน้ําตาลกลูโคสไดเกือบหมดเมื่อหมักเปนระยะเวลา 2 วัน  สมการการใชน้ําตาลกลูโคส
แสดงไดดังสมการ 

1 C6H12O6                                      1.8 C2H5OH   +   1.9 CO2    +   0.15 lactic  acid      
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ข.   ไนโตรเจน   ในน้ําหมักที่มี peptone หรือ yeast  extract  เชื้อ Zymomonas  
mobilis จะมี generation  time  ต่ําสุดและผลิตเอทานอลไดมากที่สุดเมื่อเทียบกับการเจริญและ
การผลิตเอทานอลของเชื้อพันธุนี้ในน้ําหมักที่ใชแหลงไนโตรเจนแหลงอื่น เชน แอมโมเนียมคลอไรด  
แอมโมเนียมซัลเฟต   สําหรับเชื้อสายพันธุนี้ yeast  extract ไมใชแหลงพลังงานแตเกี่ยวของโดย
ตรงกับขบวนการสังเคราะหทางชีววิทยา (biosynthesis) เชน การสรางสารที่เปนองคประกอบของ
เซลลสําหรับแหลงไนโตรเจนอื่นๆ ที่ใชในน้ําหมัก 

 
ค.   เกลอืแร  วิตามินชนิดตางๆ   ชนิดของแรธาตุที่แบคทีเรียตองการจะแตกตางกัน

ไปในแบคทีเรียแตละชนิด  สําหรับ Zymomonas  mobilis  เจริญและผลิตเอทานอลไดในน้ําหมักที่
มีองคประกอบของ  KH2PO4, (NH4)2 SO4  และ MgSO4⋅7H2O   โดย KH2PO4 ทําหนาที่เปนแหลง
ฟอสเฟต  สวน (NH4)2 SO4  จะมีผลตอการยอยสลายกลูโคส คือ ถามีอยูในปริมาณที่เหมาะสมจะ
ทําใหการยอยสลายกลูโคสเปนไปดวยดี  และ MgSO4⋅7H2O  จะเกี่ยวของกับการทํางานของ 
glucose-6-phosphate  dehydrogenase   

 
3.1.3.1.3   คาความเปนกรด-ดาง   การเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของ

กระบวนการหมัก  มีผลตอเมตาโบลิซึมของเซลล  ซึ่งอาจมีผลทําใหการเจริญของแบคทีเรียหยุด
ชะงักลง  การเลือกใชสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมในการหมัก  จะชวยควบคุมคาความเปนกรด
ดางของระบบไวไดอยางดี   นอกจากนี้ยังสามารถลดปญหาการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ  
คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการเจริญของ Zymomonas  mobilis จะอยูในชวง 5.0 ถึง 7.0   

 
3.1.3.1.4   อุณหภูมิ   มีผลโดยตรงกบัการเจริญของแบคทีเรีย  รวมทั้งจลนพลศาสตร

ของการหมัก  ซึ่งอัตราการเจริญของแบคทีเรียจะสูงขึ้นตามอุณหภูมิจนถึงจุดหนึ่ง  ซึ่งถาอุณหภูมิ
สูงเกินจุดนี้ไปแบคทีเรียจะเจริญไดชาลง  และตายไปในที่สุด  และกระบวนการหมักเปนปฏิกิริยา
คายความรอน (exothermic  process)  จึงมีการคายความรอนออกมา  ซึ่งถาปลอยใหมีการคาย
ความรอนออกมามากเกินอาจทําใหแบคทีเรียตายได   ดังนั้นจึงตองปรับใหไดตามความสามารถ
ของแบคทีเรีย  นอกจากนี้พบวาอุณหภูมิมีผลตออัตราการใชน้ําตาล  ซึ่งจะลดลงตามคาอุณหภูมิที่
เพิ่มข้ึน  อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของ Zymomonas  mobilis จะอยูในชวง 30 ถึง 38 
องศาเซลเซียส   

 
3.1.3.1.5  การใหอากาศ (aeration)   การใหอากาศในเครื่องหมักมีความจําเปนและ

สําคัญสําหรับการหมักแบบใตพื้นผิวของจุลินทรียที่ตองใชออกซิเจน  เพราะออกซิเจนจากอากาศที่
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ละลายในน้ําหมักมีนอยมาก  และมีเฉพาะที่บริเวณใกลๆ พื้นผิวสัมผัสของอากาศกับน้ําหมักเทา
นั้น  สวนใตผิวของน้ําหมักที่ลึกลงไปจะไมมีออกซิเจนอยูเลย  ยีสตสวนใหญที่ผลิตเอทานอลในขั้น
อุตสาหกรรมจําเปนตองใชออกซิเจนในการหายใจและสรางเซล  เปนการเพิ่มปริมาณเชื้อใน
กระบวนการหมัก  ดังนั้นการใหอากาศจึงจําเปนตองกระทําอยางเพียงพอ  แต Zymomonas  
mobilis  เปนแบคทีเรียที่เจริญไดในสภาพไรออกซิเจน  โดยเฉพาะอยางยิ่ง  ปริมาณการผลิต
แอลกอฮอลจะมีคาสูง    เมื่อทําสภาวะการหมักใหปราศจากออกซิเจนอยางแทจริง      ดังแสดงใน
ตารางที่ 3.5 ถึงแมในสภาวะที่มีออกซิเจน  Zymomonas จะเจริญและสามารถผลิตเอทานอลได  
แตขณะเดียวกัน  ก็จะไดผลิตภัณฑสารประกอบชนิดอื่นๆ ออกมามากดวยซึ่งไมเปนที่ตองการ  ดัง
นั้นในการใชเชื้อ Zymomonas  จึงไมตองทําการเติมอากาศแตอยางใด  ทําใหสามารถลดคาใชจาย
ทางดานพลังงานลงได 

 
ตารางที่ 3.5  อิทธิพลของออกซิเจนที่มีตอการหมักของ Zymomonas 
 

สารประกอบที่เชื้อผลิตขึ้น   ปริมาณผลิตภัณฑเมื่อเติมออกซิเจนในปริมาณ (โมล) 
 0 0.6 1.5 

        CO2 1.94 1.96 1.91 
        ethanol 1.99 1.91 1.7 
        acetaldehyde - 0.021 0.17 
        acetoin - 0.01 0.04 
        acetic  acid 0.01 0.06 0.03 
        lactic  acid 0.002 0.002 0.004 
        glycerol 0.004 - 0.03 0.009 0.019 
 

 
3.1.3.2   ชีวเคมีของกระบวนการผลิตเอทานอลโดยการหมัก 

 
Zymomonas จะใชขบวนการแบบเอทเนอร – ดูโดรอฟฟ (Entner – Doudoroff  

pathway) ในการผลิตเอทานอล  คือกลูโคส 1 โมเลกุลเปลี่ยนเปน glucose–6–phosphate ตองใช
พลังงาน 1 ATP  จาก glucose-6-phosphate ถูกเปลี่ยนเปน 2-keto-3-deoxy-6-
phosphogluconic  acid  แลวจึงไดเปน pyruvate 1 โมเลกุล กับ glyceraldehyde-3-phosphate 
อีก 1 โมเลกุล  ในขบวนการแบบนี้ glyceraldehyde-3-phosphate ที่เกิดขึ้น 1 โมเลกุลนี้จะเปลี่ยน
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เปน pyruvate 1 โมเลกุลไดโดยจะใหพลังงานออกมา 2 ATP  จาก pyruvate จะเปลี่ยนเปนเอทา
นอลในขึ้นสุดทายได  ดังแสดงในรูปที่ 3.6 
 

 glucose 
                       ATP 
                        ADP 

glucose-6-phosphate 
                        NAD 

                           NADH2 
6-phosphogluconic  acid 

                      -H2O 
 

2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconic  acid 
 
 

               pyruvic  acid                                                              glyceraldehyde-3-phosphate 
   2 ADP 
   2 ATP 

acetaldehyde  +  CO2                                                                                         NAD 
        NADH2                                                                                                                                                NADH2              

                                   NAD                                                                      pyruvic  acid 
                   ethanol 

acetaldehyde  +  CO2 
  NADH2 
  NAD 

Ethanol 
 
 
 

รูปที่ 3.6   แผนภาพแสดงขบวนการเอทเนอร-ดูโดรอฟฟ  ของ Zymomonas  mobilis 
 



 46

3.1.3.3  งานวิจัยที่เกี่ยวของกับกระบวนการหมัก 
 

Skotnicki  et  al. (1981)   ทําการศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล
ซูโครส  โดยการเปรียบเทียบ Zymomonas  mobilis สายพันธุตางๆ   ไดผลการทดลองดังตาราง 

 
กลูโคส (100 g/l) ซูโครส (100 g/l) สายพันธุ 

เวลาที่ใช (ชั่วโมง) เอทานอล (g/l) 
ที่ 20 ชั่วโมง 

เวลาที่ใช (ชั่วโมง) เอทานอล (g/l) 
ที่ 20 ชั่วโมง 

  ATCC 10988          2.8          25.7 2.5 23.2 
  Ag11          1.3 26.0 1.0 24.0 
  B70          1.5 22.0 1.8 25.1 
  CP4          1.2 33.7 1.5 25.0 
  3TH Delft          3.7 20.3 0 23.6 
  Zabi          2.4 14.3 1.8 25.0 
  Z6          1.4 27.5 1.0 29.2 
  ATCC 29192          2.4 31.0 >24 0 
  238          3.8 12.7 >24 0 
  S30.2          4.0 30.3 >24 0 
  S30.A          3.8 26.6 >24 0 
 
จากตารางพบวา ถาใชน้ําตาลกลูโคสในการหมัก Zymomonas สายพันธุ CP4   Ag11  และ Z6  
จะใชเวลาในการผลิตเอทานอลนอยกวาสายพันธุอ่ืน และถาใชน้ําตาลซูโครสในการหมัก 
Zymomonas สายพันธุ  S30.A, S30.2, 238  และ ATCC 29192  จะใชเวลาในการผลิตเอทานอล
เกิน 24 ชั่วโมง   ดังนั้น Zymomonas สายพันธุที่ใหปริมาณเอทานอลในปริมาณมากและใชเวลา
นอยคือ Zymomonas  สายพันธุ ATCC 10988, Ag11, CP4  และ Z6 
 

Kademi  A. และ Baratti  J. (1996)   ศึกษาการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย 
Zymomonas  mobilis MSN 77  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0  โดยใช
น้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายไมแอสเพน  จากการทดลองพบวาความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส
เร่ิมตน 60 กรัมตอลิตร  จะใหเอทานอลสูงสุด ที่ 30.15 กรัมตอลิตร  และอัตราการผลิตเอทานอล
สูงสุดเปน 2.0 กรัมตอลิตร⋅ชั่วโมง 



 47

 
Reddy  O.V.S. และ Basappa  S.C. (1996)   ทําการศึกษาการผลิตเอทานอลจากแปง

มันสําปะหลังดวยกระบวนการผลิตแบบ SSF (Simultaneous Saccharification and  
Fermentation)  ที่คาความเปนกรดดาง5.5  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  โดยใชเชื้อ
Endomycopsis  fibuligera NRRL 76  และ  Zymomonas  mobilis  พบวาถาใชการหมักแบบ 
mixed  culture  จะสามารถผลิตเอทานอลไดมากกวาการหมักแบบ monoculture  โดยสามารถ
ผลิตเอทานอลได  10.5 %v/v    จากแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 22.5 %w/v       และถาเติมเอนไซม 
กลูโคอะไมเลส 0.01% ในกระบวนการหมักแบบ SSF จะสามารถผลิตเอทานอลไดเพิ่มข้ึนเปน 
13.2 %v/v 

 
Horst  W.D. และ Paul  F.G. (1985) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลซูโครส  โดยใช

เชื้อ Zymomonas  mobilis  UQM 2716 (ATCC 39767) ทําการหมักที่อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซียส  
คาความเปนกรดดาง 6   พบวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเริ่มตนเพิ่มข้ึนจนถึง 200 กรัมตอ
ลิตร จะไดประสิทธิภาพของการเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนเอทานอลมากกวา 90 % และใชเวลาใน
การหมักไมเกิน 32 ชั่วโมง แตเมื่อความเขมขนของน้ําตาลซูโครสมากกวา 200 กรัมตอลิตร       
ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนเอทานอลที่ไดจะลดลง ดังนั้นความเขมขนของน้ําตาล
ซูโครสที่  200  กรัมตอลิตร     สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดถึง  95.5  กรัมตอลิตร       และได
ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนเอทานอล 94.1 % ใชเวลาในการหมัก 32 ชั่วโมง  
 

นริส  ธนัพประภัศร และ พรรณี  จันทรปฐมพงศ (2525)   ไดทําการศึกษาสภาวะตางๆ ที่มี
ผลตออัตราการเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอลจากเชื้อ Zymomonas  mobilis  ATCC 10988  
จากการทดลองพบวา 
1)    เชื้อสามารถเจริญเติบโตไดดีที่พีเอช 5.0-5.5    อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   
2)    เมื่อใชน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขนเริ่มตน  10 % (โดยน้ําหนัก)  เชื้อสามารถผลิตเอทานอลได 

4.5 %    ในเวลา 17.5 ชั่วโมง   
3)    เมื่อใชน้ําตาลซูโครสที่ความเขมขนเริ่มตน 15 % (โดยน้ําหนัก)  เชื้อสามารถผลิตเอทานอลได 

9.3 % ในเวลา 9 วัน 
4)    จากการศึกษาผลของการเติมอาหารเสริม yeast  extract  เมื่อใชน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล

ซูโครสเปนแหลงคารบอน  พบวาอาหารเสริม yeast  extract  มีผลตอการผลิตเอทานอล  และ
การเจริญเติบโตของเชื้อ Zymomonas  mobilis 
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สรวง  อุดมวรภัณฑ  และคณะ (2525)  ทําการศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญเติบโต
ของ Zymomonas  mobilis UQM 410 (ATCC 10988)  กับความสามารถในการผลิตเอทานอล  
จากการทดลองพบวา 
1) สูตรอาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อ Zymomonas  mobilis UQM 410  ในการผลิตเอทานอลที่

เหมาะสมที่สุดคือ  สารสกัดยีสต (yeast  extract)  0.1 %, แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4]  
0.1 %, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต [KH2PO4]  0.15 %  และแมกนีเซียมซัลเฟต 
[MgSO4⋅7H2O]  0.05 % 

2) ในชวงคาความเปนกรดดาง 4.5 - 8.5  จะไมมีผลตอการผลิตเอทานอล  แตจะมีผลตอการเจริญ
ของเชื้อ  โดยที่คาความเปนกรดดาง 5 – 6  นั้นเปนชวงที่มี lag  phase สั้นที่สุด   และสามารถ
ผลิตเอทานอลไดเร็วที่สุด 

3) อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อคืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
4) เชื้อสามารถเจริญเติบโตไดดีที่สุดเมื่อใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 15 %  โดยสามารถผลิต

เอทานอลได 5.3 %  ในเวลา 48 ชั่วโมง 
 

ระวีวรรณ  แกลวกลา (2538) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาว โดยใชเชื้อยีสต 
Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ TISTR 5013  พบวาเมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอย
สลายฟางขาวดวยเอนไซมเซลลูเลสเปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงเชื้อ ในกระบวนการหมักแบบไม
ใชออกซิเจน ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วัน  จะไดเอทานอลเขมขน 1.3 % โดยปริมาตร 

