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เซลลูโลสเปนสวนประกอบที่สําคัญในเหงามันสําปะหลัง  ที่ใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอล  โดย

ปกติเซลลูโลสจะอยูรวมกับสวนประกอบอื่น  ไดแก  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  ซึ่งเปนตัวขัดขวางการเขาทํา
ปฏิกิริยาของเซลลูโลสกับเอนไซมในปฏิกิริยาการยอย  ดังนั้นในการผลิตจะตองทําการแยกสวนประกอบดังกลาว
ออกจากโครงสรางของเหงามันสําปะหลัง ในขั้นการปรับสภาพ  ซึ่งในงานวิจัยใชวิธีการปรับสภาพดวยสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  โดยพบวาวิธีการปรับสภาพวิธีที่ดีที่สุด คือ การแชเหงามันสําปะหลังในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 90 นาที  จะไดตะกอนเหงามันสําปะหลังที่มีเซลลูโลสประกอบอยู 96.46 %  เฮมิเซลลูโลส 1.85 %   และ
ลิกนิน 1.69 %  จากเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพโดยการบด แตยังไมผานการปรับสภาพ
ทางเคมี ซึ่งมีสวนประกอบคือ เซลลูโลส 82.14 %  เฮมิเซลลูโลส 11.41 %  และลิกนิน 6.45 %   ตะกอนเหงามัน
สําปะหลังที่ไดนําไปยอยดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  โดยใชความเขมขนของเอนไซมตอกรัมเซลลูโลสเทากับ 4.079 
หนวย FPUตอกรัมเหงามันสําปะหลัง  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร  ที่มีคาความเปนกรด
ดาง เทากับ 4.8  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  โดยใชเวลาในการยอย 24  ชั่วโมง  ที่สภาวะดังกลาวเปนสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการยอยโดยสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซได 8.30 กรัมตอลิตร  และเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามัน
สําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซเทากับ 21.62 %   

เมื่อนําน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายเหงามันสําปะหลังมาเลี้ยงเชื้อ Zymomonas  mobilis  
strain  TISTR 405  ซึ่งเปนสายพันธุเดียวกับ ATCC 10988  พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย
การเลี้ยงเชื้อในสารอาหารที่มีน้ําตาลรีดิวซ 25 กรัมตอลิตร  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  และปรับคาความเปน
กรด-ดางใหเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อคือที่ 5.0  เมื่อทําการหมักในสภาวะแบบไมใชออกซิเจน  เปนเวลา 60 
ชั่วโมง  จะไดเอทานอล 10.60 กรัมตอลิตร เปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลเปนผลิตภัณฑเปน 69.84 %  คาผลได
ของเซลลจากสารอาหารเพื่อการเจริญเติบโต (yX/S) 0.14 กรัมตอกรัม  คาผลไดของผลิตภัณฑจากสารอาหาร 
(yP/S) 0.68 กรัมตอกรัม  และอัตราการผลิตเอทานอล  0.30 กรัมตอลิตร⋅ชม. 
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Cellulose, the  important  component  in  cassava  rhisome,  can  be  used  as   precursor  in  

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

Enzyme  hydrolysate  from  cassava  rhisome  was  used  to  cultivated  the  strain  of  
Zymomonas  mobilis  TISTR  405  as  same  as  ATCC  10988.  The  study  on  ethanol  production  
revealed  that  the  optimal  condition  for  Zymomonas  mobilis  TISTR  405  to  grow  in  cassava  
rhisome  hydrolysate  were  25 g/l  reducing  sugar  concentration  at  30 0C.  The  reducing  sugar  
solution  was  fermented  at  pH 5.0  by  anaerobic  condition  for  60  hours.  Under  these  
conditions,  the  maximal  ethanol  production  of  10.60 g/l  were  obtained,  the  percentage  of  
conversion  was  69.84.  The  cell  yield (yX/S),  ethanol  yield (yP/S)  and  specific  ethanol  productivity  
were  0.14 g/g,  0.68 g/g  and  0.30 g/l⋅hr  respectively 
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5.14 ผลของเวลาในการยอยสลายเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรบัสภาพแลวดวย
เอนไซมเซลลูบริกซ 4.079 หนวย FPUตอกรัมเหงามันสําปะหลัง   ในสารละลายซเิตรต
บัฟเฟอรที่ pH 4.8  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส………………………………………… 
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5.15 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล  ตาม
เวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 10 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ: คาความเปน
กรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส……………………………………… 

 
 
78 
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5.17 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล  ตาม
เวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 40 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ: คาความเปน
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5.18 แสดงลักษณะการเจริญเติบโต  การใชสารอาหาร  และการผลิตเอทานอลของ 
Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่ความเขมขนของน้ําตาลรดีิวซ 10 g/l, 25 g/l  และ 
40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส………………………………. 
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5.19 แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  และอัตราการสราง
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 สารบัญรูป (ตอ)  
   
รูปที่  หนา 
5.20 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล  ตาม
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Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 25 g/l โดยใช pH 
เร่ิมตนตางๆ กันคือ 5.0, 5.5 และ 6.0  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส…………………….. 

 
 
86 
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 สารบัญรูป (ตอ)  
   
รูปที่  หนา 
5.29 การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas  mobilis TISTR 

405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 10 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน……… 
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 สัญลักษณ 
 

 

X ความเขมขนของเซลล (กรัมตอลิตร)  
S ความเขมขนของสารอาหาร (กรัมตอลิตร)  
P ความเขมขนของผลิตภัณฑ (กรัมตอลิตร)  
t เวลา (ชั่วโมง)  
T อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  
µ อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (ตอช่ัวโมง)  
qS อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ (กรัมสารอาหารตอกรัมเซลล⋅ชั่วโมง)  
qP อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลล⋅ชั่วโมง)  
YP/S ผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลล)  
YX/S ผลไดของเซลลตอสารอาหาร (กรัมเซลลตอกรัมสารอาหาร)  
Pmax อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (กรัมตอลิตร⋅ชั่วโมง)  
kd อัตราจําเพาะการตายของจุลินทรีย (ตอช่ัวโมง)  
n คาคงที่  
 
 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1   ความสําคัญและที่มาของงานวิจัย 

 
ปญหาการขาดแคลนพลังงานเปนปญหาที่ทั่วโลกใหความสนใจเปนอันมาก  ดังเห็นไดจาก

แนวโนมการศึกษาเพื่อหาแหลงพลังงานทดแทนจากดานตางๆ เชน  พลังงานแสงอาทิตย  พลังงาน
จากความรอนใตพิภพ  ฯลฯ  มาใชแทนพลังงานจากน้ํามันดิบ   วัสดุเหลือใชทางการเกษตรเปนอีก
แหลงหนึ่งที่ไดรับความสนใจจากนักวิทยาศาสตรเนื่องจากหาไดงาย  มีราคาถูก  และยังมีสารอาหาร
บางอยางเหลืออยูในปริมาณที่นาจะนํากลับมาใชประโยชนไดอีก 

 
เหงามันสําปะหลัง (สุวรรณ  แสงเพ็ชร, 2542) เปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดหนึ่งที่มี

มากถึง 6 ลานตันตอป  ในปจจุบันไดนําเหงามันสําปะหลังเพียงบางสวนเทานั้นมาเผาเปนเชื้อเพลิง  
แตบางสวนไมไดนํามาใชประโยชนใดๆจึงกลายเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร      แตถานํามา
วิเคราะหดูองคประกอบในเหงามันสําปะหลังจะพบวามีเซลลูโลสอยูในปริมาณมาก  ดังนั้นถาเรา
สามารถนําเหงามันสําปะหลังมาแปรรูปใหเปนผลิตภัณฑที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจ เชน กลูโคส  ก็จะ
เปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือใชชนิดนี้  เนื่องจากกลูโคสใชเปนสารตั้งตนในการผลิตผลิตภัณฑ
หลายประเภท เชน  แอลกอฮอล   กรดซิตริก   ผงชูรส   ซอรบิทอล   อุตสาหกรรมการผลิตยาตางๆ   
และเปนสวนผสมในอุตสาหกรรมอาหาร  นอกจากนี้ยังเปนการสงเสริมอุตสาหกรรมตางๆ ภายใน
ประเทศ  ชวยลดตนทุนในการผลิต  และชวยลดการสั่งซื้อผลิตภัณฑตางๆ จากตางประเทศ  ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงไดมุงเนนที่จะนําเหงามันสําปะหลังมาใชในการผลิตเอทานอล 

 
เอทานอล(ethanol) (ธีรภัทร  ศรีนรคุตร, 2544)  หรือที่เรียกอีกชื่อวา  เอทิลแอลกอฮอล 

(ethyl  alcohol) เปนสารอินทรียมีสัญลักษณทางเคมีคือ  C2H5OH  เปนของเหลวใส ไมมีสี ระเหย
งาย ละลายในน้ําและในสารอินทรียอ่ืนๆ ไดดี   ซึ่งเอทานอลยังมีประโยชนอีกหลายประการ  เชน ใช
เปนเครื่องดื่มแอลกอฮอล ใชในการผลิตยา  ใชเปนตัวทําละลายในการผลิตผลิตภัณฑอุตสาหกรรม  
ใชเปนเชื้อเพลิงเพื่อขับเคลื่อนเครื่องยนต  และใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนใหแกน้ํามันเบนซินสําหรับ
รถยนต เปนตน            
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การผลิตเอทานอลเพื่อใชงานในปจจุบันแบงออกเปน 2 ชนิดตามวิธีการผลิต คือ synthetic  
ethanol  เปนเอทานอลชนิดที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมี โดยใชเอทิลีน (ethylene) เปนวัตถุดิบ  
และ fermentation  ethanol  เปนเอทานอลชนิดที่ผลิตโดยวิธีการหมักสารชีวมวล  แตเดิมจะนิยมใช
วิธีการสังเคราะหเอทานอล  เพราะเปนกระบวนการที่รวดเร็วและไมยุงยาก  แตตองใชสารเริ่มตนที่
เปนผลผลิตจากปโตรเลียม ซึ่งในปจจุบันมีการขึ้นราคาน้ํามันปโตรเลียมและเกิดภาวะการขาดแคลน 
น้ํามันปโตรเลียมจงึทําใหตนทุนการผลิตสูงขึ้น  ทําใหนักวิทยาศาสตรเร่ิมสนใจผลิตเอทานอลจาก
กระบวนการหมักสารชีวมวลมากขึ้นเพราะจะไดตนทุนที่ถูกกวา 

  
การนําเซลลูโลสจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลตอง

ประกอบดวยขั้นตอนที่สําคัญดังนี้คือ  ขั้นตอนการปรับสภาพสารประกอบเซลลูโลส (pretreatment)  
โดยกําจัดองคประกอบอื่นๆ อันไดแก ลิกนิน (lignin)   และเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)   เพื่อใหมี
โครงสรางที่เหมาะสม และเพิ่มพื้นที่ในการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซม  ข้ันตอนการยอยสลายเซลลูโลส 
(hydrolysis) ดวยกรดหรือเอนไซม  เพื่อใหไดน้ําตาลรีดิวซ   และขั้นตอนการหมัก (fermentation) เปน
การนําน้ําตาลรีดิวซมาใชในการผลิตเอทานอล  ดวยกระบวนการหมักโดยใชเชื้อจุลินทรีย   โดยจุลินทรีย
ที่สามารถผลิตเอทานอลไดมีหลายชนิด แตที่สําคัญที่สุดคือยีสตในจีนัส Saccharomyces ซึ่งสามารถ
ผลิตเอทานอลไดในปริมาณสูง  ตอมาพบวานอกจากยีสตแลวยังมีแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งที่มีความ
สามารถผลิตเอทานอลไดในปริมาณสูง  แบคทีเรียชนิดนี้คือ Zymomonas mobilis 

 
ในปจจุบันไดมีการวิจัยการผลิตเอทานอลโดยใช  Zymomonas  mobilis      ทั้งนี้เนื่องจากมี

คุณสมบัติที่เหมาะสมหลายประการในการผลิตเอทานอล เชน  ความสามารถในการสรางเอทานอลได
ในปริมาณสูง  ความสามารถในการเจริญเติบโตไดในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูง  ความสามารถในการ
เจริญเติบโตไดในสภาพที่มีกรดสูง ความสามารถในการเจริญเติบโตไดในที่มีเอทานอลสูงเปนตน  ดังนั้น
ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใชเชื้อ Zymomonas  mobilis  TISTR 405 ซึ่งเปนสายพันธุเดียวกับ ATCC 10988 
จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วท.)  ในการผลิตเอทานอล 
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1.2   วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

1.2.1    เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยเหงามันสําปะหลังโดยเอนไซมเซลลูเลส 
1.2.2 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล โดยใชน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอย

สลายเหงามันสําปะหลังดวยเอนไซมเปนแหลงคารบอนสําหรับเลี้ยงเชื้อ 
 
 

3   ขอบเขตงานวิจัย 
 

1.3.1 ศึกษาหาปริมาณเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในเหงามันสําปะหลังที่ได
ผานการปรับสภาพทางเคมีดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน
และอุณหภูมิตางๆ 

1.3.2 ศึกษาผลของความเปนกรดดาง  อุณหภูมิ  ความเขมขนของเอนไซมเซลลูเลส  
และเวลาที่มีตอการยอยสลายเหงามันสําปะหลังดวยเอนไซม 

1.3.3 ศึกษาการผลิตเอทานอลจากสารละลายน้ําตาลรีดิวซ ที่ไดจากการยอยสลาย
เหงามันสําปะหลังดวยเอนไซม 

1.3.4 ศึกษาผลของความเปนกรดดางเริ่มตน  และความเขมขนของสารละลายน้ําตาล  
รีดิวซที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิหอง 

 
 

1.4   ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1.4.1 เปนการใชประโยชนจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่มีจํานวนมากและราคาถูก 
1.4.2 เปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งมีคานอยใหมีมูลคาสูงขึ้น 
1.4.3 เปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการนําเอาเหงามันสําปะหลังไปใชในการผลิตเอทานอล

ในชนบท 
1.4.4 เปนแนวทางในการศึกษาวิจัยตอไป 
 

 



บทที่ 2 
 

ทฤษฎี 
 
2.1   เหงามันสําปะหลัง 
 

มันสําปะหลังเปนพืชในตระกูล Euphorbiaceae  มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Manihot  
esculentacrantz  มีชื่อทางการคาวา cassava  หรือ  tapioca  มีถิ่นกําเนิดเดิมอยูทางทวีป
อเมริกาใต  ตอมาไดขยายไปสูแหลงอื่นๆ ของโลก  สําหรับประเทศไทยมีการนํามันสําปะหลังเขา
มาปลูกที่ภาคใตเปนครั้งแรกเพื่อใชทําแปงและสาคู  ตอมาไดขยายพื้นที่ปลูกมายังภาคตะวันออก
ไดแก ชลบุรี  ระยอง และจังหวัดใกลเคียง  เนื่องจากมีสภาพดิน ฟา อากาศ และสภาพแวดลอมที่
เหมาะสมตอการปลูก  ดังนั้นจึงไดมีการขยายพื้นที่ปลูกอยางรวดเร็วไปสูภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
ซึ่งในปจจุบันนี้ไดกลายเปนแหลงปลูกที่ใหญที่สุดของประเทศไทย 

 
2.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตรของมันสําปะหลัง 

 
มันสําปะหลังเปนไมพุมขนาดเล็กประกอบดวยลําตนที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 

2-6 เซนติเมตร  สูงประมาณ 1-4 เมตร  สีของลําตนจะแตกตางกันไปตามพันธุ  ดังรูปที่ 2.1 
 
ก)                                                                          ข) 
 
 
 
 
 
 
 
                                                            

 
รูปที่ 2.1    ก)  แสดงลักษณะของตนมันสําปะหลัง 
                ข)  แสดงรากของตนมันสําปะหลัง 
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สวนที่อยูใกลยอดมีสีเขียว  สวนแกที่ต่ําลงมาอาจมีสีน้ําเงิน  สีเหลือง  หรือสีน้ําตาล  ใบ
ของตนจะมีสีเขียวเขมมีลักษณะเปนแฉกๆ ตั้งแต 5-9 แฉก   รากของลําตนจะเปนแบบรากฝอย 
(fibrous  root  system)  รากเหลานี้เปนคลังสะสมอาหารมีลักษณะโตเรียก “หัว”  หัวของมัน
สําปะหลังนี้จะมีประมาณ 5-15 หัว  มีความยาว 15-100 เซนติเมตร  มีเสนผาศูนยกลาง 3-15 
เซนติเมตร  โดยมแีปงเปนสวนประกอบที่สําคัญ  ดังรูปที่ 2.2 

 
 
 
 
 
 
 

 
          รูปที่ 2.2  แสดงลักษณะหัวของตนมันสําปะหลัง 

 
เหงามันสําปะหลังเปนสวนที่อยูเหนือรากของลําตนมันสําปะหลัง โดยจะรวมถึงสวนโคน

ของลําตนมันสําปะหลังอีกประมาณ 30 เซนติเมตร  ซึ่งคนและสัตวกินไมได  จึงตองหั่นหรือสับให
เปนชิ้นเล็กแลวตากแดดใหแหง (cassava rhisome chip) นําไปใชเปนเชื้อเพลิง  แตเนื่องจากใน
ประเทศไทยมีเหงามันสําปะหลังในปริมาณมาก  นําไปใชเปนเชื้อเพลิงแคเพียงบางสวนเทานั้น และ
สวนใหญก็กลายเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  แตเมื่อนํามาวิเคราะหสวนประกอบจะพบวามี 
เซลลูโลสอยูในปริมาณมาก  ในงานวิจัยนี้จึงไดนําเหงามันสําปะหลังมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิต 
เอทานอล เพื่อเปนการพัฒนาผลิตภัณฑทางการเกษตรใหมีมูลคามากขึ้น 

 
 
 

 
เหงามันสําปะหลัง 

                  
 
 

รูปที่ 2.3  แสดงลักษณะเหงามันสําปะหลัง (ธีรภัทร,2544) 
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2.2 สวนประกอบในเซลลพืช 
 

พืชเปนแหลงทรัพยากรธรรมชาติประเภทที่ใชแลวเกิดกลับมาใชไดใหมในระยะเวลาอันสั้น  
ดังนั้นพืชจึงเปนแหลงสารประกอบอินทรียแหลงใหญที่สําคัญในอนาคต  สวนประกอบหลักของพืช
ไดแก เซลลูโลส (cellulose)  เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  และลิกนิน (lignin)  ดังรูปที่ 2.4 และ
รูปที่ 2.5 ซึ่งมีปริมาณที่แตกตางกันไปขึ้นกับชนิดและภาวะที่เจริญเติบโตของพืชนั้นๆ ดังแสดงใน
ตารางที่ 2.1  การนําสวนประกอบของพืชชนิดตางๆ มาใชใหเหมาะสมกับงานและเกิดประโยชนสูง
สุด จึงจําเปนตองทราบลักษณะโครงสรางของพืชและปริมาณสวนประกอบตางๆ ที่มีในพืชนั้นๆ 
ดวย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.4  แสดงสวนประกอบในผนังเซลลพืช 
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องคประกอบสวนใหญ 
    ในผนังเซลลพืช 
 
 
 

ลิกนิน                                โพลีแซคคาไรด 
(โฮโลเซลลูโลส) 

 
 
 
     เซลลูโลส                                             โพลีแซคคาไรด 
                                                             ชนิดที่ไมมีเซลลูโลส 

                                                              (เฮมิเซลลูโลส) 
 การยอยสลาย 

ใหน้ําตาลดี-กลูโคส 
 

การยอยสลายใหสาร 
    โมเลกุลเดี่ยว 
 
 
 

 
 

หมูอะเซทิล                   กรดยูโรนิค                    น้ําตาลเพนโตส                   น้ําตาลเฮกโซส 
  และกรดเมททอกซิลยูโรนิค           (ไซโลส)                              (กลูโคส) 

   (อะราบิโนส)                         (แมนโนส) 
      (กาแลคโตส) 

 
 

รูปที่ 2.5   แสดงการแยกองคประกอบในเซลลพืช(Greulch V.A.,1973  อาง 
ถึงใน ปราณี  สถิรพิพัฒนกุล, 2532) 
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ตารางที่ 2.1   แสดงปริมาณเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน ในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
(ปยวรรณ  สายมโนพันธ และ พัชรินทร  ฉัตรประเสริฐ, 2540; Martin A.M.,1991) 
 

สวนประกอบทางเคมี (%) ชนิดของวัสดุ
เหลือทิ้งทางการ
เกษตร 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา 

เศษไมที่เหลือทิ้ง 45-56 10-25 18-30 - 
 

ฟางขาว 32.1 24 12.5 17.5 
 

ฟาวขาวสาลี 30.5 28.4 18.0 2.4 
 

ชานออย 33.4 30 18.9 2.4 
 

ซังขาวโพด 45 35 15 - 
 

ตนมันสําปะหลัง 32.2 13.85 26.96 - 
 

 
 

2.2.1   เซลลูโลส (cellulose)  
   
เปนสวนประกอบที่มีมากที่สุดในเซลลพืช  พบตามผนังเซลลของพืชทุกชนิด  มีหนาที่ชวย

ทําใหพืชมีโครงสรางแข็งแรง  ในธรรมชาติจะไมพบเซลลูโลสในรูปอิสระแตมักจะพบรวมกับลิกนิน  
เฮมิเซลลูโลส  กัม  เพนโตแซน  แทนนิน  ไขมัน  และสารเกิดสี เปนตน 

 
2.2.1.1   ลักษณะโครงสรางของโมเลกุลเซลลูโลส (ระวีวรรณ  แกลวกลา, 2538;  

Joban และ Carl-Joban, 2000) 
  

เซลลูโลสเปนคารโบไฮเดรตชนิดโพลีแซคคาไรด (polysaccharide)  ที่ประกอบดวย
โมเลกุลของดี-กลูโคส (D-glucose)  ในรูปเบตา-ดี-กลูโคไพราโนส (β-D-glucopyranose)  หลาย
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โมเลกุลเรียงตอกันเปนโครงสรางคลายลูกโซ  แตละโมเลกุลจับกันดวยพันธะ1,4-ไกลโคสิดิก (1,4-
glycosidic  bond) ที่คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 1 ของกลูโคสกับคารบอนอะตอมตําแหนงที่ 4 
ของกลูโคสโมเลกุลถัดไป 

