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 ศกึษาการนําวสัดเุหลอืใช้ทางการเกษตร คือ ชานอ้อย ซงัข้าวโพด ลาํไยอบแห้ง และฟางข้าว            

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

ของการผลติเอทานอล โดยวิธีการปรับสภาพด้วยกรดพบวา่ความเข้มข้นของกรด (0-1.5 %โดยนํา้หนกั/ปริมาตร) 

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

ปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์ท่ีได้เพ่ิมขึน้ แตก่ารใช้ความเข้มข้นของกรดสงูพบวา่ทําให้เกิดเฟอร์ฟรัูล ไฮดรอกซเีมทิล

เฟอร์ฟรัูล และกรดอะซีติก ซึง่มีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของยีสต์ในขัน้ตอนการหมกัเจือปนออกมาในปริมาณท่ี       

สงูด้วย ผลการปรับสภาพด้วยกรดซลัฟริูกเข้มข้น 0.75 %โดยนํา้หนกั/ปริมาตร ท่ี 121 องศาเซลเซยีส ในหม้อนึง่

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

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

ซงัข้าวโพดให้ปริมาณไซโลสสงูสดุคือ 184.06 มิลลกิรัม/กรัม รองลงมาคือ ชานอ้อย ฟางข้าว ลาํไยอบแห้ง คือ 

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

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

พบไฮดรอกซีเมทธิลเฟอร์ฟรัูลในชานอ้อยมากท่ีสดุคือ 1.522 กรัม/ลติร รองลงมาคือ ลาํไยอบแห้ง ซงัข้าวโพด 

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

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

ตามลาํดบั และเมื่อนํามายอ่ยตอ่ด้วยเซลลเูลสทางการค้ายี่ห้อ CytoCL ผสมกบัยี่ห้อ GC 220 จํานวน 81 

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

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

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

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

โดย Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ในสภาวะไมใ่ช้ออกซเิจน ท่ีอณุหภมูิห้อง 72 ชัว่โมง พบวา่  

ลาํไยอบแห้งให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุ คือ 24.43 %โดยนํา้หนกั รองลงมาคือ ซงัข้าวโพด ชานอ้อย และฟางข้าว   

ผลติเอทานอลได้ 20.78, 20.76 และ 16.58 %โดยนํา้หนกั ตามลาํดบั ศกัยภาพของวสัดเุหลอืใช้ทางการ    

เกษตรท่ีทดสอบซึง่ผา่นการปรับสภาพด้วยกรดสาํหรับเป็นสารตัง้ต้นในการหมกัเอทานอลโดย S. cerevisiae           

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

= bagasse > rice straw. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1  ความสําคัญและที่มาของงานวิจัย 
 
 ประเทศไทยมแีหลงทรัพยากรธรรมชาติดานพลังงานอยูนอย ไมเพียงพอตอความตองการ
ใชภายในประเทศ จึงจําเปนตองพึง่พาการนําเขาพลงังานโดยเฉพาะน้ํามันดิบจากตางประเทศทุก
ปทําใหตองสญูเสียเงนิตราตางประเทศจาํนวนมาก ขณะเดียวกนัประเทศไทยยงัไดรับผลกระทบ
จากความผนัผวนของราคาน้ํามนัดิบในตลาดโลกทีม่ีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น และปญหาของแหลง
พลังงานสํารองจากธรรมชาติที่กําลังจะหมดไป ดังนั้นรัฐบาลไดใหความสําคัญในการวิจัยและ
พัฒนาการใชพลังงานทดแทน โดยเฉพาะอยางยิง่พลงังานจากชีวมวล (biomass) เชน เอทานอล 
ไบโอดีเซล เปนตน  ซึง่เอทานอลเปนผลผลิตที่ไดจากผลผลิตทางการเกษตร สามารถนํามาทดแทน
สาร MTBE (methyl tertiary butyl ether) ในน้ํามนัเบนซิน 95 เรียกน้ํามนัแกสโซฮอล (gasohol)  
ในปจจุบันถาตองการผลิตเอทานอล 1 ลิตร จะตองใชขาวโพดประมาณ 2.5 กิโลกรัม ตนออย
ประมาณ 11 กิโลกรัม  ขาวประมาณ 2.5  กิโลกรัม หรือหัวมนัสําปะหลังสดประมาณ 5-6 กิโลกรมั  
(คณะกรรมมาธิการพลงังานสภาผูแทนราษฎร, 2545) 
 
 เอทานอล (ethanol) หรือเอทิลแอลกอฮอล (ethyl Alcohol) มีสูตรทางเคม ีคือ C2H5OH 
นอกจากสามารถผลิตไดจากพืช เชน ออย ขาวโพด มนัสําปะหลงั แลวยงัสามารถผลิตไดจาก          
วัสดุเหลือใชทางการเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) เชน ฟางขาว ชานออย       
ซังขาวโพด กระบวนการยอยสลายลกิโนเซลลูโลสใหไดน้ําตาลโมเลกลุเดี่ยวนยิมใช 2 วิธ ี คือวธิี
ทางเคมีโดยการใชสารเคม ี (chemical hydrolysis) และวิธีทางชวีเคมีโดยการใชเอนไซม 
(enzymatic hydrolysis)  วิธีการใชสารเคมีกอใหเกดิปญหาดานสิ่งแวดลอม และการปนเปอนของ
สารซึ่งมีฤทธิย์บัยั้งการเจริญของจุลินทรียในขั้นตอนการหมักเอทานอล เชน เฟอรฟูรัล (furfural) 
และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล (hydroxymethylfurfural) ในวธิีการใชเอนไซมลิกโนเซลลูโลสจะถูก
นํามาผานการปรับสภาพ(pretreatment) เพื่อกําจัดลกินนิ (lignin) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)   
และลดบริเวณโครงสรางทีม่ีการจัดเรียงตัวโมเลกุลเซลลูโลสอยางเปนระเบียบสงู (cellulose 
crystalline) เพื่อใหเอนไซมยอยสลายไดดีข้ึน (McMillan, 1994) หลังจากนั้นจงึยอยสลายดวย
เอนไซมเพื่อปลดปลอยน้ําตาลออกแลวจงึหมักใหไดเปนเอทานอลตอไป แตวิธีการใชเอนไซม
เนื่องจากเอนไซมมีราคาแพงจึงทาํใหตนทนุการผลิตสงู 
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 องคประกอบหลักของลกิโนเซลลูโลส คือ เซลลูโลส เฮมเิซลลูโลส และลิกนนิ โดยเซลลูโลส
เปนสวนประกอบที่มีมากที่สุดเมื่อนํามายอยสลายดวยกรด ดาง หรือ เอนไซมจะไดน้าํตาลกลูโคส 
สวนเฮมิเซลลูโลสเมื่อนํามายอยสลายจะไดน้ําตาลไซโลส และอะราบิโนสเปนสวนใหญ   
 
1.2  วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

 1.2.1 เพื่อเปรียบเทยีบศักยภาพของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรบางชนิด ในการ 
  นําไปใชเปนสารตั้งตนเพื่อการผลิต เอทานอล  
 1.2.2  การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดย Saccharomyces  
  cerevisiae TISTR 5596 

 
1.3  ขอบเขตงานวิจยั 
 

1.3.1 วิเคราะหองคประกอบของวสัดุเหลือใชทางการเกษตร  
1.3.2 ศึกษาวธิีการปรับสภาพดวยกรดที่เหมาะสมในการเตรียมวัสดุเหลือใชทาง
 การเกษตรสําหรับการยอยดวยเซลลูเลส 
1.3.3 ศึกษาสมบัติบางประการของเซลลูเลสทางการคา 
1.3.4 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร (ผลจากขอ 1.3.3) 
 ดวยเซลลูเลส 
1.3.5 ศกึษาภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจาก enzymatic hydrolysate            
 (ผลจากขอ 1.3.4) โดยใช S. cerevisiae TISTR 5596 

 
1.4  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 สามารถประเมินศักยภาพของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรบางชนิดทีม่ีอยูในประเทศไทย
เพื่อการนําไปใชเปนวัตถุดิบต้ังตนของการผลิตเอทานอล และไดภาวะที่เหมาะสมในการปรับ
สภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตร การยอยสลายดวยเซลลูเลส การหมักดวยยีสต เปนการเพิม่
มูลคาใหแกวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

2.1  เอทานอล (ethanol) 
 
 เอทานอล หรือที่รูจักกันดคีือ เอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) มีสูตรโมเลกลุ คือ 
C2H5OH จุดเดือดประมาณ 78 องศาเซลเซียส เปนของเหลวใสไมมสีี ติดไฟงาย ใหเปลวไฟสนี้าํ
เงินไมมีควัน สามารถผลิตไดจากผลผลิตทางการเกษตร และวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ซึ่งแบง
ออกเปน 3 ประเภทใหญๆ (คณะกรรมมาธิการพลงังานสภาผูแทนราษฎร, 2545) ดังนี ้

1) วัตถุดิบประเภทแปง ไดแก ผลผลิตทางการเกษตรพวกธัญพืช เชน ขาวเจา ขาวสาล ี
ขาวโพด ขาวบารเลย ขาวฟาง และพืชหัว เชน มันสาํปะหลัง มันฝร่ัง มนัเทศ เปนตน 

2) วัตถุดิบประเภทน้าํตาล ไดแก ออย กากน้าํตาล บทีรูต ขาวฟางหวาน เปนตน 
3) วัตถุดิบประเภทเสนใย สวนใหญเปนผลพลอยไดจากผลผลิตทางการเกษตร เชน ฟางขาว   

ชานออย ซงัขาวโพด รวมทัง้ของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เชนโรงงานกระดาษ เปนตน 
 
ตารางที่  2.1   คุณสมบัตขิองเชื้อเพลิงเอทานอล (U.S. department of energy, 2002) 
Property Comment 
Vapor density 
 

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

Solubility In Water 
 

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

Energy Content 
 

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

Flame visibility 
 

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

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

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

Stoichiometric 
Fuel-to-air ratio 

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

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

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

 
ขอดีของการใชเอทานอลจากวัสดุเกษตรเปนพลงังานทดแทน (คณะกรรมมาธิการพลังงาน

สภาผูแทนราษฎร, 2545) 
 

1. เกษตรกรมีแหลงหรือทางเลอืกในการขายวัตถุดบิเพิม่ข้ึน 
2. เกษตรกรสามารถสรางโรงงานผลิตในแหลงวัตถุดิบกระจายออกไปทั่วประเทศ 
3. สามารถผลิตใชเองโดยไมมวีนัหมด 
4. สรางงานใหเกษตรกรเพิ่มข้ึน ลดปญหาการวางงาน และกระจายแหลงงานสูชนบท 
5. ชวยประหยัดเงินตราตางประเทศ 
6. ชวยใหประเทศชาติมีแหลงพลังงานเพิม่ข้ึน 
7. เพิ่มอํานาจตอรองใหกับเกษตรกร 
8. ยกระดับราคาพืชไรและสรางเสถียรภาพดานราคา 
9. ลดมลพิษในอากาศจากสารเพิ่มคาออกเทน MTBE โดยใชเอทานอลผสมแทน 
10. ตัดคาขนสงและคาประกนัทั้งในการสงออกผลผลิตจากพืชไรไปยังตลาดตางประเทศ และ

การนาํเขาน้ํามันเชื้อเพลิง 
11. ดานเศรษฐกจิ ทาํใหมีเงนิทนุหมนุเวียนเพิม่ข้ึน 
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ตารางที่  2.2   เปรียบเทยีบคุณสมบัติเชื้อเพลิงชนิดตางๆ (U.S. department of energy, 2002) 
Property Methanol Ethanol Gasoline 

(87 octane) 
E85 

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

38 C, 12 H,  
50 O 

52 C, 13 H,  
35 O 

85-88 C, 
12-15 H 

57 C, 13 H,     
30 O 

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

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

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

55%     70% - 72% 

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

Tank is 1.8 
times larger 

Tank is 1.5 
times larger 

1 Tank is 1.4 
times larger 

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

 
7-36 
800 

 
3-19 
850 

 
1-8 
495 

 
* 
* 

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

increase 
5% power 
increase 

Standard 3%-5% power 
increase 

Stoichiometric air/fuel ratio 
(by weight)  

6.45 9 14.7 10 
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 จากความรวมมือของหลายฝายในการพฒันาเทคโลโนยีการผลิต การผลิตเอทานอลใน
โรงงานขนาดทดลองไดเร่ิมดําเนนิการมาตั้งแตป ค.ศ. 1994 จนกระทั่งปจจุบันไดมีการผลิต        
เอทานอลในเชิงพาณิชยดังแสดงในตารางที ่2.3 และ 2.4 
 
ตารางที่  2.3 โรงงานผลิตไบโอเอทานอลในเชิงพาณิชย (National Renewable Energy  
           Laboratory, 2000) 

 
 
ตารางที่ 2.4  โรงงานผลิตและจําหนายเอทานอลในประเทศไทยที่ยงัอยูในระหวางกอสราง 
  โรงงาน (คณะกรรมมาธิการพลังงานสภาผูแทนราษฎร, 2545) 

ช่ือผูประกอบการ สถานที่ตั้ง กําลังการผลิต 
(ลิตร/วัน) 

วัตถุดิบ 

บริษัท พรวิไล อินเตอรเนชั่นแนล กรุป เทรดดิ้ง จํากัด พระนครศรีอยุธยา 25,000 กากน้ําตาล 
มันสําปะหลัง 

บริษัทไทยอะโกร เอนเนอรยี จํากัด นครสวรรค 150,000 กากน้ําตาล 
บริษัทอินเตอรเนชั่นแนล แกสโซฮอล คอรปอเรชั่น จํากัด ระยอง 500,000 มันสําปะหลัง 
บริษัท แสงโสม จํากัด นครปฐม 100,000 กากน้ําตาล 
บริษัท ไทยงวนเอทานอล จํากัด ชัยภูมิ 130,000 มันสําปะหลัง 
บริษัท น้ําตาลขอนแกน จํากัด ขอนแกน 85,000 กากน้ําตาล 

มันสําปะหลัง 
บริษัท อัลฟา เอเนอรจี จํากัด นครสวรรค 212,000 มันสําปะหลัง 
บริษัท ไทย เนชั่นแนล พาวเวอร จํากัด ระยอง 300,000 มันสําปะหลัง 
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2.2  วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulosic material) 
  
 ลิกโนเซลลโูลสเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลพืช ประกอบดวย เซลลูโลส (cellulose)    
เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนนิ (lignin) ดังรูปที่ 2.1 
 

 
 
   รูปที่ 2.1  สวนประกอบของผนังเซลลพืช 
   ที่มา:  Murphy และ McCarthy (2005) 
 
2.2.1  เซลลูโลส (∼40-50%) 
 
 พบมากที่สุดในพืช และเปนไบโอโพลิเมอร (biopolymer) ของกลูโคสซึ่งแตละโมเลกุลจับ
กันดวยพนัธะบีตาไกลโคสิดิก (β-glycosidic bond) เปนสายยาวและมีโครงสรางแข็งแรง ทนตอ
สารเคมีที่เขาไปทําปฏิกิริยาเนื่องจากมพีันธะไฮโดรเจนจาํนวนมากในสายของเซลลโูลสซึ่งเชื่อมตอ
ระหวางหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group, -OH) ที่คารบอนตําแหนงที่ 3 กับออกซิเจนที่อยูใน      
วงแหวนของโมเลกุลถัดไป ดังรูปที ่ 2.2 พันธะไฮโดรเจนระหวางเซลลูโลสทําใหโพลิเมอรมีความ
ทนทานมากขึน้ แตมีความยดืหยุนลดลงจงึเกิดการแตกหักบริเวณที่เชือ่มดวยพนัธะไกลโคซิดิก 
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รูปที่ 2.2  สายโซตรงของกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพนัธะบีตาไกลโคสิดิกประกอบเปนเซลลูโลส 
ที่มา:  U.S. Department of energy (2004) 
 
 โครงสรางของเซลลูโลสบริเวณที่มีการจัดเรียงตัวของโมเลกุลเซลลูโลสอยางเปนระเบียบ
สูงเรียกบริเวณนี้วา คริสตัลไลน (crystalline)  สวนบริเวณที่มกีารจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบยีบ 
หรือเปนระเบยีบนอยกวาเรยีกบริเวณนี้วา อะมอฟส (amorphous) โดยแตละบริเวณจะแสดง
คุณสมบัติการยอมรับตอการเขาทาํปฏิกริิยาของเอนไซมตางกนั โดยที่บริเวณอะมอฟสยอมให
เอนไซมเขาทําปฏิกิริยาการยอยสลายงายกวาบริเวณคริสตัลไลน ดังนัน้การยอยสลายจะเกิดขึ้นที่
บริเวณอะมอฟสไดเร็วกวาบริเวณคริสตัลไลน (McMillan, 1994) 
 
 เซลลูโลสไมละลายน้ํา สารอินทรียใดๆ และในสารละลายกรดหรือดางออน แตสามารถ
ละลายไดดีในสารละลายกรดหรือดางแก ดังนั้นสามารถแบงชนิดเซลลูโลสตามลักษณะการ
ละลายในกรดหรือดางไดเปน 3 ชนิด (TAPPI, 2000-2001 อางถึงใน พรรณวิไล กิ่งสุวรรณรัตน, 
2545) 
 1) แอลฟา-เซลลูโลส (α-cellulose) เปนเซลลูโลสที่ไมละลายในสารละลาย 
  โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % ที่อุณหภูมิหอง 
 2) บีตา-เซลลูโลส (β-cellulose) เปนเซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลาย         
  โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % ที่อุณหภูมิหอง แตสามารถตกตะกอนไดงาย
  ในสารละลายที่มีสภาพเปนกรด 
 3) แกมมา-เซลลูโลส (γ-cellulose) เปนเซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลาย 
  โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % ที่อุณหภูมิหอง และละลายไดในสารละลาย
  กรดแตสามารถตกตะกอนไดโดยใชแอลกอฮอล 
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2.2.2  เฮมิเซลลูโลส (∼25-35%) 
 
 ประกอบดวยสายโพลิเมอรของน้ําตาลที่เปนทัง้สายโซตรงและสายกิ่ง ซึ่งมทีั้งชนิดน้ําตาล  
เพนโตส (pentose, C5) ไดแก ไซโลส (xylose) และอะราบิโนส (arabinose) และน้ําตาลเฮกโซส 
(hexose, C6) ไดแก กาแลคโตส (galactose) กลูโคส (glucose)  แมนโนส (mannose) และกรด       
ยูโรนิค (uronic acid) เมื่อผานการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสจากไมเนื้อแข็ง (hardwoods) จะ
ปลดปลอยไซโลสเปนจํานวนมาก สวนเฮมิเซลลูโลสจากไมเนื้อออน (softwoods) จะปลดปลอย
น้ําตาลเฮกโซส 
 
 ขอแตกตางระหวางเฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส คือ เฮมิเซลลโูลสสามารถถกูยอย        
ดวยสารละลายกรดเจือจาง และสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % นอกจากนี้สาย  
โพลิเมอรของเฮมิเซลลูโลสมลัีกษณะเปนกิง่กานสาขามากกวา และมคีวามยาวของสายโพลิเมอร
ส้ันกวา (TAPPI, 2000-2001 อางถึงใน พรรณวิไล กิ่งสวุรรณรัตน, 2545) 
 
2.2.3  ลิกนนิ (∼15-20%) 
 