 
สันทนา  เสถียรไพศาล (2539)  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเสนใย

ปานศรนาราณยดวยวิธีการยอยสลายและการหมักแบบตอเนื่องโดยใชเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา 
Acrophialophora  sp.  และยีสต Candida  brassicae IFO 1664  โดยการรวมปฏิกิริยาการยอย
สลายและการหมักไวเปนขั้นตอนที่ตอเนื่องในถังหมักเดียวกัน (Simultaneous Saccharification 
and  Fermentation) พบวาคาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  สามารผลิตเอทา
นอลไดสูงสุด 0.9125 เปอรเซ็นต (0.3042 กรัมตอกรัมสับสเตรท)  และการเติม casein  peptone 
เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต  และ soy  peptone เขมขน 0.075 เปอรเซ็นต เปนอาหารเสริม  สามารถ
ผลิตเอทานอลได 1.267 เปอรเซ็นต (0.422 กรัมตอกรัมสับสเตรท)  และ 0.9301 เปอรเซ็นต (0.310 
กรัมตอกรัมสับสเตรท)  ซึ่งใหผลผลิตสูงกวาสับสเตรทที่ไมมีการเติมอาหารเสริม 1.76 และ 1.29 เทา 
ตามลําดับ 

 
 



บทที่ 4 
 

เคมีภัณฑ อุปกรณ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 4.1 เคมีภัณฑ 
 

4.1.1. เหงามันสําปะหลัง 
4.1.2. โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] ของบริษัท Merck, Germany. 
4.1.3. โซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต [KnaC4H4O6⋅4H2O] ของบริษัท AJAX 

CHEMICAL, Australia. 
4.1.4. โปแตสเซียมไดโครเมต [K2Cr2O7] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, 

Australia. 
4.1.5. กรดไดไนโตรสาลิไซลิก [C7H4N2O7] ของบริษัท Fluka  chemika, 

Switzerland 
4.1.6. กรดซิตริก [COOHCH2C(OH)COOHCH2COOH⋅H2O] ของบริษัท AJAX 

CHEMICAL, Australia. 
4.1.7. โซเดียมซิเตรต [Na3C6H5O7⋅2H2O] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, 

Australia.  
4.1.8. ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต [C12H8N2⋅H2O] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, 

Australia. 
4.1.9. กรดซัลฟูริก [H2SO4] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia. 
4.1.10. เฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4⋅FeSO46H2O] ของบริษัท AJAX 

CHEMICAL, Australia. 
4.1.11. เฟอรรัสซัลเฟต [FeSO4⋅7H2O] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia. 
4.1.12. กลูโคส [C6H12O6] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia. 
4.1.13. เอทานอล 99.8 % [C2H6O] ของบริษัท Merck, Germany. 
4.1.14. กรดไฮโดรคลอริค [HCl] ของบริษัท Merck, Germany. 
4.1.15. แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, 

Australia. 
4.1.16. โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต [KH2PO4] ของบริษัท AJAX 

CHEMICAL, Australia. 
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4.1.17. แมกนีเซียมซัลเฟต [MgSO4⋅7H2O] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, 
Australia. 

4.1.18. สารสกัดยีสต (yeast  extract) ของบริษัท Merck, Germany 
4.1.19. อาการ (bacto – agar) ของบริษัท Difco, USA 
4.1.20. น้ําที่ใชในการทดลองเปนน้ํากรองผานไสกรองเรซิน  และเยื่อแผนเซรามิก 

0.2 ไมครอน 
 

 4.2 เอนไซม 
 

4.2.1  เซลลูบริกซ (Cellubrix) ของบริษัท อีส เอเซียติก ประเทศไทย จํากัด (มหาชน) 
 
 4.3 อุปกรณและเครื่องมือในการทดลอง 

 
4.3.1    เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic  stirrer / hot plate)    รุน   RCT   

basic    ของบริษัท Ika  labortechnik , Germany. 
4.3.2 เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) รุน KUBOTA  5100  ของบริษัท Kubota  

corporation, Japan. 
4.3.3 เครื่องกวน (stirrer) รุน RW20ZM.n. ของบริษัท Ika  labortechnik , 

Germany. 
4.3.4 อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Julabo  ของบริษัท  

Labartechnik  GMBH, Germany. 
4.3.5 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 

Genesys ของบริษัท Spectronic Instruments, USA. 
4.3.6 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (4-digits balance) ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland. 
4.3.7 เครื่องคัดขนาดอนุภาค (seiving)  
4.3.8 กลองจุลทรรศน  รุน  BH - 2  ของบริษัท OLYMPUS , Japan. 
4.3.9 ตูถายเชื้อ (laminar  flow) รุน VS-124 ของบริษัท ISSCO, USA. 
4.3.10 หมอฆาเชื้อดวยไอน้ํา (autoclave) รุน HL24ADY ของบริษัท Hirayama  

Manufacturing  Corporation, Tokyo, Japan. 
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4.3.11 เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH  meter) ของบริษัท Mettler  
Toledo, Switzerland. 

4.3.12 เครื่องกลั่นแบบสูญญากาศ (rotary  vacuum  evaporator) ของบริษัท 
Tokyo  Rikakikai, Japan 

4.3.13 ตูควบคุมอุณหภูมิ (hot air oven) รุน ULM500 ของบริษัท Memmert, 
Germany 

 
4.4   เชื้อจุลินทรีย 
 

4.4.1  เชื้อ Zymomonas  mobilis  strain TISTR 405  ซึ่งเปน strain เดียวกันกับ  
ATCC 10988  ส่ังซื้อจากสถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศ
ไทย (วท) 

 
4.5   อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

4.5.1   อาหารสําหรับเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย ใชอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็ง
เอียง (nutrient  agar  slant) มีสูตรอาหารดังนี้คือ 

4.5.1.1   กลูโคส                                                                     2.5    % 
4.5.1.2   สารสกัดยีสต (yeast  extract)                                   1.0    % 
4.5.1.3   โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต [KH2PO4]      0.15  % 
4.5.1.4   แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4]                               0.1    %   
4.5.1.5   แมกนีเซียมซัลเฟต [MgSO4⋅7H2O]                           0.05  %                              
4.5.1.6   เอการ (bacto-agar)                                                 2.0    %   

 
4.5.2   อาหารเหลวสําหรับเตรียมเชื้อหมักเริ่มตน 

4.5.2.1   กลูโคส                                                                     4.0    % 
4.5.2.2   สารสกัดยีสต (yeast  extract)                                   1.0    % 
4.5.2.3   โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต [KH2PO4]      0.15  % 
4.5.2.4   แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4]                               0.1    %          
4.5.2.5   แมกนีเซียมซัลเฟต [MgSO4⋅7H2O]                           0.05  %    
 



 52

     4.6   วิธีเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 
 

4.6.1   วิธีเก็บรักษาแบบระยะยาว 
เก็บรักษาเชื้อจุลินทรียดวยวิธีการแชเยือกแข็ง (lyophilizaton)  ซึ่งเปนการทําให

เซลลแข็งตัวในสภาพสูญญากาศ  เมื่อตองการนําออกมาใชจึงนําออกมาถายเชื้อลงในอาหาร
เหลว  เพื่อเพิ่มปริมาณและบํารุงเซลลใหแข็งแรง  ระหวางการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรียดวยวิธีนี้เชื้อ
จะไมมีการเจริญเติบโต  ดังนั้นจึงไมเกิดการเปลี่ยนแปลงสายพันธุอยางแนนอน 

 
4.6.2   วิธีเก็บรักษาแบบระยะสั้น 
เขี่ยเชื้อจุลินทรียลงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง (agar  slant) ที่มีสูตร

อาหารตามขอ 4.5.1  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เมื่อเชื้อ
เจริญดีแลว  นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องสาเซลเซียส  วิธีนี้สามารถเก็บเชื้อไดนานประมาณ 2 
สัปดาห 

                 
                     

 4.7 วิธีการทดลอง 
 
  4.7.1 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง 

 
นําเหงามันสําปะหลังมาลางดวยน้ําประปาหลายครั้งจนสะอาดแลวนํามาตากใหแหง  

จากนั้นนําไปบดใหละเอียดดวยเครื่องบด  นํามารอนผานตะแกรงใหมีขนาดเล็กกวา 0.25 
มิลลิเมตร  และนํามาวิเคราะหหาปริมาณสวนประกอบตางๆ ในเหงามันสําปะหลัง ไดแก 
เซลลูโลส,  เฮมิเซลลูโลส   และลิกนิน    โดยใชวิธีใน TAPPI 203 om-88 (รายละเอียดแสดงใน
ภาคผนวก ก)    หลังจากนั้นทําการปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกอนนําไปทําการยอยดวยเอนไซม  
โดยมีวิธีการตางๆ ดังนี้ 

 
4.7.1.1   แชเหงามันสําปะหลังที่บดแลวในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 

0.5, 1.0, 2.0 และ 4.0 โมลาร  ในอัตราสวนโดยน้ําหนักของเหงามันสําปะหลังตอสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด เทากับ 1 ตอ 10 ที่อุณหภูมิหอง  โดยเหงามันสําปะหลังแชอยูในสารละลาย
ตลอดเวลา เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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4.7.1.2   หลังแชเหงามันสําปะหลังครบ 24 ชั่วโมงแลว  นํามากรองสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดออกดวยผากรอง  แลวเติมลงไปใหมโดยใชความเขมขนเดียวกับความเขมขน
ที่ใชแชในอัตราสวนเดิม          นําไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ  30,   50,   70   และ 90  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 นาที 

 
4.7.1.3  นําเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว  นํามากรองผานผากรอง

แลวลางดวยน้ําประปาและน้ํากลั่น  จนน้ําลางตะกอนมีสภาพเปนกลาง (pH ประมาณ 7.0)  โดย
การทดสอบดวยกระดาษลิตมัสโดยตองไมเปลี่ยนสีจากสีแดงเปนสีน้ําเงิน  นํามาอบแหงที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  จากนั้นนํามาชั่งน้ําหนักเพื่อวิเคราะหน้ําหนักเหงามันสําปะหลังที่หาย
ไปในระหวางการปรับสภาพ และนํามาวิเคราะหหาปริมาณสวนประกอบตางๆในเหงามัน
สําปะหลัง ไดแก เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  โดยใชวิธีใน TAPPI  203  om-88 (ราย
ละเอียดแสดงในภาคผนวก ก) 

 
4.7.2 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยเซลลูโลสในเหงามัน

สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ 
 
4.7.2.1   การหาความสามารถในการทํางานของเอนไซม 

การหาความสามารถของเอนไซมในการยอยสลายกระดาษกรอง  โดย
ใชวิธีของ Mandel และ Sternbery (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ก) 

โดย 1 หนวยของเอนไซม (FPU)  คือปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย
กระดาษกรอง whatman เบอร 1 แลวไดน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที  ภายใตสภาวะที่
ทดลอง 

 
4.7.2.2   การหาคาความเปนกรด-ดาง (pH) ที่เหมาะสม 

ชั่งตะกอนเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลวดวยวิธีการที่
เหมาะสมจากขอ 4.7.1 น้ําหนัก 51.8 มิลลิกรัม ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 
เขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร โดยแปรผันคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-6.0  จาก
นั้นเติมปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซเขมขน 54 หนวย FPUตอกรัมเหงามันสําปะหลัง และนําไปทํา
ปฏิกิริยาในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยา
โดยนําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ทําใหเย็นลง  ปนแยกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธีของ 
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Mandel และ Sternbery (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ก) และคํานวณเปอรเซ็นตการเปลี่ยน
เหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

 
4.7.2.3 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

ดําเนินการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.7.2.2    แตใชสารละลายซิเตรต
บัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางที่ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดสูงที่สุด นําไปทําปฏิกิริยาใน
อางควบคุมอุณหภูมิ ที่โดยแปรผันคาของอุณหภูมิในชวง 35-60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
เปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ที่ผลิตไดจากการทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิตางๆ และคํานวณ
เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

 
4.7.2.4 การศึกษาผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอการยอย

สลายเหงามันสําปะหลัง 
 

4.7.2.4.1 การเปรียบเทียบการยอยกระดาษกรอง, เหงามันสําปะหลังแหง  
และเหงามันสําปะหลังเปยกโดยใชเอนไซมเซลลูบริกซที่ความเขมขนตางๆ  

ดําเนินการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.7.2.2   โดยใชกระดาษกรอง, เหงา
มันสําปะหลังแหง  และเหงามันสําปะหลังเปยกในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด
ดางที่ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดสูงที่สุด  โดยเปลี่ยนแปลงปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซที่
ความเขมขน 20, 80 และ140  หนวยเอนไซม FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง นําไปทําปฏิกิริยาใน
อางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 4.7.2.3 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เปรียบเทียบ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  และคํานวณเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

 
4.7.2.4.2  ผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซในการยอยเซลลูโลสใน

เหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส 

ดําเนินการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.7.2.4.1  โดยใชเหงามันสําปะหลัง
ที่ไดจากขอ 4.7.2.4.1  โดยเปลี่ยนแปลงปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซที่ความเขมขนตั้งแต 0.8-140 
หนวย FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง 
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4.7.2.5   การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสม 
ชั่งตะกอนเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว 51.8 มิลลิกรัม 

ใสในหลอดทดลองจํานวน 11 หลอด เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร ที่มีคา
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมจากขอ 4.7.2.2 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติมเอนไซมเซลลูบริกซใน
ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 4.7.2.4 นําไปทําปฏิกิริยาพรอมกันในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมจากขอ 4.7.2.3 เก็บตัวอยางสารละลายทีละหลอดไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
ผลิตไดในชั่วโมงที่ 0, 1, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 30 และ 50 ของการยอย  และคํานวณเปอรเซน็ต
การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ ที่เวลาตางๆ 

 
 

4.7.3   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง Zymomonas  mobilis 
เพื่อผลิตเอทานอล  

 
4.7.3.1 การเตรียมเชื้อหมักเริ่มตน 

เตรียมอาหารเหลวสําหรับเตรียมเชื้อหมักเริ่มตนในขอ 4.5.2  โดยใหมี
ปริมาตรทั้งสิ้น 500 มิลลิลิตร แลวถายใสหลอดทดลองฝาเกลียวประมาณ 12-14 หลอด หลอดละ 
14 มิลลิลิตร  และใสในขวดรูปชมพู 3 ขวด ขวดละ 100 มิลลิลิตร  ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  เมื่อทิ้งไวใหเย็นใชเข็มเขี่ยเชื้อ  เขี่ยเชื้อ 1 ลูปจาก agar  slant 
ใสลงหลอดทดลอง  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  ถายเชื้อจากหลอด
ทดลองลงในน้ําหมักในขวดรูปชมพูที่ฆาเชื้อแลวโดยทําในตูปลอดเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  นําไปใชเปนเชื้อหมักเริ่มตน 

 
4.7.3.2  ศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของน้ําตาลรีดิวซในการผลิต 

เอทานอล   
  

 4.7.3.2.1  การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหมีความเขมขนตางๆ  
โดยเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซ ที่ไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงา

มันสําปะหลังใหมีความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเปน  10 กรัมตอลิตร,  25 กรัมตอลิตร และ 40 
กรัมตอลิตร   ดวยเครื่องกล่ันแบบสูญญากาศ (rotary  vacuum  evaporator)     นําสารละลาย
น้ําตาลรีดิวซที่ไดมาปรับคาความเปนกรดดางใหมีคาเทากับ 5.0 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก
และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง  เติมสารอาหารที่จําเปนตามขอ 4.5.2  แตไมตองเติม
กลูโคส 
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4.7.3.2.2   การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหปราศจากเชื้อ 
นําสารละลายจากขอ  4.7.3.2.1 ถายใสหลอดทดลองฝาเกลียว

ประมาณ 6-8 หลอด หลอดละ 14 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที  ทิ้งใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 

 
4.7.3.2.3   การหมัก 
ทําการถายเชื้อหมักเริ่มตนจากขอ  4.7.3.1     ลงในสารละลายน้ําตาล

รีดิวซที่ฆาเชื้อแลวจากขอ 4.7.3.2.2  หลอดละ 1 มิลลิลิตร ในตูปลอดเชื้อ  นํามาบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอยางทีละหลอดตามเวลา  นําไปวิเคราะหหาปริมาณเซลล    ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ลดลง  และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น 

 
4.7.3.3 ศึกษาความเปนกรดดางที่เหมาะสมของน้ําตาลรีดิวซในการผลิต 

เอทานอล 
 
4.7.3.3.1  การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหมีความเปนกรดดางตางๆ 
เตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหมีความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 

4.7.3.2    นํามาปรับคาความเปนกรดดางใหมีคาเทากับ 5.0, 5.5  และ 6.0  ดวยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง  เติมสารอาหารที่จําเปนตามขอ 4.5.2  
แตไมตองเติมกลูโคส 

4.7.3.3.2  การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหปราศจากเชื้อ 
นําสารละลายจากขอ  4.7.3.3.1 ถายใสหลอดทดลองฝาเกลียว

ประมาณ 6-8 หลอด หลอดละ 14 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที  ทิ้งใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 

 
4.7.3.3.3   การหมัก 
ทําการถายเชื้อหมักเริ่มตนจากขอ  4.7.3.1     ลงในสารละลายน้ําตาล

รีดิวซที่ฆาเชื้อแลวจากขอ 4.7.3.3.2  หลอดละ 1 มิลลิลิตร ในตูปลอดเชื้อ  นํามาบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอยางทีละหลอดตามเวลา  นําไปวิเคราะหหาปริมาณเซลล    ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ลดลง  และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น 
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4.7.3.4 การเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลกลูโคส 
 

4.7.3.4.1  การเตรียมน้ําตาลกลูโคสใหมีความเขมขนตางๆ  
เตรียมน้ําตาลกลูโคสใหมีความเขมขนเปน  10 กรัมตอลิตร,  25 กรัม

ตอลิตร และ 40 กรัมตอลิตร   นําน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขนตางๆ มาปรับคาความเปนกรดดาง 
ใหมีคาเทากับ 5.0  ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง  
เติมสารอาหารที่จําเปนตามขอ 4.5.2  แตไมตองเติมกลูโคส   

 
4.7.3.4.2   การเตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสใหปราศจากเชื้อ 
นําสารละลายจากขอ  4.7.3.4.1 ถายใสหลอดทดลองฝาเกลียว

ประมาณ 8-14 หลอด หลอดละ 14 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  ทิ้งใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 

 
4.7.3.4.3   การหมัก 
ทําการถายเชื้อหมักเริ่มตนจากขอ 4.7.3.1 ลงในสารละลายน้ําตาล

กลูโคสที่ฆาเชื้อแลวจากขอ 4.7.3.4.2  หลอดละ 1 มิลลิลิตร ในตูปลอดเชื้อ  นํามาบมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอยางทีละหลอดตามเวลา  นําไปวิเคราะหหาปริมาณเซลล  ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ลดลง  และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น 

 
 

 
 
 

 
 
 

  
 

 
 



บทที่ 5

ผลการทดลองและการวิเคราะหขอมูล

5.1   ผลจากการศึกษาการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง

5.1.1  ผลการวิเคราะหปริมาณสวนประกอบในเหงามันสําปะหลัง   ที่ผานการ
ปรับสภาพทางกายภาพโดยการบด  แตยังไมผานการปรับสภาพทางเคมี

จากการวิเคราะหสวนประกอบในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพโดย
การบด  แตยังไมผานการปรับสภาพทางเคมี  พบวาสวนประกอบสวนใหญในเหงามันสําปะหลัง
เปนเซลลูโลส 82.14 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ที่เหลือเปนเฮมิเซลลูโลส 11.41 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
และลิกนิน  6.45 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ดังแสดงในตารางที่ 5.1

ตารางที่  5.1 แสดงสวนประกอบในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพโดยการ
บด  แตยังไมผานการปรับสภาพทางเคมี

สวนประกอบ ปริมาณ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)
เซลลูโลส 82.14

เฮมิเซลลูโลส 11.41
ลิกนิน   6.45

ผลจากการวิเคราะห พบวาเซลลูโลสเปนสวนประกอบที่พบมากที่สุดในเหงามันสําปะหลัง
จึงเปนแรงจูงใจที่จะทําการศึกษาและวิจัยเพื่อนําเหงามันสําปะหลังกลับมาใชประโยชนใหคุมคา  
โดยนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตกลูโคส  เนื่องจากกลูโคสเปนสารตั้งตนในการผลิตผลิตภัณฑ
หลายประเภท เชน แอลกอฮอล  กรดซิตริก  ผงชูรส  ซอรบีทอล  อุตสาหกรรมการผลิตยาตางๆ
และเปนสวนผสมในอุตสาหกรรมอาหารเปนตน  การผลิตกลูโคสจากเหงามันสําปะหลังจึงเปนการ
เพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรทางหนึ่ง
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เนื่องจากวัตถุดิบที่ใชในงานวิจัย คือ เหงามันสําปะหลัง  ซึ่งยังมีเฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน
เปนสวนประกอบอยูในโครงสราง   และเปนตัวขัดขวางการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซม      ดังนั้น
ขั้นตอนแรกจึงตองทําการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง  เพื่อแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออกจาก
โครงสราง  และปรับโครงสรางของเซลลูโลสใหอยูในสภาพที่เหมาะสมตอการเขาทําปฏิกิริยาของ
เอนไซม

5.1.2 การศึกษาการปรับสภาพเหงามันสําปะหลังโดยใชสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและอุณหภมูิตางๆ

จากการทดลองโดยการแชเหงามันสําปะหลังที่บดแลว  ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ที่ความเขมขนตางๆ ในอัตราสวนโดยน้ําหนักของเหงามันสําปะหลังตอสารละลายเทากับ 1ตอ10
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนําไปตมที่ความเขมขนและอัตราสวนเดียวกับที่แช  ที่อุณหภูมิตางๆ เปน
เวลา 90 นาที  ไดผลการทดลองดังตารางที่ 5.2  และรูปที่ 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 และ 5.5

จากตารางที่ 5.1 รูปที่ 5.1 และรูปที่ 5.2  พบวาเมื่อนําเหงามันสําปะหลังมาปรับสภาพ
ทางกายภาพโดยการบด  จะมีปริมาณเซลลูโลสอยู 82.14 %  และเมื่อนํามาผานการปรับสภาพ
ทางเคมีโดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ที่ความเขมขน และอุณหภูมิตางๆ กันจะไดปริมาณ
เซลลูโลสเพิ่มข้ึน   แตปริมาณเฮมิเซลลูโลสกับลิกนินลดลง       อธิบายไดวาสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด  เขาไปทําปฏิกิริยาสลายพันธะของโครงสรางโมเลกุลระหวางลิกนินและเซลลูโลส
ทําใหโครงสรางโมเลกุลเกิดการแตกออก         เมื่อลางน้ําทําใหลิกนินและเฮมิเซลลูโลสละลายน้ํา
ออกมา  และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดยังเขาไปทําใหเกิดการพองตัวในโครงสรางของ
เซลลูโลสอีกดวย (Christakopoulos  P. และคณะ, 1991; Soto  M.L. และคณะ, 1994; Johan
Gallichsen และ Hannu  Paulapuro, 2000)
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ตารางที่ 5.2  ผลการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง ที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพ โดยการบด
และผานการปรับสภาพทางเคมีดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน  
และอุณหภูมิตางๆ

ปริมาณสวนประกอบในตะกอน
เหงามันสําปะหลัง  ( %น้ําหนักแหง )

ความเขมขน
ของ NaOH

( M )

อุณหภูมิ
ที่ใชตม
( 0C ) เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน

น้ําหนักเหงามันสําปะหลัง
ที่หายไปในการปรับสภาพ

( % )
% yield

0.5 30
50
70
90

89.72
90.26
91.08
92.29

5.38
6.15
6.20
4.71

4.90
3.59
2.72
3.00

20.18
20.93
20.57
23.87

71.61
71.37
71.43
70.26

1.0 30
50
70
90

93.59
94.22
94.30
94.92

3.24
3.07
3.63
3.58

3.17
2.71
2.07
1.50

21.32
21.87
22.54
24.33

73.64
73.62
73.05
71.83

2.0 30
50
70
90

96.05
96.46
96.77
97.33

2.26
1.85
2.01
1.49

1.69
1.69
1.22
1.18

23.71
25.15
25.96
28.91

73.28
72.20
71.65
69.19

4.0 30
50
70
90

97.79
98.11
98.52
98.52

1.27
1.04
0.48
0.94

0.94
0.85
1.00
0.54

26.27
26.74
28.84
29.43

72.10
71.88
70.11
69.53
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รูปที่ 5.1   ปริมาณเซลลูโลสในตะกอนเหงามันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ  และ
หลังผานการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและ
อุณหภูมิตางๆ

จากตารางที่ 5.2  พบวาเมื่อความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเพิ่มข้ึน  จะมี
น้ําหนักของเหงามันสําปะหลังที่หายไปในระหวางการปรับสภาพสูงขึ้นดวย

จากรูปที่ 5.2  เปนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณสวนประกอบตางๆ ในตะกอน
เหงามันสําปะหลังหลังการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด กับความเขมขนของสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  พบวาเมื่อความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเพิ่มข้ึน  ทํา
ใหตะกอนเหงามันสําปะหลังมีเปอรเซ็นตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน  และเฮมิเซลลูโลสกับลิกนินลดลง  เนื่อง
จากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขาไปทําปฏิกิริยาสลายพันธะของโครงสรางระหวางลิกนินและ
เซลลูโลส  จึงทําใหลิกนินและเฮมิเซลลูโลสหลุดออกมาจากตะกอนเหงามันสําปะหลังไดมากขึ้น
(Christakopoulos  P. และคณะ, 1991; Soto  M.L. และคณะ, 1994; Johan  Gallichsen และ
Hannu  Paulapuro, 2000)
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รูปที่ 5.2  ผลของความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ในการปรับสภาพ
ตะกอนเหงามันสําปะหลังที่อุณหภูมิตางๆ
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รูปที่ 5.3   ผลของอุณหภูมิในการปรับสภาพตะกอนเหงามันสําปะหลังดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนตางๆ
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รูปที่ 5.4  ปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนินที่สูญเสียไประหวางการปรับสภาพ
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและอุณหภูมิตางๆ
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รูปที่ 5.5  % cellulose  yield  ในตะกอนเหงามันสําปะหลัง  หลังปรับสภาพดวยสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและอุณหภูมิตางๆ

จากรูปที่ 5.3  เปนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณสวนประกอบตางๆ ในตะกอน
เหงามันสําปะหลังหลังการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด กับ  อุณหภูมิที่ใชตม
สารละลาย       พบวาเมื่อใหอุณหภูมิที่ใชตมสารละลายเพิ่มข้ึน   มีผลทําใหสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดสามารถแพรเขาไปในโครงสรางของเซลลูโลสไดเร็วข้ึน  ทําใหเกิดปฏิกิริยาและเกิดการ
บวมตัวไดเร็วข้ึน  จึงสามารถละลายและแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกมาไดมากข้ึน (Soto M.L.
และคณะ, 1994)

แตถาเปรียบเทียบผลการทดลองจากรูปที่ 5.2 กับรูปที่ 5.3    พบวาการเพิ่มความเขมขน
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจะมีผลมากกวาการเพิ่มอุณหภูมิ  เนื่องจากวาในการทดลอง
ไดใชเวลาในการตมสารละลายเปนเวลา 90 นาที ซ่ึงเปนเวลาที่มากเพียงพอที่สารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดจะสามารถแพรเขาไปในโครงสราง  และทําปฏิกิริยาไดหมด  แตถาใชเวลาในการตม
สารละลายนอยกวานี้  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดอาจจะแพรเขาไปทําปฏิกิริยาไดยังไมหมด
ก็จะสามารถเห็นผลของอุณหภูมิไดชัดเจนมากกวานี้
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จากรูปที่ 5.4  แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณสวนประกอบตางๆ ที่สูญเสียไปใน
ระหวางการปรับสภาพ  กับ ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด         พบวาเมื่อความ
เขมขนของสารละลายสูงขึ้น สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขาไปทําปฏิกิริยาสลายพันธะของ
โครงสรางระหวางลิกนินและเซลลูโลส  ทําใหมีเฮมิเซลลูโลส และลิกนินสูญเสียไปในระหวางการ
ปรับสภาพสูงขึ้น  และยังทําใหโครงสรางของเซลลูโลสมีขนาดเล็กลง ทําใหมีการสูญเสียเซลลูโลส
ไปในระหวางการปรับสภาพซึ่งมีคาใกลเคียงกันอยูในชวงระหวาง 10-16 % ท่ีความเขมขนตางๆ

ตอมาพิจารณาหาความเขมขนที่เหมาะสม    ในการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด  โดยพิจารณาจากรูปที่ 5.5 ซ่ึงแสดงความสัมพันธระหวาง % cellulose  yield กับ
ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด    พบวาสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความ
เขมขนตางๆ จะได % cellulose  yield มีคาระหวาง 69-74 % ซ่ึงมีคาแตกตางกันไมมาก และที่
ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร จะให % cellulose  yield  สูงที่สุด รอง
ลงมาคือที่ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ 2 โมลาร

แตจากรูปที่ 5.2 ซ่ึงแสดงความสัมพันธระหวาง % lignin กับความเขมขนของสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด  จะเห็นไดวาที่ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร นั้น
ยังมีปริมาณลิกนินเหลืออยูในโครงสรางสูง  ดังนั้นจึงไมเลือกความเขมขนของสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดที่ 1 โมลาร  แตเลือกความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร เพราะ
เหลือปริมาณลิกนินอยูนอย  และมี % cellulose  yield  อยูสูง

ตอมาพิจารณาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด  จากรูปที่ 5.5  จะเห็นไดวาที่ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ 2 โมลาร  ที่
อุณหภูมิ  30 และ 50 องศาเซลเซียส จะให % cellulose  yield  คอนขางสูง  และเมื่อพิจารณา
จากคาในตารางที่ 5.1  พบวา  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีปริมาณเซลลูโลสสูงกวา  และเหลือ
เฮมิเซลลูโลสนอยกวา  ดังนั้นจึงเลือกอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส

ดังนั้นในการปรับสภาพตะกอนเหงามันสําปะหลังดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ใน
สภาวะที่เหมาะสมคือ ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร ที่อุณหภูมิ 50
องศาเซลเซียส
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5.2   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง

5.2.1   ผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม ในการยอยเซลลูโลสในเหงามัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ ดวยเอนไซมเซลลูบริกซ

จากการทดลองโดยการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว ใน
สารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางตั้งแต 4.0-6.0  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง     พบวาการยอยสลายเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยเอนไซม
เซลลูบริกซจะมีประสิทธิภาพสูงสุดที่คาความเปนกรดดาง 4.8  โดยไดน้ําตาลรีดิวซ 7.85 กรัม/ลิตร
และไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ  20.46  ดังแสดงในรูปที่ 5.6  การ
ผลิตน้ําตาลรีดิวซข้ึนอยูกับคาความเปนกรดดาง  เนื่องจากที่คาความเปนกรดดางตางกันมีผลทํา
ใหกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเอนไซมมีการแตกตัวของอิออนใหอยูในรูปที่เหมาะสมตอการจับกัน
ของเอนไซม  และสับสเตรทไดแตกตางกัน

รูปที่ 5.6  ผลของคาความเปนกรดดางในการยอยสลายเซลลูโลส  ในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพแลวดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
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5.2.2   ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลส ในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพ ดวยเอนไซมเซลลูบริกซ

ผลการทดลองเมื่อดําเนินการวิจัยเชนเดียวกับขอ 5.2.1  โดยใชคาความเปนกรดดางของ
ซิเตรตบัฟเฟอรที่  4.8        และผันแปรอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมต้ังแต  35 - 60
องศาเซลเซียส      พบวาเอนไซมเซลลูบริกซจะทําการยอยสลายเหงามันสําปะหลังใหไดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซสูงขึ้นเมื่อเพิ่มอุณหภูมิจนถึง 50 องศาเซลเซียส  เนื่องจากอุณหภูมิสูงข้ึนในชวงนี้มีผล
ทําใหทั้งเอนไซมและสับสเตรทที่เขาทําปฏิกิริยากันมีพลังงานจลนเพิ่มข้ึน  การชนกันตอหนวยเวลา
เพิ่มข้ึนทําใหสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซไดเพิ่มข้ึน   แตเมื่อใหอุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส
จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง  เนื่องจากอุณหภูมิที่เกิน 50 องศาเซลเซียส  จะมีผลตอโครงสราง
ของเอนไซม  ทําใหเอนไซมทํางานไดไมดีหรืออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา ดังนั้น
อุณหภูมิที่ดีที่สุดสําหรับการยอยเหงามันสําปะหลังคือที่ 50 องศาเซลเซียส  ดังแสดงในรูปที่ 5.7

รูปที่ 5.7  ผลของอณุหภูมิในการยอยสลายเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพแลวดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่ pH 4.8
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5.2.3 ผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอกรัมเหงามันสําปะหลังที่
เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ 
ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส

5.2.3.1 การเปรียบเทียบการยอยกระดาษกรอง, เหงามันสําปะหลังแหง  และ
เหงามันสําปะหลังเปยกโดยใชเอนไซมเซลลูบริกซที่ความเขมขนตางๆ

เมื่อทดลองยอยสลายกระดาษกรอง, เหงามันสําปะหลังแหง  และเหงามันสําปะหลัง
เปยกดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 5.2.1 กับขอ 5.2.2 คือที่อุณหภูมิ
50 องศาเซลเซียส  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ที่มีคาความเปนกรดดาง 4.8  โดย
ผันแปรปริมาณของเอนไซมตอกรัมต้ังแต 20 -140 หนวย FPU ตอกรัมไดผลการทดลองดังแสดงใน
รูปที่ 5.8 และ 5.9

รูปที่ 5.8   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกระดาษกรอง, เหงามัน
สําปะหลังแหง  และเหงามันสําปะหลังเปยก  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่มี
คา pH เทากับ 4.8  โดยใชปริมาณเอนไซมตางๆ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง
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รูปที่ 5.9 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซในการยอยเซลลูโลสในกระดาษ
กรอง, เหงามันสําปะหลังแหง และเหงามันสําปะหลังเปยก ในสารละลายซิเตรต
บัฟเฟอรที่มีคา pH เทากับ 4.8  โดยใชปริมาณเอนไซมตางๆ ที่อุณหภูมิ 50
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง

จากรูปที่ 5.8 และรูปที่ 5.9  พบวาในการยอยกระดาษกรอง  เมื่อใชปริมาณเอนไซม
เพิ่มข้ึนจะไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซ (%conversion) เพิ่มข้ึนแตไมมาก
นัก  แตไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง  อาจเปนเพราะที่ปริมาณเอนไซม 20 หนวย FPUตอกรัมนั้น
เพียงพอตอปฏิกิริยาการยอย และเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มอีกจึงไมคอยมีผลตอการยอยจึงทําใหได
เปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนไมมากนัก  และที่ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ลดลงเปนเพราะเมื่อใสปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึนทําใหปริมาตรของสารละลายเพิ่มข้ึนมากกวา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึน  เมื่อคิดเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดตอสารละลายทั้งหมดจึงมีคา
ลดลง
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สวนการยอยเหงามันสําปะหลังแบบเปยกจะไดผลคลายๆ กับการยอยกระดาษกรอง
นั่นคือเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึนจะไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซ 
(%conversion) เพิ่มข้ึน  แตไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง

แตในการยอยเหงามันสําปะหลังแบบแหงจะไดผลแตกตางกัน  นั่นคือเมื่อใชปริมาณ
เอนไซมเพิ่มข้ึนจะไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซ (%conversion) และ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน  แสดงวาเอนไซมที่ใสเพิ่มเขาไปในสารละลายยังสามารถเขาไปยอย
เซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังแบบแหงไดอีก

และเมื่อเปรียบเทียบสับสเตรททั้งสามชนิด  พบวาเมื่อใชกระดาษกรองจะไดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซสูงกวาเมื่อใชเหงามันสําปะหลังแบบเปยบและแบบแหง  เนื่องจากกระดาษกรองนั้น
เปนเซลลูโลสบริสุทธิ์  แตในเหงามันสําปะหลังนั้นยังมีส่ิงเจือปนเหลืออยูบางทําใหเอนไซมเขาไป
ทําปฏิกิริยาไดยากกวาจึงไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซตํ่ากวา

ถาเปรียบเทียบระหวางเหงามันสําปะหลังแบบแหงและแบบเปยก  พบวาถาใชเหงา
มันสําปะหลังแบบเปยกจะไดน้ําตาลรีดิวซสูงกวา  อาจเปนเพราะวามีน้ําเปนองคประกอบอยูใน
โครงสรางของเหงามันสําปะหลังแบบเปยกอยูแลว  เมื่อใสเอนไซมลงไปทําปฏิกิริยาทําใหเอนไซม
สามารถแพรเขาไปทําปฏิกิริยาไดงายและเร็วกวา  ทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่สูงกวา  ดังนั้นใน
งานวิจัยนึ้จึงไดใชเหงามันสําปะหลังแบบเปยกในการทดลองตอไป

5.2.3.2ผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอกรัมเหงามันสําปะหลัง
ที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ ในสารละลาย
ซิเตรตบัฟเฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส

เมื่อทดลองยอยสลายเหงามันสําปะหลังที่ไดผานการปรับสภาพดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 5.2.1 กับขอ 5.2.2 คือที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  ในสาร
ละลายซิเตรตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ที่มีคาความเปนกรดดาง 4.8  โดยผันแปรปริมาณของเอนไซม
ตอกรัมเหงามันสําปะหลังต้ังแต 0.8-140 หนวย FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง  ไดผลการทดลอง
ดังแสดงในรูปที่ 5.10, 5.11, 5.12 และ5.13
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รูปที่ 5.10  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร  ที่มีคา pH เทากับ 4.8  โดยใช
ปริมาณเอนไซมตอกรัมเซลลูโลสตางๆ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา
24 ช่ัวโมง

รูปที่ 5.11  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซตอหนวย FPU ที่ไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงามัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร ที่มีคา pH เทากับ
4.8  ที่ปริมาณเอนไซมตอกรัมเหงามันสําปะหลังตางๆ  ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง
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รูปที่ 5.12 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ ในการยอยเซลลูโลส
ในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร  ที่มี
คา pH เทากับ 4.8  ที่ปริมาณเอนไซมตอกรัมเหงามันสําปะหลัง คาตางๆ ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง

รูปที่ 5.13 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ ตอหนวย FPU  ใน
การยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ       ในสารละลาย
ซิเตรตบัฟเฟอรที่มีคาpHเทากับ 4.8 ที่ปริมาณเอนไซมตอกรัมเหงามันสําปะหลัง
คาตางๆ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง
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จากรูปที่ 5.10  พบวาเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึน  การยอยสลายเหงามันสําปะหลังก็มีคา
เพิ่มข้ึนดวยทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน  แตหากปริมาณเอนไซมมากกวา 20 หนวยFPU/
กรัมเซลลูโลส  แลวจะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง  ถึงแมวาจากรูปที่ 5.12  จะพบวาได % การ
เปล่ียนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซมากขึ้นก็ตาม  แตจากรูปที่ 5.13 จะเห็นไดวา % การ
เปล่ียนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซตอหนวย FPU กลับลดลง  แสดงวาจริงๆ แลวเอนไซม
เขาไปทําปฏิกิริยาไดไมดี

เมื่อใชเอนไซมปริมาณมากเกินไป  จะเกิดปฏิกิริยาอยางรวดเร็วในชวงแรก  จนกระทั่งมี
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงพอที่จะยับยั้งการทํางานของเอนไซมได  ปฏิกิริยาจึงหยุด  จึงไมมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอีก  ดังนั้นจะเห็นไดวาที่ปริมาณเอนไซม 20  หนวย FPU/g จะไดปริมาณน้ํา
ตาลรีดิวซสูงสุด  แตวาเมื่อเปรียบเทียบระหวางปริมาณเอนไซม ที่ 20 กับที่ 4.079 หนวย FPU/g
จะเห็นไดวาที่ปริมาณเอนไซม 20 หนวยFPU/g จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวาเพียง 1.46 g/l
แตจะตองใชปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึนถึง 5 เทาตัว

และเมื่อดูผลจากรูปที่ 5.11  จะเห็นไดวา ที่ปริมาณเอนไซม 4.079 หนวย FPU/g จะได
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซตอหนวย FPU มากกวา  แสดงใหเห็นวาเอนไซมสามารถเขาไปทําปฏิกิริยาได
มีประสิทธิภาพมากกวา  ดังนั้นในงานวจัิยในครั้งนี้จึงเลือกใชปริมาณเอนไซม 4.079 หนวย FPU
ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง ในการผลิตน้ําตาลรีดิวซ  เพื่อใชในการหมักตอไป
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5.2.4   ผลของการหาเวลาที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพ ดวยปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซ 4.079 หนวย FPU/
กรัมเหงามันสําปะหลัง  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50
องศาเซลเซียส

ผลการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว  ในสารละลายซิเตรต
บัฟเฟอร ที่มีความเปนกรดดางเทากับ 4.8  ใชปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซ 4.079 หนวย FPUตอ
กรัมเหงามันสําปะหลัง  ที่อุณหภูมิของการยอยเทากับ 50 องศาเซลเซียส  ทําการวิเคราะหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ผลิตได  และเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ ที่เวลาตางๆ
ไดผลดังรูปที่ 5.14   พบวาในชวงแรกของการยอย จะมีปริมาณน้ําตาลรดิีวซเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว
และเริ่มชาลงจนถึงช่ัวโมงที่ 24       หลังจากชั่วโมงที่ 24 ของการยอย  จะเห็นไดวาปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ผลิตไดไมเพิ่มข้ึนมากนัก ไมวาจะทําปฏิกิริยานานกวา 24 ช่ัวโมงเปนเวลาเทาใดก็ตาม  จึง
ยุติปฏิกิริยาลงที่ช่ัวโมงที่ 24 ของการยอย   และเลือกคาดังกลาวเปนเวลาที่เหมาะสมในการทํา
ปฏิกิริยาการยอยเซลลูโลสจากเหงามันสําปะหลังดวยเอนไซมเซลลูบริกซในงานวิจัยนี้

รูปที่ 5.14  ผลของเวลาในการยอยสลายเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพแลวดวยเอนไซมเซลลูบริกซ 4.079 หนวย FPUตอกรัมเหงามันสําปะหลัง
ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่ pH 4.8  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 5.3  การเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากการยอยสลายเซลลูโลสในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ

เอนไซม สภาวะที่ใชในการทดลองวัตถุดิบ
ชนิดของเอนไซม ปริมาณเอนไซม

FPU/g

ชนิดของบัฟเฟอร
คาพีเอช อุณหภูมิ

(OC)
เวลา
(hr)

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง

เปลือกเมล็ดทานตะวัน เซลลูเลส และ
เซลโลไบเอส

25 ซิเตรตบัฟเฟอร 0.1 M 4.8 50 72 น้ําตาลรีดิวซ 21 g/l Soto M.L. และคณะ,
1994

ฟางขาว เซลลูเลส 40 โซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร
0.05 M

4.5 50 48 Saccharification 93 %
และ glucose  yield  73 %

Janusz  Szczodrak,
1897

น้ําเสียจาก วัสดุจําพวก  รํา
ขาว, ซังขาวโพด         

(agro-waste meterials)

เซลลูเลส และเฮมิเซลลูเลสจาก
เชื้อ Sporotrichum  pruinosum

และ Arthrographis  sp.

- โซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร
0.05 M

5.0 30 24 น้ําตาลกลูโคส 0.84-2.47 g/l
และ glucose  yield

12.5-28 %

Okeke  B.C. และ
Obi  S.K.C. , 1995

รําขาว เซลลูเลส จากเชื้อ
Aspergillus  niger

0.1 g/l ซิเตรตบัฟเฟอร 0.1 M 7.0 65 3 น้ําตาลกลูโคส 2.2 g/l และ
Saccharification 52.1 %

Sharma  A. และ
คณะ, 2001

ไมออน (softwood) เซลลูเลส และ
เบตา-กลูโคซิเดส

12 - 4.8 40 96 น้ําตาลกลูโคส 26.2 g/l และ
น้ําตาลแมนโนส 7.1 g/l

Mats  Larsson และ
คณะ, 1997

กากสับปะรด เซลลูเลส และ
อะไมโลกลูโคซิเดส

- ฟอสเฟตบัฟเฟอร 6.0 35 67 น้ําตาลรีดิวซ 58.63 % ,         
%yield 78.43   และ
% conversion 74.75

กาญจนา  ทุมมานนท
และคณะ, 2529

ฟางขาว เซลลูเลส 0.5 ml/g cellulose โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร
0.05 M

4.0 55 16 น้ําตาลรีดิวซ 557.07 mg/g และ
Saccharification 49.58  %

ระวีวรรณ  แกลวกลา,
2537

ผักตบชวา เซลลูเลส และ
เบตา-กลูโคซิเดส

30:30 ซิเตรตบัฟเฟอร 0.05 M 4.8 50 24 น้ําตาลกลูโคส 71.67 g/l และ
Saccharification 84 %

ปราณี  สถิรพิพัฒน
กุล, 2532

เหงามันสําปะหลัง เซลลูบริกซ 4.079 ซิเตรตบัฟเฟอร 0.05 M 4.8 50 24 น้ําตาลรีดิวซ 8.30 g/l และ
Saccharification 21.62 %

งานวิจัยนี้
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จากตารางที่ 5.3  เปนการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากการยอยสลายเซลลูโลสใน
งานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ พบวาสภาวะที่ใชการทดลอง เชนพีเอช  อุณหภูมิ และเวลา มีคาใกล
เคียงกับงานวิจัยอ่ืนๆ

เมื่อทําการเปรียบเทียบผลของน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากงานวิจัยนี้และในงานวิจัยอื่นๆ   พบวา
จากงานวิจัยของ Mats  Larsson  และคณะ (1997)  ไดทําการยอยไมออน (softwood) เปนน้ํา
ตาลรีดิวซ  โดยใชเอนไซมผสมระหวาง เอนไซมเซลลูเลส  และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 12 FPU/g
พบวาจะไดน้ําตาลรีดิวซ 26.2 g/l และน้ําตาลแมนโนส 7.1 g/l   ซึ่งไดผลใกลเคียงกับงานวิจัยนี้นั่น
คือในงานวิจัยนี้ไดใชปริมาณเอนไซมนอยกวา 3 เทา จึงไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซนอยกวา 3 เทา
ดวย

แตเมื่อเปรียบเทียบผลจากงานวิจัยของ Soto M.L. และคณะ (1994)   ไดทําการยอยเปลือก
เมล็ดทานตะวันเปนน้ําตาลรีดิวซ     โดยใชเอนไซมผสมระหวางเอนไซมเซลลูเลส   และเอนไซม
เซลโลไบเอส 25 FPU/g  พบวาจะไดน้ําตาลรีดิวซ 21 g/l  จะเห็นไดวาถาในงานวิจัยนี้ใชปริมาณ
เอนไซมเทากัน  จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวา
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5.3   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการ
ยอยสลายเหงามันสําปะหลัง  โดยเชื้อ Zymomonas  mobilis TISTR 405

5.3.1   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล

จากการทดลองโดยนําน้ําตาลรีดิวซ ที่ไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง ใน
สภาวะที่เหมาะสมโดยแปรผันความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ เร่ิมตน 3 คาคือ 10 g/l  25 g/l  และ
40 g/l  มาปรับคาความเปนกรดดางที่ 5.0  และเติมสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย
แลวทําการถายเชื้อลงไป นําไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ไดผลการทดลองดงัรูปที่ 5.15,
5.16 และ 5.17

รูปที่ 5.15 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 10 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

0
2
4
6
8

10

0 10 20 30 40
เวลา (hr)

คว
าม
เขม

ขน
ขอ
งเซ

ลล
 (g

/l);
 

น้ํา
ตา
ลร
ีดิว
ซ (

g/l
)

0

1

2

3

4

เอท
าน
อล

 (g
/l)

ความเขมขนของเซลล น้ําตาลรีดิวซ เอทานอล



79

จากรูปที่ 5.15  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 10 กรัมตอลิตร  พบ
วาในชวง 15 ชั่วโมงแรกของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และ
ความเขมขนของเซลล และเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน   แสดงวาเชื้อไดใชน้ําตาล
รีดิวซในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็ว เปนการสรางผลิตภัณฑ
แบบ growth-associated  products  หลังจากนั้นสารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําใหความเขม
ขนของเซลลเร่ิมคงที่  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 10 กรัมตอลิตร  สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด
3.37 กรัมตอลิตร

รูปที่ 5.16 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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จากรูปที่ 5.16  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร  ไดผล
การทดลองคลายๆ กับรูปที่ 5.15    นั่นคือในชวง 24 ชั่วโมงแรกของการหมัก    ความเขมขนของ
น้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  ,ความเขมขนของเซลลและเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชน
เดียวกัน  ที่ใชเวลานานขึ้นอาจเนื่องจากวาไดใสสารอาหารลงไปมากกวา  จากการทดลองจะ
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 10.60 กรัมตอลิตร

รูปที่ 5.17 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 40 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

จากรูปที่ 5.17  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 40
กรัมตอลิตร  จะเห็นไดวาเชื้อไมคอยมีการเจริญเติบโตและมีการใชน้ําตาลรีดิวซไดนอยมาก  มีผล
ทําใหผลิตเอทานอลไดนอย  อาจเนื่องมาจาก  ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซสูงๆ จะมีส่ิงเจอืปน
อยูมาก  ทําใหเชื้ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมจึงไมคอยมีการเจริญเติบโต

หลังจากนั้นทําการเปรียบเทียบผลการทดลองทั้ง 3 ความเขมขน     เพื่อศึกษาหาความ
เขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอทานอลไดผลดังตารางที่ 5.3 ,รูปที่ 5.18 และ
5.19
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รูปที่ 5.18   แสดงลักษณะการเจริญเติบโต  การใชสารอาหาร  และการผลิตเอทานอลของ
Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 10 g/l,
25 g/l  และ 40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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รูปที่ 5.19   แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  และ
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะของ Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่
ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 10 g/l, 25 g/l  และ 40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน
5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 5.4  อัตราจําเพาะ, อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด และคาผลไดที่คํานวณไดจาก
การผลิตเอทานอล โดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนตางๆ กัน

น้ําตาลรีดิวซ 10 g/l น้ําตาลรีดิวซ 25 g/l น้ําตาลรีดิวซ 40 g/l
อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด (µmax)

(ตอชม.)
0.12 0.14 0.02

อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด (qS,max)
(กรัมน้ําตาลรีดิวซตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.36 0.32 0.45

อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด (qP,max)
(กรัมเอทานอลตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.27 0.26 0.03

อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax)
(กรัมตอลิตร⋅ชม.)

0.32 0.30 0.08

คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร (YX/S)
(กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.35 0.14 0.10

คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (YP/S)
(กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.43 0.68 0.08

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซเปน
ผลิตภัณฑ (% conversion)

72.25 69.84 29.59

จากรูปที่ 5.18 และรูปที่ 5.19  พบวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเพิ่มข้ึนจาก
10 กรัมตอลิตรเปน 25 กรัมตอลิตร    จะสามารถผลิตเอทานอลไดเพิ่มข้ึน      แตเมื่อเพิ่มความเขม
ขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเปน 40 กรัมตอลิตร  จะผลิตเอทานอลไดลดลง  และจากตารางที่ 5.4
พบวาที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่ 25 กรัมตอลิตร  จะมีคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร
สูงที่สุด  ดังนั้นความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมที่สุดคือ 25 กรัมตอลิตร

5.3.2   ผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล

จากการทดลองโดยนําน้ําตาลรีดิวซ ที่ไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังใน
สภาวะที่เหมาะสม  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตรมาปรับคาความ
เปนกรดดางที่ 5.5 และ 6.0  และเติมสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย แลวทําการ
ถายเชื้อลงไป นําไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ไดผลการทดลองดังรูปที่ 5.20, 5.21
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รูปที่ 5.20 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.5 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

รูปที่ 5.21 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 6.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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จากรูปที่ 5.20  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร  ที่
ความเปนกรดดางเริ่มตน 5.5  ไดผลการทดลองคลายๆ กับรูปที่ 5.15  นั่นคือในชวง 50 ชั่วโมงแรก
ของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และความเขมขนของเซลล และ
เอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  ที่ใชเวลานานขึ้นอาจเนื่องจากวาไดใสสารอาหารลง
ไปมากกวา  จากการทดลองจะสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 10.55 กรัมตอลิตร

จากรูปที่ 5.21  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร  ที่
ความเปนกรดดางเริ่มตน 6.0 ไดผลการทดลองคลายๆ กับรูปที่ 5.15  นั่นคือในชวง 30 ชั่วโมงแรก
ของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และความเขมขนของเซลล และ
เอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  ที่ใชเวลานานขึ้นอาจเนื่องจากวาไดใสสารอาหารลง
ไปมากกวา  จากการทดลองจะสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 10.77 กรัมตอลิตร

หลังจากนั้นทําการเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอ
ลิตรที่ 5.0, 5.5 และ 6.0  เพื่อศึกษาหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอทานอล
ไดผลดังตารางที่ 5.4 ,รูปที่ 5.22 และ 5.23
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รูปที่ 5.22   แสดงลักษณะการเจริญเติบโต  การใชสารอาหาร  และการผลิตเอทานอลของ
Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 25 g/l
โดยใช pH เร่ิมตนตางๆ กันคือ 5.0, 5.5 และ 6.0  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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รูปที่ 5.23   แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  และ
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะของ Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่
ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 25 g/l โดยใช pH เร่ิมตนตางๆ กันคือ 5.0, 5.5
และ 6.0   ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 5.4  อัตราจําเพาะ, อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด และคาผลไดที่คํานวณไดจาก
การผลิตเอทานอล โดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 g/l  ที่ pH ตางๆ กัน

pH = 5.0 pH = 5.5 pH = 6.0
อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด (µmax)

(ตอชม.)
0.14 0.10 0.06

อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด (qS,max)
(กรัมน้ําตาลรีดิวซตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.32 1.07 0.35

อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด (qP,max)
(กรัมเอทานอลตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.26 0.22 0.14

อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax)
(กรัมตอลิตร⋅ชม.)

0.30 0.25 0.26

คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร (YX/S)
(กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.14 0.13 0.13

คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (YP/S)
(กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.68 0.52 0.53

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซเปน
ผลิตภัณฑ (% conversion)

69.84 74.37 71.89

จากรูปที่ 5.22 และรูปที่ 5.23  เมื่อความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร
แตแปรผันคาความเปนกรดดาง 3 คา คือ ที่ 5.0, 5.5 และ 6.0   พบวาที่คาความเปนกรดดางเริ่ม
ตนทั้ง 3 คา เชื้อ Zymomonas  สามารถเจริญเติบโตและการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลไดผลดี
ใกลเคียงกัน  แตที่คาความเปนกรดดาง 5.0  เชื้อจะสามารถผลิตเอทานอลโดยใชเวลานอยกวา
แสดงวาเชื้อใชเวลาในการปรับตัวนอยจึงสามารถผลิตผลิตภัณฑไดเร็วกวา  และจากตารางที่ 5.5
พบวาที่คาความเปนกรดดาง 5.0  จะไดอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด 0.30 กรัมตอลิตร⋅ชั่วโมง
และคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร 0.68 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ  ซึ่งไดคามาก
กวาที่คาความเปนกรดดางอื่นๆ     ดังนั้น สภาวะที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อในการผลิตเอทานอล
คือ     ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 25 กรัมตอลิตร และคาความเปนกรดดาง 5.0     แตจะเห็น
ไดวาที่สภาวะที่เหมาะสมนี้เอทานอลที่ผลิตไดก็ยังมีปริมาณนอย     ในงานวิจัยนี้จึงไดทดลองใช
น้ําตาลกลูโคสในการเลี้ยงเชื้อ Zymomonas  mobilis



89

5.3.3   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอล

โดยทําการทดลองเตรียมน้ําตาลกลูโคสใหมีความเขมขนเปน 10 g/l  25 g/l  และ 40 g/l
มาปรับคาความเปนกรดดางที่ 5.0  และเติมสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย แลวทํา
การถายเชื้อลงไป นําไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ไดผลการทดลองดังรูปที่ 5.24, 5.25
และ 5.26

รูปที่ 5.24 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล,น้ําตาลกลูโคสและเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร ที่
สภาวะ: คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

จากรูปที่ 5.24  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร  พบ
วาในชวง 12 ชั่วโมงแรกของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และ
ความเขมขนของเซลล และเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  แสดงวาเชื้อไดใชน้ําตาล
กลูโคสในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็ว  หลังจาก12 ชั่วโมง
สารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําใหความเขมขนของเซลลเร่ิมคงที่แตกย็ังสามารถผลิตเอทานอล
ได ในอัตราที่ชาลง  โดยสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 7.70 กรัมตอลิตร
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รูปที่ 5.15 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล,น้ําตาลกลูโคสและเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร ที่
สภาวะ: คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

รูปที่ 5.25 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล,น้ําตาลกลูโคสและเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร ที่
สภาวะ: คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

รูปที่ 5.26 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล,น้ําตาลกลูโคสและเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร ที่
สภาวะ : คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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จากรูปที่ 5.25  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  พบ
วาในชวง 16 ชั่วโมงแรกของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และ
ความเขมขนของเซลล และเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  แสดงวาเชื้อไดใชน้ําตาล
กลูโคสในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็ว   หลังจาก16 ชั่วโมง
สารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําใหความเขมขนของเซลลและความเขมขนของเอทานอลเริ่มคง
ที่  โดยสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 18.09 กรัมตอลิตร

จากรูปที่ 5.26  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร  พบ
วาในชวง 12 ชั่วโมงแรกของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และ
ความเขมขนของเซลล และเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  แสดงวาเชื้อไดใชน้ําตาล
กลูโคสในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็ว   หลังจาก12 ชั่วโมง
สารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําใหความเขมขนของเซลลและความเขมขนของเอทานอลเริ่มคง
ที่  โดยสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 20.12 กรัมตอลิตร

และเมื่อทําการเปรียบเทียบความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสทั้ง 3 คา ไดผลดังตารางที่ 5.5
และรูปที่ 5.27 กับ 5.28
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รูปที่ 5.27   แสดงลักษณะการเจริญเติบโต  การใชสารอาหาร  และการผลิตเอทานอลของ
Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 10 g/l,
25 g/l  และ 40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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รูปที่ 5.28   แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  และ
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะของ Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่
ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 10 g/l, 25 g/l  และ 40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน
5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 5.6  อัตราจําเพาะ, อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด และคาผลไดที่คํานวณไดจาก
การผลิตเอทานอล โดยใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตนตางๆ กัน

น้ําตาลกลูโคส 10 g/l น้ําตาลกลูโคส 25 g/l น้ําตาลกลูโคส 40 g/l
อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด (µmax)

(ตอชม.)
0.26 0.28 0.32

อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด (qS,max)
(กรัมน้ําตาลรีดิวซตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.94 1.53 4.05

อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด (qP,max)
(กรัมเอทานอลตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.59 0.77 0.56

อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax)
(กรัมตอลิตร⋅ชม.)