 
 โดยรูปแบบ (conformation) ของการจัดเรียงตัวของหนวยดี-กลูโคสจะอยูในลักษณะเปน

รูปเกาอี้ (chair  form)  แตละโมเลกุลในสายเซลลูโลสจะเชื่อมตอกันดวยพันธะไฮโดรเจน 
(hydrogen  bond) ระหวางหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl  group, -OH) ที่คารบอนตําแหนงที่ 3 กับ
ออกซิเจนที่อยูในวงแหวน (ring) ของโมเลกุลถัดไป  และเชื่อมตอระหวางสายเซลลูโลสที่ขนานกัน
ดวยพันธะไฮโดเจนระหวางคารบอนตําแหนงที่ 6 กับออกซิเจนที่เชื่อมระหวางโมเลกุลดี-กลูโคสใน
อีกสายหนึ่ง  การจัดเรียงตัวของโมเลกุลเซลลูโลสมีลักษณะเปนเสนตรงไมมีแขนงยอย  มีสูตรเคมี
ทั่วไปคือ – (C6H10O5)-n  เมื่อ n คือจํานวนหนวยของดี-กลูโคสทั้งหมดที่ประกอบกันเปนโครงสราง  
ดังรูปที่ 2.6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.6  ก)   สูตรโครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส 
ข) ลักษณะการจัดเรียงตัวของโมเลกุลกลูโคสในเซลลูโลส 

(Nisizawa, 1973  อางถึงใน สันทนา  เสถียรไพศาล, 2539) 

ก) 

ข) 
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หนวยยอยของ ดี-กลูโคส ตอ 1 โมเลกุลเซลลูโลส (degree  of  polymerization)  จะมีตั้ง
แต 15 หนวยจนถึง 14,000 หนวย  น้ําหนักโมเลกกุลมีคา 50,000 – 2,500,000 ดาลตัน (น้ําหนัก
โมเลกุลของกลูโคสเทากับ 180.16 ดาลตัน)   ความยาวของหนวยยอย ดี-กลูโคส 0.515 nm  และ
ความยาวทั้งหมดของโมเลกุลเซลลูโลสมีคามากกวา 5 um 

 
 จากการจัดเรียงตัวเหลานี้ทําใหสายเซลลูโลสเรียงตัวขนานซึ่งกันและกันอยางมีระเบยีบ  ใน

ลักษณะที่เรียกวา คลิสตัลไลนไมเซล (crystalline  micelles)  โดยแตละไมเซลประกอบดวยโมเลกุล
เซลลูโลสประมาณ 100 โมเลกุล  มีรูปรางเปนแถบหนา  ไมเซลประมาณ 10-20 ไมเซลจะมาเรียงตัว
เปนโครงสรางที่ใหญขึ้นเรียกวา ไมโครไฟบริล (microfibril)  ดังรูปที่ 2.7  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.7  ลักษณะของไฟบริล 
ก. กลุมไมโครไฟบริลที่เรียงตัวขนานกันดวยพันธะไฮโดรเจน 
ข. ภาพตัดตามยาวของไมโครไฟบริล 

 
 

ซึ่งสามารถแบงลักษณะโครงสรางเซลลูโลสในผนังเซลลพืชตามการจัดเรียงตัวของไมโคร
ไฟบริลได 3 ลักษณะคือ (Nisizawa และ Kayutosi, 1973 อางถึงใน ปราณี  สถิรพิพัฒนกุล, 2532) 

1)   ฟริงจไมเซลล (fringe  micelles)  คือ ไมโครไฟบริลที่เรียงตัวเปนร้ิวๆ ประกอบดวย
สวนที่เปนผลึก (crystalline)  และอสัณฐาน (amorphous)  รูปที่ 2.8 ก 
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2)    โครงสรางเซลลูโลสที่มวนหรือพับไปมาตามแกนของเสนใยเซลลูโลส  รูปที่ 2.8 ข 
3)   โครงสรางเซลลูโลสที่มีลักษณะเปนริบบินหนา  เกิดจากการมวนไปมาโดยตั้งฉากกับ

แกนของริบบิน  และริบบินจะมวนเปนเกลียว (helix)  รูปที่ 2.8 ค  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.8   โครงสรางเซลลูโลสที่พบในผนังเซลลของพืชทั่วไป 

 
 ผนังเซลลของพืชจะมีเซลลูโลสจัดเรียงตัวเปนแถบๆ ไมติดตอกันโดยตลอด  เมื่อเซลลแก

เต็มที่ภายในชองวางจะเต็มไปดวยลิกนิน  ดังรูปที่ 2.9  นอกจากนี้ยังมีโพลีแซคคาไรดอ่ืนๆ ที่ปะปน
อยูกับเซลลูโลสในผนังเซลลพืช  ไดแก  ไซแลน (xylan)  แมนแนน (mannan)  โพลียูโรไนด 
(polyuronide)  อะราแบน (araban)  และกาแลคแตน (galactan)  โดบมักพบในปริมาณที่นอย
กวาเซลลูโลส 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9   ผนังเซลลของพืชเมื่อเซลลเร่ิมแก 
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เซลลูโลสไมละลายน้ํา  สารอินทรียใดๆ และในสารละลายดางออน หรือกรดออน  แต
สามารถละลายไดดีในกรดแกหรือดางแก   ดังนั้นจึงสามารถแบงชนิดเซลลูโลสตามลักษณะการ
ละลายในกรดหรือดางไดเปน 3 ชนิด คือ (TAPPI, 2000-2001) 

1)   แอลฟา-เซลลูโลส  (α-cellulose)       เปนเซลลูโลสที่ไมละลายในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง 

2)   เบตา-เซลลูโลส   (β-cellulose)        เปนเซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง   แตสามารถตกตะกอนไดงายในสาร
ละลายที่มีสภาพเปนกรด 

3)  แกมมา-เซลลูโลส  (γ-cellulose)    เปนเซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง   และละลายไดในสารละลายกรดแต
สามารถตกตะกอนไดโดยใชแอลกอฮอล 

 
 
2.2.1.2   ปริมาณเซลลูโลสในพืชชนิดตางๆ  
 

ปริมาณของเซลลูโลสในสวนตางๆ ของพืชนั้น  จะมีมากนอยแตกตางกันไปขึ้นอยูกับจะ
เปนพืชชนิดใดและสวนไหนของพืช  ตัวอยางปริมาณเซลลูโลสที่พบในพืชชนิดตางๆ ดังแสดงใน  
ตารางที่ 2.2 

 
ตารางที่ 2.2  ปริมาณเซลลูโลสในพืชและสวนตางๆ ของพืช (James P. และ Casey, 1960; พิสุทธิ์  
พวงนาค, 2542) 
 

ชนิดพืช สวนตางๆ ของพืช ปริมาณเซลลูโลส 
(รอยละโดยน้ําหนัก) 

ขาว แกลบ (hulls) 
ฟาง (straw) 

42 
30-42 

ขาวโอต แกลบ (hulls) 
ฟาง (straw) 

51 
40 

ขาวบาเลย ฟาง (straw) 40 
ขาวโพด ตน (stover) 

ซัง (cobs) 
36-43 

28 
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ชนิดพืช 
 

สวนตางๆ ของพืช 
 

ปริมาณเซลลูโลส 
(รอยละโดยน้ําหนัก) 

ไมสน ลําตน 41-44 
ปาน เสนใย 65 
ฝาย เปลือกหุมเมล็ด 

เสนใย 
ลําตน (stalks) 

60 
91 
35 

ออย ตนแก 
ชานออย (bagasse) 

42 
48 

ถั่วเหลือง เปลือก 52 
สัปปะรด กากแหง 25 

 
 
 

2.2.2 เฮมิเซลลูโลส  (hemicellulose)  
 
 เฮมิเซลลูโลสเปนอินทรียสารที่พบมากเปนอันดับสองรองมาจากเซลลูโลส มีลักษณะเปน

โพลีเมอรของน้ําตาลเพนโตส (pentose)  ซึ่งสวนมากเปนดี-ไซแลน (D-xylan)  ที่ประกอบดวยน้ํา
ตาลไซโลส (xylose) หลายๆ โมเลกุลตอกันดวยพันธะ เบตา-1,4-ไกลโคสิดิก (ระวีวรรณ  แกลว
กลา, 2538; Ross, 1950)   ดังแสดงในรูปที่ 2.10  

 
 
 
 

 
 
 

 
 
รูปที่ 2.10   สูตรโครงสรางของเฮมิเซลลูโลส (Ericksson, Blanchette และ Ander,1990  อางถึงใน  

พิสุทธิ์  พวงนาค, 2542) 
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 สายโพลีเมอรของเฮมิเซลลูโลส มีลักษณะเปนเฮทเทอโรจีนัส(heterogenous) ประกอบ
ดวยโพลีแซคคาไรดหลายชนิดปนกัน คือ 

 
ก.   เพนโตแซน (pentosan)   สวนใหญเปนไซแลน และอะราแบน (araban)  เมื่อนําไป

ยอยจะไดน้ําตาลไซโลสและอะราบิโนส (arabinose)  ไซแลนเปนสารที่มีอยูในเฮมิเซลลูโลสมาก
กวาสารอื่น 

 
ข.   เฮกโซแซน (hexosan)   สวนใหญเปนแมนแนน (mannan)  กาแลคแทน (galactan)  

และกลูแคน (glucan)  เมื่อถูกยอยจะไดน้ําตาลแมนโนส (mannose)  กาแลคโตส (galactose)  
และกลูโคส  ตามลําดับ 

 
ค.   โพลยีูโรไนด (polyuronides)   สวนมากเปนสารประกอบของกรดโพลียูโรนิค 

(polyuronic  acid)  และยังพบกรดยูโรนิค (uronic  acid) ปนอยูดวย 
 

ขอแตกตางของเฮมิเซลลูโลสกับเซลลูโลสคือ   เฮมิเซลลูโลสสามารถถูกยอยดวยกรดสาร
ละลายเจือจาง  สามารถละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต  นอก
จากนี้สายโพลีเมอรของเฮมิเซลลูโลส  มีลักษณะเปนกิ่งกานสาขามากกวา  และมีความยาวของ
สายโพลีเมอรสั้นกวา  โดยมีความยาวประมาณ 40 หนวยกลูโคส (TAPPI, 2000-2001) 

 
 

2.2.3 ลิกนิน  (lignin)   
 
  เปนสารประกอบที่มีอยูในพืชรองลงมาจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  พบไดในสวนผนัง

เซลลชั้นที่สอง และ middle  lamella ของพืชชั้นสูง โดยในพืชที่ออนอยูจะมีลิกนินเพียงเล็กนอย 
และจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เมื่อพืชแกขึ้น  ลิกนินถูกสังเคราะหโดยกระบวนการที่เรียกวา lignification 
โดยโมเลกุลของลิกนินจะแทรกอยูในชองวางระหวาง cellulose  fibrils และสายของเฮมิเซลลูโลส  
ลิกนินที่พบในสวนของผนังเซลลจะทําหนาที่เสมือนเกราะปองกันการเขาทําลายของจุลินทรีย  และ
ปองกันเซลลูโลสจากการยอยอีกดวย  ดังรูปที่ 2.11 (Stephen  Y.L. และ Carlton  W.D., 1992) 

 
โครงสรางของลิกนิน เปนสารประกอบอะโรมาติก (aromatic  compound)  หรือเรียกวา

เปน      ฟโนลิกโพลีเมอร (phenolic  polymer)  โดยมีหนวยพีนิลโพรเพน (phenylpropane  unit)  
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รูปที่ 2.11  โมเลกุลลิกนินที่ยึดติดกับไมโครไฟบริลของเซลลูโลส (Brett 
 

เรียงตอกันแบบสุม (random)  ที่หนวยฟนอล (phenol  unit) อาจเปน กัวอิเอซิล (guaiacyl)  หรือ
ไซรินกิล (syringyl) ดังแสดงในรูป 2.12   ที่ตําแหนงแอลฟา  และเบตาของโมเลกุลลิกนิน  อาจเกิด
การเชื่อมกันระหวางโมเลกุล  หรือคารบอนในหนวยฟนอลอาจเกิดพันธะกับคารบอนในอีกหนวย
หนึ่งภายในสายโพลีเมอรที่ประกอบกันเปนโมเลกุลลิกนิน  ทําใหลิกนินมีโครงสรางที่แข็งแรง  ไม
ละลายน้ํา แตสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรียบางชนิด เชน ในเอทานอล หรือเมทานอลที่
รอนและในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.12   สูตรโครงสรางของลิกนิน (Glazer A.W.และ Nikaido H.,1995) 
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2.3  จลนพลศาสตรการเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง 
 

2.3.1  จลนพลศาสตรการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
 
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย เชน เชื้อรา ยีสต และแบคทีเรีย  ตองอาศัยสภาวะแวดลอม

ทางฟสิกส  เคมี  และสารอาหารที่เหมาะสม  ตัวอยางเชน  มีสารอาหารบริบูรณคือ มีทั้งแหลง
คารบอน  ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และ สารเรงการเจริญเติบโต (growth factor) ชนิดตางๆ ตลอด
จนการควบคุมอุณหภูมิและพีเอช  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมจุลินทรียจะใชสารอาหารจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อบางสวนเปนแหลงพลังงาน และบางสวนถูกใชไปเพื่อการเจริญเติบโต และสราง
ผลิตภัณฑ  จากการใชสารอาหารนี้ทําใหมวลของจุลินทรียเพิ่มข้ึนตามเวลาซึ่งสามารถอธิบายได
โดยงาย  ดังสมการที่ 2.1  การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นดังกลาวสามารถอธิบายไดจากจลนพลศาสตร
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย(Microbial growth  kinetic) (สาโรจน  ศิริศันสนียกุล และ ประวิทย  
วงศคงคาเทพ, 2538) 
 
 สารอาหาร + เซลล        ผลิตภัณฑที่ถูกขับออกมานอกเซลล + ปริมาณเซลลที่เพิ่มข้ึน 
 

  ΣS + X  →    ΣP + nX         (2.1) 
 
 การเจริญเติบโตของจุลินทรียตามเวลาในถังปฏิกรณแบบไมตอเนื่อง แบงออกไดเปน 5 
ระยะ ดังรูปที่ 2.13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.13  ลักษณะการเจริญของเซลลในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง 
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 1) ระยะปรับตัว (Lag  phase) หลังจากการถายเชื้อ (Inoculation) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ใหม  จุลินทรียยังคงไมมีการเจริญเติบโต  แตจะมีการปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมใหม  ระยะที่
ใชในการปรับตัวนี้ จะมากหรือนอยมีผลจากหลายปจจัย  เชน  อายุ  ความเขมขน  ปริมาณหัวเชื้อ  
ตลอดจนสารชวยการเจริญเติบโต (growth  factors)  เนื่องจากเมื่อเซลลอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม  
ความเขมขนของวิตามิน, กรดอะมิโน และ ไอออนตางๆ (เชน  Mg2+, Ca2+ และอื่นๆ)  อาจจะถูก
ถายเทผานผนังเซลลเปนผลใหความเขมขนต่ําลงอยางมาก   ซึ่งสารเหลานี้อาจเปนสิ่งจําเปนตอ
กิจกรรมของเอนไซมในวิธีเมแทบอลิซึม  และการเจือจางอาจไปลดอัตราการทํางานบางสวนใน 
pathway  ตัวอยางเชนในการเพาะเลี้ยง E. aerogenes  การเพิ่มความเขมขนของแมกนีเซียมใน
อาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการลดระยะเวลาในการปรับตัว  ดังรูปที่ 2.14  เนื่องจากแมกนีเซียมเปน
สารกระตุนการทํางานของเอนไซมฟอสฟาเทส (phosphatase) ของแบคทีเรียดังกลาวและยังมีผล
ตอการสังเคราะหกรดนิวคลีอิก  ในทํานองเดียวกัน ถาหัวเชื้ออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม ซึ่ง
ประกอบดวยแหลงคารบอนที่ตางจากเดิม จะเกิดระยะปรับตัวขึ้น เนื่องจากความตองการเอนไซม
ชนิดใหม เพื่อเหนี่ยวนําเขาสูกระบวนการสลายสารอาหารคารบอน  นอกจากนี้หัวเชื้อที่ใหระยะ
การปรับตัวสั้น เซลลในหัวเชื้อ ควรมีอายุนอยอยูในระยะการเจริญเติบโตทวีคูณ และตองเติมใน
ปริมาณมากเพียงพอ(ประมาณ 5-10%โดยปริมาตร) สําหรับในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง
ในระดับอุตสาหกรรมจะตองกําหนดใหระยะปรับตัวของจุลินทรีย มีชวงเวลาสั้นที่สุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.14  อิทธิพลของความเขมขนของ Mg2+  ตอระยะปรับตัวของการเลี้ยงเชื้อ 
 E. aerogenes  
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 2)  ระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (Log  หรือ  Exponential  phase)  ในชวงนี้เซลลมี
การปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมใหมแลว  เซลลจะมีการเพิ่มจํานวนและมวลขึ้นอยางรวดเร็วเปน
ทวีคูณ  (exponential) กับเวลาอยางตอเนื่อง และเปนชวงเวลาของ balanced  growth  ซึ่งทุก
องคประกอบของเซลลเจริญเติบโตดวยอัตราเดียวกัน  นั่นคือองคประกอบเฉลี่ยของเซลลเดียวยัง
คงประมาณไดคงที่ในชวงการเจริญเติบโตนี้  และในชวง balanced growth อัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะที่คํานวณจากทั้งจํานวนเซลลและมวลของเซลลจะไดคาเทากัน  สําหรับในระยะนี้อัตรา
การเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, µ )  มีคาเทากับ 
 
 
                                                          (2.2) 
 

เมื่อ             X   =   ความเขมขนของเซลลจุลินทรีย  (g/l) 
                   t    =   เวลา  (h) 
                  µ    =  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  (h-1) 

       
 

3)  ระยะการเจริญเติบโตแบบถดถอย (Declining growth phase)  เปนชวงที่อัตราการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียลดลง เนื่องจากสภาพที่ไมเหมาะสมหลายประการ 

 
- สารอาหารไมเพียงพอ เนื่องจากถูกใชหมดไปทําใหจุลินทรียชะงักการเจริญเติบโต 
- ปริมาณออกซิเจนไมเพียงพอ เนื่องจากมีปริมาณเซลลเพิ่มมากขึ้น ทําใหสภาพความ

หนืดเพิ่มข้ึน  อัตราการสงผานของออกซิเจนต่ําลง 
- การสะสมเพิ่มข้ึนของผลิตภัณฑบางชนิดที่เปนพิษยับยั้งการเจริญเติบโต     เชน     

  เอทานอลและผลิตภัณฑบางชนิด ทําใหพีเอชเปลี่ยนไป  เชน  กรดซิตริก  เปนตน 
- สารชวยการเจริญเติบโตถูกใชหมดไป  ไดแก วิตามิน และ โลหะไอออนตางๆ 
- สภาพแออัดของจุลินทรียเนื่องจากการเพิ่มจํานวนมากขึ้นทําใหพื้นที่ตอหนวยเซลล

ลดลง 
 

การเปลี่ยนแปลงสิ่งแวดลอมอยางรวดเร็วดังที่กลาวมาสงผลใหหลังจากชวงนี้ไปจะเปน   
unbalanced growth สําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยทั่วไปการเปลี่ยนแปลงในชวงนี้เกิดขึ้นใน
ชวงเวลาสั้นมาก 
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 4)  ระยะคงที่  (Stationary  phase)  เปนชวงที่อัตราการเจริญเติบโตสุทธิเปนศูนย  ซึ่งใน
ความเปนจริงแลวจุลินทรีย มีอัตราการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนแตมีคาเทากับอัตราการตาย  (Death  
rate)  ดังนั้นปริมาณเซลลจะมีคาคงที่เปนระยะเวลาหนึ่ง เนื่องจากเซลลยอยสลายกันเองเพราะ
ขาดแคลนอาหาร  (endogenous  metabolism) และเกิดการออกซิเดชัน สารพอลิเมอร  โปรตีน  
และ สารอื่นๆที่สะสมอยูในเซลล  ถึงแมวาในชวงนี้อัตราการเจริญเติบโตสุทธิจะเปนศูนย แตเซลล
บางชนิดยังมีการผลิตเมแทบอไลตทุติยภูมิ  (secondary metabolites) ซึ่งอาจเปนผลิตภัณฑที่
ตองการในกระบวนการหมัก  เชน การผลิต antibiotic 
 

5) ระยะตาย (Declining  phase)  ในระยะนี้อัตราการตายของจุลินทรียเพิ่มมากขึ้น     ซึ่ง  
สามารถอาศัยสมการ 2.3  เขียนแบบจําลองทางคณิตศาสตรขึ้นใหมอธิบายไดดังสมการที่ 2.4 

                         
d X   =   µ X                                                                    (2.3) 

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

เมื่อ           kd   =   อัตราจําเพาะการตายของจุลินทรีย (h-1) 
 
 
ภายใตสภาพแวดลองที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย   kd มีคานอยมาก  

แตในระยะคงที่และระยะตาย  พบวา kd  มีคาเพิ่มข้ึน  แสดงวาสภาพแวดลอมไมเหมาะสมทําให
อัตราการตายของจุลินทรียเพิ่มข้ึนทําใหจุลินทรียสลายตัวเอง (autolysis)   อัตราการตายมีคามาก
กวาอัตราการเจริญเติบโตปริมาณเซลลจึงลดลงเรื่อยๆ 
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2.3.2  การคํานวณคาสัมประสิทธิ์ผลได  (yield  coefficient) 
 
 เพื่ออธิบายจลนพลศาสตรของจุลินทรียในการเจริญเติบโตเชื่อมโยงกับการใชสารอาหาร

และการสรางผลิตภัณฑไดดีขึ้น  จึงมีการนิยามพารามิเตอรที่เชื่อมโยงสัมประสิทธิ์ของปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้น (Stoichiometry)   และแสดงถึงประสิทธิภาพของการเปลี่ยนสารตั้งตนไปเปนเซลลและ
ผลิตภัณฑ  ซึ่งก็คือสัมประสิทธิ์ผลได (yield  coefficient)    โดยนิยามเปนอัตราสวนโดยมวลของ
ผลิตภัณฑตางๆในการหมักที่ไดมาจากการใชสารอาหาร  เชน 
 
 ผลไดของเซลลจากสารอาหาร    = การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของชวีมวล 

     การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารอาหาร 
      
     YX/S  =   ∆ X                (2.5) 
                                                                         -∆ S 

 
 ผลไดของผลิตภัณฑจากสารอาหาร   =   การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของผลิตภัณฑ 
                    การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารอาหาร 
 