 เปนไบโอโพลิเมอรที่มสีารประกอบฟโนลิก (phenolic components) โดยมหีนวย           
ฟนิลโพรเพน (phenylpropane unit) เปนจํานวนมาก ดงัรูปที ่2.3  ซึง่ทําใหพืชมีโครงสรางแข็งแรง 
ลิกนนิไมละลายน้าํ แตสามารถละลายไดในตัวทาํละลายอินทรียบางชนิด เชน เอทานอล หรือ      
เมทานอลที่รอน และสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด 
  
 สัดสวนปริมาณของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนนิทีพ่บในพืช ดังแสดงในรูปที่ 2.4  
และสัดสวนปริมาณของน้าํตาลเพนโตส และเฮกโซส ทีพ่บในพืชไมเนื้อแข็ง ไมเนื้อออน และ     
วัสดุเหลือใชทางการเกษตร ดังแสดงในตารางที ่2.5 
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 รูปที่ 2.3  โครงสรางลกินนิแสดง 3 หนวยยอยของฟนิลโพรเพน และพนัธะ 3 ชนิด 
 ที่มา:  Deacon (1997) 
 
 
 

 
 

 รูปที่ 2.4  สัดสวนปริมาณของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนนิที่พบในพืชโดยทัว่ๆไป 
 ที่มา:  National Renewable Energy Laboratory (2000) 
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ตารางที่  2.5 น้ําตาล และเถาทีเ่ปนองคประกอบอื่น พบในพืชโดยทัว่ๆไป (U.S. Department 
  of energy, 2004) 
วัตถุดิบ น้ําตาล      

เฮกโซส 
น้ําตาล    
เพนโตส 

ลิกนิน เถา 

ไมเนื้อแข็ง 39-50 % 18-28 % 15-28 % 0.3-1.0 % 
ไมเนื้อออน 41-57 % 8-12 % 24-27 % 0.1-0.4 % 
วัสดุเหลือใชทางการเกษตร 30-42 % 12-39 % 11-29 % 2-18 % 

   % คือ เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
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2.3  กระบวนการผลิตเอทานอลจากชีวมวล 
 

1) การปรับสภาพวัตถุดิบ (pretreatment) 
2) การยอยสลายดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) 
3) การหมกัเอทานอล (ethanol fermentation) 

 

 
 
   รูปที่ 2.5  กระบวนการผลิตเอทานอลจากชีวมวล 
   ที่มา:  Michael และ Mohammed (2004) 
 
2.3.1  การปรบัสภาพวัตถุดบิ 
 
 กระบวนการปรับสภาพวัตถดุิบเพื่อใหการยอยสลายดวยเอนไซม เชน เซลลูเลส มี
ประสิทธิภาพมากขึ้นเนื่องจากเปนการกําจัดเฮมิเซลลูโลส และลิกนินที่อยูบริเวณรอบๆเซลลูโลส 
ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส และเพิ่มพื้นที่ผิวในการเขาทาํปฏิกิริยาของเอนไซม 
(McMillan, 1994)  ตัวอยางวิธีการปรับสภาพ เชน  mechanical pretreatment, dilute acid 
pretreatment และ steam/pressurized hot water based method ซึ่งสามารถละลายเฮมิ
เซลลูโลส และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหรือคูออกมา สวน alkaline based method สามารถละลาย
ลิกนนิออกมา ในขณะที่เฮมิเซลลูโลสไมละลาย (U.S. Department of energy, 2004) 
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2.3.1.1  Mechanical pretreatment (U.S. Department of energy, 2004) 
 

 การลดขนาดของวัตถุดิบโดยวิธีการบด ตดั สับ ยกตัวอยางเครื่องมอื เชน knife mill 
hammer mill หรือball mill เพื่อลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส และเพิ่มพืน้ที่ผิวของวัตถดุิบ
ทําใหเอนไซมทําปฏิกิริยาไดดีข้ึน 
 
   2.3.1.2  Dilute acid pretreatment (U.S. Department of energy, 2004) 
 
 จุดประสงคหลักของวิธนีี ้คอื ปรับปรุงการยอยสลายของเอนไซมเซลลูเลสทําใหไดปริมาณ
น้ําตาล (arabinose, galactose, glucose, mannose และ xylose) ที่ละลายออกมาคอนขางสูง
จากเฮมเิซลลูโลส เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสสามารถสลายในสารละลายกรดไดดีกวาเซลลูโลส แต
กอใหเกิดการปนเปอนของสารซึ่งมีฤทธิย์ับยั้งการเจริญของจุลินทรียในขั้นตอนการหมักเอทานอล 
และปริมาณน้าํตาลที่ไดลดลงดวย เชน เฟอรฟูรัล (furfural), ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟรัูล 
(hydroxymethylfurfural) ซึ่งเปนสารอนพุันธฟูแลน (furan derivative) โดยเฟอรฟูรัลเกิดจาก
น้ําตาลเพนโตสทําปฏิกิริยากับกรด สวนไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลเกิดจากน้ําตาลเฮกโซสทาํ
ปฏิกิริยากับกรด ดังรูปที่ 2.6  และตารางที ่2.6 

 
รูปที่ 2.6  ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางการยอยสลายของวสัดุลิกโนเซลลโูลส 
ที่มา:  Palmqvist และ Hahn-Hägerdal (2000) 
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ตารางที่  2.6 การเจริญและการหมกัเอทานอลของ S. cerevisiae ในสารละลายน้าํตาลรีดิวซ
             ที่มีสารยับยั้งชนิดตางๆ (Delneges, 1996) 
Compounds Concentration 

(g/l) 
S. cerevisiae 

growth 
Ethanol 

(% of control) 
Furfuraldehyde 0.5 

1 
2 

53 
19 
10 

57 
20 
11 

Acetate 5 
10 
15 

79 
52 
56 

99 
73 
62 

Hydroxymethylfurfuraldehyde 1 
3 
5 

35 
17 
11 

29 
17 
5 

Vanillin 0.5 
1 
2 

9 
14 
9 

70 
17 
11 

Hydroxybenzaldehyde 0.5 
0.75 
1.5 

75 
47 
13 

97 
63 
25 

Syringaldehyde 0.2 
0.75 
1.5 

100 
39 
19 

74 
46 
33 

 
แตเฟอรฟูรัลมีประโยชนในอตุสาหกรรมการผลิตยาฆาแมลง, ยาฆาวชัพืช, ยาฆาเชื้อรา, 

พลาสติก และไนลอนซึง่ใช tetrahydrofuran เปนสารตั้งตนของการผลิต (The Columbia 
Electronic Encyclopedia, 2006) 
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2.3.1.3  Hot wash process (U.S. Department of energy, 2004) 
 
 เปนการใชอุณหภูมิสูง วธิีการนี้เชื่อวาปองกันการกลับมาตกตะกอนอกีครั้งของลิกนนิและ/
หรือไซแลนซึ่งถูกละลายออกมาในการปรบัสภาพ เนื่องจากการกลับมาตกตะกอนอีกครั้งของ
ลิกนนิมีผลกระทบตอการยอยสลายดวยเอนไซมของวัตถุดิบที่ผานการปรับสภาพแลว ดังรูปที่ 2.7 
 

 
 

    รูปที ่2.7  แผนผังของ dilute acid pretreatment และ hot wash 
    ที่มา:  U.S. Department of energy (2004) 
 
 2.3.1.4  Alkaline pretreatment (Weil และคณะ, 1994) 
 
 การใชสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดเจือจาง มผีลทําใหวัสดุลิกโนเซลลโูลสเกิดการ    
พองตัว (swelling) เปนการเพิ่มพืน้ที่ผิวของวัตถุดิบ ลดความเปนผลึกของเซลลโูลส และทําลาย
โครงสรางลิกนิน 
 
2.3.2  การยอยสลายเซลลโูลสดวยเอนไซม 
 
 เอนไซมซึ่งสามารถยอยสลายเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวดังรูปที ่ 2.8 ผลิต
ไดจากจุลินทรยีหลายชนิดทัง้รา และแบคทีเรีย แตที่นยิมนาํมาใชในระดับอุตสาหกรรม คือ       
เซลลูเลสจากรา เชน Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus niger 
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    รูปที่ 2.8  การยอยสลายเซลลูโลส 
    ที่มา:  Murphy และ McCarthy (2005) 
 
 เซลลูเลสเปนกลุมของเอนไซม 3 ชนิด (multicomponent enzymes) ที่ทาํงานรวมกนัแบบ 
synergistic action คือ ตองทํางานรวมกันจึงจะมีประสิทธิภาพในการยอยเซลลูโลสอยางสมบูรณ 
(Lee, 1997) 
 
 1) เอนโดกลคูาเนส (endoglucanase) หรือ endo-beta-1,4-glucanase ทําหนาที่ตัด
พันธะ β-1,4 glucosidic ภายในสายเซลลูโลสบริเวณอะมอฟส แบบสุมจากดานปลายรีดิวซ ทาํให
เกิดปลายอิสระ (free chain-ends) เซลโลไบโอส (cellobiose) โอลิโกเซลลูโลส (oligocellulose) 
และกลูโคสในปริมาณทีน่อยมาก  
 2) เอ็กโซกลูคาเนส หรือเซลโลไบโอไฮโดรเลส (exoglucanase or cellobiohydrolase)   
ทําหนาที่ตัดพนัธะ β-1,4 glucosidic จากปลายอิสระของเซลลูโลส และโอลิโกเซลลูโลส ทําใหได   
เซลโลไบโอส  
 3) เบตากลูโคซิเดส หรือเซลโลไบเอส (β-glucosidase or cellobiase) ทําหนาที่ยอย
สลายเซลโลไบโอสใหเปนกลูโคส 
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 กลไกของเซลลูเลส และตําแหนงที่เขาทาํปฏิกิริยา ดังรูปที่ 2.9 
 

 
 

รูปที่ 2.9  โครงสรางของเซลลูโลส และตําแหนงที่เอนไซมชนิดตางๆเขาทาํปฏิกิริยา 
ที่มา:  Deacon (1997) 

 
 การทาํงานของเซลลูเลสสามารถถกูยับยัง้ดวยปริมาณของสารผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น             
(end-product inhibition) คือ บีตากลูโคซิเดสจะถูกยบัยั้งดวยปริมาณกลูโคสทีเ่พิ่มข้ึน                
ซึ่งมีผลยับยั้งตอเนื่องทําใหมีการสะสมของเซลโลไบโอสเพิ่มข้ึน ซึ่งจะเปนตวัยับยัง้การทํางานของ                 
เอนโดกลูคาเนส และเอ็กโซกลูคาเนส ทําใหปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นชาลงและหยุดในที่สุด ในปจจุบันไดมี
การพัฒนาวิธกีารที่จะลดปญหานี้ เชน การใชเอนไซมที่ความเขมขนสูง การเติมบีตากลูโคซิเดส 
ระหวางการยอยสลาย และกระบวนการหมักแบบ simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF) เปนตน (Sun และ Cheng, 2002) 
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ปจจัยทีม่ีผลตอการทาํงานของเอนไซม (วชิัย ลีลาวัชรมาศ, 2530) 
 
 1)  อุณหภูม ิ อัตราการเกดิปฏิกิริยาของเอนไซมจะเพิม่ข้ึน 2 เทา ทุกๆอุณหภูมทิี่เพิม่ข้ึน 
10 องศาเซลเซียส เมื่อสรางกราฟระหวางอัตราการเกดิปฏิกิริยากับอุณหภูมิพบวา อัตราการเกิด 
ปฏิกิริยาจะสงูที่สุดที่อุณหภมูิหนึง่ เรียกอณุหภูมินีว้า “optimum temperature” เมื่ออุณหภูมิสูง
หรือตํ่ากวาที่จดุนี้อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะต่ําลง เนื่องจากเอนไซมจะเกิดการเสียสภาพ 
(denaturation) หรืออยูในภาวะที่ไมเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา เซลลูเลสจะเกดิการเสียสภาพที่
อุณหภูมิประมาณ 100 องศาเซลเซียส 
 
 2)  คาความเปนกรด-ดาง  (pH) เอนไซมจะทาํงานไดดีที่สุดที่คาความเปนกรด-ดางคาหนึ่ง 
เรียกวา “optimum pH” ที่คาความเปนกรด-ดางสูงหรือตํ่ากวานี้ แอคทิวิตีของเอนไซมจะลดลง  
เซลลูเลสม ีoptimum pH อยูในชวง 4.8-5.5 
 
 3)  ความเขมขนของสับสเตรท เมื่อเพิ่มความเขมขนของสับสเตรทอตัราการเกิดปฏิกิริยา
สูงขึ้นอยางรวดเร็วในชวงแรก และจะชาลงเมื่อความเขมขนของสับสเตรทสูงขึ้น และในที่สุด
อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะไมเพิ่มข้ึนอีก 
 
 4)  ปริมาณเอนไซม เมื่ออัตราเร็วของปฏิกริิยาดําเนินไปจนถงึจุดสูงสดุ พบวาอัตราเร็วของ
ปฏิกิริยาเปนสดัสวนโดยตรงกับความเขมขนของเอนไซม 
 
 5)  สารยับยั้งการทาํงานของเอนไซม (enzyme inhibitor) การศึกษาการยับยัง้การทํางาน
ของเอนไซม มีประโยชนในการอธิบายกระบวนการทํางานของเอนไซม ความจาํเพาะของเอนไซม
ตอสับสเตรท และลักษณะของ “functional group” ที่บริเวณ “active site” 
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2.3.3  กระบวนการหมักเอทานอล  
 
 2.3.3.1  Separate hydrolysis and fermentation (SHF)  
 
 เปนกระบวนการที่เอนไซมสามารถทํางานไดที่อุณหภูมิสูงเพื่อเพิ่มแอคติวิตีข้ึน  และ         
จุลินทรียที่ใชในการหมักสามารถทาํงานไดที่อุณหภูมิทีเ่หมาะสม ดังรูปที่ 2.10 
 

 
 

 รูปที่ 2.10  กระบวนการหมกัเอทานอลแบบ separate hydrolysis and fermentation 
 ที่มา:  U.S. Department of energy (2004) 
 
 2.3.3.2  Simultaneous saccharification and fermentation (SSF) 
 
 เปนกระบวนการเปลี่ยนวัตถดุิบเซลลูโลสใหเปนกลูโคส และหมักกลูโคสใหเปนเอทานอล
ในขั้นตอนเดยีวกัน ซึ่งลดเวลาและจํานวนถังหมักโดยลดขั้นตอน separate hydrolysis reactor  
ทําใหลดตนทนุในการผลิต (Wyman, 1999) และเปนการลดปญหาการยับยัง้การทํางานเอนไซม  
เซลลูเลส เนือ่งจากกลูโคสที่เปนตวัยับยั้งถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลโดยจุลินทรียจงึไมมีการสะสม 
(Philippidid และคณะ, 1993)  นอกจากนี้จุลินทรียที่ใชในการหมัก เชน ยีสต หรือ แบคทีเรีย ควร
เปนสายพนัธุที่ทนอุณหภูมสูิง (thermotolerant strains) ไดเนื่องจากอุณหภมูิการหมักจะได
ใกลเคียงกบัอุณหภูมิที่ใชในการยอยสลายดวยเอนไซม 
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 2.3.3.3  Simultaneous saccharification and cofermentation (SSCF) 
 
 เปนกระบวนการหมักเอทานอลที่ปรับปรุงมาจาก SSF โดยสามารถใชน้ําตาลหลายชนิด
เปนสับสเตรทได ดังรูปที่ 2.11  
 

 
 
 รูปที่ 2.11  กระบวนการหมกัเอทานอลแบบ simultaneous saccharification and  
          cofermentation 
 ที่มา:  U.S. Department of energy (2004) 
  
 จุลินทรียที่ใชในการหมักเอทานอลระดับอุตสาหกรรม คอื ยีสตในสกลุ Saccharomyces 
sp. ดังรูปที ่ 2.12 การผลิตเอทานอลโดยยีสตเปนกระบวนการทางชีวเคมทีี่เกิดขึ้นภายในเซลล 
อาศัยเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยาในการเปลี่ยนกลโูคสเปนเอทานอลในสภาวะที่ไมมีอากาศ 
(anaerobic) โดยยีสตจะเปลี่ยนกลโูคสเปนฟรุกโตส 1,6-ฟอสเฟต (fructose 1,6-phosphate) 
และเปลี่ยนเปนไพรูเวท (pyruvate) โดยกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) ดังรูปที ่
2.13   และไพรูเวทจะถูกเปลี่ยนตอไปเปนอะซิทัลดีไฮด (acetaldehyde) คารบอนไดออกไซด และ         
เอทานอล โดยเปลี่ยนกลูโคสเปนเอทานอล 51.1 % และกาซคารบอนไดออกไซด 48.9 %           
ดังสมการ 
 

 
 

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

 
    

รูปที่ 2.13  กระบวนการไกลโคไลซิส 
   ทีม่า:  Donald, Judith and Charlotte (2002) 
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ปจจัยที่สําคัญตอยีสตในการหมักเอทานอล (วราวฒุิ ครูสง, 2529) 
  
 1)  ธาตุอาหาร เกลือแร และวิตามนิตอการหมัก 
 
 1.1 ไนโตรเจน  ยีสตมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ 10 %ของน้ําหนักแหง ดังนัน้ไนโตรเจน
จึงเปนธาตุอาหารทีจ่ําเปน ในอุตสาหกรรมนิยมใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เปน
แหลงไนโตรเจน 
 
 1.2 ฟอสฟอรสั มคีวามสาํคัญตอการเจริญของเซลล เพราะควบคมุการสังเคราะหไขมัน 
คารโบไฮเดรต และรักษาสภาพของผนังเซลล ดังนัน้ฟอสเฟตจึงเปน ionic factor ที่สําคัญที่สุดใน
การหาอัตราการหมัก (rate of fermentation) สวนใหญใชในรูปเกลือฟอสเฟต (H2PO4

-) 
   
 1.3 ซัลเฟอร ยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบประมาณ 0.4 %ของน้ําหนกัแหง โดยอยูใน
รูปของเมไธโอนีน (methionine) แตเนื่องจากเมไธโอนนีมีราคาแพงมาก ในอุตสาหกรรมจึงใชเกลือ
แอมโมเนยีมซลัเฟตแทน ซึง่จะถูกเปลีย่นเปนเมไธโอนีนภายในเซลลของยีสต 
 
 1.4 แรธาตุตางๆ (Trace elements) 

 1.4.1 macroelements ไดแก K,  Mg,  Ca,  Zn,  Fe,  Mn และ  Cl  ยีสตตองการ 
0.1-1 mM 

1.4.2 microelements ไดแก Co,  B,  Cd,  Cr,  Cu,  I,  Mo,  Ni และ  Va  ยีสต
ตองการในระดับ 0.1-100 µM 

1.4.3 inhibitors ไดแก Ag,  As,  Bd,  Hg,  Li,  Ni,  Os,  Pd,  Se และ  Te  ถามี
ในระดับความเขมขนสูงกวา 10-100 µM จะมีผลยับยัง้การเจริญและการหมักของยีสต 

 
 1.5 วิตามิน เปนตวัควบคุมเมตาบอลซิึมของยีสต โดยจะควบคุมเอนไซมทีเ่กี่ยวของ 
เนื่องจากวิตามินเปนโคเอนไซม (coenzymes)  หรือสารเร่ิมตน (precursors) ที่ทาํใหเอนไซม
สามารถทํางานไดเต็มที่ วิตามินสวนใหญที่ยีสตตองการ คือ ไบโอติน (biotin) และแพนโอธีเนต 
(pantothenate) 
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 1.6  Growth factors  ไดแก กรดอะมิโน (amino acid)  กรดนวิคลีอิก (nucleic acid) 
กรดไขมัน (fatty acid) และสเตอรอยด (steroid) ซึ่งสารเหลานี้ถกูใชในขบวนการสังเคราหและ
เพิ่มปริมาณเอทานอล (ethanol yield) 
 