0.68 1.06 1.22

คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร (YX/S)
(กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.27 0.17 0.17

คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (YP/S)
(กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.77 0.75 0.52

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซเปน
ผลิตภัณฑ (% conversion)

93.55 96.06 99.58

จากรูปที่ 5.27 และรูปที่ 5.28  พบวาที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอ
ลิตร, 25 กรัมตอลิตร  และ 40 กรัมตอลิตร  ใหผลการทดลองคลายๆ กัน  นั่นคือในชวงเริ่มตนของ
การหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว     และความเขมขนของเซลล และ
เอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน   พอหลังจากนั้นสารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําให
ความเขมขนของเซลลและความเขมขนของเอทานอลเริ่มคงที่

และเมื่อความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตนเพิ่มข้ึนจนถึง 40 กรัมตอลิตร  จะเห็นไดวา
เชื้อยังสามารถเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็วและมีแนวโนมเพิ่มข้ึน  แสดงวาถาให
ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตนเพิ่มมากกวา 40 กรัมตอลิตร  เชื้อก็ยังสามารถเจริญเติบโต
และผลิตเอทานอลไดดีจนถึงคาคาหนึ่งที่ปริมาณน้ําตาลกลูโคสจะมากเกินไป  มีผลทําใหเกิดการ
ยับยั้งการเจริญเติบโต  และการผลิตเอทานอล
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และเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas  mobilis
TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน   ไดผลดังรูปที่ 5.29, 5.30
และ 5.31

รูปที่ 5.29  การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas
mobilis TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 10 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน
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รูปที่ 5.30  การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas
mobilis TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 25 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน
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รูปที่ 5.31  การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas
mobilis TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 40 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน
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จากรูปที่ 5.29  และ 5.30  เปนการเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย
Zymomonas  mobilis TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 10 กรัมตอลิตร และ
25 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน  พบวาเชื้อสามารถใชสารอาหารในการสรางการเจริญเติบโตได
ใกลเคียงกัน  แตเชื้อสามารถใชน้ําตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอลไดดีกวาการใชน้ําตาลรีดิวซ
เนื่องจากในน้ําตาลรีดิวซยังมีส่ิงเจือปนเหลืออยู  จึงทําใหเชื้อผลิตเอทานอลไดต่ํากวา

และจากรูปที่ 5.31  เปนการเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล เมื่อใชน้ํา
ตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่  40 กรัมตอลิตร       พบวาถาใชน้ําตาลกลูโคสเชื้อจะสามารถใช
น้ําตาลในการสรางการเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดเกือบหมด  แตถาใชน้ําตาลรีดิวซเชื้อจะ
ไมคอยเจริญเติบโตและผลิตเอทานอล  เนื่องจากวาเมื่อน้ําตาลรีดิวซมากขึ้นสิ่งเจือปนที่สะสมอยูก็
มีมากขึ้นจึงมีผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโต และการผลิตเอทานอล

จากตารางที่ 5.7  เปนตารางการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากกระบวนการหมักใน
งานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ  จากตารางพบวาสภาวะที่ใชในการเลี้ยง เชน คาพีเอช และอุณหภูมิ ได
ผลสอดคลองกับงานวิจัยตางๆ

จากงานวิจัยของ Christahopoulos P. และคณะ (1991)  ไดทําการทดลองผลิตเอทานอล
จากฟางขาวโดยใชเชื้อ Fusarium  oxysporum strain F3   พบวาเมื่อใชความเขมขนของน้ําตาล
รีดิวซเร่ิมตน 40 กรัมตอลิตร  จะผลิตเอทานอลได 8 กรัมตอลิตร  จะเห็นไดวาใชปริมาณน้ําตาล
รีดิวซมากกวา แตไดปริมาณเอทานอลนอยกวาในงานวิจัยนี้

และเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Kademi  A. และ Baratti  J. (1996)  ไดทําการ
ทดลองผลิตเอทานอลจากไมแอสเพนโดยใชเชื้อ Zymomonas  mobilis  strain MSN77  พบวา
เมื่อใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 61.1 กรัมตอลิตร  จะผลิตเอทานอลได 30 กรัมตอลิตร
จะเห็นไดวาใชเชื้อชนิดเดียวกันแตคนละสายพันธุ  ซึ่งเชื้อ Zymomonas  mobilis  strain  MSN
77  สามารถใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนไดสูงกวาเชื้อ Zymomonas  mobilis  strain TISTR 405   



ตารางที่ 5.7  การเปรียบเทียบผลที่ไดจากการผลิตเอทานอลในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ

สภาวะที่ใชในการทดลองแหลงคารบอน จุลินทรีย
พีเอช อุณหภูมิ

(0C)
เวลา
(hr)

ความเขมขนของ
น้ําตาลเริ่มตน (g/l)

ความเขมขนของ
เอทานอล (g/l)

% conversion ethanol  yield (g/g) เอกสารอางอิง

น้ําตาลกลูโคส Zymomonas mobilis   strain
CP 4

5.0 30 - 60 55 - 0.46 Zhang และคณะ,1995อางถึง
ใน Roger P.L และคณะ, 1997

ไมแอสเพน Zymomonas mobilis  strain
MSN 77

5.0 40 15 61.1 30 99.5 0.50 Kademi A. และ Baratti J.,
1996

น้ําออย Zymomonas mobilis  strain
UQM 2716 (ATCC 39767)

6.8 35 29 121 60.8 95.4 - Horst  W.D. และ
Paul  F.G., 1985

ฟางขาว Fusarium  oxysporum
strain  F3

5.5 30 72 40 8 67.5 0.275 Christahopoulos  P. และ
คณะ, 1991

ฟางขาว Saccharomyces  cerevisiae
strain  TISTR 5013

5.0 30 96 2.7 กรัม 1.3056 กรัม
หรือ 1.3 %

- - ระวีวรรณ  แกลวกลา, 2538

น้ําตาลกลูโคส Zymomonas mobilis  strain
ATCC 10988

5.0-5.5 30 17.5 100 45 - - นริส  ธนัพประภัศร และ
พรรณี  จันทรปฐมพงศ, 2525

น้ําตาลกลูโคส Zymomonas mobilis  strain
UQM 410 (ATCC 10988)

5.0-6.0 30 48 150 53 - - สรวง  อุดมวรภัณฑ และ
คณะ, 2525

เหงามันสําปะหลัง Zymomonas mobilis  strain
TISTR 405 (ATCC 10988)

5.0 30 60 25 10.60 69.84 0.68 งานวิจัยนี้



บทที่ 6

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

6.1 สรุปผลการทดลอง

ในงานวิจัยเปนการนําเหงามันสําปะหลังที่เหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชประโยชน    ดวย
การนํามาใชในการผลิตเอทานอล       โดยนําเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังมายอยใหเปนน้ําตาล
รีดิวซแลวนําไปหมักเปนเอทานอล  โดยมี 3 ข้ันตอนหลัก ซึ่งพอสรุปสภาวะของงานวิจัยไดดังนี้ คือ

1. การปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง

1.1   จากการปรับสภาพเหงามันสําปะหลังดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  พบ
วา สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจะเขาไปสลายพันธะของโครงสรางโมเลกุลระหวางลิกนินกับ
เซลลูโลส ทําใหลิกนนิและเฮมิเซลลูโลสหลุดออกมาจากตะกอนเหงามันสําปะหลัง และยังชวยให
เสนใยเซลลูโลสเกิดการพองน้ํา  ทําใหการแพรของเอนไซมเขาไปในโครงสรางผนังเซลลไดมากขึ้น

1.2  เมื่อความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเพิ่มข้ึน  ทําใหสามารถ
ละลายเฮมิเซลลูโลส  และลิกนินออกมาไดมากขึ้น  โดยสภาวะที่เหมาะสมที่สุดคือที่ความเขมขน
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2.0 โมลาร

 1.3   เมื่อใหอุณหภูมิที่ใชในการตมสารละลายเพิ่มข้ึน   มีผลทําใหสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดสามารถแพรเขาไปในโครงสรางของเซลลูโลสไดเร็วขึ้น  ทําใหเกิดปฏิกิริยาและ
เกิดการบวมตัวไดเร็วขึ้น  จึงสามารถละลายและแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกมาไดมากขึ้น
โดยสภาวะที่เหมาะสมที่สุดคือที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส

1.4   ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด    มีผลตอการแยกลิกนินและ
เฮมิเซลลูโลสมากกวาผลของอุณหภูมิที่ใชในการตม  เพราะในการทดลองไดใชอุณหภูมิในการตม
สารละลายเปนเวลา 90 นาที  ซึ่งเปนเวลาที่มากเพียงพอที่สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจะแพร
เขาไปในโครงสรางและทําปฏิกิริยาไดเกือบหมด
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1.5    ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง  พบวาสภาวะที่ดี
ที่สุดคือเมื่อนําเหงามันสําปะหลังมาบด  และรอนผานตะแกรงใหมีขนาดเล็กกวา 0.25 มิลลิเมตร
นําไปแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวกรองแยก
สารละลายออก  แลวเติมลงไปใหมในอัตราสวนโดยน้ําหนักของเหงามันสําปะหลังตอสารละลาย
เทากับ  1 ตอ 10  นําไปตมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 นาที  จะไดปริมาณ
เซลลูโลส 96.46 %  เฮมิเซลลูโลส 1.85 %  และลิกนิน 1.69 %   โดยจะสามารถละลายเฮมิ
เซลลูโลส  และลิกนินออกมาไดมากที่สุด

2. การยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง

2.1 จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง
ดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  พบวาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดคือ เมื่อนําเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพ  มาทําปฏิกิริยาในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดาง เทากับ
4.8  และปริมาณเอนไซม 4.079 หนวย FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง  นําไปทําปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง

2.2   และจากการศึกษาการเปรียบเทียบการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังแบบ
แหง  และแบบเปยก  พบวาการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังแบบเปยกจะใหน้ําตาลรีดิวซสูง
กวาการใชเหงามันสําปะหลังแบบแหง  เนื่องจากเสนใยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังแบบเปยก
เกิดการพองน้ํา  ทําใหการแพรของเอนไซมเขาไปในโครงสรางผนังเซลลไดมากขึ้น

3. การผลิตเอทานอล

3.1  เมื่อนําน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายเหงามันสําปะหลังมาเปนแหลงคารบอนใน
การหมักเอทานอล  โดยเช้ือ Zymomonas  mobilis  stain TISTR 405  ซึ่งเปน strain เดียวกันกับ
ATCC 10988  จากการศึกษาหาความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมตอการหมักนั้น  พบวา
ที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 25 กรัมตอลิตร  สามารถผลิตเอทานอลและใหคาอัตราการเจริญ
เติบโตจําเพาะที่สูงกวาการหมักที่ความเขมขน 10 และ 40 กรัมตอลิตร  สามารถผลิตเอทานอลได
สูงสุดคือ 10.60 กรัมตอลิตร  คาผลไดของผลิตภัณฑตอการใชน้ําตาลรีดิวซ เปน 0.68 กรัมตอกรัม
และอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด 0.30 กรัมตอลิตร⋅ชั่วโมง
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3.2   ศึกษาหาคาความเปนกรดดางที่ดีที่สุดในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอล  พบ
วาที่ความเปนกรดดาง 5.0  เชื้อจะสามารถผลิตเอทานอลโดยใชเวลานอยที่สุด

3.3    การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และ
น้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน        พบวาถาใชน้ําตาลรีดิวซเปนแหลงคารบอน     เชื้อจะผลิต
เอทานอลไดต่ํากวา  เนื่องจากในน้ําตาลรีดิวซยังมี impurity เหลืออยู  และถาใชน้ําตาลรีดิวซ 40
กรัมตอลิตรเชื้อจะไมคอยเจริญเติบโตและผลิตเอทานอล  เนื่องจากวาเมื่อน้ําตาลรีดิวซมากขึ้น
impurity ที่สะสมอยูก็มีมากขึ้นจึงมีผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโต และการผลิตเอทานอล

ดังนั้นจากผลการทดลองที่ไดจากงานวิจัยนี้  สามารถสรุปไดวาเหงามันสําปะหลังสามารถ
ใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได  ซึ่งนับเปนแนวทางหนึ่งในการเพิ่มคุณคาของวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตรใหกลายเปนผลผลิตที่มีคุณคา

6.2 ขอเสนอแนะ

1. ในงานวิจัยนี้ไดใชเอนไซมเซลลูบริกซในการยอยเหงามันสําปะหลัง  ซึ่งเอนไซมที่
ใชในการทดลองนั้นมีราคาแพง  อาจมีผลทําใหตนทุนในการผลิตเอทานอลสูง  ถาสามารถทําการ
ผลิตเอนไซมขึ้นมาใชเองอาจจะชวยประหยัดตนทุนไดดีขึ้น

2. จากการทดลองพบวา  ถาใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซสูง ทําใหเชื้อไมคอย
เจริญเติบโต  และไดผลผลิตต่ํา  ดังนั้นนาจะเปลี่ยนกระบวนการหมักจากการหมักแบบ batch
เปนแบบ fed  batch  โดยการควบคุมอัตราการเติมสับสเทรต  เพื่อทําใหการเพาะเลี้ยงอยูใน
สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการเกิดผลิตภัณฑตลอดเวลา
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วิธีวิเคราะห 
 

1. วิธีวิเคราะหปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  ใชวิธีใน TAPPI 203 om-88 
 
สารเคมีและวิธีเตรียม 

 
1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  17.5  เปอรเซ็นต 
วิธีเตรียม :  ละลายสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 175 กรัม ในน้ํากลั่น และเจือจาง

เปน 1,000 มิลลิลิตร 
2. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต [K2Cr2O7]  เขมขน  0.5  นอรมัล 
วิธีเตรียม :   ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต  24.52  กรัมในน้ํากลั่น  ปรับปริมาตรเปน  

1000  มิลลิลิตร   ดวยขวดปรับปริมาตร 
3. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐานเขมขน  0.100  นอรมัล 
วิธีเตรียม  :   ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต  4.904   กรัมในน้ํากลั่น  ปรับปริมาตร

เปน  1000  มิลลิลิตร   ดวยขวดปรับปริมาตร 
4. สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตเขมขน  0.100  นอรมัล 
วิธีเตรียม  :   ละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต [Fe(NH4) (SO4) . 6H2O]  หนัก  40.5  

กรัมในน้ํากลั่น   เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  10   มิลลิลิตร  ปรับปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  
ดวยน้ํากลั่น  ทําการหาคาความเขมขนที่แนนอนทุกครั้งที่ใช  โดยนําไปไตเตรทกับสารละลาย
โพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 

วิธีหาคาความเขมขนที่แนนอน  :   ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่น  90  มิลลิลิตร  
คอยๆเทกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  12  มิลลิลิตร ลงในขวด  โดยเอียงขวดทํามุมประมาณ  45  
องศากับพื้น   ตั้งทิ้งไวใหเย็น   หยดอินดิเคเตอร  2  ถึง  4  หยด    นําไปไตเตรทกับสารละลาย
เฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต  ที่ตองการทราบความเขมขนที่แนนอน 

วิธีการคํานวณ  : 
   N2V2   =   N1V1 

เมื่อ  N1   =   ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต,  นอรมัล 
       N2   =   ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต,  นอรมัล 
       V1   =   ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต,  มิลลิลิตร 
       V2   =   ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต,   มิลลิลิตร 
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5. สารละลายอินดิเคเตอร    (indicator) 
วิธีเตรียม  :   ละลาย   1,10-ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรท  (C12 H8N2 .  H2O)  หนัก  1.5  

กรัม  กับเฟอรรัสซัลเฟต  (FeSO4 . H2O)  0.7 กรัม    ในน้ํากลั่นปริมาตร 100  มิลลิลิตร   ใชเปน
อินดิเคเตอร  ในการไตเตรท 