     YP/S  =   ∆ P                (2.6) 
                                                                         -∆ S 
 

ในบางกรณีสัมประสิทธิ์ผลไดของชีวมวลที่วัดไดจากการทดลอง (observed  growth  
yield, YX/S.obs) อาจจะไมใชคาการใชสารอาหารเพื่อการเจริญเติบโตอยางแทจริงเนื่องจากมีสาร
อาหารบางสวนถูกใชไปเนื่องจากความตองการพลังงานในการดํารงชีวิตของจุลินทรีย  ซึ่งเปนคา
อิสระกับอัตราการเจริญเติบโต และยังมีสารอาหารบางสวนถูกใชไปเพื่อการสรางผลิตภัณฑ  ดวย
เหตุนี้การใชสารอาหารรวม (−∆S  )   จึงถูกแบงออกเปนสองสวนไดแก เปนการใชสารอาหารใน
การสรางเซลล   และสวนที่เหลืออยูเปนการใชสารอาหารเพื่อการดํารงชีวิตและการสรางผลิตภัณฑ  
ดังนั้นคาผลไดของเซลลที่แทจริง (  YX/S, G  )   แสดงไดดังสมการ 2.7 

 
    YX/S,G  =   ∆ X                                    (2.7) 
                                                               -∆ SG  
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คาผลไดของเซลลจากแหลงคารบอนและพลังงานสวนใหญมีคาประมาณ   1.0  +  0.4  
กรัม ชีวมวลตอกรัมของแหลงคารบอนที่ใช   [ Shuler  และ  Karge, 1992]   โดยตารางที่ 2.3  
แสดงตัวอยางของคา  YX/S  สําหรับสารอาหารและจุลินทรียชนิดตางๆ  ในบางการทดลองอาจจะ
พบวาคาสัมประสิทธิ์ผลไดไมใชคาคงที่ แตอาจจะเปนฟงกชันกับเวลา  หรือ สิ่งแวดลอมทางกาย
ภาพและเคมี  เปนผลจากการเปลี่ยนแปลงองคประกอบของเซลลจุลินทรีย ซึ่งในความเปนจริง
เซลลจะมีการจัดระบบของตัวเองในลักษณะที่ตางกันเมื่อสภาวะแวดลอมเปลี่ยนไป 

 
ตารางที่ 2.3  สรุปคาผลไดสําหรับการเจริญแบบใชอากาศของจุลินทรียชนิดตางๆ ในแหลง     

คารบอนตางชนิดกัน 
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2.3.3  ลักษณะการเกิดผลิตภัณฑ   (Product  formation) 
 
ผลิตภัณฑหลากหลายชนิดถูกสรางขึ้นโดยจุลินทรียจากหลายขบวนการที่เกิดขึ้นภายใน

เซลลในการเพาะเลี้ยงเชื้อ     และที่ผานมามีหลายรูปแบบที่ถูกเสนอขึ้นเพื่อแบงแยกผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้น    โดยแบบจําลองทางจลนพลศาสตรของการสรางผลิตภัณฑหนึ่งซึ่งงายและใชกันอยาง
กวางขวาง คือแบบจําลองที่อธิบายการสรางผลิตภัณฑซึ่งสัมพันธกับการเจริญเติบโต  โดยแบง
ผลิตภัณฑที่เกิดจากจุลินทรียออกไดเปน  3  ชนิด  ดังแสดงในรูปที่  2.15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 

รูปที่2.15 ลักษณะการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑในการเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง   
(a)  การสรางผลิตภัณฑแบบ  growth-associated    (b) การสรางผลิตภัณฑ
แบบ  mixed-growth-associated และ (c)  การสรางผลิตภัณฑแบบ  
nongrowth-associated  (Shuler and Kargi, 1992  อางถึงใน  พิชญา  ภูพนิต
พันธ, 2545) 

 
(a)   การสรางผลิตภัณฑสัมพันธกับการเจริญเติบโต  (growth-associated products)  

ในกรณีนี้การสรางผลิตภัณฑเกิดขึ้นพรอมกับการเจริญเติบโตของเซลล    ดังนั้นอัตราการสราง
ผลิตภัณฑจําเพาะ (specific production rate,qP)  เปนสัดสวนกับอัตราการเจริญเติบโต 
 
    qP   =   µYP/X    (2.8) 
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หรือมักเรียกวาเมแทบอไลตปฐมภูมิ (primary  metabolite)   ยกตัวอยางเชน  กระบวนการผลิต 
เอทานอลจากการหมักกลูโคสแบบไรออกซิเจนโดยใชยีสต  และการผลิตกรดกลูโคนิกจากกลูโคส
โดยใช  Gluconobacter 
 

(b)  การสรางผลิตภัณฑไมสัมพันธกับการเจริญเติบโต  (Nongrowth-associated 
products) การสรางผลิตภัณฑเกิดขึ้นในชวง  stationary  phase  และมีคาเทากับศูนยในชวงที่
เซลลเจริญเติบโต  หรือเรียกวาเมแทบอไลตทุติยภูมิ  (secondary  metabolite)  เชนกระบวนการ
ผลิต  antibiotic  และวิตามิน   ดังนั้นอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะจะเปนคาคงที่ 
 

qP   =   b    (2.9) 
 

(c)   การสรางผลิตภัณฑผสมกันระหวางแบบสัมพันธและไมสัมพันธกับการเจริญเติบโต 
(mixed growth-associated)   การสรางผลิตภัณฑมีลักษณะรวมกันระหวาง  growth-
associated  กับ nongrowth-associated   ยกตัวอยางเชน  กระบวนการผลิตกรดอะมิโน, กรด
แลกติก  และ พอลิแซคคาไรดที่ขับออกมานอกเซลล  (xanthan  และ  pullan)  ดังนั้นคาอัตราการ
สรางผลิตภัณฑจําเพาะเปนดังสมการตอไปนี้ 
 
    qP   =   aµ + b    (2.10) 
 
สมการขางตนคือ  สมการของ Luedeking  และ  Piret, 1959  ถาการสรางผลิตภัณฑจะเปนแบบ
ไมสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโต   แตถาการสรางผลิตภัณฑจะเปนแบบสัมพันธกับอัตราการ
เจริญเติบโตและคือ YX/S 
 
 
2.4  สมการสมดุลมวลและการคํานวณอัตราจําเพาะ  (Specific  rate) 
 
 สําหรับการเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่องในถังปฏิกรณชีวภาพ จะเปนระบบปดไมมีการเติมสาร
อาหารเขาและดึงผลิตภัณฑ ออกจากถังปฏิกรณ    ดังนั้นความเขมขนของสารอาหาร, เซลล  และ  
ผลิตภัณฑ จึงเปลี่ยนแปลงตามเวลา  โดยมีสมมติฐานคือ  ของเหลวถังหมัก มีการผสมกันอยาง
สมบูรณ  การเจริญเติบโตของจุลินทรียขึ้นกับปริมาณสารอาหารที่กําหนดอัตราการเกิดปฏิกิริยา 
(rate-limiting  nutrient)  เพียงหนึ่งชีวิต   ในขณะท่ีสารอาหารชนิดอื่นๆ มีในปริมาณที่เกินพอ และ
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เปนการทําสมดุลมวลสารในชวง  balance  growth  (เซลลอยูในระยะการเจริญเติบโตแบบ
ทวีคูณ)  ดังนั้นสมการสมดุลมวลสารขององคประกอบ       ภายในถังปฏิกรณแสดงไดดังนี้ 
 
d   ปริมาตรของ         ความเขมขนของ    =      ปริมาตรของ              มวลของiที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
dt  อาหารเลี้ยงเชื้อ      องคประกอบi              อาหารเลี้ยงเชื้อ      หนึ่งหนวยปริมาตร ⋅ หนึ่งหนวยเวลา 
 

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

ปริมาตรของน้ําหมักคงที่ 
 

dCi    =    rfi                                                               (2.12) 
 dt 

 
 
 2.4.1  สมการสมดุลมวลสารของเซลลและการคํานวณอัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะ(Specific growth rate, µ ) 

 
 สําหรับดําเนินการแบบไมตอเนื่องความเขมขนของเซลลเปลี่ยนแปลงไปตามเวลา  ดังนั้น
จากที่ 2.12  สมดุลมวลสารของเซลลจึงเขียนไดเปน 
 
 

dX(t)   =    µX(t)     (2.13) 
  dt 

 
และสามารถคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล, ไดจากวิธีอินทิกรัล    โดยจัดรูป
สมการเปน 
 

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

จากสมการที่ (2.14)  จะเห็นไดวาเมื่อสรางกราฟความสัมพันธระหวาง  In X(t1) กับ [t1-t0]  จะได
สมการเสนตรงที่ความชันของกราฟมีคาเทากับ  อัตราการเจริญจําเพาะของเซลล,  µ   (ตอชม.)  
และพบวาจุลินทรียใดๆ ที่อยูในระยะการเติบโตแบบทวีคูณนี้ จะมีอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด 
(µmax)   
 

2.4.2  สมการสมดุลมวลของสารอาหารและคํานวณอัตราการใชสารอาหาร
จําเพาะ (Specific  consumption rate, qS)    

 
 สําหรับการดําเนินการแบบไมตอเนื่องความเขมขนของเซลลและสารอาหารเปลี่ยนแปลง
ไปตามเวลา ดังนั้นจากสมการที่  2.11  สมดุลมวลสารของสารตั้งตนจึงเขียนไดเปน 
 

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

 
 ดังนั้นสามารถคํานวณหาอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ, qS  (กรัมสารอาหารตอกรัม
เซลล. ชม.) 
 

2.4.3  สมการสมดุลมวลของผลิตภัณฑและการคํานวณอัตราการสรางผลิตภัณฑ
จําเพาะ (Specific  production  rate, qP)   

 
  สําหรับการดําเนินการแบบไมตอเนื่องความเขมขนของเซลลและผลิตภัณฑเปลี่ยนแปลง
ไปตามเวลา  ดังนั้นจากสมการที่ 2.11  สมดุลมวลสารของผลิตภัณฑ จึงเขียนไดเปน 
 

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

 
 ดังนั้นสามารถคํานวณหาอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ, qP, (กรัมผลิตภัณฑตอกรัม
เซลล .ชม.) 



บทที่ 3 
 

ตรวจเอกสาร 
 

3.1  กระบวนการผลิต 
 

การศึกษาการผลิตเอทานอลจากเหงามันสําปะหลัง โดยนําสวนเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังมาใช
ประโยชน  โดยมีกระบวนการที่สําคัญ  คือ 

 
3.1.1 การปรับสภาพวัตถุดิบ (pretreatment) 
 
 เนื่องจากเซลลูโลสที่นํามาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตอยูในรูปที่เปนผลึกของสารประกอบ

เชิงซอน (complex) กับลิกนินและเฮมิเซลลูโลส  แตสวนที่นํามาใชจริงคือสวนของเซลลูโลสเทานั้น  
ดังนั้นในขั้นแรกของการผลิตจึงตองแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากโครงสรางของ   วัตถุดิบ
กอน  เพราะเปนตัวลดพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยากับเอนไซม  การมีลิกนินปริมาณมากจะเปนตัว
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม และยังเปนอุปสรรคตอการหมกั(fermentation)  นอกจากนี้โครงสราง
เซลลูโลสที่เปนผลึกยังทําใหประสิทธิภาพในการยอยดวยเอนไซมไมดีเทาที่ควร   ดังนั้นวัตถุ
ประสงคของการปรับสภาพ คือ เพื่อแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออกจากเซลลูโลส  และเปนการ
ปรับโครงสรางของเซลลูโลสใหอยูในสภาพเหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาการยอยดวยเอนไซม   วิธี
การปรับสภาพแบงไดเปน 4 วิธีใหญๆ คือ 

 
    3.1.1.1  วิธีทางกายภาพ  (Physical  Pretreatment) 
 

        ก. การลดขนาดของสารโดยวิธีบดหรือโมบด  เปนการบดผลึกของเสนใยที่ประกอบ
ดวยไมโครไฟบริลจํานวนมากซึ่งในแตละไมโครไฟบริลนั้นประกอบดวยสวนที่เปนผลึก (Crystalline  
region)  ใหแตกออก  เพื่อใหเอนไซมยอยสลายไดงายขึ้นรวมทั้งเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบ  
ทําใหเอนไซมทําปฏิกิริยาไดดีข้ึน 

        ข.   การทําออกซิเดชั่นแบบเปยก (wet  oxidation)     เปนการใหความรอนกับวัสดุ
ลิกโนเซลลูโลส  โดยทําที่อุณหภูมิ 120 0C ในน้ําหรือในที่ที่มีออกซิเจนภายใตความดันสูง 

        ค.   กระบวนการใชไอน้ําความดันสูง            เปนการทําใหวัตถุดิบที่มีเซลลูโลสเปน
องคประกอบนั้นอิ่มตัวดวยไอน้ํา  ภายใตความดันและอุณหภูมิสูง แลวลดความดันลงทันที  ทําให
น้ําระเหยอยางรวดเร็ว  เปนเหตุใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพในวัสดุลิกโนเซลลูโลส  โดย
การเสียสภาพของโครงสรางของผนังเซลลพืชไป  ซึ่งจะทําใหเสนใยแยกออกจากกัน  เปนการเพิ่ม



 27

ขึ้นของพื้นที่ผิวเฉพาะมากขึ้น  และเปนการลดองศาการเกิดโพลีเมอรไรเซชั่น (degree  of  
polymerization) ของเซลลูโลสไป  ทําใหพันธะที่เชื่อมระหวาง เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
แตกออก  และเปนการปลอยใหลิกนินออกมาจากของเหลวในผนังเซลล 

 
นฤมล  ศรียุทธิรัตน และ กาญจนา  ทุมมานนท (2529) ไดทําการปรับสภาพกากสับปะรด

ในสวนที่เปนเศษเนื้อสับปะรดจากโรงงาน 3 วิธี  คือ การโมจนไดขนาดอนุภาคประมาณ 250 
ไมครอน  การอบไอน้ําภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน 3 ชั่วโมง  และการโมควบคูกับ
การอบไอน้ํา  จากการทดลองพบวาการปรับสภาพโดยการโมควบคูกับการอบไอน้ํา  จะไดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซมากที่สุด 

 
Martin, Cerez  และ Briones (1995)  ศึกษาการปรับสภาพไมสน โดยใชไอน้ําความดันสูง 

ที่อุณหภูมิ 200 และ 220 องศาเซลเซียส  ที่เวลาตางๆ กัน  ไดผลการทดลองดังตาราง 
 

 
 
จากตารางพบวา  การเพิ่มอุณหภูมิมีผลทําใหไดน้ําตาลรีดิวซเพิ่มมากขึ้น  แตการเพิ่มเวลา

ไมคอยมีผลตอการเพิ่มของน้ําตาลรีดิวซมากนัก 
 

 
3.1.1.2   วิธีทางเคมี  (Chemical  Pretreatment)   แบงไดเปน 
 

    ก.   การใชกรด   เปนการปรับสภาพวัตถุดิบโดยใชสารละลายกรดแก  เชน กรดซัลฟูริก  
และกรดไฮโดรคลอริก  ทําใหเฮมิเซลลูโลสละลายน้ําออกมา 
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    ข.   การใชดาง   เปนการปรับสภาพวัตถุดิบโดยใชสารละลายดาง เชน สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด   จะมีผลทําใหเฮมิเซลลูโลสและลิกนินละลายน้ําออกมา และยังทําใหเกิดการ
พองตัว (swelling) เปนการเพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบ 

    ค.  การใชสาร Oxidant   สารเคมีที่ใชไดแก  SO2, ตัวทําละลายชนิดอื่นๆ ที่สามารถ
กําจัดลิกนิน เชน NaClO2, KB2O2, KIO3, SO3  โดยจะมีผลตอการละลายของลิกนิน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1   แสดงวิธีการปรับสภาพวัตถุดิบ 
 
 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรกรรม 

การปรับสภาพเบื้องตน 

วิธีการทางกายภาพ
การบด 

การทําใหเปนเม็ด 
การตม 

การใชไอน้ํา 
ความดัน 

วิธีการทางเคม ี
โซเดียมไฮดรอกไซด 
แคลเซียมไฮดรอกไซด 
โปแตสเซียมไฮดรอกไซด 
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด 
ซัลเฟอรไดออกไซด 
ยูเรีย / แอมโมเนีย 
โซเดียมคารบอเนต 
โซเดียมคลอไรด 
แกสคลอรีน 

 

วิธีการทางเคมีฟสิกส 
ขนาดอนุภาค/สารเคมี 
โซเดียมไฮดรอกไซด / 
การทําเปนเม็ด 

ยูเรีย / การทําเปนเม็ด 
ปูนขาว / การทําเปนเม็ด 
สารเคมี / การใชไอน้ํา 
โซเดียมไฮดรอกไซด /

ความรอน 
 

วิธีการทางชีวภาพ
การเติมเอนไซม
ชนิดตางๆ  

ราพวก white  rot 
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Okeke และ Obi (1995)  ศึกษาการปรับสภาพวัสดุลิกโนเซลลูโลสดวยสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด 0.5 M ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  พบวาการปรับสภาพกอน
นําไปยอยจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายดวยเอนไซม  ทําใหไดผลผลิตของน้ําตาลสูง
ขึ้น 24-53 % 

 
Janusz  Szczodrak (1988)  ทําการปรับสภาพฟางขางสาลีโดยเปรียบเทียบวิธีทางกาย

ภาพดวยกระบวนการใชความรอน ที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที    กับวิธีทาง
เคมีโดยใชเอทานอล 96% และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 8 %   พบวาการปรับสภาพโดยวิธี
ทางกายภาพดวยกระบวนการใชความรอน และวิธีทางเคมีจะมีปริมาณลิกนินเหลืออยูในฟางขาว 
30.6% และ 5.4%  ตามลําดับ    แสดงใหเห็นวาการปรับสภาพทางเคมีทําใหสามารถกําจัดลิกนิน 
ออกไปไดมากกวา 

 
Farooq  Latif  และ  Mohammad  Ibrahim  Rajoka  (2001)         ทําการปรับสภาพซัง

ขาวโพด  โดยนํามาซังขาวโพดมาบดใหมีขนาด 0.5 - 1 มิลลิเมตร  นําไปแชในสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด 2% ในอัตราสวน 1:5 แลวนําไป autoclave เปนเวลา 15 นาที  พบวากอนปรับสภาพ
มีสวนประกอบของ เซลลูโลส, ไซเลน, ลิกนิน  และอะซิเตต เปน 41%, 36%, 7% และ 3.2% ตาม
ลําดับ  หลังจากปรับสภาพแลวจะไดเซลลูโลสมากขึ้นเปน 57% และมีสวนประกอบอื่นๆ ลดลง 

 
ปราณี  สถิรพิพัฒนกุล (2532)   ไดทําการปรับสภาพผักตบชวาโดยใชสารละลายกรด  ดาง  

และการใชไอน้ําที่ความดันสูง  พบวาการปรับสภาพผักตบชวาดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
4 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  จะชวยใหการยอยสลายดวย
เอนไซมเซลลูเลสไดสูงที่สุด 

 
ระวีวรรณ  แกลวกลา (2538)     ไดทําการปรับสภาพฟางขาวโดยใชสารละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
นาน 90 นาที  จะทําใหการยอยสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมเซลลูเลสเกิดไดดีขึ้น 

 
 

3.1.1.3   วิธีทางเคมีฟสิกส  (Physico-Chemical  Pretreatment)   เปนการปรับ
สภาพ วัตถุดิบ  โดยใชวิธีทางกายภาพรวมกับการใชสารเคมี เชน การบดรวมกับวิธีการทางกาย
ภาพ 
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Acebal  และคณะ (1986)  ทําการปรับสภาพฟางขาวโดยเปรียบเทียบวิธีทางกายภาพโดย
การบด  และวิธีทางเคมีฟสิกสโดยการบดและแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 %w/v 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส  พบวาการใชวิธีทางเคมีฟสิกสในการปรับสภาพ
ฟางขาว  ทําใหมีเปอรเซ็นตความเขมขนของเซลลูโลสสูงกวาการใชวีทางกายภาพเพียงอยางเดียว  
คือ 0.557% และ 0.243% ตามลําดับ 
 

3.1.1.4   วิธีทางชีวภาพ  (Biological  Pretreatment)     เปนการใชเอนไซมจากเชื้อ 
จุลินทรีย  เพื่อเปลี่ยนโครงสรางที่ซับซอนของเซลลูโลสใหเปลี่ยนอยูในรูปโซตรง  และชวยลดความ
เปนผลึก 

 
 

3.1.2   การยอย 
 
 เนื่องจากเหงามันสําปะหลังมีสารพวกเซลลูโลส  และเฮมิเซลลูโลสซึ่งเปนโพลีแซคคาไรด

เปนองคประกอบอยู  ดังนั้นเมื่อนํามาทําการยอยสลายจะไดน้ําตาลออกมา  โดยถาทําการยอย
สลายเซลลูโลสอยางสมบูรณ  จะไดผลิตภัณฑชนิดเดียวกันคือกลูโคส  แตถาการยอยสลายเกิดไม
สมบรูณจะไดทั้งกลูโคส  เซลโลไบโอส (cellobiose) และพวกโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide) 
ปนกัน  สวนเฮมิเซลลูโลสเมื่อยอยสลายจะไดน้ําตาลหลายชนิดปนกันขึ้นกับโครงสรางของน้ําตาล
ในเฮมิเซลลูโลส   การยอยสลายสามารถทําได 2 วิธีใหญๆ  คือ 
 

  3.1.2.1   การยอยสลายดวยสารเคมี  (Chemical  Hydrolysis) 
 

เปนการยอยสลายดวยกรดหรือดาง  โดยจะไปทําลายพันธะไกลโคซิดิกระหวางคารบอน
อะตอมตําแหนงที่ 1 กับออกซิเจน  สวนใหญการยอยสลายแบบนี้ตองการสภาวะที่รุนแรง  

 
 ก.   การยอยสลายดวยกรด (Acid  Hydrolysis)  อาจแบงไดเปน 2 กระบวนการ คือ 
 

1)   Homogenous  process   เปนกระบวนการที่ใชกรดแก เชน  กรดไฮโดรคลอริก  
หรือกรดซัลฟูริกเขมขน  ผลิตภัณฑที่ไดสวนใหญเปนน้ําตาลกลูโคส  แตมีขอเสียคือ  จะตองมีการ
แยกกรดออกจากน้ําตาลกอนนําไปใชและการนํากรดกลับมาใชใหม (recycle)  รวมทั้งปญหาการ
สูญเสียกรดไปกับสวนที่ไมถูกยอยสลาย  และการผุกรอนของเครื่องมือจากการใชกรดแก 
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2)  Heterogenous  process   เปนกระบวนการที่ใชกรดออนแตตองใชอุณหภูมิสูง
กวา 180 องศาเซลเซียส  ผลการยอยคือ เซลลูโลสยังมีโครงสรางเปนเสนใยอยู (fibrous  
structure)  วิธีการนี้จะไมสามารถนํากรดกลับมาใชใหม  แตละถูกทําใหเปนกลางดวยปูนขาว  หรือ
แคลเซียมคารบอเนต 