 2)  อุณหภูม ิ  ในระดับอุตสาหกรรมใชอุณหภูมิชวง 30-37 องศาเซลเซียส ถามากกวา 40 
องศาเซลเซยีส สวนใหญจะชะงกัการเจริญถึงแมวาการหมักจะดําเนินไปไดถามปีริมาณยีสตมาก
พอแลว  สาเหตุที่อุณหภูมใินระหวางการหมักเพิ่มข้ึน เนื่องจากเมตาบอลิซึมของยีสตในการหมกั  
เอทานอลจากกลูโคสจะเกิดความรอน 140.2 แคลอรี่/กรัมกลูโคส ถายเทลงสูน้าํหมกั  
 
 3)  คากรด-เบส  ยีสตชอบเจริญในสภาพทีเ่ปนกรดพอสมควร คือ 3.8-5.5  ถาคากรด-เบส
ต่ํากวา 3.5 การเจริญจะลดลง ดังนั้นในการหมักจึงนิยมปรับใหอยูในชวง 4.0-4.5 และยังชวย
ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียสวนใหญดวย  
 
 4)  ความเขมขนของน้าํตาล  ความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการหมักเอทานอลดวยยีสต
จะอยูในชวง 10-18 % และการหมักเอทานอลที่ความเขมขนน้ําตาลสูง ชวยลดการปนเปอนจาก  
จุลินทรียชนิดอื่นได แตหากมีความเขมขนมากกวา 10 % จะเริ่มมีผลยับยั้งการเจรญิและการผลติ
เอทานอลของยีสต 
  
 5)  ความเขมขนของเอทานอล  เอทานอลที่ไดจากการหมกัเองกลับมีผลมายับยั้งการ
เจริญและการหมักของยีสต ถาเอทานอลทีไ่ดมีความเขมขนสูงขึ้น อัตราการเจริญของยีสตจะลดลง 
ทําใหอัตราการหมักลดลงไปดวย เนื่องจากเอทานอลไปมีผลตอการทาํงานของเอนไซมแอลกอฮอล        
ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) และเฮกโซไคเนส (hexokinase) และมีผลตอผนังเซลล
ยีสต  
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2.4  งานวิจยัที่เกี่ยวของ 
 
 Cadoche และGerardo (1989) พบวาเมื่อนาํวัตถุดิบ เชน ไมเนื้อแข็ง ฟาง หรือ            
ซังขาวโพด มาบดดวยเครื่อง “knife mill” หรือ “hammer mill” จะชวยเพิ่มพืน้ที่ผิว และลดความ
เปนผลึก (crystalline) ของเซลลูโลสลง เมือ่นําไปยอยจะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 
 
 Mcmillan (1994) รายงานวา การกําจัดลิกนนิ เฮมิเซลลูโลส และลดบริเวณโครงสรางที่มี
การจัดเรียงตวัโมเลกุลเซลลูโลสอยางเปนระเบียบสูง (crystalline) จะชวยทําใหเอนไซม          
เซลลูเลสยอยไดดีข้ึน 
 
 Yáñez และคณะ (2004) ศึกษาการกําจดัเฮมิเซลลูโลส และลิกนนิออกจาก corrugated 
cardboard เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพการยอยดวยเอนไซม พบวา หลังการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก
เขมขน 3 %โดยน้ําหนัก/น้ําหนกั ที่ 130 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 180 นาที ปริมาณเฮมิเซลลูโลส
ลดลงจากเดมิ 13.8 เหลือเพียง 4.7 %โดยน้ําหนัก แตปริมาณเซลลูโลสเพิ่มข้ึนจากเดิม 59.7 เปน 
75.1 %โดยน้าํหนัก ในสารละลายจงึประกอบดวยน้ําตาลที่ไดจากเฮมิเซลลูโลส และกลูโคส 
 
 Saha และคณะ (2005) พบวาการยอยสลาย wheat straw ดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 0.75 
%โดยปริมาตร/ปริมาตร  ที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จะใหปริมาณน้ําตาลกลูโคส
สูงสุด และไมพบสารเฟอรฟรัูล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล 
 
 Vlasenko และคณะ (1996) พบวาการทํา dilute-acid pretreatment สามารถกําจัด        
เฮมิเซลลูโลสออกจากฟางขาว (rice straw) ไดอยางมีประสิทธิภาพที่สุดเมื่อเปรียบเทยีบกับวธิี 
ammonia fiber explosion pretreatment (AFEX) และacidified steam explosion 
pretreatment 
 
 Davis และคณะ (2005) พบวาการยอยสลาย wheat stillage ดวยกรดซัลฟูริกมากกวา    
1 %โดยปริมาตร/ปริมาตร จะพบเฟอรฟูรัลเกิดขึ้น แตเมือ่ทํา detoxification ปรับคากรด-เบสของ 
acid hydrolysate ใหอยูในชวง 1.5-5.0 โดยแคลเซียมไฮดรอกไซด พบวาจะชวยลดปริมาณสาร
เฟอรฟูรัลไดถงึ 55 % เมื่อครบเวลา 5.5 ชั่วโมง 
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 Nigam (2001) พบวาในน้าํหมกัทีม่ีเฟอรฟูรัลความเขมขน 0.25 กรัม/ลิตร ไมมีผลตอการ
ลดลงของปริมาณและการผลิตเอทานอล แตเมื่อความเขมขนของเฟอรฟูรัลมากกวา 1.5 กรัม/ลิตร 
ทําใหการเจรญิของจุลินทรยีลดลง ปริมาณและการผลิตเอทานอลลดลง 90.4 และ 85.1 % 
ตามลําดับ และ Alves และคณะ (1998) พบวา ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลความเขมขน 1 กรัม/ลิตร 
มีผลในการยบัยั้งการเติบโตของเซลลและการหมักของ S.  cerevisiae 
 
 Sun และ Cheng (2005) ทาํการปรับสภาพ rye straw และbermudagrass โดยใช      
กรดซัลฟูริกเขมขน 1.5 % ที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 90 นาที หลังจากนั้นนําไปยอยตอ
ดวยเซลลูเลส และบีตากลูโคซิเดส ที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาไดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 197.1 และ 229.3 มิลลิกรัม/กรัมน้าํหนักแหง ตามลาํดับ 
 
 Sternberg และคณะ (1977) รายงานวา เซลลูเลสที่ผลิตไดจากรามปีระสิทธิภาพในการ
ยอยสลายเซลลูโลสไดดีที่สุด เชน Trichoderma reesei (เดิมเรียกวา T. viride), Aspergillus 
niger 
 
 Drazic และNozinic (1984) รายงานวา เชื้อราในกลุม T. reesei  ผลิตเซลลูเลสที่มี
องคประกอบสมบูรณ แตมีปริมาณบีตากลโูคซิเดสคอนขางต่ํา ในขณะที่เชื้อราในกลุม 
Aspergillus sp. ผลิตบีตากลูโคซิเดสสูง ซึ่ง Drazic และ Nozinic (1984) รายงานวาการยอย
สลายซงัขาวโพดโดยใชเซลลูเลสจาก T. reesei  รวมกับเซลลูเลสจาก Aspergillus sp. ทาํให
ประสิทธิภาพการยอยสลายเซลลูโลสสูงกวาการใชเซลลเูลสจากเชื้อราแตละชนิดแยกกัน 
 
 Wen และคณะ (2005) ศึกษาการใชเซลลูเลสผสมของเชื้อรา T. reesei และ                
A. phoenicis พบวาสามารถผลิตเซลลเูลสที่ประกอบดวยบีตากลโูคสิเดสคอนขางสูง ทําใหการ
ยอยเซลลูโลสมีประสิทธิภาพมากขึ้น เมื่อเปรียบเทยีบกบัการใชเซลลูเลสทางการคา (Celluclast®) 
และเซลลูเลสจาก T. reesei  เพียงตัวชนดิเดียว 
 
 Mandels (1985) รายงานวา เซลลูเลสทีผ่ลิตจาก T. reesei  ถูกยบัยั้งปฏิกิริยาไดงาย 
โดยผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเซลลูโลส คือ กลูโคส และเซลโลไบโอสเปนหลกั 
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 Xiao และคณะ (2004) ศึกษาผลกระทบของการยบัยั้งของกลูโคสและน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยวชนิดอื่นๆที่มีตอเซลลูเลสและบีตากลูโคสิเดส พบวา เมื่อปริมาณกลูโคสเพิ่มข้ึนมผีลทําใหการ
ยับยั้งแอคทวิติีของเซลลูเลสและบีตากลูโคสิเดสเพิ่มตาม ในขณะที่แมนโนส ไซโลส และ            
กาแลคโตส ไมมีผลยับยัง้แอคทิวิตีของบตีากลูโคสิเดส แตมีผลตอแอคทิวิตีของเซลลูเลส 
 
 Philippidis และคณะ (1993) ศึกษากระบวนการ simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF) พบวา การยับยัง้กจิกรรมเอนไซมเซลลูเลสซึ่งเกิดจากการสะสมของกลูโคส 
และเซลโลไบโอสลดลง เนื่องจากน้าํตาลรดีิวซที่ไดจากการยอยเซลลูโลสถูกนาํไปหมักใหกลายเปน
เอทานอลทนัท ี 
 
 Philippidis (1996) รายงานวา อุณหภมูิที่เหมาะสมสําหรับกระบวนการหมักแบบ SSF 
คือ 38 องศาเซลเซียส ซึง่เปนอุณหภูมทิี่อยูในชวงระหวางอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการยอยสลาย 
(45-50 องศาเซลเซียส) และการหมกั (30 องศาเซลเซยีส) 
 
 Ciftci และคณะ (1983) รายงานวา สภาพการหมกัเอทานอลที่มีความเขมขนน้าํตาลสูง 
ชวยลดการปนเปอนจากเชือ้จุลินทรียชนดิอื่นได แตหากความเขมขนมากกวา 10 % จะเริ่มมผีล
ยับยั้งการเจรญิและการผลติเอทานอลของยีสต  
 
 Converti และคณะ (1985) รายงานวาความเขมขนน้ําตาลที่เหมาะสมสําหรับการหมัก          
เอทานอลดวยยีสตจะอยูในชวง 10-18 % 
 
 Luong (1985) รายงานวา เชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae เปนยีสตที่ทน           
เอทานอลมากที่สุด   ถงึแมปจจุบันความเขาใจผลการยับยัง้ของเอทานอลในระดับโมเลกุลยงัมี
นอยมาก นอกจากนี้ยีสตบางชนิดสามารถใชน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม ได เชน Candida utilis,        
Pichia stipitis สามารถใชน้าํตาลไซโลสผลิตเอทานอล 
 
 Saita และSlaughter (1984) ไดศึกษาถึงความสมัพันธระหวางแอมโมเนยีทีเ่ติมลงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ กับความสามารถในการหมักของยีสต พบวา แอมโมเนียที่เติมลงไป ไมไดมีสวน
ชวยกระตุนการหมัก หรือการผลิตเอทานอลโดยตรง แตมีผลดานการเจริญของยีสต ซึ่งยีสตใชเปน
สับสเตรทสําหรับการสังเคราะหโปรตีน ทาํใหไดจํานวนเซลลที่เพิม่ข้ึน กระบวนการหมักจึงเพิ่มข้ึน 
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 สาวิตรี (2536) พบวาการเติบโตและการหมักเอทานอลของยีสตจะถกูยับยั้งดวยเอทานอล 
กลาวคือ เอทานอล 2 %โดยน้ําหนัก มผีลทําใหการเจริญของยีสตลดลง และจะหยุดการเจริญที่
ระดับเอทานอล 7.8 %โดยน้ําหนัก แตยังคงสามารถหมักตอไปไดจนถึง 14 %โดยน้าํหนัก         
การทีย่ีสตไมสามารถเติบโตได สงผลใหอัตราการหมักเอทานอลลดลงดวย  
 
 เทพปญญา (2544) รายงานวา คากรด-เบส ที ่ S. cerevisiae สามารถเติบโตไดดีอยู
ในชวง 2.4-8.6 ซึ่งคาที่เหมาะสมคือ 4.5 สําหรับการหมักเอทานอลจากน้าํตาล ประสิทธิภาพจะไม
เปล่ียนแปลงในชวง 3.5-6.0 นอกจากนีก้ารหมกัเอทานอลคากรด-เบสประมาณ 4.5 จะชวย
สงเสริมการหมักแลวยงัชวยลดการปนเปอนของแบคทีเรียที่อาจปนเปอนมากับสารอาหาร 
 
 ระวีวรรณ (2537) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาว พบวา การแชฟางขาวใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร 24 ชั่วโมง แลวนาํไปตมที ่ 70 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 90 นาที ไดตะกอนฟางที่มีเซลลโูลส 94.46 % นํามายอยตอดวยเซลลูเลสที่ 55 องศา
เซลเซียส คากรด-เบส 4.0 เปนเวลา 16 ชั่วโมง ผลิตน้ําตาลรีดิวซได 557.07 มิลลิกรัม/กรัม
เซลลูโลส และนําไปหมักดวย S. cerevisiae TISTR 5013 ที่อุณหภูมหิองในสภาวะไรอากาศ เปน
เวลา 4 วนั ไดปริมาณเอทานอลเขมขน 1.3 %โดยปริมาตร 
 
 พรรณวิไล (2545)  ผลิตเอทานอลจากเหงามนัสําปะหลัง พบวา วิธปีรับสภาพวิธทีี่ดีที่สุด
คือ แชในสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร 24 ชั่วโมง แลวนาํไปตมที่ 50        
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 90 นาที นํามายอยตอดวยเซลลูเลสที่ 50 องศาเซลเซยีส คากรด-เบส 4.8 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ผลิตน้ําตาลรีดิวซได 8.30 กรัม/ลิตร และนําไปหมักดวย Zymomonas 
mobilis TISTR 405 ที่ 30 องศาเซลเซยีส ในสภาวะแบบไมใชออกซิเจน เปนเวลา 60 ชั่วโมง ได
ปริมาณเอทานอลเขมขน10.60 กรัม/ลิตร 
 
 Varga และคณะ (2004) ศึกษาหาภาวะที่เหมาะของการปรับสภาพโดยใชความดันของ
เปลือกขาวโพด (corn stover) เพื่อเพิม่ความสามารถในการยอยของเซลลูเลส พบวาการปรบั
สภาพเปลือกขาวโพดโดยใชอุณหภูมิสูงรวมกับการใชกรดจะสามารถกําจัดเฮมิเซลลูโลสไดดีกวา
การใชอุณหภมูิสูงเพียงอยางเดียว โดยการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 2 % ที่ 190 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นยอยดวยเซลลูเลสที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
ไดปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 56.1 กรัม/100 กรัมสับสเตรท หลังจากนั้นนาํไปหมักดวย S. cerevisiae 
ไดปริมาณเอทานอล 78.4 % 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1  วัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชในงานวิจัย 4 ชนิด คือ 
 
 3.1.1 ชานออย (bagasse) 
 3.1.2 ซังขาวโพด (corn cob) 
 3.1.3 ลําไยอบแหง (dried longan) 
 3.1.4 ฟางขาว (rice straw) 
 
3.2   เคมีภณัฑ 
  
 3.2.1 โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.2 โพแทสเซยีมไดโครเมต [K2Cr2O7] ของบริษัท Univar, Australia. 
 3.2.3    เฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต [Fe(NH4)(SO4).6H2O] ของบริษัท Sigma-Aldrich 
  Co., USA. 
 3.2.4 กรดซัลฟูริก [H2SO4] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.5    ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต [C12H8N2 .H2O] ของบริษัท Sigma-Aldrich Co., USA. 
 3.2.6    กรดไดไนโตรสาลิไซลิก [C7H4N2O7] ของบริษัท Fluka Chemika, Switzerland. 
 3.2.7   โซเดียมโปแตสเซียมทารเทต [C4H4KNaO6.4H2O] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.8 ไตรโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรต [C6H5Na3O7.2H2O] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.9 กรดไฮโดรคลอริก [HCl] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.10 คารบอกซีเมทลิเซลลูโลส (carboxymethylcellulose) ของบริษัท Sigma- 
  Aldrich Co., USA. 
 3.2.11 ซาลิซิน [C13H18O7] ของบริษัท Sigma Chemical Co., Hong Kong. 
 3.2.12 โซเดียมคารบอเนต [Na2CO3] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.13 คอปเปอรซัลเฟต [CuSO4.5H2O] ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.14 โฟลิน-ฟนอล รีเอเจนต (Folin-phenol reagent) ของบริษัท Sigma Chemical 
  Co., USA. 
 3.2.15 โบวีอัลบูมนิ (Bovine Albumin) ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.16 กลูโคส [C6H12O6] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
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 3.2.17 กาแลคโตส [C6H12O6] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.18 ไซโลส [C6H10O5] ของบริษทั Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.19 อะราบิโนส [C5H10O5] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA.  
 3.2.20 แมนโนส [C6H12O6] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.21 เฟอรฟูรัล (furfural) ของบริษัท Merck, Germany. 
 3.2.22  ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอรฟูรัล (hydroxymethylfurfural) ของบริษัท Merck,  
  Germany. 
 3.2.23  กรดแลคติก (L(+) lactic acid) ของบริษัท Sigma-Aldrich Co., USA. 
 3.2.24  กรดอะซีติก (acetic acid) ของบริษัท Sigma-Aldrich Co., USA. 
 3.2.25  เอทานอล (absolute ethanol) ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.2.26 ซิลิโคน (silicone liquid) ของบริษัท Scharlau Chemie, Spain. 
 3.2.27 แอมโมเนยีมซลัเฟต [(NH4)2SO4] ของบริษัท Merck, Germany. 
 