6. กรดซัลฟูริกเขมขน   98  เปอรเซ็นต  (คาความถวงจําเพาะเทากับ  1.84 ) 
7. สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน  3  นอรมัล 
วิธีเตรียม  :   คอยๆเทกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  83.5  มิลลิลิตร  ลงในบีกเกอรที่มี

น้ํากลั่นบรรจุอยู   ปรับปริมาตรเปน   1000   มิลลิลิตร 
 

วิธีวิเคราะห 
 

1.   ชั่งฟาง  (ตะกอนฟาง)  หนัก  1.5  กรัมน้ําหนักแหง  ใสลงในบีกเกอรขนาด  250  
มิลลิลิตร  บันทึกน้ําหนักฟางไว   เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  17.5  เปอรเซ็นต  
ปริมาตร  100   มิลลิลิตร  ปดบีกเกอรดวยกระจกนาฬิกา  จับเวลาทันทีที่เติมสารละลาย   นําไป
กวนบนเครื่องกวนสารเปนเวลา  30  นาที  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  100  มิลลิลิตร  หลังครบเวลา
กวนใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา  30  นาที 

2.   กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนฟางออกโดยทิ้งสารละลายใส  10  มิลลิลิตรแรก
ของการกรอง    เก็บสารละลายใสเพื่อนําไปวิเคราะหปริมาตร   100  มิลลิลิตร 

3. การวิเคราะหปริมาณ แอลฟา-เซลลูโลส  (เซลลูโลส) 
3.1   ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2.   ปริมาตร   10  มิลลิลิตร  ใสลงในขวด

รูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร   เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน  0.5  นอรมัล  
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน 

3.2   คอยๆเทกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  30  มิลลิลิตรลงไป  โดยเอียงขวดทํา
มุม  45  องศากับพื้น  เพื่อปองกันการเดือดอยางรุนแรงของสารละลาย  ตั้งทิ้งไวใหเย็น 

3.3   หยดอินดิเคเตอร  2 ถึง 4 หยด   นําไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัส
แอมโมเนียซัลเฟต  ที่ทราบความเขมขนแนนอน   จนกระทั่งสารละลาย เปลี่ยนจากสีเหลืองอมสม
เปนสีน้ําตาลอมมวง   บันทึกปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต 

3.4   เตรียมสารละลายแบลงค  (blank)  โดยปเปตโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  
17.5  เปอรเซ็นตปริมาตร   5  มิลลิลิตร  ใสในขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตรที่มีน้ํากลั่นบรรจุ
อยู  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  แลวนําไปทําวิธีการเดียวกับสารละลายตัวอยางในขอ  3.1  ถึง 3.3 
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3.5 การคํานวณ 
แอลฟา-เซลลูโลส  (%)  =   100 -  [6.85  (V2- V1) x N X 20 / A X W) ] 

เมื่อ V1  =   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย           
 ตัวอยาง,  มิลลิลิตร 

 V2  =   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย 
 แบลงค,  มิลลิลิตร 

 N   =   ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต, นอรมัล 
 A   =   ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ใช,  มิลลิลิตร 
 W  =   น้ําหนักฟางแหง,  กรัม 

6.85    =   มิลลิกรัสสมมูลของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ทําปฏิกิริยาพอดีกับ  
 เซลลูโลส 
 

4. การวิเคราะหปริมาณ  แกมมา- เซลลูโลส 
4.1   ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ  2.   ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ใสลงใน

กระบอกตวงที่มีจุกปด   เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน  3  นอรมัล   ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  
ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน  นําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ  70  ถึง   90  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2 
ถึง  3  นาที   เพื่อใหเกิดการตกตะกอนอยางสมบูรณ   กรองสารละลายโดยเก็บสวนใสไววิเคราะห 

4.2   นําสารละลายใสที่กรองไดไปวิเคราะหวิธีการเดียวกันกับขอ   3.1  ถึง  3.3 
4.3 การคํานวณ 
แกมมา- เซลลูโลส  =   [ 6.85 (V4-V3) X  N  X  20 / A X W)] 

เมื่อ         V3    =   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย
ตัวอยาง,  มิลลิลิตร 

V4   =   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย
แบลงค,  มิลลิลิตร 

 
5. การวิเคราะหปริมาณ  เบตา- เซลลูโลส  (เฮมิเซลลูโลส)  

การคํานวณ 
เบตา- เซลลูโลส  =    100 -  (แอลฟา – เซลลูโลส + แกมมา – เซลลูโลส)  
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2. วิธีวิเคราะหปริมาณลิกนิน 
คํานวณไดจาก  ลิกนิน  =  100 - เปอรเซ็นตของเซลลูโลส – เปอรเซ็นตของเฮมิเซลลูโลส 
 
3. วิธีวิเคราะหหาความสามารถของเอนไซมในการยอยสลายกระดาษกรอง  

โดยใชวิธีของ Mandel และ Sternbery 
 

สารเคมีและวิธีเตรียม 
 
1. สารละลายซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร  ที่มีความเปนกรดดาง 4.8 
วิธีเตรียม  :   ละลายกรดซิตริก 2.1014 กรัมในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร  และละลาย

โซเดียมซิเตรต 4.4115 กรัมในน้ํากลั่น 300 มิลลิลิตร  นําสารละลายทั้งสองสวนมาผสมกัน และ
เก็บในตูเย็น 

2. สารละลายกรดไดไนโตรสาลิไซลิก 
วิธีเตรียม  :  ละลายกรดไดไนโตรสาลิไซลิก 5 กรัมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 

8 กรัม ในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร  ทําใหละลายเปนเนื้อเดียวกันในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส และคอยๆ ละลายโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรตอีก 150 กรัม จนไดสารละลาย
ใส  ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 500 มิลลิลิตร  และเก็บในขวดทึบแสงที่อุณหภูมิหอง 

 
วิธีวิเคราะห 
 

1.   ใสกระดาษกรอง เบอร 1 ขนาด 1 x 6 เซนติเมตร จํานวน 50 มิลลิกรัม ลงใน
หลอดทดลองขนาดกลาง 

2.   เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร  ที่มีความเปนกรดดาง 4.8  
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมสารละลายเอนไซมอีก 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

3.   นําไปอุนในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
4.   เมื่อครบเวลา หยุดปฏิกิริยาโดยตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที  แยกตะกอนออก

โดยเครื่องปนเหวี่ยง  นําสวนใสไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  ตามวิธีในขอ4 
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4. วิธีวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  ตามวิธีของ Mandel และ Sternbery 
 
สารเคมีและวิธีเตรียม 

 
1. กรดไดไนโตรสาลิไซลิก 
2. กลูโคส 
 

การทํากราฟมาตรฐาน 
 

1.   อบกลูโคสที่อุณหภูมิ 105 – 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง  เพื่อใช
เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่มีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  เตรียมหลอดทดลอง
ใหมีสารละลายมาตรฐานกลูโคส ที่ความเขมขนตางๆ ดังนี้ 

 
หลอดที่ กลูโคส (ml) น้ํากลั่น (ml) ความเขมขนของกลูโคส(mg/ml) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0 

0 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.5 

 
2.   เติมสารละลายไดไนโตรสาลิไซลิก 1 มิลลิลิตร  ลงในแตละหลอด  และผสมให

เขากัน 
3.   นําไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  แลวทํา

ใหเย็นโดยยายมาวางในน้ําแข็งเพื่อหยุดปฏิกิริยา 
4.   เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร  ลงในแตละหลอด  เขยาใหเขากันแลวนําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร  โดยใชหลอดที่ 1 เปนแบลงค 
5.   นําคาที่ไดมาเขียนกราฟ  แลวหาคาความชัน 
 
 
 



 114

วิธีวิเคราะห 
 

1. ดูดตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาณ 1 มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลายไดไนโตรสาลิไซลิก 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน 
3. ทําตามขอ 3, 4 ในการทํากราฟมาตรฐาน  โดยแบลงคใชตัวทําละลาย 1 

มิลลิลิตรแทน 
4. นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟ   

มาตรฐาน 
 

5.   การตรวจวัดการเจริญของเชื้อ 
 

5.1   การวัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) 
 

การทํากราฟมาตรฐาน   
สําหรับการทํากราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักแหง (กรัม/ลิตร)  กับคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น   540   นาโนเมตร        มีวิธีการดังนี้   นําตัวอยางที่เก็บไดในระยะการเติบโต
เอกซโพเนนเชียลมาเจือจางดวยน้ํากลั่น (1:50, 1:25, 1:20, 1:10, 1:5 เปนตน)  นําสวนหนึ่งไปวัด
คาการดูดกลืนแสง 540 นาโนเมตร  และอีกสวนนําไปอบแหงหาน้ําหนักเซลลแหงเปนกรัม/ลิตร  
นําคาที่วัดไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรัม/ลติร)    กับคาการ
ดูดกลืนแสง  เพื่อใชในการคํานวณหาน้ําหนักเซลลแหงจากตัวอยางที่วัดคาการดูดกลืนแทนการหา
น้ําหนักเซลลแหงโดยตรง  

 
วิธีวิเคราะห  :   ดูดตัวอยางน้ําหมักมาจํานวน 1 มิลลิลิตร  เจือจางดวยน้ํากลั่นใหเปน 5 

มิลลิลิตร    นําสารละลายไปอานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร   โดยใชตัว
ทําละลายเปนแบลงค  นําคาที่วัดไดมาคํานวณหาน้ําหนักเซลลแหงจากกราฟมาตรฐาน 

 
5.2   การหาจํานวนเซลลของแบคทีเรีย 

 
วิธีวิเคราะห  : ดูดตัวอยางน้ําหมักมาแลวหยดลงบนแผน Haemacytometer  ปดดวย

คัฟเวอรกลาส (cover  glass)  ทั้งแผนสไลด  และคัฟเวอรกลาสจะตองทําความสะอาดดวยน้ํา
กลั่นกอนและหลังการนับเซลลในแตละครั้ง  นําไปตรวจนับจํานวนเซลลแบคทีเรียจากกลอง
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จุลทรรศนโดยตรง  จะสังเกตเห็นเซลลมีลักษณะเปนแทงสั้นๆ  นับจํานวนเซลลแบคทีเรียที่เห็นนี้
โดยนับเซลลที่อยูบนชองใหญในแนวเสนทแยงมุม  ซึ่งเปนการสุมตัวอยางที่ไดคาเฉลี่ยที่ดีที่สุด  นํา
มาคํานวณหาคาจํานวนเซลลแบคทีเรียที่นับได 
 
 

6.   วิธีวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล  โดยวิธีแกสโครมาโตกราฟฟ 
ในงานวิจัยนี้ใชแกสโครมาโตกราฟฟของ  Shimadzu  Model  GC – 7AG 

สภาวะที่ใชในการวิเคราะห 
คอลัมนยาว 2 เมตร  เสนผาศูนยกลางภายใน 3.3 มิลลิเมตร  บรรจุดวย porapak Q  

อุณหภูมิคอลัมนคงที่ที่ 190 องศาเซลเซียส  อุณหภูมิของอินเจคเตอร (injector) 240 องศา
เซลเซียส  อุณหภูมิของดีเทคเตอร (detector) 240 องศาเซลเซียส  อัตราการไหลของแกส
ไนโตรเจน 50 มิลลิลิตรตอนาที   

ปริมาณของผลิตภัณฑหาไดจากการเทียบพื้นที่ใตพีค (peak) ของสารที่ใชเปน   
มาตรฐานเปรียบเทียบ   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาคผนวก ข 
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เสนกราฟมาตรฐาน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ ข.1   กราฟมาตรฐานสําหรับการหาน้ําตาลรีดิวซ 

 
 
 
 
 
 

y = 0.4502x
R2 = 0.9964

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ (mg/ml)

คา
กา
รด
ูดก
ลืน
แส
ดง
ที่ค
วา
มย
าว
คล
ื่น 5

50
 นา

โนเ
มต
ร



 118

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ ข.2   กราฟมาตรฐานสําหรับหาน้ําหนักเซลลแหง 
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รูปที่ ข.3    กราฟมาตรฐานสําหรับการหาเปอรเซ็นตเอทานอล ระหวาง 0-1 % 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 319092x
R2 = 0.9975

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
เปอรเซ็นตเอทานอล

พื้น
ที่ใ
ตก
ราฟ



 120

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ข.4   กราฟมาตรฐานสําหรับการหาเปอรเซ็นตเอทานอล ระหวาง 1-6 % 
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ภาคผนวก ค 
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ขอมูลดิบที่ไดจากการทดลอง 
 

1.   การศึกษาการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง 
 

1.1   ผลจากการวิเคราะหปริมาณสวนประกอบในเหงามันสําปะหลัง  ที่ผานการปรับ
สภาพทางกายภาพโดยการบด  แตไมผานการปรับสภาพทางเคมี 

  
ตารางที่ ค.1   ผลจากการวิเคราะหสวนประกอบตางๆ ในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทาง

กายภาพโดยการบด  แตไมผานการปรับสภาพทางเคมี 
 
 

สวนประกอบตางๆ ปริมาณ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) 
เซลลูโลส 

เฮมิเซลลูโลส 
ลิกนิน 

82.14 
11.41 
6.45 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1.2   ศึกษาการปรับสภาพเหงามันสําปะหลังโดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและอุณหภูมิตางๆ 
 
ตารางที่ ค.2  ผลการปรับสภาพเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพโดยการบด และผานการปรับสภาพทางเคมีดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน  
และอุณหภูมิตางๆ  
 

ปริมาณสวนประกอบในตะกอน 
เหงามันสําปะหลัง  ( %น้ําหนักแหง ) 

ปริมาณสวนประกอบในตะกอนเหงามันสําปะหลัง 
ที่สูญเสียไปในระหวางการปรับสภาพ ( %น้ําหนักแหง ) 

ความเขมขน 
ของ NaOH 

( M ) 

อุณหภูมิที่
ใชตม 
( 0C ) เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 

น้ําหนักเหงามันสําปะหลัง 
ที่หายไปในการปรับสภาพ 

( % ) 

 
% yield 

0.5 30 
50 
70 
90 

89.72 
90.26 
91.08 
92.29 

5.38 
6.15 
6.20 
4.71 

4.90 
3.59 
2.72 
3.00 

12.82 
13.11 
13.04 
14.46 

62.40 
57.41 
57.41 
68.54 

39.38 
55.97 
66.98 
64.65 

20.18 
20.93 
20.57 
23.87 

71.61 
71.37 
71.43 
70.26 

1.0 30 
50 
70 
90 

93.59 
94.22 
94.30 
94.92 

3.24 
3.07 
3.63 
3.58 

3.17 
2.71 
2.07 
1.50 

10.35 
10.38 
11.07 
12.55 

77.65 
78.97 
75.37 
76.25 

61.40 
67.13 
75.19 
82.33 

21.32 
21.87 
22.54 
24.33 

73.64 
73.62 
73.05 
71.83 

2.0 30 
50 
70 
90 

96.05 
96.46 
96.77 
97.33 

2.26 
1.85 
2.01 
1.49 

1.69 
1.69 
1.22 
1.18 

10.79 
12.10 
12.76 
15.77 

84.93 
87.91 
86.94 
90.71 

80.00 
80.47 
86.05 
86.98 

23.71 
25.15 
25.96 
28.91 

73.28 
72.20 
71.65 
69.19 

4.0 30 
50 
70 
90 

97.79 
98.11 
98.52 
98.52 

1.27 
1.04 
0.48 
0.94 

0.94 
0.85 
1.00 
0.54 

12.22 
12.49 
14.63 
15.35 

91.76 
93.34 
97.02 
94.22 

89.30 
90.39 
88.99 
94.11 

26.27 
26.74 
28.84 
29.43 

72.10 
71.88 
70.11 
69.53 
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2.   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง 
 