 
 ข.   การยอยสลายดวยดาง (Alkaline  Hydrolysis) 
 สารเคมีที่นิยมใช  คือ  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง  เอทิลลีนไดอะมีน  และ

แอมโมเนีย เปนตน  จะมีผลทําใหสายของโพลีแซคคาไรดสั้นลง  โดยปฏิกิริยานี้เกิดขึ้นไดที่อุณหภูมิ
สูงประมาณ 160 ถึง 180 องศาเซลเซียส  และตองการออกซิเจนในปริมาณเล็กนอยซึ่งใชในการ
ยอยสลายเฮมิเซลลูโลส  แสดงไวดังรูปที่ 3.2 (James  P.และ Casey, 1960) 

 
รูปที่ 3.2  การยอยสลายโมเลกุลเซลลูโลสดวยดาง  

 
 

 
 3.1.2.2   การยอยสลายดวยเอนไซม  (Enzymatic  Hydrolysis) 
 

เปนการยอยสลายดวยเอนไซมที่พบในจุลินทรียหลายชนิดโดยมากเปนราและแบคทีเรีย  
ปฏิกิริยาเกิดขึ้นที่สภาวะซึ่งไมรุนแรง  ดังนั้นผลิตภัณฑที่ไดจึงไมถูกสลายตอไป  นอกจากนี้เอนไซม
มีความจําเพาะ (specificity) ตอวัตถุดิบที่จะยอยสลาย  ทําใหไดผลิตภัณฑที่คอนขางบริสุทธิ์  นอก
จากนี้ยังไมทําใหเกิดปญหาการผุกรอนของเครื่องมืออีกดวย 
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ตารางที่ 3.1    เปรียบเทียบผลดีและผลเสียในการยอยดวยกรด 
 

ผลดี ผลเสีย 
1. วัตถุดิบไมตองผานการปรับสภาพกอน 
2. ปฏิกิริยาเกิดเร็ว  งาย  และสั้น 
3. ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชมีราคาถูกและหางาย 
4. ปฏิกิริยาสามารถทําใหเกิดไดที่อุณหภูมิ

ต่ํา (กรณีการใชกรดแก) 
5. ใหผลิตภัณฑสูง (กรณีการใชกรดแก) 

1. ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไมเจาะจงทําใหผลิตภัณฑที่ไดไม
บริสุทธิ์ 

2. น้ําตาลที่ไดจะถูกเปลี่ยนเปนสารอื่น เชน เฟอฟูรัล 
และสารเคมีอ่ืนๆ 

3. ตองใชอุณหภูมิสูง (กรณีการใชกรดออน) 
4. ถาใชกรดแก  ตองมีกระบวนการแยกกรด 
5. กอนนําน้ําตาลที่ไดจากการยอยไปใชตองปรับสภาพ

ใหเปนกลางกอน 
6. ผลพลอยไดของปฏิกิริยาของการยอยดวยกรด  เชน  

เฟอฟูรัล เปนพิษตอเซลล 
7. ตองใชอุปกรณและเครื่องมือที่สามารถทนตอการกัด

กรอนของกรดได  ซึ่งราคาแพง 
8. การกําจัดสารเคมีที่เหลือจากกระบวนการทําไดยาก 

 
 
 
ตารางที่ 3.2   เปรียบเทียบผลดีและผลเสียในการยอยดวยเอนไซม 

 
ผลดี ผลเสีย 

1. สภาวะที่ใชทั้งอุณหภูมิและความเปนกรด
ดางไมรุนแรง 

2. ปฏิกิริยามีความเฉพาะทําใหผลิตภัณฑที่
ไดมีความบริสุทธิ์สูง 

3. ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นไมเปลี่ยนเปนสารอื่น 
4. สามารถทําการหมักน้ําตาลที่เกิดขึ้นไป

พรอมกับการยอยได 
5. ไมจําเปนตองใชอุปกรณที่ทนตอการกัด

กรอน 

1. วัตถุดิบตองผานการปรับสภาพกอน 
2. ผลิตภัณฑที่ได  สามารถยับยั้งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได 

(product  inhibition) 
3. สูญเสียเอนไซมไป  เนื่องจากถูกดูดซับบนวัสดุที่ไม

ยอย 
4. เสี่ยงตอการปนเปอน  (contamination)      ของเชื้อ

จุลินทรีย 
5. ถาระบบมีสารที่เปนตัวขัดขวางปฏิกิริยา เชน  เฮมิ

เซลลูโลสหรือลิกนิน  อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะชาลง 
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1)   เอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) 
 

เอนไซมที่ยอยสารประกอบเซลลูโลส คือ เซลลูเลส  ปจจุบันมีการวิจัยกันอยางกวางขวาง  
โดยเนนถึงการพัฒนากระบวนการยอยสลายดวยเอนไซม  เพื่อเปลี่ยนเซลลูโลสในวัสดุเหลือทิ้ง
ตางๆ  และวัชพืชใหเปนน้ําตาลกลูโคส ที่สามารถนําไปใชประโยชนตางๆ ไดมากมาย 

 
แหลงของเอนไซมที่หางาย และมีความสามารถสูงในการยอยสลายเซลลูโลสใหเปนน้ําตาล

กลูโคสนี้  โดยมากจะมาจากจุลินทรียซึ่งมีอยูหลายชนิด     ดังตารางที่ 3.3  ที่นิยมนํามาใชคือ   
เซลลูเลสที่ไดจากเชื้อรา  Trichoderma  reessi   
 

ตารางที่ 3.3   จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 

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

Clostridium thermocellum  
Ruminococcus albus  
Streptomyces sp.  

Streptomyces sp.  
Thermoactinomyces sp.  
Thermomonospora curvata  
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เอนไซมเซลลูเลสนี้มีสมบัติเปน multicomponent enzyme โดยมีองคประกอบของเอนไซม
อยางนอย 3 ชนิด  ทํางานรวมกันดังนี้ (Shimada et al.,1990 อางถึงในลลิดา นิทัศนจารุกุล,2541) 

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

หรือ  EBG  หรือ CX  
ทําหนาที่ตัดพันธะเบตา 1,4 ภายในสายเซลลูโลสตรงบริเวณโครงสรางอะมอรฟส อยางสุม 

(randomly  acting) ทําใหเกิดปลายอิสระข้ึนทําใหไดเซลโลไบโอส (cellobiose), โอลิโกเซลลูโลส 
(oligocellulose)  และกลูโคสในปริมาณที่นอยมาก   

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

CBH  หรือ C1 

ทําหนาที่ยอยสลายโดยการตัดโมเลกุลของเซลโลไบโอสออกจากปลายที่เปนอิสระนั้นหรือคือการยอย
สลายเซลลูโลสและโอลิโกเซลลูโลส  ไปเปนเซลโลไบโอสนั่นเอง 

 
3.   เบตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase)  หรือ  เซลโลไบเอส (cellobiase)  หรือ Cb 
ทําหนาที่ยอยสลายเซลโลไบโอสไปเปนกลูโคส       ซึ่งเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเปนตัว

สงเสริมการทํางานของเอนไซมเอนโดกลูคาเนส และเอนไซมเอกโซกลูคาเนส  ทําใหยอยสลายได
กลูโคสมากขึ้น  การยอยสลายเซลลูโลสจะไดปริมาณกลูโคสมากหรือนอยนั้นขึ้นอยูกับสัดสวนของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในเซลลูเลสวาจะมีมากหรือนอย  ดังนั้นเอนไซมตัวนี้จึงเปนกุญแจสําคัญ
ในการยอยสลายเซลลูโลสเปนน้ําตาลกลูโคส   
 

การยอยสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียในดินนั้น  จะเกิดขึ้นเมื่อมีเซลลูโลส  เซลโล
ไบโอส  หรือโพลีแซคคาไรดอื่น  ที่มีโมเลกุลของกลูโคสประกอบอยูเปนตัวกระตุน (inducer)  จุลินทรียจะสราง
เอนไซม CX และ C1  ซึ่งเปน extracellular  enzymes ขับออกมานอกเซลล     และยอยสลายสารอินทรียเหลานี้
ใหมีขนาดเล็กลง      จนสามารถผานเขาไปในเซลลของจุลินทรียได      หลังจากนั้น เอนไซม Cb ซึ่งเปน 
intracellular  enzyme จึงเขาทําการยอยสลายเซลโลไบโอสใหเปนกลูโคส 
 

กลไกของเอนไซมเซลลูเลส  และตําแหนงที่เขาทําปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 3.3 และรูปที่ 3.4   
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เนื่องจากการนําเอนไซมมาใชมีขอดี  ขอเสีย  และขอจํากัดหลายอยาง  ดังนั้นการนํา
เอนไซมมาใชจะตองออกแบบระบบใหเหมาะสม  เพื่อใหเกิดการยอยอยางสมบูรณ  ซึ่งจะทําใหได
กลูโคสเปนผลิตภัณฑหลักที่จะนําไปหมักตอไป 
 
 

3.1.3 การผลิตเอทานอลจากการหมัก 
 

 การผลิตเอทานอล คือกระบวนการเปลี่ยนน้ําตาลที่ไดจากการยอยเซลลูโลสใหเปน           
เอทานอลโดยใชเชื้อจุลินทรีย เชน  ยีสต (yeast)  แบคทีเรีย (bacteria)  โดยปกติจะเปนกระบวน
การที่ไมใชออกซิเจน (anaerobic  process)  เรียกกระบวนการเปลี่ยนนี้วากระบวนการหมัก 
(fermentation  process)  การเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลจําเปนตองพิจารณาถึง    ปริมาณ
น้ําตาลที่สามารถเปลี่ยนเปนเอทานอลได,  กระบวนการผลิต, ปริมาณและความเขมขนของสาร
ผลิตภัณฑที่ตองการ, การเปลี่ยนเปนเอทานอลของน้ําตาล, ตัวยับยั้งปฏิกิริยา, สภาวะของกระบวน
การ 

   
3.1.3.1  ปจจัยที่สําคัญในกระบวนการหมัก   
 

ปจจัยที่สําคัญในกระบวนการหมักคือ  จุลินทรีย  อาหาร  คาความเปนกรดดาง  อุณหภูมิ  
อากาศ   ปจจัยทั้ง 5 นี้จะมีผลเกี่ยวเนื่องซึ่งกันและกัน    การทําใหกระบวนการหมักมีประสิทธิภาพ
จะตองทําการปรับสภาวะใหเหมาะสม  เพื่อใหไดปริมาณแอลกอฮอลสูงสุดและประหยัดที่สุด 

 
3.1.3.1.1 จุลินทรีย  จุลินทรียที่เกี่ยวของและรูจักกันดีซึ่งใชในระดับอุตสาหกรรมใน

ปจจุบันคือ ยีสต Saccharomyces  นอกจากยีสตแลวยังพบวามีแบคทีเรีย Zymomonas mobilis 
ที่สามารถสรางแอลกอฮอลไดเชนเดียวกัน  และเมื่อทําการเปรียบเทียบเชื้อทั้งสองชนิดพบวา 
แบคทีเรีย  Zymomonas  mobilis  สามารถผลิตแอลกอฮอลไดรวดเร็วกวายีสต Saccharomyces  
2 ถึง 3 เทาและปริมาณแอลกอฮอลที่ผลิตจากแบคทีเรีย Zymomonas  mobilis ก็มีปริมาณใกล
เคียงกัน   สามารถทนอุณหภูมิไดสูงกวาซึ่งเหมาะสมสําหรับประเทศไทยที่มีอากาศรอน    สามารถ
เจริญไดในสภาพที่มีความเปนกรดสูง  และใชตนทุนการผลิตถูกกวา   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได
เลือกใชแบคทีเรีย Zymomonas  mobilis ในการผลิตเอทานอล (นริศ  ธนัพประภัศร และ พรรณี  
จันทรปฐมพงศ, 2525)    
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ก. การคนพบของเชื้อ Zymomonas 
 

Zymomonas  mobilis  เปนแบคทีเรียหนึ่งในจํานวนแบคทีเรียนอยชนิดที่ผลิตแอลกอฮอล
ไดมาก   ในราวป ค.ศ. 1911  Barker  และ Hillier  คนพบและไดแยกเชื้อ Zymomonas  จากน้ํา
ผลไมพวกไซเดอร (cider)  และพบวา Zymomonas  เปนจุลินทรียที่ทําใหน้ําผลไมพวกไซเดอรมี
ลักษณะขุนและมีกลิ่นรสที่ผิดปกติ  จากนั้นก็ไดมีผูทดลองศึกษาแยก Zymomonas ไดจากแหลง
ตางๆ เชน เบียร (beer)  ไวน (wine)  น้ําออย  และน้ําผึ้ง เปนตน  ดวยความสามารถของเชื้อ 
Zymomonas ในการใชน้ําตาลกลูโคสเพื่อผลิตแอลกอฮอลไดอยางรวดเร็ว  ทําใหมีผูสนใจเชื้อนี้กัน
มากขึ้นโดยเฉพาะในราวป ค.ศ. 1930 – 1940  ในหมูนักจุลชีววิทยาชาวเยอรมันพยายามใชเชื้อ 
Zymomonas นี้ในการหมักน้ําตาลชนิดตางๆ  จากการทดลองและจากการรวบรวมขอมูลของ 
Swings และคณะในป ค.ศ. 1977  พบวา Zymomonas ทุกสายพันธุสามารถผลิตเอทานอลได
อยางต่ํา 1.5 โมล/กลูโคส 1 โมล  (คําพูน และคณะ, 2525) 

 
ข.   ลักษณะโดยทั่วไปของเชื้อ Zymomonas  มีดังนี้คือ 
 

1)   มีรูปรางเปนแทงยาว 2-6 ไมโครเมตร  กวาง 1-1.4 ไมโครเมตร  การเรียงตัวอาจอยูเปน
คูหรือเปนเซลเดี่ยว 

2)   ยอมสีแกรมจะติดสีแดง (gram  negative)   
3)   มีแฟลกเจลลา (flagella) 1-4 อัน  ในตําแหนงขั้วเซล   
4)   เปนแบคทีเรียที่ไมมีการสรางสปอร  
5)   ไมเจริญบน Nutrient  agar  หรือ  Nutrient  broth  เมื่อเจริญในอาหารแข็ง  โคโลนี 

(colony) มีสีขาวครีม 
6)   เปนแบคทีเรียที่เจริญไดดีในสภาพที่ปราศจากออกซิเจน  แตสามารถทนตอออกซิเจน

ไดบาง 
7)   สามารถใชน้ําตาลกลโูคส  ซูโครส  และฟรุคโตสได  เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30-37  0C  

และในชวงความเปนกรดดาง (pH) 5.0-7.0  และมีองคประกอบหลักในเซลดังแสดงในตารางที่ 3.4 
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ตารางที่ 3.4   องคประกอบหลักในเซลของ Zymomonas 
 

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

 
1)   ความสามารถสรางเอทานอลไดในปริมาณสูง  พบวา Zymomonas สามารถสราง    

เอทานอลไดถึง 1.5-1.9 โมลตอน้ําตาลกลูโคส 1 โมล  โดยใชน้ําตาล 98% ในการสรางแอลกอฮอล  
อีก 2% ใชสําหรับการเจริญ  ในขณะที่ยีสตพวก Saccharomyces ใชเพียง 90% ของน้ําตาลที่มี
สําหรับการสรางแอลกอฮอล  ดังนั้นปริมาณแอลกอฮอลที่ผลิตจาก Zymomonas จะมีปริมาณมาก
กวาจากยีสต 

2)   คุณภาพของเอทานอลที่ได   เอทานอลที่ผลิตจาก Zymomonas จะมี higher  alcohol 
เจือปนอยู 0.6 มิลลิกรัมตอน้ําตาลกลูโคส 1 กรัม  ซึ่งนอยกวายีสตพวก Saccharomyces ที่หมักใน
สภาพเดียวกันถึง 40 เทา 
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3)   ความสามารถในการเจริญในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูง   Zymomonas สวนใหญ
สามารถเจริญและหมักใหไดแอลกอฮอลในสภาวะที่มีน้ําตาลเขมขนถึง 25% และบางสายพันธุถึง 
30% 

4)   ความสามารถในการเจริญในที่มีแอลกอฮอลสูง   Zymomonas ทุกสายพันธุสามารถ
เจริญไดในเอทานอล 5.5%   และมีบางสายพันธุที่ทนไดถึง 7.7% และ 10%  ซึ่งสอดคลองกับความ
สามารถเจริญและหมักใหไดแอลกอฮอลในสภาพที่มีความเขมขนของน้ําตาลที่สูง 

5)   ความสามารถเจริญในสภาพที่มีกรดสูง  โดย Zymomonas สามารถเจริญในสภาพที่มี 
pH 3.5-4.0 ซึ่งจัดวาเปน pH ที่ต่ํามากสําหรบัแบคทีเรียทั่วๆ ไป  ซึ่งเปนลักษณะที่ดีสําหรับปองกัน
การปะปนของเชื้ออ่ืน   

6)   ความทนตอซัลเฟอรไดออกไซด (SO2)  พบวา Zymomonas ทนตอซัลเฟอรไดออกไซด
ไดถึง 500 สวนในลาน (ppm)  ซึ่งเปนปริมาณที่แบคทีเรียและจุลินทรียหลายชนิดถูกยับยั้ง  ลักษณะ
เชนนี้เปนประโยชนเมื่อใชซัลเฟอรไดออกไซดเปนตัวทําละลายเชื้อที่ปะปนมาและซัลเฟอรไดออกไซด
ที่ตกคางอยูจะไมมีผลตอการเจริญของ Zymomonas 

7)   การตกตะกอนของ Zymomonas  จะมีการตกตะกอนจับตัวกันในลักษณะที่เรียกวา 
flocculation  ซึ่งเหมาะและสะดวกในการแยกเซลลออกภายหลังจากการหมัก 

 
3.1.3.1.2   อาหาร   หมายถึง สารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย ซึ่งใชในการ

ดํารงชีวิตและขยายพันธุ  สารอาหารที่จําเปนไดแก 
 

 ก.   คารบอน   คารบอนเปนสารอาหารหลักที่แบคทีเรียตองไดรับเพียงพอ  เพื่อการ
ดํารงชีวิตและการขยายพันธุ    Zymomonas  mobilis  สามารถหมักน้ําตาลกลูโคส  ฟรุคโตส  
ซูโครส  ไดโดยใชขบวนการแบบเอทเนอร-ดูโดรอฟฟ (Entner-Doudoroff  pathway) ดังรูปที่ 3.6  
ในการยอยสลายไดเอทานอลและคารบอนไดออกไซดเปนผลิตภัณฑหลัก    นอกจากนั้นยังมีกรด
แลคติค (lactic  acid) และอะซีตาลดีไฮด (acetaldehyde) เกิดขึ้นเล็กนอย  ในน้ําหมักที่มี yeast  
extract จะมีกรดซัคซินกิ (succinic  acid) เกิดขึ้นดวยเนื่องจากกรดอะมิโน (amino  acid) ใน 
yeast  extract เกิดปฏิกิริยารีดัคชั่น (reduction)  และถาหมักในน้ําหมักที่มีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน  เชื้อจะเจริญและผลิตแอลกอฮอลไดดีในระยะ 10 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
และจะใชน้ําตาลกลูโคสไดเกือบหมดเมื่อหมักเปนระยะเวลา 2 วัน  สมการการใชน้ําตาลกลูโคส
แสดงไดดังสมการ 

1 C6H12O6                                      1.8 C2H5OH   +   1.9 CO2    +   0.15 lactic  acid      
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ข.   ไนโตรเจน   ในน้ําหมักที่มี peptone หรือ yeast  extract  เชื้อ Zymomonas  
mobilis จะมี generation  time  ต่ําสุดและผลิตเอทานอลไดมากที่สุดเมื่อเทียบกับการเจริญและ
การผลิตเอทานอลของเชื้อพันธุนี้ในน้ําหมักที่ใชแหลงไนโตรเจนแหลงอื่น เชน แอมโมเนียมคลอไรด  
แอมโมเนียมซัลเฟต   สําหรับเชื้อสายพันธุนี้ yeast  extract ไมใชแหลงพลังงานแตเกี่ยวของโดย
ตรงกับขบวนการสังเคราะหทางชีววิทยา (biosynthesis) เชน การสรางสารที่เปนองคประกอบของ
เซลลสําหรับแหลงไนโตรเจนอื่นๆ ที่ใชในน้ําหมัก 

 
ค.   เกลอืแร  วิตามินชนิดตางๆ   ชนิดของแรธาตุที่แบคทีเรียตองการจะแตกตางกัน

ไปในแบคทีเรียแตละชนิด  สําหรับ Zymomonas  mobilis  เจริญและผลิตเอทานอลไดในน้ําหมักที่
มีองคประกอบของ  KH2PO4, (NH4)2 SO4  และ MgSO4⋅7H2O   โดย KH2PO4 ทําหนาที่เปนแหลง
ฟอสเฟต  สวน (NH4)2 SO4  จะมีผลตอการยอยสลายกลูโคส คือ ถามีอยูในปริมาณที่เหมาะสมจะ
ทําใหการยอยสลายกลูโคสเปนไปดวยดี  และ MgSO4⋅7H2O  จะเกี่ยวของกับการทํางานของ 
glucose-6-phosphate  dehydrogenase   

 
3.1.3.1.3   คาความเปนกรด-ดาง   การเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของ

กระบวนการหมัก  มีผลตอเมตาโบลิซึมของเซลล  ซึ่งอาจมีผลทําใหการเจริญของแบคทีเรียหยุด
ชะงักลง  การเลือกใชสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมในการหมัก  จะชวยควบคุมคาความเปนกรด
ดางของระบบไวไดอยางดี   นอกจากนี้ยังสามารถลดปญหาการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ  
คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการเจริญของ Zymomonas  mobilis จะอยูในชวง 5.0 ถึง 7.0   

 
3.1.3.1.4   อุณหภูมิ   มีผลโดยตรงกบัการเจริญของแบคทีเรีย  รวมทั้งจลนพลศาสตร

ของการหมัก  ซึ่งอัตราการเจริญของแบคทีเรียจะสูงขึ้นตามอุณหภูมิจนถึงจุดหนึ่ง  ซึ่งถาอุณหภูมิ
สูงเกินจุดนี้ไปแบคทีเรียจะเจริญไดชาลง  และตายไปในที่สุด  และกระบวนการหมักเปนปฏิกิริยา
คายความรอน (exothermic  process)  จึงมีการคายความรอนออกมา  ซึ่งถาปลอยใหมีการคาย
ความรอนออกมามากเกินอาจทําใหแบคทีเรียตายได   ดังนั้นจึงตองปรับใหไดตามความสามารถ
ของแบคทีเรีย  นอกจากนี้พบวาอุณหภูมิมีผลตออัตราการใชน้ําตาล  ซึ่งจะลดลงตามคาอุณหภูมิที่
เพิ่มข้ึน  อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของ Zymomonas  mobilis จะอยูในชวง 30 ถึง 38 
องศาเซลเซียส   