3.3   เอนไซม 
  
 3.3.1 เซลลูเลส (cellulase) จาก Trichoderma reesei ATCC 26921 ของบริษัท  
  Sigma Chemical Co., USA. 
 3.3.2 เซลลูเลสจาก Aspergillus niger ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 
 3.3.3 เซลลูเลสจาก Trichoderma reesei  ของบริษัท Novozymes, Denmark 
  ยี่หอ Celluclast®1.5L FG  
 3.3.4 เซลลูเลสจาก Trichoderma longibrachiatum ของบริษัท Genecor, Finland  

ยี่หอ CYTO®CL 
 3.3.5 เซลลูเลสผสมจาก Trichoderm reesei  และ Aspergillus niger  ของบริษัท 
  Novozymes, Denmark ยี่หอ Cellubrix 
 3.3.6 เซลลูเลสจาก Trichoderma reesei  ของบริษัท Genecor, Finland  
  ยี่หอ GC 220 
 
3.4   อุปกรณและเครื่องมือในการทดลอง 
 
 3.4.1 อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน GyromaxTM 939XL ของบริษทั Amerex 
  Instruments, Inc., USA. 
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 3.4.2 เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic stirrer/hot plate) รุน 502P-2 ของบริษัท                
      Mettler Toledo., USA. 
 3.4.3 เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิได (refrigerated  centrifuge) รุน 1920 
  ของบริษัท Kubota., Japan. หวัปนเหวี่ยง (roter) ขนาดเล็ก รุน RA 50J 
 3.4.4 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS spectrophotometer) รุน Spectronic20 
  Genesis ของบริษัท Spectronic Instruments, USA 
 3.4.5 ตูถายเชื้อ (laminar flow) ของบริษัท Lab service., Thailand. 
 3.4.6 หมอนึง่ความดันไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325, ของบริษัท Tomy, USA 
 3.4.7 เครื่องคัดอนุภาค (sieving) 
 3.4.8 เครื่องวดัความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน Ioncheck 10 ของบริษัท  
  Radiometer Analitical  S.A., France  
 3.4.9 อางน้ํามนัควบคุมอุณหภูมิ (oil bath) รุน O-270 ของบริษัท Memmert  
  GmbH+Co.KG, Germany. 
 3.4.10 เครื่องบดเยื่อ 
 3.4.11 เครื่องชั่ง 4 ตาํแหนง (4-digital balance) รุน AG204 ของบริษัท                
      Mettler Toledo., USA. 
 3.4.12  เครื่อง High Performance Liquid Chromatrography (HPLC) ของบริษัท  
  Agilent Technology Ltd., USA รุน Agilent®1100 Series 
 
3.5 จุลินทรีย 
 
 3.5.1 เชื้อ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 จากสถาบันวิทยาศาสตรและ
  เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
 
3.6 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 3.6.1 สารสกัดยีสต (yeast extract) ของบริษัท Becton, Dickinson and Company., 
  France 
 3.6.2 แบคโต-เปปโตน (Bacto-peptone) ของบริษัท Becton, Dickinson and  
  Company., USA. 
 3.6.3 กลูโคส ของบริษัท Sigma  Chemical Co., USA 
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 3.6.4 เอการ (agar) ของบริษัท Becton, Dickinson and Company., France 
 
3.7 วิธีเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 
  
 3.7.1 วิธีเก็บรักษาระยะแบบยาว 
  เก็บรักษาเชื้อจุลินทรียดวยวิธีการแชเยือกแข็งที่ -70 องศาเซลเซยีส  โดยมีการ
เติมกลีเซอรอล 30 %โดยปริมาตร/ปริมาตร เพื่อปองกันเซลลแตก เมื่อตองการนาํออกมาใชจึงนํา
ออกมาถายเชือ้ในอาหารเหลว เพื่อเพิ่มปริมาณและบาํรุงเซลลใหแขง็แรง ระหวางการเก็บรักษา
เชื้อจุลินทรียดวยวธิีนี ้เชื้อจะไมมีการเจริญเติบโต ดังนัน้จึงไมเกิดการเปลี่ยนแปลงสายพนัธุ 
  
 3.7.2 วิธีเก็บรักษาระยะแบบสั้น 
  เก็บรักษาเชื้อจุลินทรียในอาหารแข็งแบบเอียง (agar slant) โดยนําเชือ้ที่เจริญบน
อาหารแข็งแบบเอียงที่ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไปเก็บรักษาที่ 4 องศาเซลเซยีส 
สามารถเก็บเชื้อนานประมาณ 2 สัปดาห 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1  เครื่องบดเยื่อ 
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3.8  วิธีการทดลอง 
 
 3.8.1. วิเคราะหองคประกอบของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 
 นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชน ฟางขาว ชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง เปนตน 
อบแหงที่ 80 องศาเซลเซยีส 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาตัดและ/หรือบดดวยเครื่องปน หรือ 
Hammer mill  หลงัจากนั้นรอนดวยตะแกรง ขนาดวัตถดุิบที่ตองการ คือ ขนาดประมาณ 20 mesh 
เก็บรักษาไวในที่แหง และนาํไปวิเคราะหองคประกอบดังตอไปนี้ ไนโตรเจน (nitrogen) ไขมัน (fat) 
เสนใย (fiber) และเถา (ash) ที่กองเกษตรเคมี มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร และวเิคราะหปริมาณ
เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสตามวิธีของ TAPPI 203 om-88 
 
 3.8.2. ศึกษาวธิีการปรับสภาพดวยกรดที่เหมาะสมในการเตรียมวสัดุเหลือใชทาง
การเกษตรสาํหรับการยอยดวยเซลลูเลส 
 
 นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมายอยดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนตางๆ ไดแก 0-1.5 % 
โดยน้าํหนัก/ปริมาตร ในปริมาณ 10 กรัม%โดยปริมาตร ที่อุณหภูมติางๆ (121, 140 และ 160 
องศาเซลเซยีส) เปนเวลา 15 และ 60 นาที ตัง้ทิง้ใหเย็นที่อุณหภูมหิอง หลงัจากนั้นปรับคากรด-
เบส เปน 5.0 กรองแยกสวนกากและสวนน้าํออกจากกัน สวนน้ําทีก่รองไดนํามาวิเคราะหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซตามวธิีของ Miller (1959) และน้ําตาลกลูโคส, อะราบิโนส, ไซโลส, กาแลคโตส,   
แมนโนส, กรดอะซีติก, กรดแลคติก, เฟอรฟูรัล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล ดวยเครื่อง HPLC 
ของบริษัท Agilent Technology Ltd., USA รุน Agilent®1100 Series ที่ภาควชิาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
  
 3.8.3. ศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมเซลลูเลสทางการคา 
 
 นําเอนไซมเซลลูเลสทางการคา มาวัดแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนสตามวิธีของ Ghose 
(1987)  วัดแอคทิวิตีของบตีากลูโคซิเดสตามวิธีของ Sternberg และคณะ(1977)  หาอุณหภูมิและ
คากรด-เบสที่เหมาะสมที่สุดตอแอคทิวิตีเอนไซม คาความเสถียรของเอนไซม และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry และคณะ (1951)  
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 3.8.4. ศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมในการยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตรดวย    
เซลลูเลส 
 
 นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการเตรียม (ผลจากขอ 3.8.2) มาปรับคากรด-เบสให
เหมาะสมกับการทาํงานของเอนไซม (ผลจากขอ 3.8.3) ยอยสลายดวยเซลลูเลสที่อุณหภมูิ
เหมาะสม เปนเวลา 72 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้าํเดือดนาน 5 นาท ี ปนแยกตะกอน 
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใส หาภาวะที่เหมาะสมของการยอยสลายดวยเอนไซม
เซลลูเลส เชน แปรผันอัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสตอบีตากลูโคซิเดส ปริมาณวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรที่เหมาะสม ระยะเวลาการยอยสลาย     
 
 3.8.5. ศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมในการหมกัเอทานอลจาก enzymatic hydrolysates 
(ผลจากขอ 3.8.4) โดยใช S. cerevisiae TISTR 5596 
 
 3.8.5.1 การเตรียมเชื้อเร่ิมตน 
 
 ถายเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ที่เจริญบนอาหารวุนผิวเอียง 
YPD slant (yeast potato dextrose agar) ลงในฟลาสกทีม่ีอาหารเหลว YPD broth  นําไป
เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที ที ่ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  
 
 3.8.5.2 การหมกัเอทานอลระดับฟลาสกและการวเิคราะหผล 
 
 นําวัตถุดิบทีย่อยไดจากขอ 3.8.4 มาแยกกากออก นาํสารละลายน้าํตาลรีดิวซที่กรองได 
ปรับคากรด-เบส 4.5 และเติมแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.4 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร และกลูโคส 10 
กรัม/ลิตร นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึง่ฆาเชื้อ ที ่ 110 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว 10 นาท ี ทิ้งใหเยน็ หลงัจากนัน้ถายเชื้อ Saccharomyces cerevisiae TISTR 
5596 (ไดรับจากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย บางเขน 
กรุงเทพ) ลงในอาหารเหลวเทากบั 10 %โดยปริมาตรของสารละลายน้ําตาลรีดิวซ ทําการหมักที่
อุณหภูมิหอง ในสภาวะการหมักแบบไรอากาศ เปนเวลา 72 ชั่วโมง นาํตัวอยางมาวิเคราะห
ปริมาณเอทานอลดวยวิธ ีHPLC ของบริษัท Agilent Technology Ltd., USA รุน Agilent®1100 
Series ที่ภาควิชาเคม ีคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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รูปที่ 3.2  ลักษณะของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตางๆกอนและหลังการตัดและ/หรือการบด 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  
  
 องคประกอบทางเคมีของวสัดุเหลือใชทางการเกษตรทีท่ดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
พบวาเซลลูโลสเปนองคประกอบทีพ่บมากที่สุด สามารถยอยสลายดวยเซลลูเลสใหกลายเปน
น้ําตาลกลูโคส และนาํไปหมักเปนเอทานอลได แตเนื่องจากในองคประกอบมีเฮมิเซลลูโลส และ     
ลิกนนิอยูดวยซึ่งเปนตวัขัดขวางการทํางานของเอนไซม จึงตองปรับสภาพวัตถุดบิเพื่อใหการยอย
สลายดวยเซลลูเลสมีประสิทธิภาพมากขึน้เพราะเปนการกําจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิที่อยูบริเวณ
รอบๆเซลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส และเพิ่มพืน้ที่ผิวในการเขาทาํปฏิกิริยาของ
เอนไซม 
 
ตารางที่ 4.1  องคประกอบทางเคมีของวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 

ปริมาณ (%โดยน้ําหนักแหง) องคประกอบทางเคม ี
ชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง ฟางขาว 

เซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส 
ไนโตรเจน 
ไขมัน 
เสนใย 
เถา 

73.99 
11.93 
0.59 
1.57 

30.80 
2.10 

81.74 
11.40 
1.37 
4.84 

15.70 
2.85 

78.36 
10.50 
1.13 
1.36 

12.90 
2.27 

83.61 
9.71 
0.87 
3.00 

31.80 
14.15 
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4.2 ผลการหาภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพวสัดุเหลือใชทางการเกษตร (10 
 กรัม%โดยปริมาตร) ดวยกรดซัลฟรูิก 
 
4.2.1 ผลของความเขมขนของกรดซัลฟูริก และอุณหภูมิตอการปรับสภาพของวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตร  
 
 ผลการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนตางๆ 
ไดแก 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121, 140 และ 160 องศาเซลเซียส ใน
อางน้ํามันควบคุมอุณหภูมิ (oil bath) 15 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.1 พบวาการปรับสภาพวัสดุเหลือ
ใชทางการเกษตรทุกชนิดที่ทดสอบ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดสูงขึ้น เมื่อความเขมขนของกรด     
ซัลฟูริกและ/หรืออุณหภูมิที่ใชสูงขึ้น ถึงแมวาที่ 140 และ 160 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณน้ําตาล
รีดิวซสูงกวาที่ 121 องศาเซลเซียส แตเนื่องจากการใชอุณหภูมิที่สูงขึ้นทําใหวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรมีลักษณะแหงมาก และมีขอจํากัดของเครื่องมือที่ใชในการทดลอง จึงไดเลือกอุณหภูมิที่ 
121 องศาเซลเซียส ใชในการศึกษาขั้นตอไป  
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รูปที่ 4.1  น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกความ
    เขมขนตางๆ ที่อุณหภูมิตางๆ (ก) 121 องศาเซลเซียส  (ข) 140 องศาเซลเซียส และ(ค) 
    160 องศาเซลเซียส ในอางน้ํามันควบคุมอุณหภูมิ 15 นาที 
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4.2.2 ผลของความดันตอการปรับสภาพของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 
 ผลการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนตางๆ 
ไดแก 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในอางน้ํามัน
ควบคุมอุณหภูมิ (oil bath) และในหมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) ที่ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว    
15 นาที แสดงในรูปที่ 4.2  พบวาการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรทุกชนิดดวยกรด      
ซัลฟูริกทุกความเขมขนที่ทดสอบ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดสูงขึ้น เมื่อใชความดันรวมดวย 
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รูปที่ 4.2   น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกความ     
    เขมขนตางๆ ที่ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ใน (ก) อางน้ํามันควบคุมอุณหภูมิ และ(ข)   
    หมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 
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4.2.3 ผลของระยะเวลาตอการปรับสภาพของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 
 ผลการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนตางๆ 
ไดแก 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดัน
ไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 15 และ 60 นาที แสดงในรูปที่ 4.3 พบวาการปรับสภาพวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตรทุกชนิดดวยกรดซัลฟูริกทุกความเขมขนที่ทดสอบ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดสูงขึ้น 
เมื่อเพิ่มระยะเวลาการปรับสภาพจาก 15 นาที เปน 60 นาที ลักษณะของวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรชนิดตางๆกอนและหลังการปรับสภาพ ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
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รูปที่ 4.3  น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกความ            

          เขมขนตางๆที ่121 องศาเซลเซยีส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว  
      (ก) 15 นาที และ (ข) 60 นาท ี
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4.2.4 ผลของความเขมขนของกรดซัลฟูรกิตอการปรับสภาพของวสัดุเหลือใชทาง
 การเกษตร 
 
 ผลการแปรผันความเขมขนของกรดซัลฟูริก ไดแก 0, 0.25, 0.5, 0.75 ,1.0, 1.5 และ 2.0 
%โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ตอการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบ ที ่ 121 องศา
เซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60นาท ีแสดงในรูปที ่4.4  พบวาปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซทีไ่ดสูงสุด เมื่อปรับสภาพ ชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง ดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 
1.0 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร และฟางขาวดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1.5 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ดังนัน้
จึงไดเลือก acid hydrolysate ที่ไดจากการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 และ 1.0 %โดย
น้ําหนกั/ปริมาตร มาวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวและสารยบัยั้งบางชนิด 
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   (ก) ชานออย     (ข) ซังขาวโพด 
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(ค) ลําไยอบแหง     (ง) ฟางขาว 
 
 
 
รูปที่ 4.4  น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริก 
    ความเขมขนตางๆ ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา15 ปอนด/ตารางนิ้ว      
     60 นาที  
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 ผลการวิเคราะหน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ไดหลังการปรับสภาพดวยกรดซลัฟูริกเขมขน         
1.0 %โดยน้าํหนกั/ปริมาตร ดวยวธิี HPLC พบกลูโคสในลําไยอบแหงสูงที่สุด คือ 218.59 มิลลิกรัม
กรัม/กรัม รองลงมาคือ ชานออย ซงัขาวโพด ฟางขาว เทากับ 144.72, 85.93 และ 11.60 
มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดับ พบไซโลสในซงัขาวโพดสูงสดุคือ 206.09 มิลลิกรัม/กรัม รองลงมาคอื 
ชานออย ฟางขาว ลําไยอบแหง เทากับ 119.93, 118.69 และ 6.13 มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดบั 
แสดงในตารางที ่2 
 
 เมื่อความเขมขนของกรดซัลฟูริกที่ใชในการปรับสภาพเพิม่มากขึน้ พบวาปริมาณ       
เฟอรฟูรัล ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล และกรดอะซีติก ซึ่งมฤีทธิย์บัยั้งการเจริญของจุลินทรียใน
ข้ันตอนการหมักเอทานอลเพิ่มข้ึน แสดงในตารางที ่ 4.2 Nigam (2001) รายงานวาในน้ําหมักที่มี
เฟอรฟูรัลเขมขน 0.25 กรัม/ลิตร ไมมีผลตอการลดลงของปริมาณและการผลิตเอทานอล แตเมื่อ
ความเขมขนของเฟอรฟูรัลมากกวา 1.5 กรัม/ลิตร ทําใหการเจรญิของยีสตลดลง ปริมาณและ   
การผลิตเอทานอลลดลง 90.4 % และ 85.1 % ตามลําดับ Alves และคณะ (1998) รายงานวา             
ไฮดรอกซีเมทลิเฟอรฟูรัลเขมขน 1 กรัม/ลิตร มีผลในการยับยัง้การเติบโตของเซลลและการหมกั
ของ S. cerevisiae จากตารางที่ 4.2 การปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1.0 %โดยน้ําหนกั/
ปริมาตร ปริมาณเฟอรฟูรัลที่พบไมมีผลตอการยับยัง้การเจริญของยสีต แตเพื่อหลีกเลี่ยงปริมาณ
ของสารยับยัง้คือ ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลในระดับที่มผีลยับยั้งการเจริญและการหมักของยีสตจึง
ไดเลือกใชกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร ในการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตร ผลการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร พบเฟอรฟูรัล
สูงสุด คือ 0.121       กรัม/ลิตร ในซังขาวโพด รองลงมาคือ ชานออย ลําไยอบแหง ฟางขาว เทากบั 
0.107, 0.088 และ 0.072 กรัม/ลิตร ตามลําดับ สวนไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลพบในชานออยมาก
ที่สุด คือ 1.522     กรัม/ลิตร รองลงมาคือ  ลําไยอบแหง ซังขาวโพด ฟางขาว เทากับ 1.157, 0.812 
และ 0.107     กรัม/ลิตร ตามลําดับ  
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ตารางที่ 4.2  ปริมาณน้าํตาลและสารยับยั้งบางชนิดที่ไดจากการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 และ 1.0 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร 
         ที ่121 องศาเซลเซยีส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี

ชนิดของน้าํตาล (มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท) ชนิดของสารยบัยั้ง (กรัม/ลิตร) ความเขมขน
ของกรด     
ซัลฟูริก 
(%w/v) 

 
วัสดุเหลือใชทาง
การเกษตร 

กลูโคส ไซโลส กาแลคโตส อะราบิโนส แมนโนส เฟอรฟูรัล
  

ไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอรฟูรัล 

กรดอะซีติก
  

กรดแลคติก 
 

0.75 ชานออย 
ซังขาวโพด 
ลําไยอบแหง 
ฟางขาว 

133.56 
75.29 
159.38 
8.41 

110.46 
184.06 
3.50 

77.90 

2.12 
3.89 
3.63 
5.96 

10.94 
15.84 
39.16 
19.17 

- 
- 
- 
- 

0.107 
0.121 
0.088 
0.072 

1.522 
0.812 
1.157 
0.107 

1.823 
2.288 
0.286 
0.803 

0.034 
0.749 
0.111 
0.019 

1.0 ชานออย 
ซังขาวโพด 
ลําไยอบแหง 
ฟางขาว 

144.72 
85.93 
218.59 
11.60 

119.93 
206.09 
6.13 

118.69 

2.06 
2.90 
4.20 
7.57 

11.04 
15.90 
36.65 
20.81 

- 
- 
- 
- 

0.134 
0.164 
0.074 
0.092 

1.831 
1.012 
1.951 
0.120 

1.782 
2.517 
0.457 
1.030 

0.032 
0.721 
0.105 
0.019 
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4.2.5 ผลของปริมาณวสัดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชในการปรับสภาพ 
 
 จากผลการทดลองขอ 4.2.4 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรที่ทดสอบดวยกรดซัลฟูริกที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว ของชานออยและฟางขาวนอยกวาของซังขาวโพดและลําไยอบแหง และจากลักษณะที่
ปรากฏดังแสดงในรูปที่ 4.7  พบวาชานออยและฟางขาวมีลักษณะแหงจึงแปรผันโดยลดปริมาณ
ชานออยและฟางขาวในขั้นตอนการปรับสภาพดวยกรด 
 