2.1   การศึกษาหาความสามารถในการทํางานของเอนไซม 
 

ตารางที่ ค.3   ผลจากการวิเคราะหหาความสามารถในการทํางานของเอนไซมที่คาความเปนกรดดาง 
4.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

 
วัตถุดิบ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

( g/l ) 
% การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลัง

เปนน้ําตาลรีดิวซ 
กระดาษกรอง 

เหงามันสําปะหลังแบบแหง 
เหงามันสําปะหลังแบบเปยก 

15.21 
7.52 
9.46 

10.14 
5.01 
6.31 

27.38 
13.07 
16.43 

 
 
2.2  การศึกษาหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามัน

สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว 
 

ตารางที่ ค.4   ผลการหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพแลว 

 
pH ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

( g/l ) 
% การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

4.0 
4.5 
4.8 
5.0 
5.5 
6.0 

7.55 
7.65 
7.85 
7.65 
6.70 
3.00 

19.68 
19.94 
20.46 
19.94 
17.46 
7.82 
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2.3  การศึกษาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการ
ปรับสภาพแลว 

 
ตารางที่ ค.5   ผลการหาคาของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผาน

การปรับสภาพแลว 
 
อุณหภูมิ 

( 0C ) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

( g/l ) 
% การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

35 
40 
50 
60 

6.25 
7.22 
7.95 
5.07 

16.30 
18.81 
20.72 
13.20 

 
 

2.4 การศึกษาหาความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอกรัมเหงามันสําปะหลังที่เหมาะ
สมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว 

 
ตารางที่ ค.6     ผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอกรัมเหงามันสําปะหลังที่เหมาะสมใน

การยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ ในสารละลายซิเตรตบัฟ
เฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

 
ปริมาณเอนไซมตอกรัม
เหงามันสําปะหลัง 

(FPU/g) 

ปริมาณน้ําตาล 
รีดิวซ (g/l) 

% การเปลี่ยนเหงามัน
สําปะหลังเปน 
น้ําตาลรีดิวซ 

ปริมาณน้ําตาล 
ตอหนวย FPU 

(g/FPU) 

% การเปลี่ยนเหงามัน
สําปะหลังเปนน้ําตาล 
รีดิวซตอหนวย FPU 

0.816 
4.079 
8.158 

20 
80 

140 

5.58 
8.30 
7.68 
9.76 
8.71 
8.04 

14.56 
21.62 
20.02 
23.24 
37.36 
49.84 

10.27 
3.05 
1.41 
0.67 
0.27 
0.20 

17.84 
5.30 
2.45 
1.16 
0.47 
0.36 
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2.5 การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพแลว 

 
ตารางที่ ค.7  ผลการหาเวลาที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ

ความเขมขน 4.079 หนวย FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 
4.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   

 
เวลา 
(hr) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
( g/l ) 

% การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

0 
1 
3 
6 
9 

12 
16 
20 
24 
30 
50 

0.41 
3.20 
4.33 
4.95 
6.04 
6.24 
7.64 
8.00 
8.41 
9.18 
9.29 

1.08 
8.34 
11.30 
12.91 
15.73 
16.27 
19.90 
20.84 
21.92 
23.94 
24.21 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายเหงามันสําปะหลัง  โดยเชื้อ Zymomonas  mobilis TISTR 405 
3.1 ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
 

ตารางที่ ค.8   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
pH น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรมัตอลิตร) 
จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
4 

12 
20 
45 

5.05 
5.05 
4.96 
4.97 
4.99 

0.68 
0.98 
2.68 
2.68 
2.78 

8.00 
6.81 
2.22 
1.70 
1.34 

0.91 
1.79 
3.37 
3.22 
2.67 

2.10 
2.50 
5.60 
7.70 

10.90 

0.000 
0.090 
0.116 
0.002 
0.000 

0.000 
0.358 
0.314 
0.029 
0.004 

0.000 
0.265 
0.108 
0.001 
-0.011 

 
ตารางที่ ค.9   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
6 

12 
24 
48 
60 

5.06 
5.06 
5.05 
5.05 
5.03 
5.04 

0.42 
1.20 
1.20 
2.12 
2.32 
2.38 

19.66 
17.96 
16.40 
7.89 
5.93 
5.93 

1.21 
2.96 
3.06 
7.96 
9.47 
10.60 

1.40 
1.60 
2.05 
2.50 
3.20 
3.30 

0.000 
0.138 
0.065 
0.029 
0.004 
0.002 

0.000 
0.317 
0.234 
0.193 
0.114 
0.000 

0.000 
0.263 
0.207 
0.187 
0.040 
0.004 



ตารางที่ ค.10   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
pH น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 
จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
24 
48 
60 

5.06 
5.06 
5.04 
5.06 

0.58 
1.16 
1.36 
1.46 

30.96 
22.19 
22.19 
21.80 

1.21 
1.81 
1.81 
1.94 

1.20 
2.20 
2.10 
2.30 

0.000 
0.024 
0.010 
0.006 

0.000 
0.446 
0.013 
0.000 

0.000 
0.030 
0.003 
0.001 

 
 
3.2 ผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
 

ตารางที่ ค.11   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
pH น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 
จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
6 

12 
24 
48 
60 

5.06 
5.06 
5.05 
5.05 
5.03 
5.04 

0.42 
1.20 
1.20 
2.12 
2.32 
2.38 

19.66 
17.96 
16.40 
7.89 
5.93 
5.93 

1.21 
2.96 
3.06 
7.96 
9.47 
10.60 

1.40 
1.60 
2.05 
2.50 
3.20 
3.30 

0.000 
0.138 
0.065 
0.029 
0.004 
0.002 

0.000 
0.317 
0.234 
0.193 
0.114 
0.000 

0.000 
0.263 
0.207 
0.187 
0.040 
0.004 

 



ตารางที่ ค.12   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.5  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
pH น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 
จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
6 

12 
18 
24 
48 
66 
72 

5.48 
5.43 
5.43 
5.42 
5.44 
5.37 
5.41 
5.38 

0.30 
0.66 
0.82 
1.14 
1.64 
2.56 
2.76 
2.78 

24.97 
20.95 
21.31 
19.50 
13.88 
6.55 
7.02 
6.40 

0.88 
1.42 
2.19 
3.59 
5.38 
10.56 
9.63 
10.55 

2.00 
3.30 
3.60 
3.50 
2.20 
3.40 
8.00 
6.40 

0.000 
0.101 
0.076 
0.052 
0.043 
0.020 
0.004 
0.001 

0.000 
1.074 
0.621 
0.395 
0.298 
0.154 
0.008 
0.000 

0.000 
0.209 
0.177 
0.221 
0.221 
0.102 
0.000 
0.000 

 
ตารางที่ ค.13   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 6.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
18 
24 
48 
66 
72 

5.83 
5.74 
5.73 
5.59 
5.59 
5.56 

0.42 
1.02 
1.64 
2.16 
2.72 
2.64 

23.48 
19.45 
15.53 
6.66 
7.12 
6.60 

1.84 
2.42 
4.31 
7.94 
10.10 
10.77 

2.35 
3.00 
1.70 
3.20 
9.60 
8.00 

0.000 
0.056 
0.029 
0.018 
0.008 
0.000 

0.000 
0.354 
0.308 
0.187 
0.007 
0.000 

0.000 
0.035 
0.141 
0.105 
0.039 
0.025 



3.3   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอล 
 
ตารางที่ ค.14   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
3 
6 

12 
16 
20 
24 
36 

5.06 
4.98 
4.76 
4.81 
4.80 
4.82 
4.78 
4.84 

0.52 
0.95 
2.15 
2.72 
2.77 
2.76 
2.76 
2.76 

8.99 
5.87 
3.66 
0.64 
0.55 
0.59 
0.58 
0.58 

1.21 
2.26 
5.02 
6.58 
8.86 
7.04 
7.41 
7.70 

0.36 
0.74 
1.92 
2.08 
1.76 
1.44 
1.84 
1.84 

0.000 
0.195 
0.258 
0.039 
0.003 
0.001 
0.000 
0.000 

0.000 
0.943 
0.475 
0.188 
0.025 
0.005 
0.001 
0.000 

0.000 
0.476 
0.594 
0.107 
0.044 
0.015 
0.017 
0.009 

 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ ค.15   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
3 
6 

12 
16 
20 
24 
36 

5.02 
4.93 
4.72 
4.67 
4.62 
4.63 
4.64 
4.64 

0.54 
0.96 
2.34 
4.24 
4.18 
4.26 
4.26 
4.26 

23.35 
19.91 
12.43 
3.70 
0.90 
0.92 
0.88 
0.92 

1.33 
2.99 
6.80 
15.61 
17.41 
16.44 
15.53 
18.09 

0.36 
0.74 
1.92 
2.08 
1.76 
1.44 
1.84 
1.84 

0.000 
0.187 
0.279 
0.091 
0.007 
0.001 
0.001 
0.000 

0.000 
1.529 
1.511 
0.453 
0.151 
0.014 
0.000 
0.000 

0.000 
0.738 
0.770 
0.455 
0.079 
0.015 
0.013 
0.004 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ ค.16   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
3 
6 
9 

12 
16 
20 
24 
29 
34 
40 
48 
59 
72 

5.11 
5.00 
4.76 
4.61 
4.54 
4.59 
4.62 
4.64 
4.69 
4.60 
4.63 
4.63 
4.62 
4.72 

0.72 
1.28 
3.62 
5.97 
7.02 
6.40 
6.24 
6.16 
7.16 
7.36 
7.24 
7.80 
7.28 
6.32 

37.67 
25.54 
7.56 
4.30 
0.19 
0.18 
0.16 
0.15 
0.17 
0.17 
0.16 
0.18 
0.13 
0.13 

0.52 
1.98 
4.62 
12.73 
18.68 
21.02 
17.63 
20.12 
19.81 
18.84 
19.98 
20.19 
17.19 
19.58 

0.18 
0.68 
1.41 
2.82 
5.06 
6.08 
6.64 
6.24 
5.52 
3.52 
2.32 
3.44 
3.20 
1.92 

0.000 
0.188 
0.319 
0.163 
0.040 
0.008 
0.004 
0.001 
0.001 
0.001 
0.001 
0.000 
0.000 
0.000 

0.000 
4.051 
2.444 
0.324 
0.114 
0.020 
0.001 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 

0.000 
0.488 
0.359 
0.564 
0.305 
0.022 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ง 
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ตัวอยางการคํานวณผลการทดลอง 
 
1.   คาเปอรเซ็นตผลไดของเซลลูโลส (% cellulose  yield)  คํานวณจากความสัมพันธ 
 
    เปอรเซ็นตผลไดของเซลลูโลส  =  ปริมาณของเซลลูโลสที่ไดหลังการปรับสภาพ   x 100 

                                                                            ปริมาณของเหงามันสําปะหลัง 
 

แทนคาผลการทดลองจากตารางที่ ค.2  ในภาคผนวก ค 
จะได 

เปอรเซ็นตผลไดของเซลลูโลส   =   (100 -20.18) x 89.72   =   71.61 
                                                                100 
 

2.  ปริมาณสวนประกอบในตะกอนเหงามันสําปะหลังที่สูญเสียไปในระหวางการปรับสภาพ 
      คิดไดจากการใชสมดุลมวลสาร  ดังตัวอยางโดยใชตารางที่ ค.2  ในภาคผนวก ค 
 

กอนปรับสภาพ                                                 หลังปรับสภาพ 
เหงามันสําปะหลัง 100 g                                   เหงามันสําปะหลัง 79.82 g 
มีเซลลูโลส 82.14 g                                           มีเซลลูโลส  89.72% หรือเทากับ 
                                                                        (89.72 x 79.82)/100 = 71.61 g 
                                  
                                หายไปในระหวางการปรับสภาพ  
                                 เหงามันสําปะหลัง  20.18 g 
                                 มีเซลลูโลส  =  82.14 – 71.61 = 10.53 g 
                                 คิดเปน  (10.53 / 82.14) x 100 = 12.82 %           

 
3. เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ  (% conversion)  
 

คํานวณจาก   =   น้ําหนักกรัมของน้ําตาลรีดิวซ  x  162  x  100 
                                            น้ําหนักกรัมของเหงามันสําปะหลัง  x  180 
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4. การคํานวณหาหนวยของเอนไซม (unit  of  enzyme) 
 

กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม (FPU)  คือ  ปริมาณของเอนไซมที่สามารถ
ยอยสลายกระดาษกรอง whatman เบอร 1  แลวไดน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที  
ภายใตสภาวะที่ทดลอง 

 
คํานวณไดจาก  =  ปริมาณน้ําตาลที่ได (กรัม)  x 106 
                                         180   x   60  

 
แทนคาผลการทดลองจากตารางที่ ค.3  ในภาคผนวก ค 
จะได 

ความสามารถในการยอยกระดาษกรองของเอนไซม  =  (15.21x10-3)  x 106 

                                                                                               180 x 60 
  =  1.41 FPU  
  =  2.82 FPU / ml ของเอนไซม 

 
5. การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะตางๆ  (µ, qS และ qP) 

 
การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ)  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ 

(qS)  และอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (qP) จากทฤษฎีในหัวขอที่ 2.4  สามารถคํานวณ
ไดจากสมการ 

 
µ    =   (1/X) d X       =    (1/X) ∆ X         
                     d t                        ∆ t 
qS    =   - (1/X)  d S   =  - (1/X) ∆ S 
                         d t                   ∆ t 
qP    =   (1/X) d P      =    (1/X) ∆ X 
                     d t                       ∆ t 
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6. อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Volumetric  ethanol  productivity, Pmax) 
 
คํานวณไดจาก   =   ความเขมขนของเอทานอลที่ผลิตไดสูงสุด (กรัมตอลิตร) 
                                         เวลาที่ใชในการผลิตเอทานอล (ชั่วโมง) 

 
7. คาเปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายเหงามันสําปะหลังเปนผลิตภัณฑ 

(% conversion) 
 

คํานวณไดจาก   =   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ถูกใชไป (กรัมตอลิตร)  x  100 
                                      ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน (กรัมตอลิตร) 

 
แทนคาผลการทดลองจากตารางที่ ค.8  ในภาคผนวก ค 
จะได 

% conversion   =   (8 – 2.22) x 100   =   72.25 
                                         8 
 

 
 
 

 
 

    
 

 



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวพรรณวิไล  กิ่งสุวรรณรัตน  เกิดเมื่อวันที่ 23  พฤศจิกายน  พ.ศ. 2519  ที่
จังหวัดสมุทรสาคร  สําเร็จการศึกษาปริญญาวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต  สาขาวิศวกรรมเคมี  
คณะวิศวกรรมศาสตร  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี  ในปการศึกษา 2541  และ
เขาศึกษาในหลักสูตรปริญญาวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต  ภาควิชาวิศวกรรมเคมี  คณะ
วิศวกรรมศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2542 