 
3.1.3.1.5  การใหอากาศ (aeration)   การใหอากาศในเครื่องหมักมีความจําเปนและ

สําคัญสําหรับการหมักแบบใตพื้นผิวของจุลินทรียที่ตองใชออกซิเจน  เพราะออกซิเจนจากอากาศที่
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ละลายในน้ําหมักมีนอยมาก  และมีเฉพาะที่บริเวณใกลๆ พื้นผิวสัมผัสของอากาศกับน้ําหมักเทา
นั้น  สวนใตผิวของน้ําหมักที่ลึกลงไปจะไมมีออกซิเจนอยูเลย  ยีสตสวนใหญที่ผลิตเอทานอลในขั้น
อุตสาหกรรมจําเปนตองใชออกซิเจนในการหายใจและสรางเซล  เปนการเพิ่มปริมาณเชื้อใน
กระบวนการหมัก  ดังนั้นการใหอากาศจึงจําเปนตองกระทําอยางเพียงพอ  แต Zymomonas  
mobilis  เปนแบคทีเรียที่เจริญไดในสภาพไรออกซิเจน  โดยเฉพาะอยางยิ่ง  ปริมาณการผลิต
แอลกอฮอลจะมีคาสูง    เมื่อทําสภาวะการหมักใหปราศจากออกซิเจนอยางแทจริง      ดังแสดงใน
ตารางที่ 3.5 ถึงแมในสภาวะที่มีออกซิเจน  Zymomonas จะเจริญและสามารถผลิตเอทานอลได  
แตขณะเดียวกัน  ก็จะไดผลิตภัณฑสารประกอบชนิดอื่นๆ ออกมามากดวยซึ่งไมเปนที่ตองการ  ดัง
นั้นในการใชเชื้อ Zymomonas  จึงไมตองทําการเติมอากาศแตอยางใด  ทําใหสามารถลดคาใชจาย
ทางดานพลังงานลงได 

 
ตารางที่ 3.5  อิทธิพลของออกซิเจนที่มีตอการหมักของ Zymomonas 
 

สารประกอบที่เชื้อผลิตขึ้น   ปริมาณผลิตภัณฑเมื่อเติมออกซิเจนในปริมาณ (โมล) 
 0 0.6 1.5 

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

 
3.1.3.2   ชีวเคมีของกระบวนการผลิตเอทานอลโดยการหมัก 

 
Zymomonas จะใชขบวนการแบบเอทเนอร – ดูโดรอฟฟ (Entner – Doudoroff  

pathway) ในการผลิตเอทานอล  คือกลูโคส 1 โมเลกุลเปลี่ยนเปน glucose–6–phosphate ตองใช
พลังงาน 1 ATP  จาก glucose-6-phosphate ถูกเปลี่ยนเปน 2-keto-3-deoxy-6-
phosphogluconic  acid  แลวจึงไดเปน pyruvate 1 โมเลกุล กับ glyceraldehyde-3-phosphate 
อีก 1 โมเลกุล  ในขบวนการแบบนี้ glyceraldehyde-3-phosphate ที่เกิดขึ้น 1 โมเลกุลนี้จะเปลี่ยน
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เปน pyruvate 1 โมเลกุลไดโดยจะใหพลังงานออกมา 2 ATP  จาก pyruvate จะเปลี่ยนเปนเอทา
นอลในขึ้นสุดทายได  ดังแสดงในรูปที่ 3.6 
 

 glucose 
                       ATP 
                        ADP 

glucose-6-phosphate 
                        NAD 

                           NADH2 
6-phosphogluconic  acid 

                      -H2O 
 

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

               pyruvic  acid                                                              glyceraldehyde-3-phosphate 
   2 ADP 
   2 ATP 

acetaldehyde  +  CO2                                                                                         NAD 
        NADH2                                                                                                                                                NADH2              

                                   NAD                                                                      pyruvic  acid 
                   ethanol 

acetaldehyde  +  CO2 
  NADH2 
  NAD 

Ethanol 
 
 
 

รูปที่ 3.6   แผนภาพแสดงขบวนการเอทเนอร-ดูโดรอฟฟ  ของ Zymomonas  mobilis 
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3.1.3.3  งานวิจัยที่เกี่ยวของกับกระบวนการหมัก 
 

Skotnicki  et  al. (1981)   ทําการศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล
ซูโครส  โดยการเปรียบเทียบ Zymomonas  mobilis สายพันธุตางๆ   ไดผลการทดลองดังตาราง 

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

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

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

  ATCC 10988          2.8          25.7 2.5 23.2 
  Ag11          1.3 26.0 1.0 24.0 
  B70          1.5 22.0 1.8 25.1 
  CP4          1.2 33.7 1.5 25.0 
  3TH Delft          3.7 20.3 0 23.6 
  Zabi          2.4 14.3 1.8 25.0 
  Z6          1.4 27.5 1.0 29.2 
  ATCC 29192          2.4 31.0 >24 0 
  238          3.8 12.7 >24 0 
  S30.2          4.0 30.3 >24 0 
  S30.A          3.8 26.6 >24 0 
 
จากตารางพบวา ถาใชน้ําตาลกลูโคสในการหมัก Zymomonas สายพันธุ CP4   Ag11  และ Z6  
จะใชเวลาในการผลิตเอทานอลนอยกวาสายพันธุอ่ืน และถาใชน้ําตาลซูโครสในการหมัก 
Zymomonas สายพันธุ  S30.A, S30.2, 238  และ ATCC 29192  จะใชเวลาในการผลิตเอทานอล
เกิน 24 ชั่วโมง   ดังนั้น Zymomonas สายพันธุที่ใหปริมาณเอทานอลในปริมาณมากและใชเวลา
นอยคือ Zymomonas  สายพันธุ ATCC 10988, Ag11, CP4  และ Z6 
 

Kademi  A. และ Baratti  J. (1996)   ศึกษาการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย 
Zymomonas  mobilis MSN 77  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0  โดยใช
น้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายไมแอสเพน  จากการทดลองพบวาความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส
เร่ิมตน 60 กรัมตอลิตร  จะใหเอทานอลสูงสุด ที่ 30.15 กรัมตอลิตร  และอัตราการผลิตเอทานอล
สูงสุดเปน 2.0 กรัมตอลิตร⋅ชั่วโมง 
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Reddy  O.V.S. และ Basappa  S.C. (1996)   ทําการศึกษาการผลิตเอทานอลจากแปง

มันสําปะหลังดวยกระบวนการผลิตแบบ SSF (Simultaneous Saccharification and  
Fermentation)  ที่คาความเปนกรดดาง5.5  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  โดยใชเชื้อ
Endomycopsis  fibuligera NRRL 76  และ  Zymomonas  mobilis  พบวาถาใชการหมักแบบ 
mixed  culture  จะสามารถผลิตเอทานอลไดมากกวาการหมักแบบ monoculture  โดยสามารถ
ผลิตเอทานอลได  10.5 %v/v    จากแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 22.5 %w/v       และถาเติมเอนไซม 
กลูโคอะไมเลส 0.01% ในกระบวนการหมักแบบ SSF จะสามารถผลิตเอทานอลไดเพิ่มข้ึนเปน 
13.2 %v/v 

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

เชื้อ Zymomonas  mobilis  UQM 2716 (ATCC 39767) ทําการหมักที่อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซียส  
คาความเปนกรดดาง 6   พบวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเริ่มตนเพิ่มข้ึนจนถึง 200 กรัมตอ
ลิตร จะไดประสิทธิภาพของการเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนเอทานอลมากกวา 90 % และใชเวลาใน
การหมักไมเกิน 32 ชั่วโมง แตเมื่อความเขมขนของน้ําตาลซูโครสมากกวา 200 กรัมตอลิตร       
ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนเอทานอลที่ไดจะลดลง ดังนั้นความเขมขนของน้ําตาล
ซูโครสที่  200  กรัมตอลิตร     สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดถึง  95.5  กรัมตอลิตร       และได
ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนเอทานอล 94.1 % ใชเวลาในการหมัก 32 ชั่วโมง  
 

นริส  ธนัพประภัศร และ พรรณี  จันทรปฐมพงศ (2525)   ไดทําการศึกษาสภาวะตางๆ ที่มี
ผลตออัตราการเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอลจากเชื้อ Zymomonas  mobilis  ATCC 10988  
จากการทดลองพบวา 
1)    เชื้อสามารถเจริญเติบโตไดดีที่พีเอช 5.0-5.5    อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   
2)    เมื่อใชน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขนเริ่มตน  10 % (โดยน้ําหนัก)  เชื้อสามารถผลิตเอทานอลได 

4.5 %    ในเวลา 17.5 ชั่วโมง   
3)    เมื่อใชน้ําตาลซูโครสที่ความเขมขนเริ่มตน 15 % (โดยน้ําหนัก)  เชื้อสามารถผลิตเอทานอลได 

9.3 % ในเวลา 9 วัน 
4)    จากการศึกษาผลของการเติมอาหารเสริม yeast  extract  เมื่อใชน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล

ซูโครสเปนแหลงคารบอน  พบวาอาหารเสริม yeast  extract  มีผลตอการผลิตเอทานอล  และ
การเจริญเติบโตของเชื้อ Zymomonas  mobilis 

 



 48

สรวง  อุดมวรภัณฑ  และคณะ (2525)  ทําการศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญเติบโต
ของ Zymomonas  mobilis UQM 410 (ATCC 10988)  กับความสามารถในการผลิตเอทานอล  
จากการทดลองพบวา 
1) สูตรอาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อ Zymomonas  mobilis UQM 410  ในการผลิตเอทานอลที่

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

2) ในชวงคาความเปนกรดดาง 4.5 - 8.5  จะไมมีผลตอการผลิตเอทานอล  แตจะมีผลตอการเจริญ
ของเชื้อ  โดยที่คาความเปนกรดดาง 5 – 6  นั้นเปนชวงที่มี lag  phase สั้นที่สุด   และสามารถ
ผลิตเอทานอลไดเร็วที่สุด 

3) อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อคืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
4) เชื้อสามารถเจริญเติบโตไดดีที่สุดเมื่อใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 15 %  โดยสามารถผลิต

เอทานอลได 5.3 %  ในเวลา 48 ชั่วโมง 
 

ระวีวรรณ  แกลวกลา (2538) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาว โดยใชเชื้อยีสต 
Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ TISTR 5013  พบวาเมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอย
สลายฟางขาวดวยเอนไซมเซลลูเลสเปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงเชื้อ ในกระบวนการหมักแบบไม
ใชออกซิเจน ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วัน  จะไดเอทานอลเขมขน 1.3 % โดยปริมาตร 

 
สันทนา  เสถียรไพศาล (2539)  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเสนใย

ปานศรนาราณยดวยวิธีการยอยสลายและการหมักแบบตอเนื่องโดยใชเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา 
Acrophialophora  sp.  และยีสต Candida  brassicae IFO 1664  โดยการรวมปฏิกิริยาการยอย
สลายและการหมักไวเปนขั้นตอนที่ตอเนื่องในถังหมักเดียวกัน (Simultaneous Saccharification 
and  Fermentation) พบวาคาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  สามารผลิตเอทา
นอลไดสูงสุด 0.9125 เปอรเซ็นต (0.3042 กรัมตอกรัมสับสเตรท)  และการเติม casein  peptone 
เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต  และ soy  peptone เขมขน 0.075 เปอรเซ็นต เปนอาหารเสริม  สามารถ
ผลิตเอทานอลได 1.267 เปอรเซ็นต (0.422 กรัมตอกรัมสับสเตรท)  และ 0.9301 เปอรเซ็นต (0.310 
กรัมตอกรัมสับสเตรท)  ซึ่งใหผลผลิตสูงกวาสับสเตรทที่ไมมีการเติมอาหารเสริม 1.76 และ 1.29 เทา 
ตามลําดับ 

 
 



บทที่ 4 
 

เคมีภัณฑ อุปกรณ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 4.1 เคมีภัณฑ 
 

4.1.1. เหงามันสําปะหลัง 
4.1.2. โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] ของบริษัท Merck, Germany. 
4.1.3. โซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต [KnaC4H4O6⋅4H2O] ของบริษัท AJAX 

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

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

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

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

Australia.  
4.1.8. ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต [C12H8N2⋅H2O] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, 

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

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

Australia. 
4.1.16. โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต [KH2PO4] ของบริษัท AJAX 

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

4.1.18. สารสกัดยีสต (yeast  extract) ของบริษัท Merck, Germany 
4.1.19. อาการ (bacto – agar) ของบริษัท Difco, USA 
4.1.20. น้ําที่ใชในการทดลองเปนน้ํากรองผานไสกรองเรซิน  และเยื่อแผนเซรามิก 

0.2 ไมครอน 
 

 4.2 เอนไซม 
 

4.2.1  เซลลูบริกซ (Cellubrix) ของบริษัท อีส เอเซียติก ประเทศไทย จํากัด (มหาชน) 
 
 4.3 อุปกรณและเครื่องมือในการทดลอง 

 
4.3.1    เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic  stirrer / hot plate)    รุน   RCT   

basic    ของบริษัท Ika  labortechnik , Germany. 
4.3.2 เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) รุน KUBOTA  5100  ของบริษัท Kubota  

corporation, Japan. 
4.3.3 เครื่องกวน (stirrer) รุน RW20ZM.n. ของบริษัท Ika  labortechnik , 

Germany. 
4.3.4 อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Julabo  ของบริษัท  

Labartechnik  GMBH, Germany. 
4.3.5 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 

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

Switzerland. 
4.3.7 เครื่องคัดขนาดอนุภาค (seiving)  
4.3.8 กลองจุลทรรศน  รุน  BH - 2  ของบริษัท OLYMPUS , Japan. 
4.3.9 ตูถายเชื้อ (laminar  flow) รุน VS-124 ของบริษัท ISSCO, USA. 
4.3.10 หมอฆาเชื้อดวยไอน้ํา (autoclave) รุน HL24ADY ของบริษัท Hirayama  

Manufacturing  Corporation, Tokyo, Japan. 
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4.3.11 เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH  meter) ของบริษัท Mettler  
Toledo, Switzerland. 

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

4.3.13 ตูควบคุมอุณหภูมิ (hot air oven) รุน ULM500 ของบริษัท Memmert, 
Germany 

 
4.4   เชื้อจุลินทรีย 
 

4.4.1  เชื้อ Zymomonas  mobilis  strain TISTR 405  ซึ่งเปน strain เดียวกันกับ  
ATCC 10988  ส่ังซื้อจากสถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศ
ไทย (วท) 

 
4.5   อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

4.5.1   อาหารสําหรับเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย ใชอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็ง
เอียง (nutrient  agar  slant) มีสูตรอาหารดังนี้คือ 

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

 
4.5.2   อาหารเหลวสําหรับเตรียมเชื้อหมักเริ่มตน 

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

4.6.1   วิธีเก็บรักษาแบบระยะยาว 
เก็บรักษาเชื้อจุลินทรียดวยวิธีการแชเยือกแข็ง (lyophilizaton)  ซึ่งเปนการทําให

เซลลแข็งตัวในสภาพสูญญากาศ  เมื่อตองการนําออกมาใชจึงนําออกมาถายเชื้อลงในอาหาร
เหลว  เพื่อเพิ่มปริมาณและบํารุงเซลลใหแข็งแรง  ระหวางการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรียดวยวิธีนี้เชื้อ
จะไมมีการเจริญเติบโต  ดังนั้นจึงไมเกิดการเปลี่ยนแปลงสายพันธุอยางแนนอน 

 
4.6.2   วิธีเก็บรักษาแบบระยะสั้น 
เขี่ยเชื้อจุลินทรียลงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง (agar  slant) ที่มีสูตร

อาหารตามขอ 4.5.1  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เมื่อเชื้อ
เจริญดีแลว  นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องสาเซลเซียส  วิธีนี้สามารถเก็บเชื้อไดนานประมาณ 2 
สัปดาห 

                 
                     

 4.7 วิธีการทดลอง 
 
  4.7.1 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง 

 
นําเหงามันสําปะหลังมาลางดวยน้ําประปาหลายครั้งจนสะอาดแลวนํามาตากใหแหง  

จากนั้นนําไปบดใหละเอียดดวยเครื่องบด  นํามารอนผานตะแกรงใหมีขนาดเล็กกวา 0.25 
มิลลิเมตร  และนํามาวิเคราะหหาปริมาณสวนประกอบตางๆ ในเหงามันสําปะหลัง ไดแก 
เซลลูโลส,  เฮมิเซลลูโลส   และลิกนิน    โดยใชวิธีใน TAPPI 203 om-88 (รายละเอียดแสดงใน
ภาคผนวก ก)    หลังจากนั้นทําการปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกอนนําไปทําการยอยดวยเอนไซม  
โดยมีวิธีการตางๆ ดังนี้ 

 
4.7.1.1   แชเหงามันสําปะหลังที่บดแลวในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 

0.5, 1.0, 2.0 และ 4.0 โมลาร  ในอัตราสวนโดยน้ําหนักของเหงามันสําปะหลังตอสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด เทากับ 1 ตอ 10 ที่อุณหภูมิหอง  โดยเหงามันสําปะหลังแชอยูในสารละลาย
ตลอดเวลา เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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4.7.1.2   หลังแชเหงามันสําปะหลังครบ 24 ชั่วโมงแลว  นํามากรองสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดออกดวยผากรอง  แลวเติมลงไปใหมโดยใชความเขมขนเดียวกับความเขมขน
ที่ใชแชในอัตราสวนเดิม          นําไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ  30,   50,   70   และ 90  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 นาที 

 
4.7.1.3  นําเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว  นํามากรองผานผากรอง

แลวลางดวยน้ําประปาและน้ํากลั่น  จนน้ําลางตะกอนมีสภาพเปนกลาง (pH ประมาณ 7.0)  โดย
การทดสอบดวยกระดาษลิตมัสโดยตองไมเปลี่ยนสีจากสีแดงเปนสีน้ําเงิน  นํามาอบแหงที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  จากนั้นนํามาชั่งน้ําหนักเพื่อวิเคราะหน้ําหนักเหงามันสําปะหลังที่หาย
ไปในระหวางการปรับสภาพ และนํามาวิเคราะหหาปริมาณสวนประกอบตางๆในเหงามัน
สําปะหลัง ไดแก เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  โดยใชวิธีใน TAPPI  203  om-88 (ราย
ละเอียดแสดงในภาคผนวก ก) 

 
4.7.2 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยเซลลูโลสในเหงามัน

สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ 
 
4.7.2.1   การหาความสามารถในการทํางานของเอนไซม 

การหาความสามารถของเอนไซมในการยอยสลายกระดาษกรอง  โดย
ใชวิธีของ Mandel และ Sternbery (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ก) 

โดย 1 หนวยของเอนไซม (FPU)  คือปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย
กระดาษกรอง whatman เบอร 1 แลวไดน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที  ภายใตสภาวะที่
ทดลอง 

 
4.7.2.2   การหาคาความเปนกรด-ดาง (pH) ที่เหมาะสม 

ชั่งตะกอนเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลวดวยวิธีการที่
เหมาะสมจากขอ 4.7.1 น้ําหนัก 51.8 มิลลิกรัม ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 
เขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร โดยแปรผันคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-6.0  จาก
นั้นเติมปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซเขมขน 54 หนวย FPUตอกรัมเหงามันสําปะหลัง และนําไปทํา
ปฏิกิริยาในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยา
โดยนําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ทําใหเย็นลง  ปนแยกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธีของ 
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Mandel และ Sternbery (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ก) และคํานวณเปอรเซ็นตการเปลี่ยน
เหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

 
4.7.2.3 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

ดําเนินการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.7.2.2    แตใชสารละลายซิเตรต
บัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางที่ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดสูงที่สุด นําไปทําปฏิกิริยาใน
อางควบคุมอุณหภูมิ ที่โดยแปรผันคาของอุณหภูมิในชวง 35-60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
เปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ที่ผลิตไดจากการทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิตางๆ และคํานวณ
เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

 
4.7.2.4 การศึกษาผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอการยอย

สลายเหงามันสําปะหลัง 
 

4.7.2.4.1 การเปรียบเทียบการยอยกระดาษกรอง, เหงามันสําปะหลังแหง  
และเหงามันสําปะหลังเปยกโดยใชเอนไซมเซลลูบริกซที่ความเขมขนตางๆ  

ดําเนินการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.7.2.2   โดยใชกระดาษกรอง, เหงา
มันสําปะหลังแหง  และเหงามันสําปะหลังเปยกในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด
ดางที่ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดสูงที่สุด  โดยเปลี่ยนแปลงปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซที่
ความเขมขน 20, 80 และ140  หนวยเอนไซม FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง นําไปทําปฏิกิริยาใน
อางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 4.7.2.3 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เปรียบเทียบ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  และคํานวณเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

 
4.7.2.4.2  ผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซในการยอยเซลลูโลสใน

เหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส 

ดําเนินการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.7.2.4.1  โดยใชเหงามันสําปะหลัง
ที่ไดจากขอ 4.7.2.4.1  โดยเปลี่ยนแปลงปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซที่ความเขมขนตั้งแต 0.8-140 
หนวย FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง 
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4.7.2.5   การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสม 
ชั่งตะกอนเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว 51.8 มิลลิกรัม 

ใสในหลอดทดลองจํานวน 11 หลอด เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร ที่มีคา
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมจากขอ 4.7.2.2 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติมเอนไซมเซลลูบริกซใน
ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 4.7.2.4 นําไปทําปฏิกิริยาพรอมกันในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมจากขอ 4.7.2.3 เก็บตัวอยางสารละลายทีละหลอดไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
ผลิตไดในชั่วโมงที่ 0, 1, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 30 และ 50 ของการยอย  และคํานวณเปอรเซน็ต
การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ ที่เวลาตางๆ 

 
 

4.7.3   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง Zymomonas  mobilis 
เพื่อผลิตเอทานอล  

 
4.7.3.1 การเตรียมเชื้อหมักเริ่มตน 

เตรียมอาหารเหลวสําหรับเตรียมเชื้อหมักเริ่มตนในขอ 4.5.2  โดยใหมี
ปริมาตรทั้งสิ้น 500 มิลลิลิตร แลวถายใสหลอดทดลองฝาเกลียวประมาณ 12-14 หลอด หลอดละ 
14 มิลลิลิตร  และใสในขวดรูปชมพู 3 ขวด ขวดละ 100 มิลลิลิตร  ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  เมื่อทิ้งไวใหเย็นใชเข็มเขี่ยเชื้อ  เขี่ยเชื้อ 1 ลูปจาก agar  slant 
ใสลงหลอดทดลอง  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  ถายเชื้อจากหลอด
ทดลองลงในน้ําหมักในขวดรูปชมพูที่ฆาเชื้อแลวโดยทําในตูปลอดเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  นําไปใชเปนเชื้อหมักเริ่มตน 