 ผลการแปรผันปริมาณชานออย และฟางขาว 1.25, 2.5, 5 และ 10 กรัม%โดยปริมาตร ใน
การปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอ
นึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที แมวาน้ําตาลรีดิวซที่ไดจะเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณ   
ชานออย และฟางขาวเพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 4.5 แตเพื่อใหวัสดุเหลือใชทางการเกษตรถูกยอย
สลายไดดีในขั้นตอนการยอยดวยเอนไซมจึงลดปริมาณวัสดุเหลือใชทางการเกษตรลงเปน 5 
กรัม%โดยปริมาตร ลักษณะของชานออย และฟางขาวที่ปริมาณนอยกวา 10 กรัม%โดยปริมาตร 
หลังการปรับสภาพ ดังแสดงในรูปที่ 4.6 
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รูปที่ 4.5   น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการปรับสภาพชานออย และฟางขาว ปริมาณตางๆ ที่ 121         
     องศาเซลเซยีส ดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร ในหมอนึง่ 
     ความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี
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รูปที่ 4.6   ลักษณะของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ปริมาณ 1.25, 2.5 และ 5 กรัม%โดยปริมาตร 
    หลังการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศา
    เซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที 
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(ก)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ข)   
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7   ลักษณะของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตางๆ (10 กรัม%โดยปริมาตร) ใน 
    กรดซัลฟูริกเขมขน 0.75  %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร (ก) กอนการปรับสภาพ และ             
    (ข) หลังการปรับสภาพ ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา  
    15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี 
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รูปที่ 4.8  ลักษณะของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตางๆ (10 กรัม%โดยปริมาตร) หลังการปรับ   
   สภาพดวยการบดและกรดซัลฟูริกเขมขน 0 และ0.75 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ตามลําดับ  
   ที ่121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี        
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 เมื่อทําการวิเคราะหวัสดุเหลือใชทางการเกษตรซึ่งผานการปรับสภาพขางตน พบวา 
น้ําตาลรีดิวซที่ ไดจากการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟู ริกเขมขน            
0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร มาจากการสลายของเฮมิเซลลูโลส ดังแสดงในรูปที่ 4.9 ทั้งนี้เพราะ
กรดเขาไปทําลาย  พันธะโครงสรางระหวางโมเลกุลของลิกนิน และเซลลูโลสทําใหโครงสราง
โมเลกุลเกิดการแตกเฮมิเซลลูโลสจึงละลายออกมา (Yáñez และคณะ, 2004) โดยกรดจะเขาไป
ละลายเฮมิเซลลูโลสไดดีที่สุดในชานออย รองลงมาคือ ซังขาวโพด ลําไยอบแหง และฟางขาว   
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รูปที่ 4.9  การเปรียบเทยีบปริมาณเฮมิเซลลูโลสในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรกอนและหลังการ    
   ปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/    
   ตารางนิ้ว 60 นาท ี
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4.3    ผลการศึกษาสมบัติบางประการของเซลลูเลสทางการคา 
 
4.3.1 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ

บีตากลูโคซิเดส ของเซลลูเลสจาก T. reesei  ATCC 26921 (Sigma, USA) และคา
ความเสถียรของเอนไซม 

 
 จากรูปที ่4.10, 4.11 และ 4.12 อุณหภูมิ และคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของ    
เอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส คือ 55 องศาเซลเซียส และ 5.0 เมื่อบมเอนโดกลูคาเนส และ 
บีตากลูโคซิเดส ไวที ่55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมงยงัคงมแีอคทิวิตี 
เหลืออยู 92.81 % และ 46.69 % ตามลําดับ 
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รูปที ่4.10  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. reesei  ATCC 26921           
      คากรด-เบส 5.0  ที่อุณหภูมิตางๆ  
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รูปที่ 4.11  แอคทิวิตีที่คากรด-เบสตางๆ ของเอนโดกลูคาเนส จาก T. reesei  ATCC 26921          
      ที่ 55 องศาเซลเซียส  
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รูปที่ 4.12   ความเสถียรของเอนโดกลูคาเนส จาก T. reesei  ATCC 26921 ที ่55 องศาเซลเซยีส    
      คากรด-เบส 5.0 (กําหนดแอคทิวิตีของเอนไซมซึง่ไมถูกบมไวที่อุณหภูมิตางๆมีคาเปน   
      100) 
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4.3.2 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ
บีตากลูโคซิเดส ของเซลลูเลสจาก A. niger (Sigma, USA) และคาความเสถียรของ
เอนไซม  

  
 จากรูปที่ 4.13 และ 4.14 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนสและ    
บีตากลูโคซิเดส คือ 60 องศาเซลเซียส และคากรด-เบสที่เหมาะสม คือ 4.5  
 
 จากรูปที่ 4.15 เมื่อบมเอนโดกลูคาเนสไวที่ 60 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง คากรด-เบส 5.0 
แอคทิวิตีลดลงเหลือเพียง 34.30 % ในขณะที่บมเอนโดกลูคาเนสและบีตากลูโคซิเดสไวที ่55 องศา
เซลเซียส 48 ชั่วโมง คากรด-เบส 5.0 แอคทิวิตีลดลงเหลือ 84.57 % และ 64.02 % ตามลําดับ เมื่อ
เวลาผานไป 48 ชั่วโมง ที่ 60 องศาเซลเซียส แอคทิวิตีของเอนไซมลดลงมากกวาที่ 55 องศา
เซลเซียส ดังนั้นในงานวิจัยจึงเลือกใชที่ 55 องศาเซลเซียส (เนื่องจากจะผสมกับเซลลูเลสของ     
T. reesei  ATCC 26921) คากรด-เบส 5.0 ในการยอยสลายวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  
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รูปที่ 4.13  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก A. niger  คากรด-เบส 5.0 ที่  
     อุณหภูมิตางๆ  
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รูปที่ 4.14  แอคทิวิตีที่คากรด-เบสตางๆของเอนโดกลูคาเนส จาก A. niger  ที่ 55 และ 60  
    องศาเซลเซียส  
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รูปที่ 4.15  ความเสถียรของเอนโดกลูคาเนส จาก A. niger ที่ 55 และ 60 องศาเซลเซียส คากรด-
      เบส 5.0 (กําหนดแอคทิวิตีของเอนไซมซึ่งไมถูกบมไวที่อุณหภูมิตางๆมีคาเปน 100) 
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4.3.3 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลคูาเนส และ
 บีตากลโูคซิเดสของเซลลเูลสจาก T. longibrachiatum (เดิม T. reesei) ยี่หอ 
 CYTO®CL (Genecor, Finland) และคาความเสถียรของเอนไซม  
 
 จากรูปที่ 4.16, 4.17 และ 4.18 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของ          
เอนโดกลูคาเนส คือ 55 องศาเซลเซียส และ 4.5 ตามลําดับ อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสม
ตอแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส คือ 65 องศาเซลเซียส และ4.5 ตามลําดับ เมื่อบมเอนโดกลูคาเนส
ไวที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 72 ชั่วโมงยังคงมีแอคทิวิตีเหลืออยู 90.38 % 
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รูปที่  4.16  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. longibrachiatum ยี่หอ  
      CYTO®CL คากรด-เบส 4.8 ที่อุณหภมูิตางๆ  
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รูปที่ 4.17  แอคทิวิตีที่คากรด-เบสตางๆ ของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดสจาก  
   T. longibrachiatum  ยี่หอ CYTO®CL ที่ 55 องศาเซลเซียส 
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รูปที่  4.18  ความเสถียรของเอนโดกลูคาเนส จาก T. longibrachiatum ยี่หอ CYTO®CL ที่ 55,  
      60 และ 65 องศาเซลเซยีส คากรด-เบส 4.5 (กําหนดแอคทิวิตีของเอนไซมซึง่ไมถูกบม 
      ไวที่อุณหภมูิตางๆมีคาเปน 100) 
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4.3.4 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ
 บีตากลูโคซิเดสของเซลลูเลสจาก T. reesei  ยี่หอ GC 220 (Genecor, Finland) 
 และคาความเสถียรของเอนไซม  

 
 จากรูปที่ 4.19 และ 4.20 คากรด-เบส 4.8 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของ                  
เอนโดกลูคาเนส คือ 40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส 
คือ 55 องศาเซลเซียส เมื่อบมบีตากลูโคซิเดสไวที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 (เนื่องจากใช
ผสมกับเซลลูเลสยี่หอ CYTO®CL) เปนเวลา 72 ชั่วโมง มีแอคทิวิตีเหลืออยูเพียง 10.54 %  
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รูปที่  4.19  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. reesei ยี่หอ GC 220        
      คากรด-เบส 4.8 ที่อุณหภูมิตางๆ 
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รูปที่  4.20  ความเสถียรของบีตากลูโคซิเดสจาก T. reesei  ยี่หอ GC 220 ที่ 55 องศาเซลเซียส 
      คากรด-เบส 4.5 (กําหนดแอคทิวิตีของเอนไซมซึ่งไมถูกบมไวที่อุณหภูมิตางๆมีคาเปน  
      100) 
 
4.3.5 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ
 บีตากลูโคซิเดสของเซลลูเลสจาก T. reesei ยี่หอ Celluclast®1.5 L FG 
 (Novozymes, Denmark)  

 
จากรูปที่ 4.21 และ 4.22 อุณหภูมิ และคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของ             

เอนโดกลูคาเนส คือ 55 องศาเซลเซียส และ 4.0 ตามลําดับ อุณหภูมิ และคากรด-เบสที่เหมาะสม
ตอแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส คือ 65 องศาเซลเซียส และ5.0 ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.21  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. reesei ยี่หอ      
     Celluclast®1.5 L FG  คากรด-เบส 4.8 ที่อุณหภูมิตางๆ  
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รูปที่ 4.22  แอคทิวิตีที่คากรด-เบสตางๆของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส จาก T. reesei    
     ยี่หอ Celluclast®1.5 L FG ที่ 55 องศาเซลเซียส  



 57

4.3.6 อุณหภูมิและคากรด-เบสที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และ
 บีตากลูโคซิเดสของเซลลูเลสผสมจาก T. reesei และ A. niger ยี่หอ Cellubrix 
 (Novozymes, Denmark)  

 
 จากรูปที่ 4.23 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส คือ 50              
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส คือ 65 องศาเซลเซียส 
พบวามีแอคทิวิตีต่ํากวาเอนไซมทางการคายี่หออ่ืนๆ จึงไมมีการหาคากรด-เบสที่เหมาะสมตอ  
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รูปที่  4.23  แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดส ของเซลลูเลสผสมจาก T. reesei  
      และ A. niger  ยี่หอ Cellubrix คากรด-เบส 4.8 ที่อุณหภูมิตางๆ  
 
 จากรูปที ่ 4.16, 4.19, 4.21 และ 4.23 วิเคราะหแอคทวิติีของเซลลูเลสทางการคา 4 ยี่หอ
(CYTO®CL , GC220, Celluclast®1.5 L FG และCellubrix) พบวา ยี่หอ CYTO®CL มีแอคทิวิตี
ของเอนโดกลคูาเนสสงูสุด 476.84 หนวยเอนไซม/มิลลิลิตร และมีแอคทิวิตีของบีตากลูโคซเิดส 
82.47 หนวยเอนไซม/มิลลิลิตร  ในขณะที่ยีห่อ GC 220 มีแอคทิวิตีของบีตากลูโคซิเดสสูงสุด 
182.90 หนวยเอนไซม/มิลลิลิตร และมแีอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส 115.04 หนวยเอนไซม/
มิลลิลิตร  จึงเลือกใชเซลลูเลส 2 ยีห่อนี้ผสมกัน 
 
  
 
 



 58

 จากรูปที ่ 4.18 พบวาการบมที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 72 ชั่วโมง                  
ทําใหเอนโดกลูคาเนสของเซลลูเลสยี่หอ CYTO®CL มแีอคทิวิตีเหลืออยู 90.38 % ในขณะที่รูปที ่
4.20 พบวาทาํใหบีตากลูโคซิเดสของเซลลูเลสยี่หอ GC 220 มีแอคทิวิตีเหลืออยูเพยีง 10.54 % จึง
ไดลดอุณหภูมิเพื่อหาคาความเสถียรทีเ่หมาะสมใหมดังตารางที่ 4.3 
 
ตารางที ่4.3  ความเสถียรของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซเิดสของเซลลูเลสยี่หอ CYTO®CL 
         และGC 220 คากรด-เบส 4.5  ที่ 45, 50 และ 55 องศาเซลเซยีส 72 ชั่วโมง 
อุณหภูมิ 

(°C) 
ชนิดเอนไซม เวลา 

(ชั่วโมง) 
แอคทิวิตีสัมพทัธของ  

เซลลูเลสยี่หอ CYTO®CL 
(%)* 

แอคทิวิตีสัมพทัธของ
เซลลูเลสยี่หอ GC 220 

(%)* 
เอนโดกลูคาเนส 0 

48 
72 

100 
97.53 
95.85 

100 
99.28 
99.09 

45 

บีตากลูโคซิเดส 0 
48 
72 

100 
99.28 
99.28 

100 
98.24 
95.20 

เอนโดกลูคาเนส 0 
48 
72 

100 
96.92 
92.85 

100 
98.52 
98.15 

50 

บีตากลูโคซิเดส 0 
48 
72 

100 
66.67 
58.33 

100 
97.33 
87.41 

55 เอนโดกลูคาเนส 0 
48 
72 

100 
95.14 
90.38 

100 
19.78 
10.54 

*กําหนด แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส ที่ไมบมที่ 45, 50และ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 มีคาเทากับ100 
 
 จากตารางที่ 4.3 พบวาที ่45 องศาเซลเซยีส 72 ชั่วโมง จะมีแอคทิวิตขีองเอนโดกลคูาเนส 
และบีตากลูโคซิเดสเหลืออยูมากที่สุด แตในงานวิจัยนี้เลอืกใชที ่ 50 องศาเซลเซยีส เนื่องจากเปน
อุณหภูมิที่ใกลกับอุณหภูมิทีม่ีแอคทิวิตีของเซลลูเลสสูงสุด คือ 55 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 4.4  สรุปแอคทิวิตีและความเสถยีรของเอนไซมทางการคา 
แอคทิวิตีของเอนไซม ความเสถียรของเอนไซม เอนไซม 

เอนโดกลูคาเนส บีตากลูโคซิเดส เอนโดกลูคาเนส บีตากลูโคซิเดส 
T. reesei ATCC 26921 
(Sigma) 

55°C pH 5.0 
6.04 U/mg pro. 

55°C pH 5.0 
0.29 U/mg pro. 

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

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

60°C pH 4.5 
0.74 U/mg pro. 

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

55°C, pH 5.0, 48 ชม. 64.02% 
 

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

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

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

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

 

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

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

 

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

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

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

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

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

 

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

Celluclast®1.5L FG  
(Novozymes) 

55°C pH 4.0 
194.59 U/ml. 

65°C pH 5.0 
31.54 U/ml. 

-  -

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

65°C pH 4.8 
40.34 U/ml. 

-  -
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4.4 ผลการศึกษาภาวะบางประการที่มีผลตอการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวย     
เซลลูเลส 
 
งานวิจัยขอ 4.4.1 และ 4.4.2 ไดเลือกศึกษาการยอยชานออยดวยเซลลูเลส เนื่องจากเปน

วัตถุดิบที่มีอยูเปนจํานวนมากในโรงงานน้ําตาลจึงเปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีศักยภาพทีจ่ะ
นํามาใชเปนสารตั้งตนเพื่อการผลิตเอทานอลเพราะไมมีปญหาตนทุนของการขนสง โดยนํา      
ชานออย 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/
ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที มาปรับคา
กรด-เบสเปน 5.0 แลวศึกษาการยอยสลายดวยเซลลูเลสจาก T. reesei  ATCC 26921 ที่ 55 
องศาเซลเซียส, เซลลูเลสผสมระหวางเซลลูเลสของ T. reesei  ATCC 26921 และ A. niger  ที่ 55 
องศาเซลเซียส และเซลลูเลสจาก A. niger ที่ 60 องศาเซลเซียส เขยา 110 รอบ/นาที 48 ชั่วโมง 
หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือด 5 นาที กรองแยกตะกอน วิเคราะหน้ําตาลรีดิวซที่ได 
 
4.4.1 ผลของอัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสและบีตากลูโคซิเดส ที่เหมาะสมตอการยอย

ชานออยที่ผานการปรับสภาพ  
 
 เนื่องจากที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 เซลลูเลสจาก T. reesei  ATCC 26921 มี
แอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส 6.04 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน แตมีแอคทิวิตีของบีตา         
กลูโคซิเดสคอนขางต่ําเทากับ 0.29 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน  จึงผสมเซลลูเลสจาก A. niger 
ซึ่งมีแอคทิวิตีบีตากลูโคซิเดสสูงกวาเทากับ 0.67 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน เพื่อใหอัตราสวน
ของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดสลดลง ดังแสดงในตารางที่ 4.5  
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ตารางที่ 4.5  อัตราสวนของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคซิเดสใน 1 มิลลิกรัมโปรตีนของ 
        เซลลูเลสจาก T. reesei, เซลลูเลสผสม  ที ่55 องศาเซลเซียส และ A. niger          

         ที ่60 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 
เซลลูเลส เอนโดกลูคาเนส 

(หนวยเอนไซม) 
บีตากลูโคซิเดส 
(หนวยเอนไซม) 

อัตราสวนเอนโดกลูคาเนส:
บีตากลูโคซิเดส 

กอนการบม: 
T. reesei 
A. niger 
T. reesei + A. niger 

 
72.48 
55.68 
64.08 

 
3.48 
8.88 
6.18 

 
21:1 
6:1 
10:1 

หลังการบม 48 ชั่วโมง: 
T. reesei 
A. niger 
T. reesei + A. niger 

 
67.27 
19.10 
57.17 

 
1.62 
2.32 
3.65 

 
41:1 
8:1 
16:1 

 
 จากตารางที่ 4.5 แอคทิวิตีของเอนไซมลดลง แตอัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสและ
บีตากลูโคซิเดส ในเซลลูเลสจาก T. reesei ATCC 26921, เซลลูเลสผสม และเซลลูเลสจาก       
A. niger  หลังการบม 48 ชั่วโมง เพิ่มข้ึน  
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 ผลการยอยชานออยที่ผานการปรับสภาพดวยเซลลูเลสจาก T. reesei, เซลลูเลสผสม  ที่ 
55 องศาเซลเซียส และเซลลูเลสจาก A. niger ที่ 60 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 พบวาน้ําตาล
รีดิวซที่ไดสูงขึ้น  เมื่ออัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสตอบีตากลูโคซิเดสลดลงจาก 21:1 เปน 10:1 
ดังแสดงในรูปที่ 4.24 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดแปรผันกับหนวยเอนไซมของเอนโดกลูคาเนสที่ใช, 
อัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสตอบีตากลูโคซิเดส และความเสถียรของเอนไซม ผลการทดลอง
สอดคลองกับ Drazic และ Nozinic (1984) ซึ่งใชเซลลูเลสจาก T. reesei  รวมกับเซลลูเลสจาก 
Aspergillus sp. ยอยฟางขาวสาลี (wheat straw) พบวาประสิทธิภาพการยอยสลายสูงกวาการใช
เซลลูเลสจากเชื้อราแตละชนิดแยกกัน ดังนั้นจึงเลือกใชเซลลูเลสผสมในการทดลองตอไป 

21.9121.61 23.08

0
5

10
15
20
25
30

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

อัตราสวนของเอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส

น้ํา
ตา
ลรี
ดิว
ซ (
กรัม

/ลิต
ร)

 
รูปที่ 4.24   น้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยชานออยผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน   
       0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที ่121 องศาเซลเซยีส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา       
       15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาที ดวยเซลลูเลส ที ่55 และ 60 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 
       5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  
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4.4.2 ผลของปริมาณชานออยตอการยอยดวยเซลลูเลส  
  
 ผลการแปรผันปริมาณชานออยหลังการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดย
น้ําหนัก/ปริมาตร  1, 2.5, 5.0 และ 7.5 กรัม%โดยปริมาตร ดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:
บีตากลูโคซิเดส=10:1) จํานวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 55 องศาเซลเซียส คากรด-
เบส 5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาน้ําตาลรีดิวซที่ไดสูงสุดเมื่อปริมาณชานออยเทากับ 5 กรัม%
โดยปริมาตร คือ แขวนลอยชานออย 5 กรัมใน 100 มิลลิลิตรของเซลลูเลสผสม ดังแสดงในรูปที่ 
4.25 ปริมาณชานออยมากกวา 5 กรัม%โดยปริมาตร มีลักษณะแหงจึงทําใหความสามารถของ
เซลลูเลสในการยอยสลายลดลง  