 
4.7.3.2  ศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของน้ําตาลรีดิวซในการผลิต 

เอทานอล   
  

 4.7.3.2.1  การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหมีความเขมขนตางๆ  
โดยเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซ ที่ไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงา

มันสําปะหลังใหมีความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเปน  10 กรัมตอลิตร,  25 กรัมตอลิตร และ 40 
กรัมตอลิตร   ดวยเครื่องกล่ันแบบสูญญากาศ (rotary  vacuum  evaporator)     นําสารละลาย
น้ําตาลรีดิวซที่ไดมาปรับคาความเปนกรดดางใหมีคาเทากับ 5.0 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก
และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง  เติมสารอาหารที่จําเปนตามขอ 4.5.2  แตไมตองเติม
กลูโคส 
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4.7.3.2.2   การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหปราศจากเชื้อ 
นําสารละลายจากขอ  4.7.3.2.1 ถายใสหลอดทดลองฝาเกลียว

ประมาณ 6-8 หลอด หลอดละ 14 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที  ทิ้งใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 

 
4.7.3.2.3   การหมัก 
ทําการถายเชื้อหมักเริ่มตนจากขอ  4.7.3.1     ลงในสารละลายน้ําตาล

รีดิวซที่ฆาเชื้อแลวจากขอ 4.7.3.2.2  หลอดละ 1 มิลลิลิตร ในตูปลอดเชื้อ  นํามาบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอยางทีละหลอดตามเวลา  นําไปวิเคราะหหาปริมาณเซลล    ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ลดลง  และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น 

 
4.7.3.3 ศึกษาความเปนกรดดางที่เหมาะสมของน้ําตาลรีดิวซในการผลิต 

เอทานอล 
 
4.7.3.3.1  การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหมีความเปนกรดดางตางๆ 
เตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหมีความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 

4.7.3.2    นํามาปรับคาความเปนกรดดางใหมีคาเทากับ 5.0, 5.5  และ 6.0  ดวยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง  เติมสารอาหารที่จําเปนตามขอ 4.5.2  
แตไมตองเติมกลูโคส 

4.7.3.3.2  การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซใหปราศจากเชื้อ 
นําสารละลายจากขอ  4.7.3.3.1 ถายใสหลอดทดลองฝาเกลียว

ประมาณ 6-8 หลอด หลอดละ 14 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที  ทิ้งใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 

 
4.7.3.3.3   การหมัก 
ทําการถายเชื้อหมักเริ่มตนจากขอ  4.7.3.1     ลงในสารละลายน้ําตาล

รีดิวซที่ฆาเชื้อแลวจากขอ 4.7.3.3.2  หลอดละ 1 มิลลิลิตร ในตูปลอดเชื้อ  นํามาบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอยางทีละหลอดตามเวลา  นําไปวิเคราะหหาปริมาณเซลล    ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ลดลง  และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น 
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4.7.3.4 การเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลกลูโคส 
 

4.7.3.4.1  การเตรียมน้ําตาลกลูโคสใหมีความเขมขนตางๆ  
เตรียมน้ําตาลกลูโคสใหมีความเขมขนเปน  10 กรัมตอลิตร,  25 กรัม

ตอลิตร และ 40 กรัมตอลิตร   นําน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขนตางๆ มาปรับคาความเปนกรดดาง 
ใหมีคาเทากับ 5.0  ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง  
เติมสารอาหารที่จําเปนตามขอ 4.5.2  แตไมตองเติมกลูโคส   

 
4.7.3.4.2   การเตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสใหปราศจากเชื้อ 
นําสารละลายจากขอ  4.7.3.4.1 ถายใสหลอดทดลองฝาเกลียว

ประมาณ 8-14 หลอด หลอดละ 14 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  ทิ้งใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 

 
4.7.3.4.3   การหมัก 
ทําการถายเชื้อหมักเริ่มตนจากขอ 4.7.3.1 ลงในสารละลายน้ําตาล

กลูโคสที่ฆาเชื้อแลวจากขอ 4.7.3.4.2  หลอดละ 1 มิลลิลิตร ในตูปลอดเชื้อ  นํามาบมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอยางทีละหลอดตามเวลา  นําไปวิเคราะหหาปริมาณเซลล  ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ลดลง  และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น 

 
 

 
 
 

 
 
 

  
 

 
 



บทที่ 5

ผลการทดลองและการวิเคราะหขอมูล

5.1   ผลจากการศึกษาการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง

5.1.1  ผลการวิเคราะหปริมาณสวนประกอบในเหงามันสําปะหลัง   ที่ผานการ
ปรับสภาพทางกายภาพโดยการบด  แตยังไมผานการปรับสภาพทางเคมี

จากการวิเคราะหสวนประกอบในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพโดย
การบด  แตยังไมผานการปรับสภาพทางเคมี  พบวาสวนประกอบสวนใหญในเหงามันสําปะหลัง
เปนเซลลูโลส 82.14 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ที่เหลือเปนเฮมิเซลลูโลส 11.41 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
และลิกนิน  6.45 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ดังแสดงในตารางที่ 5.1

ตารางที่  5.1 แสดงสวนประกอบในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพโดยการ
บด  แตยังไมผานการปรับสภาพทางเคมี

สวนประกอบ ปริมาณ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)
เซลลูโลส 82.14

เฮมิเซลลูโลส 11.41
ลิกนิน   6.45

ผลจากการวิเคราะห พบวาเซลลูโลสเปนสวนประกอบที่พบมากที่สุดในเหงามันสําปะหลัง
จึงเปนแรงจูงใจที่จะทําการศึกษาและวิจัยเพื่อนําเหงามันสําปะหลังกลับมาใชประโยชนใหคุมคา  
โดยนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตกลูโคส  เนื่องจากกลูโคสเปนสารตั้งตนในการผลิตผลิตภัณฑ
หลายประเภท เชน แอลกอฮอล  กรดซิตริก  ผงชูรส  ซอรบีทอล  อุตสาหกรรมการผลิตยาตางๆ
และเปนสวนผสมในอุตสาหกรรมอาหารเปนตน  การผลิตกลูโคสจากเหงามันสําปะหลังจึงเปนการ
เพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรทางหนึ่ง
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เนื่องจากวัตถุดิบที่ใชในงานวิจัย คือ เหงามันสําปะหลัง  ซึ่งยังมีเฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน
เปนสวนประกอบอยูในโครงสราง   และเปนตัวขัดขวางการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซม      ดังนั้น
ขั้นตอนแรกจึงตองทําการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง  เพื่อแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออกจาก
โครงสราง  และปรับโครงสรางของเซลลูโลสใหอยูในสภาพที่เหมาะสมตอการเขาทําปฏิกิริยาของ
เอนไซม

5.1.2 การศึกษาการปรับสภาพเหงามันสําปะหลังโดยใชสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและอุณหภมูิตางๆ

จากการทดลองโดยการแชเหงามันสําปะหลังที่บดแลว  ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ที่ความเขมขนตางๆ ในอัตราสวนโดยน้ําหนักของเหงามันสําปะหลังตอสารละลายเทากับ 1ตอ10
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนําไปตมที่ความเขมขนและอัตราสวนเดียวกับที่แช  ที่อุณหภูมิตางๆ เปน
เวลา 90 นาที  ไดผลการทดลองดังตารางที่ 5.2  และรูปที่ 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 และ 5.5

จากตารางที่ 5.1 รูปที่ 5.1 และรูปที่ 5.2  พบวาเมื่อนําเหงามันสําปะหลังมาปรับสภาพ
ทางกายภาพโดยการบด  จะมีปริมาณเซลลูโลสอยู 82.14 %  และเมื่อนํามาผานการปรับสภาพ
ทางเคมีโดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ที่ความเขมขน และอุณหภูมิตางๆ กันจะไดปริมาณ
เซลลูโลสเพิ่มข้ึน   แตปริมาณเฮมิเซลลูโลสกับลิกนินลดลง       อธิบายไดวาสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด  เขาไปทําปฏิกิริยาสลายพันธะของโครงสรางโมเลกุลระหวางลิกนินและเซลลูโลส
ทําใหโครงสรางโมเลกุลเกิดการแตกออก         เมื่อลางน้ําทําใหลิกนินและเฮมิเซลลูโลสละลายน้ํา
ออกมา  และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดยังเขาไปทําใหเกิดการพองตัวในโครงสรางของ
เซลลูโลสอีกดวย (Christakopoulos  P. และคณะ, 1991; Soto  M.L. และคณะ, 1994; Johan
Gallichsen และ Hannu  Paulapuro, 2000)
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ตารางที่ 5.2  ผลการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง ที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพ โดยการบด
และผานการปรับสภาพทางเคมีดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน  
และอุณหภูมิตางๆ

ปริมาณสวนประกอบในตะกอน
เหงามันสําปะหลัง  ( %น้ําหนักแหง )

ความเขมขน
ของ NaOH

( M )

อุณหภูมิ
ที่ใชตม
( 0C ) เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน

น้ําหนักเหงามันสําปะหลัง
ที่หายไปในการปรับสภาพ

( % )
% yield

0.5 30
50
70
90

89.72
90.26
91.08
92.29

5.38
6.15
6.20
4.71

4.90
3.59
2.72
3.00

20.18
20.93
20.57
23.87

71.61
71.37
71.43
70.26

1.0 30
50
70
90

93.59
94.22
94.30
94.92

3.24
3.07
3.63
3.58

3.17
2.71
2.07
1.50

21.32
21.87
22.54
24.33

73.64
73.62
73.05
71.83

2.0 30
50
70
90

96.05
96.46
96.77
97.33

2.26
1.85
2.01
1.49

1.69
1.69
1.22
1.18

23.71
25.15
25.96
28.91

73.28
72.20
71.65
69.19

4.0 30
50
70
90

97.79
98.11
98.52
98.52

1.27
1.04
0.48
0.94

0.94
0.85
1.00
0.54

26.27
26.74
28.84
29.43

72.10
71.88
70.11
69.53
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รูปที่ 5.1   ปริมาณเซลลูโลสในตะกอนเหงามันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ  และ
หลังผานการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและ
อุณหภูมิตางๆ

จากตารางที่ 5.2  พบวาเมื่อความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเพิ่มข้ึน  จะมี
น้ําหนักของเหงามันสําปะหลังที่หายไปในระหวางการปรับสภาพสูงขึ้นดวย

จากรูปที่ 5.2  เปนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณสวนประกอบตางๆ ในตะกอน
เหงามันสําปะหลังหลังการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด กับความเขมขนของสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  พบวาเมื่อความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเพิ่มข้ึน  ทํา
ใหตะกอนเหงามันสําปะหลังมีเปอรเซ็นตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน  และเฮมิเซลลูโลสกับลิกนินลดลง  เนื่อง
จากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขาไปทําปฏิกิริยาสลายพันธะของโครงสรางระหวางลิกนินและ
เซลลูโลส  จึงทําใหลิกนินและเฮมิเซลลูโลสหลุดออกมาจากตะกอนเหงามันสําปะหลังไดมากขึ้น
(Christakopoulos  P. และคณะ, 1991; Soto  M.L. และคณะ, 1994; Johan  Gallichsen และ
Hannu  Paulapuro, 2000)
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รูปที่ 5.2  ผลของความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ในการปรับสภาพ
ตะกอนเหงามันสําปะหลังที่อุณหภูมิตางๆ
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รูปที่ 5.3   ผลของอุณหภูมิในการปรับสภาพตะกอนเหงามันสําปะหลังดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนตางๆ

85

90

95

100

0 20 40 60 80 100
อุณหภูมิ ( oC )

% 
ce

llul
os

e

NaOH 0.5 M NaOH 1.0 M NaOH 2.0 M NaOH 4.0 M

0
2
4
6
8

0 20 40 60 80 100
อุณหภูมิ ( oC)

% 
he

mi
ce

llul
os

e

NaOH 0.5 M NaOH 1.0 M NaOH 2.0 M NaOH 4.0 M

0

2

4

6

0 20 40 60 80 100
อุณหภูมิ ( oC)

% 
lig

nin

NaOH 0.5 M NaOH 1.0 M NaOH 2.0 M NaOH 4.0 M



64

รูปที่ 5.4  ปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนินที่สูญเสียไประหวางการปรับสภาพ
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและอุณหภูมิตางๆ
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รูปที่ 5.5  % cellulose  yield  ในตะกอนเหงามันสําปะหลัง  หลังปรับสภาพดวยสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและอุณหภูมิตางๆ

จากรูปที่ 5.3  เปนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณสวนประกอบตางๆ ในตะกอน
เหงามันสําปะหลังหลังการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด กับ  อุณหภูมิที่ใชตม
สารละลาย       พบวาเมื่อใหอุณหภูมิที่ใชตมสารละลายเพิ่มข้ึน   มีผลทําใหสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดสามารถแพรเขาไปในโครงสรางของเซลลูโลสไดเร็วข้ึน  ทําใหเกิดปฏิกิริยาและเกิดการ
บวมตัวไดเร็วข้ึน  จึงสามารถละลายและแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกมาไดมากข้ึน (Soto M.L.
และคณะ, 1994)

แตถาเปรียบเทียบผลการทดลองจากรูปที่ 5.2 กับรูปที่ 5.3    พบวาการเพิ่มความเขมขน
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจะมีผลมากกวาการเพิ่มอุณหภูมิ  เนื่องจากวาในการทดลอง
ไดใชเวลาในการตมสารละลายเปนเวลา 90 นาที ซ่ึงเปนเวลาที่มากเพียงพอที่สารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดจะสามารถแพรเขาไปในโครงสราง  และทําปฏิกิริยาไดหมด  แตถาใชเวลาในการตม
สารละลายนอยกวานี้  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดอาจจะแพรเขาไปทําปฏิกิริยาไดยังไมหมด
ก็จะสามารถเห็นผลของอุณหภูมิไดชัดเจนมากกวานี้
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จากรูปที่ 5.4  แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณสวนประกอบตางๆ ที่สูญเสียไปใน
ระหวางการปรับสภาพ  กับ ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด         พบวาเมื่อความ
เขมขนของสารละลายสูงขึ้น สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขาไปทําปฏิกิริยาสลายพันธะของ
โครงสรางระหวางลิกนินและเซลลูโลส  ทําใหมีเฮมิเซลลูโลส และลิกนินสูญเสียไปในระหวางการ
ปรับสภาพสูงขึ้น  และยังทําใหโครงสรางของเซลลูโลสมีขนาดเล็กลง ทําใหมีการสูญเสียเซลลูโลส
ไปในระหวางการปรับสภาพซึ่งมีคาใกลเคียงกันอยูในชวงระหวาง 10-16 % ท่ีความเขมขนตางๆ

ตอมาพิจารณาหาความเขมขนที่เหมาะสม    ในการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด  โดยพิจารณาจากรูปที่ 5.5 ซ่ึงแสดงความสัมพันธระหวาง % cellulose  yield กับ
ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด    พบวาสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความ
เขมขนตางๆ จะได % cellulose  yield มีคาระหวาง 69-74 % ซ่ึงมีคาแตกตางกันไมมาก และที่
ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร จะให % cellulose  yield  สูงที่สุด รอง
ลงมาคือที่ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ 2 โมลาร

แตจากรูปที่ 5.2 ซ่ึงแสดงความสัมพันธระหวาง % lignin กับความเขมขนของสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด  จะเห็นไดวาที่ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร นั้น
ยังมีปริมาณลิกนินเหลืออยูในโครงสรางสูง  ดังนั้นจึงไมเลือกความเขมขนของสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดที่ 1 โมลาร  แตเลือกความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร เพราะ
เหลือปริมาณลิกนินอยูนอย  และมี % cellulose  yield  อยูสูง

ตอมาพิจารณาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด  จากรูปที่ 5.5  จะเห็นไดวาที่ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ 2 โมลาร  ที่
อุณหภูมิ  30 และ 50 องศาเซลเซียส จะให % cellulose  yield  คอนขางสูง  และเมื่อพิจารณา
จากคาในตารางที่ 5.1  พบวา  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีปริมาณเซลลูโลสสูงกวา  และเหลือ
เฮมิเซลลูโลสนอยกวา  ดังนั้นจึงเลือกอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส

ดังนั้นในการปรับสภาพตะกอนเหงามันสําปะหลังดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ใน
สภาวะที่เหมาะสมคือ ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร ที่อุณหภูมิ 50
องศาเซลเซียส
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5.2   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง

5.2.1   ผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม ในการยอยเซลลูโลสในเหงามัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ ดวยเอนไซมเซลลูบริกซ

จากการทดลองโดยการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว ใน
สารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางตั้งแต 4.0-6.0  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง     พบวาการยอยสลายเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยเอนไซม
เซลลูบริกซจะมีประสิทธิภาพสูงสุดที่คาความเปนกรดดาง 4.8  โดยไดน้ําตาลรีดิวซ 7.85 กรัม/ลิตร
และไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ  20.46  ดังแสดงในรูปที่ 5.6  การ
ผลิตน้ําตาลรีดิวซข้ึนอยูกับคาความเปนกรดดาง  เนื่องจากที่คาความเปนกรดดางตางกันมีผลทํา
ใหกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเอนไซมมีการแตกตัวของอิออนใหอยูในรูปที่เหมาะสมตอการจับกัน
ของเอนไซม  และสับสเตรทไดแตกตางกัน

รูปที่ 5.6  ผลของคาความเปนกรดดางในการยอยสลายเซลลูโลส  ในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพแลวดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
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5.2.2   ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลส ในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพ ดวยเอนไซมเซลลูบริกซ

ผลการทดลองเมื่อดําเนินการวิจัยเชนเดียวกับขอ 5.2.1  โดยใชคาความเปนกรดดางของ
ซิเตรตบัฟเฟอรที่  4.8        และผันแปรอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมต้ังแต  35 - 60
องศาเซลเซียส      พบวาเอนไซมเซลลูบริกซจะทําการยอยสลายเหงามันสําปะหลังใหไดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซสูงขึ้นเมื่อเพิ่มอุณหภูมิจนถึง 50 องศาเซลเซียส  เนื่องจากอุณหภูมิสูงข้ึนในชวงนี้มีผล
ทําใหทั้งเอนไซมและสับสเตรทที่เขาทําปฏิกิริยากันมีพลังงานจลนเพิ่มข้ึน  การชนกันตอหนวยเวลา
เพิ่มข้ึนทําใหสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซไดเพิ่มข้ึน   แตเมื่อใหอุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส
จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง  เนื่องจากอุณหภูมิที่เกิน 50 องศาเซลเซียส  จะมีผลตอโครงสราง
ของเอนไซม  ทําใหเอนไซมทํางานไดไมดีหรืออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา ดังนั้น
อุณหภูมิที่ดีที่สุดสําหรับการยอยเหงามันสําปะหลังคือที่ 50 องศาเซลเซียส  ดังแสดงในรูปที่ 5.7

รูปที่ 5.7  ผลของอณุหภูมิในการยอยสลายเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพแลวดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่ pH 4.8
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5.2.3 ผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอกรัมเหงามันสําปะหลังที่
เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ 
ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส

5.2.3.1 การเปรียบเทียบการยอยกระดาษกรอง, เหงามันสําปะหลังแหง  และ
เหงามันสําปะหลังเปยกโดยใชเอนไซมเซลลูบริกซที่ความเขมขนตางๆ

เมื่อทดลองยอยสลายกระดาษกรอง, เหงามันสําปะหลังแหง  และเหงามันสําปะหลัง
เปยกดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 5.2.1 กับขอ 5.2.2 คือที่อุณหภูมิ
50 องศาเซลเซียส  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ที่มีคาความเปนกรดดาง 4.8  โดย
ผันแปรปริมาณของเอนไซมตอกรัมต้ังแต 20 -140 หนวย FPU ตอกรัมไดผลการทดลองดังแสดงใน
รูปที่ 5.8 และ 5.9

รูปที่ 5.8   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกระดาษกรอง, เหงามัน
สําปะหลังแหง  และเหงามันสําปะหลังเปยก  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่มี
คา pH เทากับ 4.8  โดยใชปริมาณเอนไซมตางๆ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง
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รูปที่ 5.9 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซในการยอยเซลลูโลสในกระดาษ
กรอง, เหงามันสําปะหลังแหง และเหงามันสําปะหลังเปยก ในสารละลายซิเตรต
บัฟเฟอรที่มีคา pH เทากับ 4.8  โดยใชปริมาณเอนไซมตางๆ ที่อุณหภูมิ 50
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง

จากรูปที่ 5.8 และรูปที่ 5.9  พบวาในการยอยกระดาษกรอง  เมื่อใชปริมาณเอนไซม
เพิ่มข้ึนจะไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซ (%conversion) เพิ่มข้ึนแตไมมาก
นัก  แตไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง  อาจเปนเพราะที่ปริมาณเอนไซม 20 หนวย FPUตอกรัมนั้น
เพียงพอตอปฏิกิริยาการยอย และเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มอีกจึงไมคอยมีผลตอการยอยจึงทําใหได
เปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนไมมากนัก  และที่ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ลดลงเปนเพราะเมื่อใสปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึนทําใหปริมาตรของสารละลายเพิ่มข้ึนมากกวา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึน  เมื่อคิดเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดตอสารละลายทั้งหมดจึงมีคา
ลดลง
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สวนการยอยเหงามันสําปะหลังแบบเปยกจะไดผลคลายๆ กับการยอยกระดาษกรอง
นั่นคือเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึนจะไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซ 
(%conversion) เพิ่มข้ึน  แตไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง

แตในการยอยเหงามันสําปะหลังแบบแหงจะไดผลแตกตางกัน  นั่นคือเมื่อใชปริมาณ
เอนไซมเพิ่มข้ึนจะไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนสับสเตรทเปนน้ําตาลรีดิวซ (%conversion) และ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน  แสดงวาเอนไซมที่ใสเพิ่มเขาไปในสารละลายยังสามารถเขาไปยอย
เซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังแบบแหงไดอีก

และเมื่อเปรียบเทียบสับสเตรททั้งสามชนิด  พบวาเมื่อใชกระดาษกรองจะไดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซสูงกวาเมื่อใชเหงามันสําปะหลังแบบเปยบและแบบแหง  เนื่องจากกระดาษกรองนั้น
เปนเซลลูโลสบริสุทธิ์  แตในเหงามันสําปะหลังนั้นยังมีส่ิงเจือปนเหลืออยูบางทําใหเอนไซมเขาไป
ทําปฏิกิริยาไดยากกวาจึงไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซตํ่ากวา

ถาเปรียบเทียบระหวางเหงามันสําปะหลังแบบแหงและแบบเปยก  พบวาถาใชเหงา
มันสําปะหลังแบบเปยกจะไดน้ําตาลรีดิวซสูงกวา  อาจเปนเพราะวามีน้ําเปนองคประกอบอยูใน
โครงสรางของเหงามันสําปะหลังแบบเปยกอยูแลว  เมื่อใสเอนไซมลงไปทําปฏิกิริยาทําใหเอนไซม
สามารถแพรเขาไปทําปฏิกิริยาไดงายและเร็วกวา  ทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่สูงกวา  ดังนั้นใน
งานวิจัยนึ้จึงไดใชเหงามันสําปะหลังแบบเปยกในการทดลองตอไป

5.2.3.2ผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอกรัมเหงามันสําปะหลัง
ที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ ในสารละลาย
ซิเตรตบัฟเฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส

เมื่อทดลองยอยสลายเหงามันสําปะหลังที่ไดผานการปรับสภาพดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 5.2.1 กับขอ 5.2.2 คือที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  ในสาร
ละลายซิเตรตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ที่มีคาความเปนกรดดาง 4.8  โดยผันแปรปริมาณของเอนไซม
ตอกรัมเหงามันสําปะหลังต้ังแต 0.8-140 หนวย FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง  ไดผลการทดลอง
ดังแสดงในรูปที่ 5.10, 5.11, 5.12 และ5.13
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รูปที่ 5.10  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร  ที่มีคา pH เทากับ 4.8  โดยใช
ปริมาณเอนไซมตอกรัมเซลลูโลสตางๆ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา
24 ช่ัวโมง

รูปที่ 5.11  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซตอหนวย FPU ที่ไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงามัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร ที่มีคา pH เทากับ
4.8  ที่ปริมาณเอนไซมตอกรัมเหงามันสําปะหลังตางๆ  ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง
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รูปที่ 5.12 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ ในการยอยเซลลูโลส
ในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร  ที่มี
คา pH เทากับ 4.8  ที่ปริมาณเอนไซมตอกรัมเหงามันสําปะหลัง คาตางๆ ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง

รูปที่ 5.13 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ ตอหนวย FPU  ใน
การยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ       ในสารละลาย
ซิเตรตบัฟเฟอรที่มีคาpHเทากับ 4.8 ที่ปริมาณเอนไซมตอกรัมเหงามันสําปะหลัง
คาตางๆ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง
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จากรูปที่ 5.10  พบวาเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึน  การยอยสลายเหงามันสําปะหลังก็มีคา
เพิ่มข้ึนดวยทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน  แตหากปริมาณเอนไซมมากกวา 20 หนวยFPU/
กรัมเซลลูโลส  แลวจะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง  ถึงแมวาจากรูปที่ 5.12  จะพบวาได % การ
เปล่ียนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซมากขึ้นก็ตาม  แตจากรูปที่ 5.13 จะเห็นไดวา % การ
เปล่ียนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซตอหนวย FPU กลับลดลง  แสดงวาจริงๆ แลวเอนไซม
เขาไปทําปฏิกิริยาไดไมดี

เมื่อใชเอนไซมปริมาณมากเกินไป  จะเกิดปฏิกิริยาอยางรวดเร็วในชวงแรก  จนกระทั่งมี
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงพอที่จะยับยั้งการทํางานของเอนไซมได  ปฏิกิริยาจึงหยุด  จึงไมมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอีก  ดังนั้นจะเห็นไดวาที่ปริมาณเอนไซม 20  หนวย FPU/g จะไดปริมาณน้ํา
ตาลรีดิวซสูงสุด  แตวาเมื่อเปรียบเทียบระหวางปริมาณเอนไซม ที่ 20 กับที่ 4.079 หนวย FPU/g
จะเห็นไดวาที่ปริมาณเอนไซม 20 หนวยFPU/g จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวาเพียง 1.46 g/l
แตจะตองใชปริมาณเอนไซมเพิ่มข้ึนถึง 5 เทาตัว

และเมื่อดูผลจากรูปที่ 5.11  จะเห็นไดวา ที่ปริมาณเอนไซม 4.079 หนวย FPU/g จะได
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซตอหนวย FPU มากกวา  แสดงใหเห็นวาเอนไซมสามารถเขาไปทําปฏิกิริยาได
มีประสิทธิภาพมากกวา  ดังนั้นในงานวจัิยในครั้งนี้จึงเลือกใชปริมาณเอนไซม 4.079 หนวย FPU
ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง ในการผลิตน้ําตาลรีดิวซ  เพื่อใชในการหมักตอไป
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5.2.4   ผลของการหาเวลาที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพ ดวยปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซ 4.079 หนวย FPU/
กรัมเหงามันสําปะหลัง  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50
องศาเซลเซียส

ผลการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว  ในสารละลายซิเตรต
บัฟเฟอร ที่มีความเปนกรดดางเทากับ 4.8  ใชปริมาณเอนไซมเซลลูบริกซ 4.079 หนวย FPUตอ
กรัมเหงามันสําปะหลัง  ที่อุณหภูมิของการยอยเทากับ 50 องศาเซลเซียส  ทําการวิเคราะหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ผลิตได  และเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ ที่เวลาตางๆ
ไดผลดังรูปที่ 5.14   พบวาในชวงแรกของการยอย จะมีปริมาณน้ําตาลรดิีวซเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว
และเริ่มชาลงจนถึงช่ัวโมงที่ 24       หลังจากชั่วโมงที่ 24 ของการยอย  จะเห็นไดวาปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ผลิตไดไมเพิ่มข้ึนมากนัก ไมวาจะทําปฏิกิริยานานกวา 24 ช่ัวโมงเปนเวลาเทาใดก็ตาม  จึง
ยุติปฏิกิริยาลงที่ช่ัวโมงที่ 24 ของการยอย   และเลือกคาดังกลาวเปนเวลาที่เหมาะสมในการทํา
ปฏิกิริยาการยอยเซลลูโลสจากเหงามันสําปะหลังดวยเอนไซมเซลลูบริกซในงานวิจัยนี้

รูปที่ 5.14  ผลของเวลาในการยอยสลายเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพแลวดวยเอนไซมเซลลูบริกซ 4.079 หนวย FPUตอกรัมเหงามันสําปะหลัง
ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่ pH 4.8  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 5.3  การเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากการยอยสลายเซลลูโลสในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ

เอนไซม สภาวะที่ใชในการทดลองวัตถุดิบ
ชนิดของเอนไซม ปริมาณเอนไซม

FPU/g

ชนิดของบัฟเฟอร
คาพีเอช อุณหภูมิ

(OC)
เวลา
(hr)

ผลการทดลอง เอกสารอางอิง

เปลือกเมล็ดทานตะวัน เซลลูเลส และ
เซลโลไบเอส

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

ฟางขาว เซลลูเลส 40 โซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร
0.05 M

4.5 50 48 Saccharification 93 %
และ glucose  yield  73 %

Janusz  Szczodrak,
1897

น้ําเสียจาก วัสดุจําพวก  รํา
ขาว, ซังขาวโพด         

(agro-waste meterials)

เซลลูเลส และเฮมิเซลลูเลสจาก
เชื้อ Sporotrichum  pruinosum

และ Arthrographis  sp.

- โซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร
0.05 M

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

12.5-28 %

Okeke  B.C. และ
Obi  S.K.C. , 1995

รําขาว เซลลูเลส จากเชื้อ
Aspergillus  niger

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

Sharma  A. และ
คณะ, 2001

ไมออน (softwood) เซลลูเลส และ
เบตา-กลูโคซิเดส

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

Mats  Larsson และ
คณะ, 1997

กากสับปะรด เซลลูเลส และ
อะไมโลกลูโคซิเดส

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

กาญจนา  ทุมมานนท
และคณะ, 2529

ฟางขาว เซลลูเลส 0.5 ml/g cellulose โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร
0.05 M

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

ระวีวรรณ  แกลวกลา,
2537

ผักตบชวา เซลลูเลส และ
เบตา-กลูโคซิเดส

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

ปราณี  สถิรพิพัฒน
กุล, 2532

เหงามันสําปะหลัง เซลลูบริกซ 4.079 ซิเตรตบัฟเฟอร 0.05 M 4.8 50 24 น้ําตาลรีดิวซ 8.30 g/l และ
Saccharification 21.62 %

งานวิจัยนี้
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จากตารางที่ 5.3  เปนการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากการยอยสลายเซลลูโลสใน
งานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ พบวาสภาวะที่ใชการทดลอง เชนพีเอช  อุณหภูมิ และเวลา มีคาใกล
เคียงกับงานวิจัยอ่ืนๆ

เมื่อทําการเปรียบเทียบผลของน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากงานวิจัยนี้และในงานวิจัยอื่นๆ   พบวา
จากงานวิจัยของ Mats  Larsson  และคณะ (1997)  ไดทําการยอยไมออน (softwood) เปนน้ํา
ตาลรีดิวซ  โดยใชเอนไซมผสมระหวาง เอนไซมเซลลูเลส  และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 12 FPU/g
พบวาจะไดน้ําตาลรีดิวซ 26.2 g/l และน้ําตาลแมนโนส 7.1 g/l   ซึ่งไดผลใกลเคียงกับงานวิจัยนี้นั่น
คือในงานวิจัยนี้ไดใชปริมาณเอนไซมนอยกวา 3 เทา จึงไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซนอยกวา 3 เทา
ดวย

แตเมื่อเปรียบเทียบผลจากงานวิจัยของ Soto M.L. และคณะ (1994)   ไดทําการยอยเปลือก
เมล็ดทานตะวันเปนน้ําตาลรีดิวซ     โดยใชเอนไซมผสมระหวางเอนไซมเซลลูเลส   และเอนไซม
เซลโลไบเอส 25 FPU/g  พบวาจะไดน้ําตาลรีดิวซ 21 g/l  จะเห็นไดวาถาในงานวิจัยนี้ใชปริมาณ
เอนไซมเทากัน  จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวา
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5.3   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการ
ยอยสลายเหงามันสําปะหลัง  โดยเชื้อ Zymomonas  mobilis TISTR 405

5.3.1   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล

จากการทดลองโดยนําน้ําตาลรีดิวซ ที่ไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง ใน
สภาวะที่เหมาะสมโดยแปรผันความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ เร่ิมตน 3 คาคือ 10 g/l  25 g/l  และ
40 g/l  มาปรับคาความเปนกรดดางที่ 5.0  และเติมสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย
แลวทําการถายเชื้อลงไป นําไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ไดผลการทดลองดงัรูปที่ 5.15,
5.16 และ 5.17

รูปที่ 5.15 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 10 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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จากรูปที่ 5.15  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 10 กรัมตอลิตร  พบ
วาในชวง 15 ชั่วโมงแรกของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และ
ความเขมขนของเซลล และเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน   แสดงวาเชื้อไดใชน้ําตาล
รีดิวซในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็ว เปนการสรางผลิตภัณฑ
แบบ growth-associated  products  หลังจากนั้นสารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําใหความเขม
ขนของเซลลเร่ิมคงที่  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 10 กรัมตอลิตร  สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด
3.37 กรัมตอลิตร

รูปที่ 5.16 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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จากรูปที่ 5.16  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร  ไดผล
การทดลองคลายๆ กับรูปที่ 5.15    นั่นคือในชวง 24 ชั่วโมงแรกของการหมัก    ความเขมขนของ
น้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  ,ความเขมขนของเซลลและเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชน
เดียวกัน  ที่ใชเวลานานขึ้นอาจเนื่องจากวาไดใสสารอาหารลงไปมากกวา  จากการทดลองจะ
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 10.60 กรัมตอลิตร

รูปที่ 5.17 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 40 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

จากรูปที่ 5.17  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 40
กรัมตอลิตร  จะเห็นไดวาเชื้อไมคอยมีการเจริญเติบโตและมีการใชน้ําตาลรีดิวซไดนอยมาก  มีผล
ทําใหผลิตเอทานอลไดนอย  อาจเนื่องมาจาก  ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซสูงๆ จะมีส่ิงเจอืปน
อยูมาก  ทําใหเชื้ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมจึงไมคอยมีการเจริญเติบโต

หลังจากนั้นทําการเปรียบเทียบผลการทดลองทั้ง 3 ความเขมขน     เพื่อศึกษาหาความ
เขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอทานอลไดผลดังตารางที่ 5.3 ,รูปที่ 5.18 และ
5.19
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รูปที่ 5.18   แสดงลักษณะการเจริญเติบโต  การใชสารอาหาร  และการผลิตเอทานอลของ
Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 10 g/l,
25 g/l  และ 40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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รูปที่ 5.19   แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  และ
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะของ Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่
ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 10 g/l, 25 g/l  และ 40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน
5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 5.4  อัตราจําเพาะ, อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด และคาผลไดที่คํานวณไดจาก
การผลิตเอทานอล โดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนตางๆ กัน

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

(ตอชม.)
0.12 0.14 0.02

อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด (qS,max)
(กรัมน้ําตาลรีดิวซตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.36 0.32 0.45

อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด (qP,max)
(กรัมเอทานอลตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.27 0.26 0.03

อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax)
(กรัมตอลิตร⋅ชม.)

0.32 0.30 0.08

คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร (YX/S)
(กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.35 0.14 0.10

คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (YP/S)
(กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.43 0.68 0.08

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซเปน
ผลิตภัณฑ (% conversion)

72.25 69.84 29.59

จากรูปที่ 5.18 และรูปที่ 5.19  พบวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเพิ่มข้ึนจาก
10 กรัมตอลิตรเปน 25 กรัมตอลิตร    จะสามารถผลิตเอทานอลไดเพิ่มข้ึน      แตเมื่อเพิ่มความเขม
ขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเปน 40 กรัมตอลิตร  จะผลิตเอทานอลไดลดลง  และจากตารางที่ 5.4
พบวาที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่ 25 กรัมตอลิตร  จะมีคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร
สูงที่สุด  ดังนั้นความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมที่สุดคือ 25 กรัมตอลิตร

5.3.2   ผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล

จากการทดลองโดยนําน้ําตาลรีดิวซ ที่ไดจากการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังใน
สภาวะที่เหมาะสม  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตรมาปรับคาความ
เปนกรดดางที่ 5.5 และ 6.0  และเติมสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย แลวทําการ
ถายเชื้อลงไป นําไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ไดผลการทดลองดังรูปที่ 5.20, 5.21
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รูปที่ 5.20 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.5 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

รูปที่ 5.21 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล, น้ําตาลรีดิวซ และเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร ที่สภาวะ:
คาความเปนกรดดางเริ่มตน 6.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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จากรูปที่ 5.20  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร  ที่
ความเปนกรดดางเริ่มตน 5.5  ไดผลการทดลองคลายๆ กับรูปที่ 5.15  นั่นคือในชวง 50 ชั่วโมงแรก
ของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และความเขมขนของเซลล และ
เอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  ที่ใชเวลานานขึ้นอาจเนื่องจากวาไดใสสารอาหารลง
ไปมากกวา  จากการทดลองจะสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 10.55 กรัมตอลิตร

จากรูปที่ 5.21  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร  ที่
ความเปนกรดดางเริ่มตน 6.0 ไดผลการทดลองคลายๆ กับรูปที่ 5.15  นั่นคือในชวง 30 ชั่วโมงแรก
ของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และความเขมขนของเซลล และ
เอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  ที่ใชเวลานานขึ้นอาจเนื่องจากวาไดใสสารอาหารลง
ไปมากกวา  จากการทดลองจะสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 10.77 กรัมตอลิตร

หลังจากนั้นทําการเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอ
ลิตรที่ 5.0, 5.5 และ 6.0  เพื่อศึกษาหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอทานอล
ไดผลดังตารางที่ 5.4 ,รูปที่ 5.22 และ 5.23
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รูปที่ 5.22   แสดงลักษณะการเจริญเติบโต  การใชสารอาหาร  และการผลิตเอทานอลของ
Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 25 g/l
โดยใช pH เร่ิมตนตางๆ กันคือ 5.0, 5.5 และ 6.0  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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รูปที่ 5.23   แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  และ
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะของ Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่
ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 25 g/l โดยใช pH เร่ิมตนตางๆ กันคือ 5.0, 5.5
และ 6.0   ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 5.4  อัตราจําเพาะ, อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด และคาผลไดที่คํานวณไดจาก
การผลิตเอทานอล โดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 g/l  ที่ pH ตางๆ กัน

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

(ตอชม.)
0.14 0.10 0.06

อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด (qS,max)
(กรัมน้ําตาลรีดิวซตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.32 1.07 0.35

อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด (qP,max)
(กรัมเอทานอลตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.26 0.22 0.14

อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax)
(กรัมตอลิตร⋅ชม.)

0.30 0.25 0.26

คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร (YX/S)
(กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.14 0.13 0.13

คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (YP/S)
(กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.68 0.52 0.53

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซเปน
ผลิตภัณฑ (% conversion)

69.84 74.37 71.89

จากรูปที่ 5.22 และรูปที่ 5.23  เมื่อความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 กรัมตอลิตร
แตแปรผันคาความเปนกรดดาง 3 คา คือ ที่ 5.0, 5.5 และ 6.0   พบวาที่คาความเปนกรดดางเริ่ม
ตนทั้ง 3 คา เชื้อ Zymomonas  สามารถเจริญเติบโตและการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลไดผลดี
ใกลเคียงกัน  แตที่คาความเปนกรดดาง 5.0  เชื้อจะสามารถผลิตเอทานอลโดยใชเวลานอยกวา
แสดงวาเชื้อใชเวลาในการปรับตัวนอยจึงสามารถผลิตผลิตภัณฑไดเร็วกวา  และจากตารางที่ 5.5
พบวาที่คาความเปนกรดดาง 5.0  จะไดอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด 0.30 กรัมตอลิตร⋅ชั่วโมง
และคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร 0.68 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ  ซึ่งไดคามาก
กวาที่คาความเปนกรดดางอื่นๆ     ดังนั้น สภาวะที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อในการผลิตเอทานอล
คือ     ที่ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 25 กรัมตอลิตร และคาความเปนกรดดาง 5.0     แตจะเห็น
ไดวาที่สภาวะที่เหมาะสมนี้เอทานอลที่ผลิตไดก็ยังมีปริมาณนอย     ในงานวิจัยนี้จึงไดทดลองใช
น้ําตาลกลูโคสในการเลี้ยงเชื้อ Zymomonas  mobilis
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5.3.3   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอล

โดยทําการทดลองเตรียมน้ําตาลกลูโคสใหมีความเขมขนเปน 10 g/l  25 g/l  และ 40 g/l
มาปรับคาความเปนกรดดางที่ 5.0  และเติมสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย แลวทํา
การถายเชื้อลงไป นําไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ไดผลการทดลองดังรูปที่ 5.24, 5.25
และ 5.26

รูปที่ 5.24 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล,น้ําตาลกลูโคสและเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร ที่
สภาวะ: คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

จากรูปที่ 5.24  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร  พบ
วาในชวง 12 ชั่วโมงแรกของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และ
ความเขมขนของเซลล และเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  แสดงวาเชื้อไดใชน้ําตาล
กลูโคสในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็ว  หลังจาก12 ชั่วโมง
สารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําใหความเขมขนของเซลลเร่ิมคงที่แตกย็ังสามารถผลิตเอทานอล
ได ในอัตราที่ชาลง  โดยสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 7.70 กรัมตอลิตร
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รูปที่ 5.15 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล,น้ําตาลกลูโคสและเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร ที่
สภาวะ: คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

รูปที่ 5.25 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล,น้ําตาลกลูโคสและเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร ที่
สภาวะ: คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

รูปที่ 5.26 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเซลล,น้ําตาลกลูโคสและเอทานอล
ตามเวลา  โดยใชความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร ที่
สภาวะ : คาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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จากรูปที่ 5.25  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  พบ
วาในชวง 16 ชั่วโมงแรกของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และ
ความเขมขนของเซลล และเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  แสดงวาเชื้อไดใชน้ําตาล
กลูโคสในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็ว   หลังจาก16 ชั่วโมง
สารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําใหความเขมขนของเซลลและความเขมขนของเอทานอลเริ่มคง
ที่  โดยสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 18.09 กรัมตอลิตร

จากรูปที่ 5.26  เมื่อทําการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร  พบ
วาในชวง 12 ชั่วโมงแรกของการหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว  และ
ความเขมขนของเซลล และเอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  แสดงวาเชื้อไดใชน้ําตาล
กลูโคสในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็ว   หลังจาก12 ชั่วโมง
สารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําใหความเขมขนของเซลลและความเขมขนของเอทานอลเริ่มคง
ที่  โดยสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 20.12 กรัมตอลิตร

และเมื่อทําการเปรียบเทียบความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสทั้ง 3 คา ไดผลดังตารางที่ 5.5
และรูปที่ 5.27 กับ 5.28
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รูปที่ 5.27   แสดงลักษณะการเจริญเติบโต  การใชสารอาหาร  และการผลิตเอทานอลของ
Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 10 g/l,
25 g/l  และ 40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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รูปที่ 5.28   แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  และ
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะของ Zymomonas  mobilis TISTR 405  ที่
ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 10 g/l, 25 g/l  และ 40 g/l  โดยใช pH เร่ิมตน
5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 5.6  อัตราจําเพาะ, อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด และคาผลไดที่คํานวณไดจาก
การผลิตเอทานอล โดยใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตนตางๆ กัน

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

(ตอชม.)
0.26 0.28 0.32

อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด (qS,max)
(กรัมน้ําตาลรีดิวซตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.94 1.53 4.05

อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด (qP,max)
(กรัมเอทานอลตอกรัมเซลล⋅ชม.)

0.59 0.77 0.56

อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax)
(กรัมตอลิตร⋅ชม.)