1.77

3.03

4.64

1.08

0
1

2
3

4
5

6

1%ชานออย 2.5%ชานออย 5%ชานออย 7.5%ชานออย

น้ํา
ตา
ลรี
ดิว
ซ (
กรัม

ตอ
ลิต
ร)

 
รูปที่ 4.25  น้ําตาลรีดิวซทั้งหมดที่เพิ่มข้ึนจากการยอยดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:    
     บีตากลูโคซิเดส=10:1) จํานวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 55               
     องศาเซลเซียส คากรด-เบส 5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
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 ผลระยะเวลาในการยอยดวยเซลลูเลส เมื่อวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดทุก 3 ชั่วโมง 
การยอยชานออย 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดย
น้ําหนัก/ปริมาตร ดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส=10:1) จํานวน 64 หนวย
เอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาอัตราการเพิ่มข้ึนของน้ําตาลรีดิวซลดลง 12 
ชั่วโมงแรก น้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 18.4 % ชั่วโมงที่ 24 และ 48 น้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนจากชั่วโมงที่ 12 
และ24 เพียง 5.16 และ 0.57 % ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4.6  นํ้าตาลรีดิวซทัง้หมดจากการยอยชานออย 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ 55       
         องศาเซลเซียส ดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซเิดส=10:1)          
         จํานวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลคูาเนส) ที่ระยะเวลาตางๆ  

เวลา (ชัว่โมง) น้ําตาลรีดิวซทัง้หมด (กรัม/ลิตร) 
0 
1 
3 
6 
9 

12 
16 
20 
24 
30 
48 

18.45 
18.83 
20.34 
20.53 
20.92 
21.84 
22.24 
22.64 
22.96 
23.04 
23.09 
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4.4.3 การเปรยีบเทียบผลของการปรับสภาพดวยกรดตอประสิทธภิาพของเซลลเูลสใน
 การยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตางๆ 
 
 ผลการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ไมปรับสภาพดวยกรดและ
ปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่ง
ความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที ดวยเซลลูเลสผสม (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิ
เดส=10:1) จาํนวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 55 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง พบวา
การปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ชวยทาํใหเอนไซมสามารถ
ยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรไดดีข้ึน เรียงตามลาํดับดังนี ้คือ ซังขาวโพด ฟางขาว ลําไยอบแหง     
ชานออย ดังแสดงในรูปที่ 4.26 ทั้งนี้เพราะวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ไมผานการปรับสภาพดวย
กรดซัลฟูริก เอนไซมจะเขาไปทําปฏิกิริยาไดยากจงึไดน้ําตาลรีดิวซในปริมาณต่ํากวา 
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ไมผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก 0.75 %
 

 
รูปที่ 4.26  น้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตรทีไ่มปรับสภาพดวยกรด      
      และปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร ที่ 121 องศา    
      เซลเซียส ในหมอนึ่งความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาท ี ดวยเซลลเูลสผสม 
      (เอนโดกลคูาเนส:บีตากลูโคซิเดส=10:1) จํานวน 64 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) 
      ที่ 55 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง 
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4.5 ผลการยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ผานการปรบั
 สภาพดวยกรดซัลฟูรกิเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที ่121 องศาเซลเซียส  
 ในหมอนึ่งความดันไอน้าํ 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาที ดวยเซลลูเลสผสมระหวาง 
 CYTO®CL และ GC 220  
 
 ผลการใชเซลลูเลสผสมระหวาง CYTO®CL และGC 220 จํานวน 81 หนวยเอนไซม      
(เอนโดกลูคาเนส) ซึง่มีอัตราสวนระหวางเอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซเิดสเทากับ 3:1 ยอยสลายที่ 
50 องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง จากรูปที ่ 4.27 พบวา ใน 24 ชั่วโมงแรกของการยอยชานออย         
ซังขาวโพด และฟางขาว ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็ว หลงัจากนัน้ปริมาณน้าํตาล
รีดิวซที่ไดจะเพิ่มข้ึนไมมาก ลําไยอบแหงน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดมีคาคงที่ในชั่วโมงที่ 24 ถึงชัว่โมงที่ 48 
ชั่วโมงที ่ 72 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดลดลงอาจเนื่องมาจากในระหวางการยอยดวยเซลลูเลส
น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นถูกเปลีย่นไปเปนผลติภัณฑอ่ืน เชน เฟอรฟูรัล เปนตน ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
เพิ่มข้ึนหลังการปรับสภาพดวยกรดจากการยอยดวยเซลลูเลสเปนเวลา 48 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที ่
4.28  พบวาจะไดน้ําตาลรดีิวซมากที่สุดจากซงัขาวโพด เทากับ 15.7 กรัม/ลิตร รองลงมา คือ    
ชานออย ฟางขาว และลําไยอบแหง เทากับ 10.79, 9.31 และ 4.53 กรัม/ลิตร ตามลําดับ  ผลการ
วิเคราะหชนิดและปริมาณของน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ไดดวยวิธ ีHPLC ดังแสดงในรปูที ่4.29 พบวา
ไดกลูโคสสูงสุดจากซังขาวโพดคือ 13.39 กรัม/ลิตร รองลงมาคือ ลําไยอบแหง ชานออย ฟางขาว 
เทากับ 13.36, 11.68 และ 10.71 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ไดไซโลสสูงสดุจากซังขาวโพด คือ 11.62 
กรัม/ลิตร รองลงมาคือ ฟางขาว ชานออย เทากับ 7.59 และ 6.21 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.27  น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 5 กรัม%โดยปรมิาตร      
      ที่ปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 121  
       องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาท ีดวยเซลลูเลส
       ผสมระหวาง CYTO®CL และ GC 220 (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส=3:1)     
       จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลคูาเนส) ที ่50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 ที่
       เวลาตางๆ  
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รูปที่ 4.28  น้ําตาลรีดิวซทั้งหมดที่เพิ่มข้ึนจากการยอยดวยเซลลูเลสผสมระหวาง CYTO®CL และ    
      GC 220  (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส=3:1) จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลู        
       คาเนส) ที่ 50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.29    ชนิดและปริมาณของน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวบางชนิดที่ไดจากการยอยดวยเซลลูเลส  
       ผสมระหวาง CYTO®CL และ GC 220  (เอนโดกลคูาเนส:บีตากลูโคซิเดส=3:1)         

                 จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลคูาเนส) ที่ 50 องศาเซลเซยีส คากรด-เบส 4.5  
                      เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.7   การเปรียบเทยีบผลการทดลองน้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายลกิโนเซลลโูลสกับงานวิจัยอืน่ 
 
 
 

ภาวะที่ใชในการทดลอง  
วัตถุดิบ 

 
วิธีการปรับสภาพ 

 
ชนิดเอนไซม คากรด-เบส อุณหภูม ิ

(°C) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ความเร็ว
รอบ/นาที 

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง 

ฟางขาว,       
ซังขาวโพด   
และ ชานออย 

 แช 10%NaOH  
24 ชั่วโมง ตมที่ 
80°C 2 ชั่วโมง 

Celluclast และ 
Novozyme 

-   50 168 200 ฟางขาว, ซังขาวโพด และชานออยไดน้ําตาลรีดิวซ  
720, 693 และ 525 มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท 
ตามลําดับ 

อํานวย ขวัญเมือง, 2537 

ฟางขาว แช NaOH 2M 24 
ชั่วโมง ตมที่ 

70°C 90 นาที 

เซลลูเลส    4.0 55 16 350 น้ําตาลรีดิวซ  557.07  มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท ระวีวรรณ แกลวกลา, 2538 

เหงามัน
สําปะหลัง 

แช NaOH 2M 24 
ชั่วโมง ตมที่ 

50°C 90 นาที 

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

wheat straw 0.75% H2SO4

121°C 60 นาที 
Celluclast และ 

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

2005 
corn stover 2% H2SO4 ดวย

steam 190°C    
5 นาที  

Celluclast และ 
Novozyme 

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

rye straw และ 
bermudagrass 

0.6% H2SO4 
autoclave 

121°C 60 นาที 

เซลลูเลสจาก     
T. reesei  และ 

Novozyme 

4.8   50 48 100 rye straw และ bermudagrass ไดน้ําตาลรีดิวซ  
133.7 และ 195.7 มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท 
ตามลําดับ 

Sun Y. และคณะ, 2005 
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ภาวะที่ใชในการทดลอง  
วัตถุดิบ 

 
วิธีการปรับ
สภาพ 

 
ชนิดเอนไซม คากรด-เบส อุณหภูม ิ

(°C) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ความเร็ว
รอบ/นาที 

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง 

ชานออย,         
ซังขาวโพด,  
ลําไยอบแหง  
และฟางขาว 

0.75% H2SO4

autoclave 
121°C 60 นาที 

Cyto® CL และ 
GC 220 

4.5    50 48 110 ชานออย, ซังขาวโพด, ลําไยอบแหง และฟางขาว
ไดน้ําตาลรีดิวซ  520.13, 693.51, 518.20  และ 
466.19  มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท ตามลําดับ 

งานวิจัยนี้ 

ชานออย,         
ซังขาวโพด,  
ลําไยอบแหง   
และฟางขาว 

0.75% H2SO4

autoclave 
121°C 60 นาที 

เซลลูเลสจาก 
T .reesei และ   

A. niger 

5.0    55 48 110 ชานออย, ซังขาวโพด, ลําไยอบแหง และฟางขาว
ไดน้ําตาลรีดิวซ  572.14, 602.97, 631.86  และ 
460.41 มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท ตามลําดับ 

งานวิจัยนี้ 
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4.6 ผลการหมักเอทานอลจาก enzymatic hydrolysates (ผลจากขอ 4.5) โดยใช         
 S. cerevisiae TISTR 5596   
 
 ผลการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรซึง่ปรับสภาพดวยกรดแลวยอยดวยเซลลูเลสผสม
ระหวาง CYTO®CL และ GC 220  (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซเิดส=3:1) จํานวน 81 หนวย
เอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง (ผลจากขอ 
4.5) จะไดสารละลายน้ําตาลรีดิวซ ดังรูปที่ 4.30 นําสารละลายน้าํตาลรีดิวซที่ไดไปใชเปน         
สับเสตรทในการหมักเอทานอลโดย S. cerevisiae TISTR 5596  ปรับคากรด-เบสเปน 4.5 โดย
เติมแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.4 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร เพื่อใหยีสตใชเปนแหลงไนโตรเจนเพื่อการ
เจริญ และกระบวนการหมกั (Saita และSlaughter, 1984) และเติมกลูโคส 10 กรัม/ลิตร เพื่อเพิม่
ความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตน หมักที่อุณหภูมิหอง ในสภาวะการหมกัแบบไรอากาศ เปนเวลา 72 
ชั่วโมง  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.30 ลักษณะสีของสารละลายน้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายดวยเซลลูเลส  
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 รูปที่ 4.31   ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจากสารละลายน้ําตาลรีดิวซทีม่ีการเติมกลโูคส 
        หมกัโดย S. cerevisiae TISTR 5596 ที่อุณหภูมหิอง 72 ชั่วโมง 
 
 จากรูปที ่4.31  การเติมกลูโคส 10 กรัมตอลิตร ทําใหกลูโคสเริ่มตนของสารละลายน้ําตาล
รีดิวซของชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง และฟางขาว คือ 36.01, 44.68, 35.91 และ 33.31 
กรัมตอลิตร ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง พบวาไดเอทานอลสูงสดุจากลําไยอบแหงคือ 24.43 %โดยน้ําหนัก 
รองลงมา คือ ชานออย และซังขาวโพด ซึ่งมีคาใกลกันมาก คือ 20.7 %โดยน้ําหนกั สวนฟางขาว
ใหเอทานอลต่าํสุดคือ 16.58 %โดยน้าํหนกั 
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ตารางที่ 4.8  การเปรียบเทยีบปริมาณเอทานอล กับงานวิจยัอื่น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาวะที่ใชในการหมัก  
วัตถุดิบ 

 
 

 
น้ําตาลเริ่มตน 

 
ชนิดจุลินทรีย คากรด-เบส อุณหภูม ิ

(°C) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง 

ฟางขาว,             
ซังขาวโพด       
และชานออย 

ฟางขาว, ซังขาวโพด, 
และชานออยไดกลูโคส  

17.03, 27.36  และ33.9 
กรัม/ลิตร 

Saccharomyces cerevisiae -  30 24 ฟางขาว, ซังขาวโพด, และชานออยได 
เอทานอล  13.3, 14.5 และ17.3%(w/w) 

อํานวย ขวัญเมือง, 2537 
 
 

ฟางขาว 
 
 

น้ําตาลรีดิวซ   557.07  
มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท 

 

Saccharomyces cerevisiae 
TISTR 5013 

 

5.0 
 
 

30  96 เอทานอล 1.3 %โดยปริมาตร ระวีวรรณ แกลวกลา,  
2538 

 

เหงามัน
สําปะหลัง 

น้ําตาลรีดิวซ           
25 กรัม/ลิตร 

Zymomonas mobilis   
TISTR 405 

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

wheat straw น้ําตาลรีดิวซ   485 ± 22  
มิลลิกรัม/กรัมสับสเตรท 

Escherichia coli         
strain FBR5  

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

 
 

 
น้ําตาลเริ่มตน 

 
ชนิดจุลินทรีย คากรด-เบส อุณหภูม ิ

(°C) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง 

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

ชานออย,           
ซังขาวโพด,      
ลําไยอบแหง    
และฟางขาว 

ชานออย, ซังขาวโพด, 
ลําไยอบแหง และฟางขาว
น้ําตาลรีดิวซ 36.01, 

44.68, 35.91 และ33.31 
กรัม/ลิตร 

 

Saccharomyces cerevisiae 
TISTR 5596 

 

4.5   30 72 ชานออย, ซังขาวโพด, ลําไยอบแหง และ
ฟางขาวไดเอทานอล  20.76, 20.78, 
24.43  และ16.58 %(w/w) ตามลําดับ 

งานวิจัยนี้ 
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บทที่ 5 
วิจารณผลการทดลอง 

 
1.  การปรับสภาพดวยกรด (dilute acid pretreatment) 
 
 การปรับ สภาพลิกโนเซลลูโลสดวยกรดเปนการกําจดัเฮมิเซลลูโลส และลิกนนิที่อยูบริเวณ
รอบๆเซลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส และเพิ่มพืน้ที่ผิวในการเขาทาํปฏิกิริยาของ
เอนไซม เฮมิเซลลูโลสซึ่งละลายออกมาจากการปรับสภาพของ ชานออย ซงัขาวโพด ลําไยอบแหง 
และฟางขาวดวยกรดซัลฟูริกประกอบดวยน้ําตาลโมเลกลุเดี่ยว (monosaccharides) คือ ไซโลส 
กลูโคส อะราบิโนส และกาแลคโตส แตไมพบแมนโนส ปจจัยซึง่มีผลตอประสิทธผิลของการปรบั
สภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบ คือ ความเขมขนของกรด อุณหภูมิ ระยะเวลา และการ
ใชความดันรวมดวย การปรับสภาพดวยกรดที่ภาวะที่รุนแรงกวาจะกอใหเกิดสารยับยั้งการเจรญิ
ของยีสตในระหวางการหมัก เชน เฟอรฟรัูล, ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟรัูล และกรดอะซีติก เปนตน         
ในปริมาณที่มากข้ึนตามไปดวย Davis และคณะ (2005) รายงานวา เมื่อใชกรดซัลฟูริกเขมขน     
2 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร จะเกิดเฟอรฟรัูลสูงกวาเมื่อใชกรดซัลฟูริกเขมขน 1.5 %โดยน้ําหนกั/
ปริมาตร โดยเมื่อปรับสภาพ wheat stillage ดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 2.0 %โดยปริมาตร ที่ 100 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5.5 ชั่วโมง ไดปริมาณ กลโูคส, ไซโลส และอะราบิโนส สูงสุด เทากับ 7.4, 
19.5 และ 11.8 กรัม/ลิตร ตามลําดับ โดยพบเฟอรฟูรัล 3.3 กรัม/ลิตร, กรดแลคติก 5.2 กรัม/ลิตร 
และกรดอะซีติก 2.5 กรัม/ลิตร ในงานวิจยันีท้ําการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ทดสอบ 
(10 กรัม%โดยปริมาตร) ดวยการแชในสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.75 %โดยน้ําหนกั/
ปริมาตร ที่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาท ีพบวาได
น้ําตาลรีดิวซจากลําไยอบแหงสูงสุดคือ 498.12 มิลลิกรมั/กรัม รองลงมา คือ ซงัขาวโพด ชานออย 
ฟางขาว เทากับ 473.41, 402.43 และ 254.52 มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดับ ผลการวิเคราะหชนิด 
ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เกดิขึ้นพบวาลําไยอบแหงใหกลูโคสสูงสุดคือ 159.38 มิลลิกรัม/กรัม 
รองลงมาคอื ชานออย ซงัขาวโพด ฟางขาว เทากับ 133.56, 75.29  และ 8.41 มิลลิกรัม/กรัม 
ตามลําดับ พบไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลสูงสุดในสารละลายน้าํตาลรีดวิซที่ไดจากชานออย ลําไย
อบแหง ซงัขาวโพด และฟางขาว เทากับ 1.522, 1.157, 0.812 และ 0.107 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
ปริมาณของไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลทีพ่บในชานออยและซังขาวโพดเปนปริมาณที่มีผลยับยั้ง
กระบวนการหมักเอทานอลของยีสต พบเฟอรฟูรัลสูงสุดในซังขาวโพด รองลงมาคือ ชานออย ลําไย
อบแหง และฟางขาว ตามลาํดับ แตในปริมาณที่ไมมีผลยับยั้งกระบวนการหมักเอทานอลของยีสต     
Saha และคณะ (2005) รายงานวาการใชกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนกั/ปริมาตร ยอย 
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wheat straw (7.8 กรัม%โดยปริมาตร) ที่ 121 องศาเซลเซียส 60 นาที ไมพบเฟอรฟูรัล และ     
ไฮดรอกซีเมทลิเฟอรฟูรัล ในสารละลายน้ําตาลรีดิวซที่ไดซึ่งสอดคลองกับผลการวจิัยที่ไดนี ้
 
 ในรูปที่ 4.4 พบวาเมื่อความเขมขนของกรดที่ใชในการปรับสภาพชานออย ซงัขาวโพด 
หรือลําไยอบแหง มากกวาหรือเทากับ 1.5 %โดยน้ําหนกั/ปริมาตร ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดลดลง 
ทั้งนี้อาจเนื่องจากน้ําตาลที่เกิดขึ้นทาํปฏิกริิยาตอกับกรดเกิดเปนผลิตภณัฑอ่ืนๆ เชน เฟอรฟูรัล 
ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอรฟูรัล เปนตน  
 
  การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสดวยกรดกอใหเกิดเฟอรฟูรัล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล 
โดยเฟอรฟูรัลเกิดจากน้ําตาลเพนโตส (pentose) ทําปฏิกิริยากบักรด สวนไฮดรอกซีเมทลิ       
เฟอรฟูรัลเกิดจากน้ําตาลเฮกโซส (hexose) ทําปฏิกริิยากับกรด ซึ่งสอดคลองกับผลที่แสดงใน
ตารางที่ 4.2 คือเมื่อปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1.0 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร พบกลโูคส
สูงสุดในลําไยอบแหง ชานออย ซังขาวโพด ฟางขาว ตามลําดับ และพบไฮดรอกซเีมทิลเฟอรฟูรัล
สูงสุดจากลาํไยอบแหงดวย รองลงมา คือ ชานออย, ซังขาวโพด และฟางขาว พบไซโลสสูงสุดในซัง
ขาวโพด ชานออย ฟางขาว ลําไยอบแหง ตามลาํดับ และพบเฟอรฟูรัลสูงสดุในซังขาวโพด 
รองลงมาคือ ชานออย, ฟางขาว และลําไยอบแหง ตามลาํดับ   
  
2.  การยอยดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) 
  
 เนื่องจากเชื้อราในกลุม T. reesei  ผลิตเซลลูเลสที่มีองคประกอบสมบูรณ แตมีปริมาณ
บีตากลูโคซิเดสคอนขางต่ํา ในขณะที่เชื้อรากลุม Aspergillus sp. ผลิตบีตากลูโคซิเดสสูง และการ
ใชเซลลูเลส จาก T. reesei  รวมกับเซลลูเลสจาก Aspergillus sp. จะทําใหประสิทธิภาพการยอย
สลายเซลลูโลสสูงกวาการใชเซลลูเลสจากเชื้อราแตละชนิดแยกกนั (Drazic และNozinic, 1984)  
งานวิจยัใชเซลลูเลสจาก Trichoderma reesei ATCC 26921 ผสมกับเซลลูเลสจาก Aspergillus 
niger ของบริษัท Sigma chemical co., USA. ยอยชานออย 5 กรัม%โดยปริมาตร ที่ 55 องศา
เซลเซียส คากรด-เบส 5.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดแปรผันโดยตรงกับ
หนวยเอนไซมของเอนโดกลคูาเนสที่เพิม่ข้ึน อัตราสวนของเอนโดกลูคาเนสและบีตากลูโคซิเดส    
ที่ลดลง และความเสถียรของเอนไซม เนื่องจากเซลลูเลสถูกยบัยั้งโดยปริมาณกลูโคสที่เกดิขึ้น 
ปฏิกิริยาการยอยจะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วในระยะแรก และปริมาณกลูโคสที่เพิม่ข้ึนจะมีผลยับยัง้การ
ทํางานของเซลลูเลส ระววีรรณ แกลวกลา (2538) รายงานวาการยอยเซลลูโลสในฟางขาวดวย
เซลลูเลส ที่ 55 องศาเซลเซยีส คากรด-เบส 4.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน 6 ชั่วโมงแรกของการยอย
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จะมีปริมาณน้าํตาลรีดิวซเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็ว และเริ่มชาลงในหลงัชั่วโมงที่ 6 ในอัตราคงที่ จนถงึ
ชั่วโมงที่ 16 และหลังจากนัน้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดมีคาคงที่ และพรรณวิไล กิ่งสวุรรณรัตน 
(2545) ไดทําการทดลองยอยเซลลูโลสในเหงามนัสําปะหลัง โดยใชเอนไซมยีห่อ cellubrix ทําการ
ยอยที่ 50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.8 เปนเวลา 50 ชั่วโมง พบวา ชวงแรกของการยอยจะมี
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนกนั และเริ่มชาลงจนถงึชัว่โมงที ่ 24 หลังจากชั่วโมงที ่
24 ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ไดจะไมเพิ่มข้ึนมากนักไมวาจะทําปฏกิิริยานานขึ้นเทาใดก็ตาม การปรบั
สภาพดวยกรดทําใหลิกโนเซลลูโลสถูกยอยดวยเซลลูเลสไดดียิ่งข้ึน กรดกําจัดเฮมเิซลลูโลส ลิกนิน 
ที่อยูบริเวณรอบๆเซลลูโลส และลดบริเวณโครงสรางที่มีการจัดเรียงตัวโมเลกุลเซลลูโลสอยางเปน
ระเบียบสูง (crystalline) เปนการเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของเซลลูเลส (McMillan, 1994)   
ในรูปที่ 4.26 แสดงใหเห็นวาการปรับสภาพดวยกรดมีความจาํเปนสําหรับการนาํวัสดุประเภท    
ลิกโนเซลลโูลสมาใชเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตเอทานอล การวิจยันีพ้บวาการปรับสภาพดวย
กรดทําใหประสิทธิภาพการยอยของเซลลเูลสสูงขึ้นตามลําดับดังนี ้ ซังขาวโพด ฟางขาว ลําไย
อบแหง และชานออย 
 
 ผลการทดลองใชเซลลูเลสทางการคา ยี่หอ CYTO®CL ผสมกับ GC 220 ของบริษัท 
Genecor, Finland เพื่อเพิ่มอัตราสวนเอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซเิดสเปน 3:1 โดยใชเอนไซม
ผสมจํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลคูาเนส) ยอยสลายวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรที่ทดสอบ
ทั้ง 4 ชนิด ที่ 50 องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง พบวา ใน 24 ชั่วโมงแรกของการยอยชานออย           
ซังขาวโพด และฟางขาว จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอยางรวดเรว็ หลงัจากนัน้ปริมาณน้าํตาล
รีดวิซที่ไดจะเพิ่มข้ึนไมมาก และชั่วโมงที่ 72 ปริมาณน้าํตาลรดีิวซที่ไดลดลงอาจเนื่องมาจาก
น้ําตาลรีดิวซถกูเปลี่ยนไปเปนผลิตภัณฑอ่ืน เชน  เฟอรฟูรัล เปนตน  Davis และคณะ (2005) 
พบวาระหวางการยอย wheat stillage ดวยเซลลูเลส ที ่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
ไซโลส 22 % จะถกูเปลีย่นเปนเฟอรฟรัูล เมื่อเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของน้าํตาลที่ไดกอน
และหลังการยอยดวยเซลลูเลส พบวาปรมิาณกลูโคสทีไ่ดเพิ่มข้ึนมากที่สุด สวนไซโลส กาแลคโตส 
อะราบิโนส เพิม่ข้ึนไมมากนกั 
  
 ตารางที่ 4.7 เปนการเปรยีบเทยีบผลการทดลองที่ไดจากการยอยสลายดวยเซลลเูลสใน
งานวิจยันีก้ับงานวิจัยอืน่ๆ พบวา ภาวะที่ใชในการทดลอง เชน คากรด-เบส อุณหภูมิ มีคา
ใกลเคียงกบังานวจิัยอืน่ เมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดในงานวจิัยนี้กบังานวจิัยของ 
Saha และคณะ (2005) ซึ่งใชปริมาณเซลลูเลสใกลเคียงกนั โดย Saha และคณะ ไดทําการยอย 
wheat straw โดยใชเซลลูเลสผสมระหวางยีห่อ Celluclast และยี่หอ Novozyme อัตราสวนของ
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เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดสเทากับ 4:1 ที่ 45 องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง พบวาไดน้ําตาลรีดิวซ 
485±22 มิลลิกรัม/กรัม ซึ่งนอยกวาปรมิาณน้าํตาลรดีิวซที่ไดจากงานวิจัยนี้โดยการยอยที ่ 50 
องศาเซลเซยีส 48 ชั่วโมง ไดน้ําตาลรีดิวซจากชานออย ซังขาวโพด ลําไยอบแหง และฟางขาว 
520.13, 693.51, 518.20 และ 466.19 มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดับ 
 
3.  การหมกัเอทานอล (ethanol fermentation) 
  
 เมื่อนําสารละลายน้าํตาลรีดวิซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรที่ทดสอบดวย
เซลลเูลสผสมระหวาง CYTO®CL และ GC 220 จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที่ 
50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาปรับคากรด-เบสเปน 4.5                 
เติมแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.4 %โดยน้าํหนัก/ปริมาตร และเติมกลูโคส 10 กรัม/ลิตร หมักโดย              
S. cerevisiae TISTR 5596 ที่อุณหภูมิหอง ในสภาวะการหมักแบบไรอากาศ เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
จากรูปที ่ 4.29 ลําไยอบแหง และซงัขาวโพดมีปริมาณกลูโคสใกลเคียงกนัมาก แตพบวาได          
เอทานอลจากลําไยอบแหงสงูกวาซงัขาวโพด ทั้งนี้เพราะในสารละลายน้ําตาลรีดิวซของซังขาวโพด
มีปริมาณกรดอะซีติกสูงกวาสารละลายน้ําตาลรีดิวซของลําไยอบแหงมาก ในทาํนองเดียวกัน    
ชานออยมีปริมาณกลูโคสต่าํกวาในซงัขาวโพด แตปริมาณเอทานอลที่ไดใกลเคียงกันมาก อาจเปน
เพราะในสารละลายน้ําตาลรีดิวซจากซงัขาวโพดมีปริมาณกรดอะซีติกและสารยับยัง้ชนิดอื่นๆสูง
กวาในสารละลายน้าํตาลรีดวิซจากชานออย แมวาในสารละลายน้าํตาลรีดิวซจากชานออยจะ
พบไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลสูงกวาในสารละลายน้ําตาลรีดิวซจากซงัขาวโพดก็ตาม ประสิทธิภาพ
การผลิตเอทานอลนอกจากขึ้นกับชนิดและปริมาณของน้ําตาลแลวยงัขึ้นกับชนิดและปริมาณของ
สารยับยัง้ รวมทั้งชนิดของวตัถุดิบที่ใช  
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
6.1 สรุปผลการทดลอง 
 
 กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร (ชานออย ซังขาวโพด ลําไย
อบแหง และฟางขาว) มี 3 ข้ันตอนหลัก คือ การปรับสภาพ การยอยดวยเซลลูเลส และการหมกั  
เอทานอล  
 
 1.  การปรับสภาพวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 
 
 จากการปรับสภาพวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง พบวากรดสามารถ
เขาไปละลายเฮมิเซลลูโลสออกมา และยังชวยเพิ่มพืน้ที่ผิวในการทํางานของเซลลูเลสใหดียิ่งขึน้  
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิ เวลา และความเขมขนของกรดในการปรับสภาพ ทาํใหไดน้าํตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 
แตถาใชภาวะที่รุนแรงจนเกนิไปน้ําตาลรีดิวซที่ไดจะลดลง เนื่องจากน้าํตาลที่เกดิขึ้นอาจจะทาํ
ปฎิกิริยาตอกบักรดเกิดเปนผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน เฟอรฟูรัล,  ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอรฟูรัล เปนตน     
ซึ่งเปนสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในระหวางการหมัก และพบวาเมื่อใชความดันไอน้ํารวมทาํ
ใหน้าํตาลรีดิวซที่ไดเพิ่มข้ึนดวย 
 
 จากผลการทดลองพบวา ภาวะที่เหมาะสมตอการปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตร
10 กรัมเปอรเซ็นตโดยปริมาตร คือ นาํวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมาบด หรือตัด และรอนผาน
ตะแกรงใหมีขนาดประมาณ 20 mesh นําไปยอยดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75 %โดยน้าํหนกั/
ปริมาตร ที ่ 121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี ซึง่
กอใหเกิดสารเฟอรฟูรัล และไฮดรอกซีเมทลิเฟอรฟูรัลในปริมาณที่ต่ํา  
 
 2.  การยอยวสัดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส 
 
 การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรหลังผานการปรับสภาพดวยเซลลูเลสผสมระหวาง
CYTO®CL และGC 220 (เอนโดกลูคาเนส:บีตากลูโคซิเดส=3:1) จํานวน 81 หนวยเอนไซม     
(เอนโดกลูคาเนส) ที่ 50 องศาเซลเซียส คากรด-เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากการวิเคราะห
ชนิดน้ําตาลพบวาซังขาวโพดจะใหกลูโคสสูงสุด คือ 13.39 กรัม/ลิตร รองลงมาคือ ลําไยอบแหง 
13.36 กรัม/ลิตร ชานออย 11.68 กรัม/ลิตร และฟางขาว 10.71 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
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 3.  การหมักเอทานอล 
 
 เมื่อนําสารละลายน้าํตาลรีดวิซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรดวยเซลลเูลส
ผสมระหวาง CYTO®CL และ GC 220  เปนสบัเสตรทในการหมักเอทานอลโดยใชเชื้อยสีต         
S. cerevisiae TISTR 5596  และมีการเติมกลโูคส 10 กรัมตอลิตร หมักที่อุณหภูมหิอง              
ในสภาวะการหมักแบบไรอากาศ เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาไดสารละลายน้ําตาลรีดิวซจาก   
ลําไยอบแหงใหปริมาณเอทานอลสงูสุด คือ 24.43 %โดยน้ําหนัก รองลงมา คือ ซังขาวโพด 20.78 
%โดยน้ําหนกั ชานออย 20.76 %โดยน้าํหนกั และ ฟางขาว 16.58 %โดยน้ําหนกั ถึงแมวาลาํไย
อบแหงจะใหปริมาณเอทานอลสูงสุดก็ตาม แตมีขอจํากัดเรื่องราคาและปริมาณเพราะการผลิต    
เอทานอลจากลําไยอบแหงนัน้สําคัญและจาํเปนเฉพาะเมือ่เกิดภาวะลาํไยอบแหงลนตลาดเทานัน้ 
ดังนัน้จึงสรุปไดวาทัง้ชานออย และซงัขาวโพดเปนวสัดุเหลือใชทางการเกษตรทีม่ีศักยภาพที่จะ
นําไปใชเปนวตัถุดิบต้ังตนของการผลิตเอทานอลเทาเทยีมกนัเมื่อทําการปรับสภาพดวกรด  
 
6.2  ขอเสนอแนะ  
 
 1.  การใชเซลลูเลสทางการคาในการยอยทําใหตนทนุการผลิตเอทานอลสูง  ถาสามารถ
ผลิตเซลลูเลสขึ้นมาใชเองจะชวยทําใหตนทุนการผลิตเอทานอลลดลง อยางไรก็ตามการคัดเลือก  
จุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเซลลูเลส เซลลูเลสที่ผลิตประกอบดวยอัตราสวนเอนโด  
กลูคาเนส เอก็โซกลูคาเนส และบีตากลโูคซิเดสที่เหมาะสม มีความเสถียรสูง ตลอดจนการสกัด
และกระบวนการผลิตเอนไซมที่มีประสิทธภิาพนัน้ยงัตองการศึกษาวิจยัและระยะเวลาอีกนาน 
 
 2.  .ในระหวางการยอยดวยเซลลูเลสนัน้ บีตากลูโคซิเดสจะถูกยับยั้งดวยปริมาณกลูโคสที่
เพิ่มข้ึน ซึง่มผีลยับยั้งตอเนือ่งทาํใหมกีารสะสมของเซลโลไบโอสเพิ่มข้ึน ซึ่งจะเปนตัวยับยั้งการ
ทํางานของเอนโดกลูคาเนส และเอ็กโซกลูคาเนส ทาํใหปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นชาลงและหยุดในที่สุด 
ปริมาณกลูโคสที่ไดจึงคอนขางต่ํา วธิีการที่จะลดปญหานี้อาจใชกระบวนการหมักแบบ
simultaneous saccharification and fermentation (SSF) ซึ่งเปนกระบวนการเปลี่ยนวัตถุดิบ
เซลลูโลสใหเปนกลูโคส และหมกักลูโคสใหเปนเอทานอลในขั้นตอนเดยีวกนั ทําใหลดปญหาการ
ยับยั้งการทํางานของเซลลูเลส เนื่องจากกลูโคสทีเ่ปนตัวยบัยั้งถกูเปลี่ยนไปเปนเอทานอลโดย       
จุลินทรียจึงไมมีการสะสม อยางไรก็ตามจลิุนทรียที่ใชในการหมกัควรเปนสายพนัธุทีท่นอุณหภูมิสูง
ได เนื่องจากอณุหภูมิการหมกัจะไดใกลเคียงกับอุณหภูมิที่ใชในการยอยสลายดวยเอนไซม 
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 3.  ความเขมขนของน้าํตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเอนไซม
มีคาต่ํา ดงันัน้การทําใหน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดมามีความเขมขนสูงขึ้น เชน โดยกระบวนการ 
ultrafiltration และ reverse osmosis จะทาํใหความเขมขนของเอทานอลที่ไดเพิ่มข้ึน 
 
 4. สารละลายน้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังการยอยดวยเซลลูเลส พบวามีไซโลสสูงรองลงมาจาก
กลูโคส งานวจิัยนี้ใช S. cerevisiae TISTR 5596 ซึ่งสามารถใชเฉพาะน้ําตาลกลูโคสในการหมัก           
เอทานอล การใชจุลินทรียที่มีความสามารถในการหมกัทัง้กลูโคสและไซโลสเปนเอทานอล เชน 
recombinant Zymomonas mobilis, recombinant Escherichia coli, recombinant               
S. cerevisiae  จะชวยใหปริมาณเอทานอลเพิ่มข้ึน และหากเปนสายพันธุทีท่นรอนดวย จะชวยลด
ตนทนุการผลิตของ cooling tower ลดการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนๆ อีกทัง้สามารถใชใน
กระบวนการผลิตแบบ SSF  
 
 5.  การผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม ควรพิจารณาถึงการผลติผลิตภัณฑขางเคียง
อ่ืนๆ (co-products) เชน organic acids, organic alcohol เปนตนรวมดวย ซึง่จะชวยใหโรงงาน
สามารถลดตนทนุ และมีกําไรจากการผลติมากขึ้น 
 
 6.  ในการหมกัเอทานอลจาก dilute acid enzymatic hydrolyzate ปจจัยที่ตองคํานงึถงึ 
คือ ชนิดและปริมาณน้าํตาลเริ่มตน ชนิดและปริมาณสารยับยั้ง และอัตราสวนของคารบอน:
ไนโตรเจน (C:N)  เพื่อใหการหมักมีภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ด 
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ภาคผนวก ก 
วิธวีิเคราะห 

 
1. วธิีวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสใชวิธใีน TAPPI 203 om-88 

 
การเตรียมสารเคมี 
 

1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 17.5 % 
 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] 175 กรัม ในน้ํากลัน่ ปรับปริมาตรเปน 1000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
 

2. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต เขมขน 0.5 นอรมัล 
 ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต [K2Cr2O7] 24.52 กรัมในน้ํากลัน่ ปรับปริมาตรเปน 1000 
มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร 
 

3. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต มาตรฐานเขมขน 0.100 นอรมัล 
 ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 4.904 กรัมในน้าํกลัน่ ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 
ดวยขวดปรับปริมาตร 
 

4. สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตเขมขน 0.100 นอรมัล 
 ละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซลัเฟต [Fe(NH4)(SO4).6H2O]  40.5 กรัมในน้าํกลัน่ เติมกรด      
ซัลฟูริกเขมขน 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น   ทําการหาคาเขมขนที่
แนนอนทุกครัง้ที่ใช โดยนําไปไตเตรทกับสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 
 การหาความเขมขนที่แนนอน  ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 10 
มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากลัน่ 90 มลิลิลิตร คอยๆเทกรดซัลฟูริก
เขมขน 12 มิลลิลิตร ลงในขวด โดยเอียงขวดทํามมุประมาณ 45 องศากับพืน้ ตัง้ทิ้งไวใหเยน็ หยด
อินดิเคเตอร 2 ถึง 4 หยด นําไปไตไตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต ที่ตองการทราบ
ความเขมขนทีแ่นนอน 
 การคํานวน   

N2V2   =   N1V1 
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เมื่อ  N1  =  ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซยีมไดโครเมต, นอรมัล 
 N2  =  ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต, นอรมัล 
 V1  =  ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต, มิลลิลิตร 
 V2  =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต, มิลลิลิตร 
 

5. สารละลายอนิดิเคเตอร (indicator) 
 ละลาย 1,10-ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต [C12H8N2.H2O] 1.5 กรัม กับเฟอรรัสซัลเฟต     
[FeSO4.H2O] 0.7 กรัม ในน้าํกลั่น 100 มิลลิลิตร ใชเปนอินดิเคเตอร ในการไตเตรท 
 

6. กรดซัลฟูริก [H2SO4] เขมขน 98 % (คาความถวงจําเพาะเทากับ 1.84) 
 
7. สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 3 นอรมัล 

 คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 83.5 มิลลิลิตรลงในบีกเกอรที่มีน้าํกลัน่บรรจุอยู ปรับปริมาตร
เปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 
 

การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 
 

1. ใสวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 1.5 กรัมน้าํหนักแหง ลงในบีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร บันทกึ
น้ําหนกัไว เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % 100 มิลลิลิตร ปดบีกเกอรดวย
กระจกนาฬิกา จับเวลาทนัททีี่เติมสารละลาย นําไปกวนบนเครื่องกวนสารเปนเวลา 30 นาท ี
เติมน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร หลังครบเวลากวนใหเทากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 
นาท ี

2. กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนออกโดยทิ้งสารละลายใส 10 มิลลิลิตรแรกของการกรอง เก็บ
สารละลายใสเพื่อนาํไปวิเคราะห 100 มิลลิลิตร 

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

250 มิลลิลิตร เติมสารละลายโพแทสเซยีมไดโครเมตเขมขน 0.5 นอรมัล 10 มิลลิลิตร 
เติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั 

3.2. คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 30 มิลลิลิตรลงไป โดยเอียงขวดทํามมุ 30 องศากับพืน้ เพื่อ
ปองกนัการเดอืดอยางรุนแรงของสารละลาย ตัง้ทิง้ไวใหเย็น 



 90

3.3. หยดอินดิเคเตอร 2–4 หยด นาํไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต ที่
ทราบความเขมขนแนนอน จนกระทั่งสารละลาย เปล่ียนจากสีเหลืองอมสมเปนสนี้าํตาล
อมมวง บนัทกึปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต 

3.4. เตรียมสารละลายแบลงค (blank) โดยปเปตโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 %            
5 มิลลิลิตรใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีน้าํกลั่นบรรจุอยู ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
แลวนําไปทําวธิีเดียวกบัสารละลายตัวอยางในขอ 3.1-3.3 

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

เมื่อ  V1 =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ
  สารละลายตวัอยาง, มิลลิลิตร 

 V2      =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ
  สารละลายแบลงค, มิลลิลิตร 

  N   =  ความเขมขนทีแ่นนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต, นอรมัล 
  A    =  ปริมาตรของสารละลายตวัอยางที่ใช, มิลลิลิตร 
 W    =  น้ําหนกัของวสัดุเหลือใชทางการเกษตรแหง, กรัม 
           6.85  =  มิลลิกรัมสมมลูของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ทาํปฏิกิริยา

  พอดีกับเซลลูโลส 
4. การวิเคราะหปริมาณ แกมมา-เซลลูโลส 

4.1. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในกระบอกตวงที่มจีุกปด 
เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 3 นอรมัล 50 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดยีวกัน นําไป
ใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 70–90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 นาที เพื่อใหเกดิการ
ตกตะกอนอยางสมบูรณ กรองสารละลายโดยเก็บสวนใสไววิเคราะห 

4.2. นําสารละลายใสที่กรองไดไปวิเคราะหวิธกีารเดียวกันกบัขอ 3.1 ถึง 3.3 
4.3. การคํานวน 
  แกมมา-เซลลูโลส = [6.85 (V4 – V3) x N x 20 / ( A x W)] 

เมื่อ V3     =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ
   สารละลายตวัอยาง, มิลลิลิตร 
 V4     =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ
   สารละลายแบลงค, มิลลิลิตร 
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5. การวิเคราะหปริมาณ บีตา-เซลลูโลส (เฮมิเซลลูโลส) 
การคํานวน 
  บีตา-เซลลูโลส = 100 – (แอลฟา-เซลลูโลส + แกมมา-เซลลูโลส) 

 
 
2. การวัดแอคทิวิตีของเอนไซมเซลลโูลส 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
1. ดีเอนเอส รีเอนเจนต (DNS reagent) 
 ชั่งสารไดไนโตรสาลิไซลิก [C7H4N2O7] 20 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 500 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันบนเครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (32 กรัม ในน้าํกลัน่ 300 
มิลลิลิตร) ผสมใหเขากนัแลวคอยๆเติม โซเดียมโปแตสเซียมทารเทต [C4H4KNaO6.4H2O] 600 
กรัม ปรับปริมาตรใหครบ 2000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ไดใสขวดสีชา อุณหภูมหิอง 

 
2. 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.8 
 ชั่งโซเดียมซิเตรต 14.71 กรัม นํามาละลายในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลวเติม 1 โมลาร     
ไฮโดรคลอริก 75 มิลลิลิตร คนใหเขากัน ปรับ pH ใหได 4.8 แลวจึงปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
 
3. 0.025 โมลาร ซิเตรตบฟัเฟอร pH 4.5 
 ชั่งโซเดียมซิเตรต 7.35 กรัม นาํมาละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร แลวเติม 1 โมลาร      
ไฮโดรคลอริก 37.5 มิลลิลิตร คนใหเขากนั ปรับ pH ใหได 4.8 แลวจึงปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
 
4. สารละลายคารบอกซีเมทลิเซลลูโลส (carboxymethylcellulose) ความเขมขน 2 % 
 ละลายคารบอกซีเมทิลเซลลโูลส 2 กรัม ดวย 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.8 แลว
ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
 
5. สารละลายซาลิซิน (D-salicin) ความเขมขน 4 มลิลิกรัม/มิลลิลิตร 
 ละลายซาลิซนิ [C13H18O7] 0.4 กรัม ดวย 0.025 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 แลวปรับ
ปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
 



 92

การวิเคราะหแอคทิวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนส ดวยวิธ ี Carboxymethyl Cellulase Assay 
(Ghose,1987) 
 

1. เติมสารละลายคารบอกซีเมทิลเซลลูโลสเขมขน 2 % 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. เติมเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่มคีารบอกซีเมทลิเซลลูโลส อยูผสมใหเขากนั 
3. นําไปแชในอางควบคุมอุณหภูม ิที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี
4. เติมสารละลายดีเอนเอส รีเอนเจนต 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั นําไปตมในน้าํเดอืดนาน 5 

นาที เมื่อครบเวลานําไปแชในน้าํเยน็นาน 5 นาท ี
5. เติมน้ํากลั่นหลอดละ 10 มลิลิลิตร เขยาใหเขากนั นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ  

ยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยใช 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.8 เปนหลอดควบคุม 
(blank) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสจากกราฟน้ําตาล
มาตรฐาน เพือ่นําไปคํานวณหาคาแอคทวิีตีจากสูตรตามหลักของ International Unit (IU) 

 
การวิเคราะหแอคทิวิตีของเอนไซมบีตากลโูคสซิเดส (Sternberg,1976) 
 

1. เติมสารละลายซาลิซนิความเขมขน 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่ละลายใน 0.025 โมลาร          
ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 

2. เติมเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่มซีาลิซิน อยูผสมใหเขากนั 
3. นําไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี
4. เติมสารละลายดีเอนเอสรีเอนเจนต 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในน้าํเดือดนาน 5 

นาที เมื่อครบเวลานําไปแชในน้าํเยน็นาน 5 นาท ี
5. เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร เขยาใหเทากนั นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ   

ยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยใช 0.025 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 เปนหลอดควบคุม 
(blank) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสจากกราฟน้ําตาล
มาตรฐาน เพือ่นําไปคํานวณหาคาแอคทวิีตีจากสูตรตามหลักของ International Unit (IU) 
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การคํานวณหาคา unit of enzyme ตามวธิีของ The International Union of Biochemistry 
 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารตั้งตนใหเปนกลูโคส 1   
         ไมโครโมล ในเวลา 1 นาทภีายใตสภาวะที่ใชทดสอบ นัน้คือ 
 1 หนวยของเอนไซม  = 1 ไมโครโมล ของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน 1 นาท ี 
          = 1 ไมโครโมล ของกลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 1 นาท ี
          = 0.180 มิลลิกรัม ของกลูโคสที่ถกูปลดปลอยออกมาใน 1 นาท ี
คาแอคทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคสซิเดส จะไดวา 
ถา 0.180 มิลลิกรัม กลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 1 นาทีมีคา     = 1 หนวย 
     1.000 มิลลิกรัม กลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 30 นาทีมีคา   = 1 หนวย 

0             
                  
                   = 
 
หากปลดปลอยกลูโคส X มลิลิกรัม ใน 30 นาทีมีคา   =       (X) 
                   ⎯⎯
 
หรือ อาจคิดเปน           =    มิลลิกรัมกลูโคส x 0.185 หน

               ⎯  
 
การสรางกราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส 
 
 เตรียมสารละลายกลูโคสทีม่ีความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 0.6,
มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลายดีเอนเอส รีเอนเจนต 1 มิล
ตมในน้าํเดือดนาน 5 นาท ี เมื่อครบเวลานําไปแชในน้ําเย็นนาน 5 นา
มิลลิลิตร เขยาให  เขากนั นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่แ
ไดมาสรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณน้ําตาลกลูโคส  
 
 
 
 

 0.180x3   ⎯⎯⎯⎯ 
      0.185  หนวย 

x 0.185    หนวย 

 ⎯⎯⎯ 
   0.5⎯⎯⎯⎯
วย/มิลลิลิตร 
 มิลลิลิตรของเอนไซม⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯
 0.8  และ1.0 มลิลิกรัม/
ลิลิตร เขยาใหเขากนั นําไป
ท ี เติมน้ํากลัน่หลอดละ 10 
สง 540 นาโนเมตร นําคาที่
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การวิเคราะหหาคาความเสถียรของเอนไซมเอนโดกลูคาเนสและบีตากลูโคสซิเดส 
 
 เติมเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร ลงในเอฟเพนดอรฟ (eppendorf) นําไปบมอุณหภูมิที่ตองการหา
คาความเสถียรของเอนไซม เก็บตัวอยางเอนไซมที่เวลา 0, 0.5, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ชั่วโมง 
นําไปวิเคราะหหาแอคทิวิตตีามวิธีขางตน  
 
3. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวธิ ีLowry (Lowry และคณะ, 1951) 
   
การเตรียมสารเคมี 
 

1.  สารละลาย  Lowry A ประกอบดวย 
  โซเดียมคารบอเนต [Na2CO3]    20    กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH]    4     กรัม      
  โซเดียมโปแตสเซียมทารเทต [C4H4KNaO6.4H2O]  0.2    กรัม       
  น้ํากลัน่       1     ลิตร 
2.  สารละลาย  Lowry B ประกอบดวย 
  คอปเปอรซัลเฟต  [CuSO4.5H2O]    2.5    กรัม 
  น้ํากลัน่       500   มิลลิลิตร 
3.  สารละลาย  Lowry C ประกอบดวย 
  สารละลาย  Lowry A     50    สวน 
  สารละลาย  Lowry B       1 สวน 
4.  สารละลาย  Lowry D ประกอบดวย 
  โฟลิน-ฟนอล รีเอเจนต (Folin-phenol reagent)  1 สวน 
  น้ํากลัน่       1 สวน 
5.  การเตรียมโบวซีีรัมอัลบูมินมาตราฐาน(Bovine serum albumin) 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
  โดยละลายโบวีซีรัมอัลบูมิน 20 มิลลิกรัม ในน้าํกลัน่แลวปรับปริมาตรเปน 20 มิลลิลิตร 
  เจือจางสารละลายที่ไดใหมีความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 180  และ 
  200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 
1.  นําสารละลายที่ตองการวิเคราะหที่มีปริมาณโปรตีนเขมขนเหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
  ใสลงในหลอดทดสอบ 
2.  เติมสารละลาย Lowry C ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง     
  20 นาที     
3.  เติมสารละลาย Lowry D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง   
  30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
4.  กราฟมาตรฐานใชโบวีซีรัมอัลบูมิน(Bovine serum albumin) ที่ความเขมขน 0-200  
  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทําการทดลองเชนเดยีวกับขอ 1-3 

y = 0.0023x
R2 = 0.9975
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รูปที่ ก.1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของโบวีซีรัมอัลบูมิน 
   (ไมโครกรัม) และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
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4. การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดย DNS method (Miller, 1959) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
1. ดีเอนเอส รีเอนเจนต 
 ชั่งสารไดไนโตรสาลิไซลิก 20 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 500 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนับนเครื่อง
กวนแบบมีแมเหล็ก เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (32 กรัม ในน้ํากลัน่ 300 มิลลิลิตร) ผสม
ใหเขากนัแลวคอยๆเติมโซเดียมโปแตสเซยีมทารเทต 600 กรัม ปรับปริมาตรใหครบ 2000 
มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ไดใสขวดสีชา อุณหภูมิหอง 
 
2. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
 เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยละลายกลูโคส 100 มิลลิกรัม 
ในน้าํกลัน่  แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เจือจางสารละลายทีไ่ดใหมีความเขมขน 0.1, 0.2, 
0.4,  0.6, 0.8 และ1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 
การสรางกราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส 
 
 สารละลายกลโูคสมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เติมสารละลายดีเอนเอส          
รีเอนเจนต 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาํไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที เมื่อครบเวลานาํไปแชในน้าํ
เย็นนาน 5 นาท ี เติมน้าํกลัน่หลอดละ 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่แสง 540 นาโนเมตร นาํคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางคาการดูดกลนืแสงกบัปริมาณ
น้ําตาลกลูโคส (สารละลาย blank ใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง) 
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y = 0.5544x
R2 = 0.996
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รูปที่ ก.2  กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนของกลูโคส (มิลลิกรัม) และคา
    การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
 
การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยาง 
 
 ทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยาง เชนเดียวกับการวเิคราะหใน
สารละลายกลโูคสมาตรฐาน นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 540 นาโนเมตร 
คํานวณคาความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจากความสัมพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสง และความ
เขมขนของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ทําการเจือจางตัวอยางในกรณีที่มีความเขมขนสูงกวา 1 
มิลลิลิตรตอมิลลิลิตร 
 การคํานวณ 
  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร)  = คา O.D  dilution  

e 

.540 x
slop
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5.  วิธวีิเคราะหน้ําตาล (กลโูคส ไซโลส อะราบิโนส กาแลคโตส แมนโนส) สารยับยั้ง   
 (เฟอรฟูรลั ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอรฟูรลั กรดอะซิติก กรดแลคติก) และเอทานอล 

 
เครื่อง High Performance Liquid Chromatrography (HPLC) ของบริษัท Agilent 
Technology Ltd., USA รุน Agilent®1100 Series ซึ่งประกอบดวย Quatenary pump, on-
line degasser, Autoinjector, Column Thermostat และเครื่องตรวจวัดชนิด Refractive 
index ประมวลผลขอมูลโดย ChemStation Software 

 
สภาวะการวิเคราะหน้ําตาล 
คอลัมน :   Aminex column HPX-87P (300 x 7.8) (Bio-rad,  
    Richmond, CA) และ Carbo-P micro-guard cartridge 
เฟสเคลื่อนที่ :   น้ํา 
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที ่: 0.6 มิลลิลิตร/นาท ี
อุณหภูมิคอลัมน :  80 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรตัวอยาง :  20 ไมโครลิตร 
 
สภาวะการวิเคราะหกรดอินทรีย, เอทานอลม HMF และ Furfural 
คอลัมน  :     Aminex column HPX-87H (300 x 7.8) (Bio-rad, Richmond, 
    CA) และ Cation H micro-guard cartridge 
เฟสเคลื่อนที่ :      กรดซัลฟวริก 0.01 นอรมัล 
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที ่:   0.6 มิลลิลิตร/นาท ี
อุณหภูมิคอลัมน :  55 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรตัวอยาง :  50 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

 

    (ก) 0.75%H2SO4 ชานออย 

 
ย 

 
 

 

       (ข) 1%H2SO4 ชานออ
 

 

 (ค) 0.75%H2SO4 ซังขาวโพด 

 

    (ง) 1%H2SO4 ซังขาวโพด 
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  (จ) 0.75%H2SO4 ลําไยอบแหง 

 

 

       (ฉ) 1%H2SO4 ลําไยอบแหง 

 

 

     (ช) 0.75%H2SO4 ฟางขาว 

 

 

    (ซ) 1%H2SO4 ฟางขาว 

 
รูปที่ ข.1  โครมาโตแกรมของน้าํตาล (กลูโคส ไซโลส กาแลคโตส อะราบิโนส) ของวสัดุเหลือใชทาง
    การเกษตรทีผ่านการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก ที่ 121 องศาเซลเซยีส ในหมอนึง่ความ
    ดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาท ี 
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 (ก) 0.75%H2SO4 ชานออย 

 
 

 
 (ค)
   (ข) 1%H2SO4 ชานออย
 

 

 0.75%H2SO4 ซังขาวโพด 
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    (ง) 1%H2SO4 ซังขาวโพด 

 

 

  (จ) 0.75%H2SO4 ลําไยอบแหง 

 

 

       
 (ฉ) 1%H2SO4 ลําไยอบแหง 
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     (ช) 0.75%H2SO4 ฟางขาว 

 

 

    (ซ) 1%H2SO4 ฟางขาว 

 
รูปที่ ข.2  โครมาโตแกรมของสารยับยัง้บางชนิด (เฟอรฟูรัล ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟรัูล กรดอะซีตกิ  
     กรดแลคติก) ของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก        
     ที ่121 องศาเซลเซียส ในหมอนึง่ความดันไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิว้ 60 นาท ี
 

 

 (ก) ชานออย 
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(ข) ซังขาวโพด 

 

 

 (ค) ลําไยอบแหง 

 

 

  (ง) ฟางขาว 

 
รูปที่ ข.3   โครมาโตแกรมของน้าํตาล (กลูโคส ไซโลส กาแลคโตส อะราบิโนส) ของวสัดุเหลือใช
    ทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก 0.75 %โดยน้ําหนัก/ปริมาตร ที่ 
    121 องศาเซลเซียส ในหมอนึ่งความดนัไอน้ํา 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 60 นาที และยอย
    ดวยเซลลูเลสผสมระหวางยี่หอ CYTO®CL และGC 220 (เอนโดกลคูาเนส:บีตากลูโค    
    ซเิดส=3:1) จํานวน 81 หนวยเอนไซม (เอนโดกลูคาเนส) ที ่50 องศาเซลเซียส คากรด-
    เบส 4.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  
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 (ก) ชานออย 

 

 

 (ข) ซังขาวโพด 

 

 

 (ค) ลําไยอบแหง 
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  (ง) ฟางขาว 

 
รูปที่ ข.4   โครมาโตแกรมของเอทานอล ผลิตไดจากสารละลายน้ําตาลรีดิวซที่มีการเติมกลูโคส 
    หมกัโดย S. cerevisiae TISTR 5596 ทีอุ่ณหภูมิหอง 72 ชั่วโมง  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวจารุวรรณ สัมพนัธวณิช เกิดวนัที ่ 19 พฤษภาคม พ.ศ. 2524 ที่จงัหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ในป พ.ศ. 2546 เขาศึกษาตอในหลกัสตูรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตที่
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในสาขาเทคโนโลยีชีวภาพ เมื่อป พ.ศ. 2547 
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