0.68 1.06 1.22

คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร (YX/S)
(กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.27 0.17 0.17

คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (YP/S)
(กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ)

0.77 0.75 0.52

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซเปน
ผลิตภัณฑ (% conversion)

93.55 96.06 99.58

จากรูปที่ 5.27 และรูปที่ 5.28  พบวาที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอ
ลิตร, 25 กรัมตอลิตร  และ 40 กรัมตอลิตร  ใหผลการทดลองคลายๆ กัน  นั่นคือในชวงเริ่มตนของ
การหมัก  ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็ว     และความเขมขนของเซลล และ
เอทานอลก็เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน   พอหลังจากนั้นสารอาหารเริ่มเหลือนอยลงมีผลทําให
ความเขมขนของเซลลและความเขมขนของเอทานอลเริ่มคงที่

และเมื่อความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตนเพิ่มข้ึนจนถึง 40 กรัมตอลิตร  จะเห็นไดวา
เชื้อยังสามารถเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดอยางรวดเร็วและมีแนวโนมเพิ่มข้ึน  แสดงวาถาให
ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตนเพิ่มมากกวา 40 กรัมตอลิตร  เชื้อก็ยังสามารถเจริญเติบโต
และผลิตเอทานอลไดดีจนถึงคาคาหนึ่งที่ปริมาณน้ําตาลกลูโคสจะมากเกินไป  มีผลทําใหเกิดการ
ยับยั้งการเจริญเติบโต  และการผลิตเอทานอล
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และเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas  mobilis
TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน   ไดผลดังรูปที่ 5.29, 5.30
และ 5.31

รูปที่ 5.29  การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas
mobilis TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 10 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน
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รูปที่ 5.30  การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas
mobilis TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 25 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน
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รูปที่ 5.31  การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย Zymomonas
mobilis TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 40 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน
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จากรูปที่ 5.29  และ 5.30  เปนการเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล  โดย
Zymomonas  mobilis TISTR 405  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่ 10 กรัมตอลิตร และ
25 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน  พบวาเชื้อสามารถใชสารอาหารในการสรางการเจริญเติบโตได
ใกลเคียงกัน  แตเชื้อสามารถใชน้ําตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอลไดดีกวาการใชน้ําตาลรีดิวซ
เนื่องจากในน้ําตาลรีดิวซยังมีส่ิงเจือปนเหลืออยู  จึงทําใหเชื้อผลิตเอทานอลไดต่ํากวา

และจากรูปที่ 5.31  เปนการเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล เมื่อใชน้ํา
ตาลรีดิวซ และน้ําตาลกลูโคสที่  40 กรัมตอลิตร       พบวาถาใชน้ําตาลกลูโคสเชื้อจะสามารถใช
น้ําตาลในการสรางการเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดเกือบหมด  แตถาใชน้ําตาลรีดิวซเชื้อจะ
ไมคอยเจริญเติบโตและผลิตเอทานอล  เนื่องจากวาเมื่อน้ําตาลรีดิวซมากขึ้นสิ่งเจือปนที่สะสมอยูก็
มีมากขึ้นจึงมีผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโต และการผลิตเอทานอล

จากตารางที่ 5.7  เปนตารางการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากกระบวนการหมักใน
งานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ  จากตารางพบวาสภาวะที่ใชในการเลี้ยง เชน คาพีเอช และอุณหภูมิ ได
ผลสอดคลองกับงานวิจัยตางๆ

จากงานวิจัยของ Christahopoulos P. และคณะ (1991)  ไดทําการทดลองผลิตเอทานอล
จากฟางขาวโดยใชเชื้อ Fusarium  oxysporum strain F3   พบวาเมื่อใชความเขมขนของน้ําตาล
รีดิวซเร่ิมตน 40 กรัมตอลิตร  จะผลิตเอทานอลได 8 กรัมตอลิตร  จะเห็นไดวาใชปริมาณน้ําตาล
รีดิวซมากกวา แตไดปริมาณเอทานอลนอยกวาในงานวิจัยนี้

และเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Kademi  A. และ Baratti  J. (1996)  ไดทําการ
ทดลองผลิตเอทานอลจากไมแอสเพนโดยใชเชื้อ Zymomonas  mobilis  strain MSN77  พบวา
เมื่อใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 61.1 กรัมตอลิตร  จะผลิตเอทานอลได 30 กรัมตอลิตร
จะเห็นไดวาใชเชื้อชนิดเดียวกันแตคนละสายพันธุ  ซึ่งเชื้อ Zymomonas  mobilis  strain  MSN
77  สามารถใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนไดสูงกวาเชื้อ Zymomonas  mobilis  strain TISTR 405   



ตารางที่ 5.7  การเปรียบเทียบผลที่ไดจากการผลิตเอทานอลในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆ

สภาวะที่ใชในการทดลองแหลงคารบอน จุลินทรีย
พีเอช อุณหภูมิ

(0C)
เวลา
(hr)

ความเขมขนของ
น้ําตาลเริ่มตน (g/l)

ความเขมขนของ
เอทานอล (g/l)

% conversion ethanol  yield (g/g) เอกสารอางอิง

น้ําตาลกลูโคส Zymomonas mobilis   strain
CP 4

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

ไมแอสเพน Zymomonas mobilis  strain
MSN 77

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

น้ําออย Zymomonas mobilis  strain
UQM 2716 (ATCC 39767)

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

ฟางขาว Fusarium  oxysporum
strain  F3

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

ฟางขาว Saccharomyces  cerevisiae
strain  TISTR 5013

5.0 30 96 2.7 กรัม 1.3056 กรัม
หรือ 1.3 %

- - ระวีวรรณ  แกลวกลา, 2538

น้ําตาลกลูโคส Zymomonas mobilis  strain
ATCC 10988

5.0-5.5 30 17.5 100 45 - - นริส  ธนัพประภัศร และ
พรรณี  จันทรปฐมพงศ, 2525

น้ําตาลกลูโคส Zymomonas mobilis  strain
UQM 410 (ATCC 10988)

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

เหงามันสําปะหลัง Zymomonas mobilis  strain
TISTR 405 (ATCC 10988)

5.0 30 60 25 10.60 69.84 0.68 งานวิจัยนี้



บทที่ 6

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

6.1 สรุปผลการทดลอง

ในงานวิจัยเปนการนําเหงามันสําปะหลังที่เหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชประโยชน    ดวย
การนํามาใชในการผลิตเอทานอล       โดยนําเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังมายอยใหเปนน้ําตาล
รีดิวซแลวนําไปหมักเปนเอทานอล  โดยมี 3 ข้ันตอนหลัก ซึ่งพอสรุปสภาวะของงานวิจัยไดดังนี้ คือ

1. การปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง

1.1   จากการปรับสภาพเหงามันสําปะหลังดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  พบ
วา สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจะเขาไปสลายพันธะของโครงสรางโมเลกุลระหวางลิกนินกับ
เซลลูโลส ทําใหลิกนนิและเฮมิเซลลูโลสหลุดออกมาจากตะกอนเหงามันสําปะหลัง และยังชวยให
เสนใยเซลลูโลสเกิดการพองน้ํา  ทําใหการแพรของเอนไซมเขาไปในโครงสรางผนังเซลลไดมากขึ้น

1.2  เมื่อความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเพิ่มข้ึน  ทําใหสามารถ
ละลายเฮมิเซลลูโลส  และลิกนินออกมาไดมากขึ้น  โดยสภาวะที่เหมาะสมที่สุดคือที่ความเขมขน
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2.0 โมลาร

 1.3   เมื่อใหอุณหภูมิที่ใชในการตมสารละลายเพิ่มข้ึน   มีผลทําใหสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดสามารถแพรเขาไปในโครงสรางของเซลลูโลสไดเร็วขึ้น  ทําใหเกิดปฏิกิริยาและ
เกิดการบวมตัวไดเร็วขึ้น  จึงสามารถละลายและแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกมาไดมากขึ้น
โดยสภาวะที่เหมาะสมที่สุดคือที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส

1.4   ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด    มีผลตอการแยกลิกนินและ
เฮมิเซลลูโลสมากกวาผลของอุณหภูมิที่ใชในการตม  เพราะในการทดลองไดใชอุณหภูมิในการตม
สารละลายเปนเวลา 90 นาที  ซึ่งเปนเวลาที่มากเพียงพอที่สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจะแพร
เขาไปในโครงสรางและทําปฏิกิริยาไดเกือบหมด
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1.5    ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง  พบวาสภาวะที่ดี
ที่สุดคือเมื่อนําเหงามันสําปะหลังมาบด  และรอนผานตะแกรงใหมีขนาดเล็กกวา 0.25 มิลลิเมตร
นําไปแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวกรองแยก
สารละลายออก  แลวเติมลงไปใหมในอัตราสวนโดยน้ําหนักของเหงามันสําปะหลังตอสารละลาย
เทากับ  1 ตอ 10  นําไปตมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 นาที  จะไดปริมาณ
เซลลูโลส 96.46 %  เฮมิเซลลูโลส 1.85 %  และลิกนิน 1.69 %   โดยจะสามารถละลายเฮมิ
เซลลูโลส  และลิกนินออกมาไดมากที่สุด

2. การยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง

2.1 จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง
ดวยเอนไซมเซลลูบริกซ  พบวาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดคือ เมื่อนําเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพ  มาทําปฏิกิริยาในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดาง เทากับ
4.8  และปริมาณเอนไซม 4.079 หนวย FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง  นําไปทําปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง

2.2   และจากการศึกษาการเปรียบเทียบการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังแบบ
แหง  และแบบเปยก  พบวาการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังแบบเปยกจะใหน้ําตาลรีดิวซสูง
กวาการใชเหงามันสําปะหลังแบบแหง  เนื่องจากเสนใยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังแบบเปยก
เกิดการพองน้ํา  ทําใหการแพรของเอนไซมเขาไปในโครงสรางผนังเซลลไดมากขึ้น

3. การผลิตเอทานอล

3.1  เมื่อนําน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายเหงามันสําปะหลังมาเปนแหลงคารบอนใน
การหมักเอทานอล  โดยเช้ือ Zymomonas  mobilis  stain TISTR 405  ซึ่งเปน strain เดียวกันกับ
ATCC 10988  จากการศึกษาหาความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมตอการหมักนั้น  พบวา
ที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 25 กรัมตอลิตร  สามารถผลิตเอทานอลและใหคาอัตราการเจริญ
เติบโตจําเพาะที่สูงกวาการหมักที่ความเขมขน 10 และ 40 กรัมตอลิตร  สามารถผลิตเอทานอลได
สูงสุดคือ 10.60 กรัมตอลิตร  คาผลไดของผลิตภัณฑตอการใชน้ําตาลรีดิวซ เปน 0.68 กรัมตอกรัม
และอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด 0.30 กรัมตอลิตร⋅ชั่วโมง
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3.2   ศึกษาหาคาความเปนกรดดางที่ดีที่สุดในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอล  พบ
วาที่ความเปนกรดดาง 5.0  เชื้อจะสามารถผลิตเอทานอลโดยใชเวลานอยที่สุด

3.3    การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอทานอล เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ และ
น้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน        พบวาถาใชน้ําตาลรีดิวซเปนแหลงคารบอน     เชื้อจะผลิต
เอทานอลไดต่ํากวา  เนื่องจากในน้ําตาลรีดิวซยังมี impurity เหลืออยู  และถาใชน้ําตาลรีดิวซ 40
กรัมตอลิตรเชื้อจะไมคอยเจริญเติบโตและผลิตเอทานอล  เนื่องจากวาเมื่อน้ําตาลรีดิวซมากขึ้น
impurity ที่สะสมอยูก็มีมากขึ้นจึงมีผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโต และการผลิตเอทานอล

ดังนั้นจากผลการทดลองที่ไดจากงานวิจัยนี้  สามารถสรุปไดวาเหงามันสําปะหลังสามารถ
ใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได  ซึ่งนับเปนแนวทางหนึ่งในการเพิ่มคุณคาของวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตรใหกลายเปนผลผลิตที่มีคุณคา

6.2 ขอเสนอแนะ

1. ในงานวิจัยนี้ไดใชเอนไซมเซลลูบริกซในการยอยเหงามันสําปะหลัง  ซึ่งเอนไซมที่
ใชในการทดลองนั้นมีราคาแพง  อาจมีผลทําใหตนทุนในการผลิตเอทานอลสูง  ถาสามารถทําการ
ผลิตเอนไซมขึ้นมาใชเองอาจจะชวยประหยัดตนทุนไดดีขึ้น

2. จากการทดลองพบวา  ถาใชความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซสูง ทําใหเชื้อไมคอย
เจริญเติบโต  และไดผลผลิตต่ํา  ดังนั้นนาจะเปลี่ยนกระบวนการหมักจากการหมักแบบ batch
เปนแบบ fed  batch  โดยการควบคุมอัตราการเติมสับสเทรต  เพื่อทําใหการเพาะเลี้ยงอยูใน
สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการเกิดผลิตภัณฑตลอดเวลา



รายการอางอิง
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วิธีวิเคราะห 
 

1. วิธีวิเคราะหปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  ใชวิธีใน TAPPI 203 om-88 
 
สารเคมีและวิธีเตรียม 

 
1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  17.5  เปอรเซ็นต 
วิธีเตรียม :  ละลายสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 175 กรัม ในน้ํากลั่น และเจือจาง

เปน 1,000 มิลลิลิตร 
2. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต [K2Cr2O7]  เขมขน  0.5  นอรมัล 
วิธีเตรียม :   ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต  24.52  กรัมในน้ํากลั่น  ปรับปริมาตรเปน  

1000  มิลลิลิตร   ดวยขวดปรับปริมาตร 
3. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐานเขมขน  0.100  นอรมัล 
วิธีเตรียม  :   ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต  4.904   กรัมในน้ํากลั่น  ปรับปริมาตร

เปน  1000  มิลลิลิตร   ดวยขวดปรับปริมาตร 
4. สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตเขมขน  0.100  นอรมัล 
วิธีเตรียม  :   ละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต [Fe(NH4) (SO4) . 6H2O]  หนัก  40.5  

กรัมในน้ํากลั่น   เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  10   มิลลิลิตร  ปรับปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  
ดวยน้ํากลั่น  ทําการหาคาความเขมขนที่แนนอนทุกครั้งที่ใช  โดยนําไปไตเตรทกับสารละลาย
โพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 

วิธีหาคาความเขมขนที่แนนอน  :   ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่น  90  มิลลิลิตร  
คอยๆเทกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  12  มิลลิลิตร ลงในขวด  โดยเอียงขวดทํามุมประมาณ  45  
องศากับพื้น   ตั้งทิ้งไวใหเย็น   หยดอินดิเคเตอร  2  ถึง  4  หยด    นําไปไตเตรทกับสารละลาย
เฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต  ที่ตองการทราบความเขมขนที่แนนอน 

วิธีการคํานวณ  : 
   N2V2   =   N1V1 

เมื่อ  N1   =   ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต,  นอรมัล 
       N2   =   ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต,  นอรมัล 
       V1   =   ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต,  มิลลิลิตร 
       V2   =   ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต,   มิลลิลิตร 
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5. สารละลายอินดิเคเตอร    (indicator) 
วิธีเตรียม  :   ละลาย   1,10-ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรท  (C12 H8N2 .  H2O)  หนัก  1.5  

กรัม  กับเฟอรรัสซัลเฟต  (FeSO4 . H2O)  0.7 กรัม    ในน้ํากลั่นปริมาตร 100  มิลลิลิตร   ใชเปน
อินดิเคเตอร  ในการไตเตรท 

6. กรดซัลฟูริกเขมขน   98  เปอรเซ็นต  (คาความถวงจําเพาะเทากับ  1.84 ) 
7. สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน  3  นอรมัล 
วิธีเตรียม  :   คอยๆเทกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  83.5  มิลลิลิตร  ลงในบีกเกอรที่มี

น้ํากลั่นบรรจุอยู   ปรับปริมาตรเปน   1000   มิลลิลิตร 
 

วิธีวิเคราะห 
 

1.   ชั่งฟาง  (ตะกอนฟาง)  หนัก  1.5  กรัมน้ําหนักแหง  ใสลงในบีกเกอรขนาด  250  
มิลลิลิตร  บันทึกน้ําหนักฟางไว   เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  17.5  เปอรเซ็นต  
ปริมาตร  100   มิลลิลิตร  ปดบีกเกอรดวยกระจกนาฬิกา  จับเวลาทันทีที่เติมสารละลาย   นําไป
กวนบนเครื่องกวนสารเปนเวลา  30  นาที  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  100  มิลลิลิตร  หลังครบเวลา
กวนใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา  30  นาที 

2.   กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนฟางออกโดยทิ้งสารละลายใส  10  มิลลิลิตรแรก
ของการกรอง    เก็บสารละลายใสเพื่อนําไปวิเคราะหปริมาตร   100  มิลลิลิตร 

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

รูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร   เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน  0.5  นอรมัล  
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน 

3.2   คอยๆเทกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  30  มิลลิลิตรลงไป  โดยเอียงขวดทํา
มุม  45  องศากับพื้น  เพื่อปองกันการเดือดอยางรุนแรงของสารละลาย  ตั้งทิ้งไวใหเย็น 

3.3   หยดอินดิเคเตอร  2 ถึง 4 หยด   นําไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัส
แอมโมเนียซัลเฟต  ที่ทราบความเขมขนแนนอน   จนกระทั่งสารละลาย เปลี่ยนจากสีเหลืองอมสม
เปนสีน้ําตาลอมมวง   บันทึกปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต 

3.4   เตรียมสารละลายแบลงค  (blank)  โดยปเปตโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  
17.5  เปอรเซ็นตปริมาตร   5  มิลลิลิตร  ใสในขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตรที่มีน้ํากลั่นบรรจุ
อยู  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  แลวนําไปทําวิธีการเดียวกับสารละลายตัวอยางในขอ  3.1  ถึง 3.3 
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3.5 การคํานวณ 
แอลฟา-เซลลูโลส  (%)  =   100 -  [6.85  (V2- V1) x N X 20 / A X W) ] 

เมื่อ V1  =   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย           
 ตัวอยาง,  มิลลิลิตร 

 V2  =   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย 
 แบลงค,  มิลลิลิตร 

 N   =   ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต, นอรมัล 
 A   =   ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ใช,  มิลลิลิตร 
 W  =   น้ําหนักฟางแหง,  กรัม 

6.85    =   มิลลิกรัสสมมูลของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ทําปฏิกิริยาพอดีกับ  
 เซลลูโลส 
 

4. การวิเคราะหปริมาณ  แกมมา- เซลลูโลส 
4.1   ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ  2.   ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ใสลงใน

กระบอกตวงที่มีจุกปด   เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน  3  นอรมัล   ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  
ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน  นําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ  70  ถึง   90  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2 
ถึง  3  นาที   เพื่อใหเกิดการตกตะกอนอยางสมบูรณ   กรองสารละลายโดยเก็บสวนใสไววิเคราะห 

4.2   นําสารละลายใสที่กรองไดไปวิเคราะหวิธีการเดียวกันกับขอ   3.1  ถึง  3.3 
4.3 การคํานวณ 
แกมมา- เซลลูโลส  =   [ 6.85 (V4-V3) X  N  X  20 / A X W)] 

เมื่อ         V3    =   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย
ตัวอยาง,  มิลลิลิตร 

V4   =   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย
แบลงค,  มิลลิลิตร 

 
5. การวิเคราะหปริมาณ  เบตา- เซลลูโลส  (เฮมิเซลลูโลส)  

การคํานวณ 
เบตา- เซลลูโลส  =    100 -  (แอลฟา – เซลลูโลส + แกมมา – เซลลูโลส)  
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2. วิธีวิเคราะหปริมาณลิกนิน 
คํานวณไดจาก  ลิกนิน  =  100 - เปอรเซ็นตของเซลลูโลส – เปอรเซ็นตของเฮมิเซลลูโลส 
 
3. วิธีวิเคราะหหาความสามารถของเอนไซมในการยอยสลายกระดาษกรอง  

โดยใชวิธีของ Mandel และ Sternbery 
 

สารเคมีและวิธีเตรียม 
 
1. สารละลายซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร  ที่มีความเปนกรดดาง 4.8 
วิธีเตรียม  :   ละลายกรดซิตริก 2.1014 กรัมในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร  และละลาย

โซเดียมซิเตรต 4.4115 กรัมในน้ํากลั่น 300 มิลลิลิตร  นําสารละลายทั้งสองสวนมาผสมกัน และ
เก็บในตูเย็น 

2. สารละลายกรดไดไนโตรสาลิไซลิก 
วิธีเตรียม  :  ละลายกรดไดไนโตรสาลิไซลิก 5 กรัมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 

8 กรัม ในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร  ทําใหละลายเปนเนื้อเดียวกันในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส และคอยๆ ละลายโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรตอีก 150 กรัม จนไดสารละลาย
ใส  ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 500 มิลลิลิตร  และเก็บในขวดทึบแสงที่อุณหภูมิหอง 

 
วิธีวิเคราะห 
 

1.   ใสกระดาษกรอง เบอร 1 ขนาด 1 x 6 เซนติเมตร จํานวน 50 มิลลิกรัม ลงใน
หลอดทดลองขนาดกลาง 

2.   เติมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร  ที่มีความเปนกรดดาง 4.8  
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมสารละลายเอนไซมอีก 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

3.   นําไปอุนในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
4.   เมื่อครบเวลา หยุดปฏิกิริยาโดยตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที  แยกตะกอนออก

โดยเครื่องปนเหวี่ยง  นําสวนใสไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  ตามวิธีในขอ4 
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4. วิธีวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  ตามวิธีของ Mandel และ Sternbery 
 
สารเคมีและวิธีเตรียม 

 
1. กรดไดไนโตรสาลิไซลิก 
2. กลูโคส 
 

การทํากราฟมาตรฐาน 
 

1.   อบกลูโคสที่อุณหภูมิ 105 – 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง  เพื่อใช
เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่มีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  เตรียมหลอดทดลอง
ใหมีสารละลายมาตรฐานกลูโคส ที่ความเขมขนตางๆ ดังนี้ 

 
หลอดที่ กลูโคส (ml) น้ํากลั่น (ml) ความเขมขนของกลูโคส(mg/ml) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0 

0 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.5 

 
2.   เติมสารละลายไดไนโตรสาลิไซลิก 1 มิลลิลิตร  ลงในแตละหลอด  และผสมให

เขากัน 
3.   นําไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  แลวทํา

ใหเย็นโดยยายมาวางในน้ําแข็งเพื่อหยุดปฏิกิริยา 
4.   เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร  ลงในแตละหลอด  เขยาใหเขากันแลวนําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร  โดยใชหลอดที่ 1 เปนแบลงค 
5.   นําคาที่ไดมาเขียนกราฟ  แลวหาคาความชัน 
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วิธีวิเคราะห 
 

1. ดูดตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาณ 1 มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลายไดไนโตรสาลิไซลิก 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน 
3. ทําตามขอ 3, 4 ในการทํากราฟมาตรฐาน  โดยแบลงคใชตัวทําละลาย 1 

มิลลิลิตรแทน 
4. นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟ   

มาตรฐาน 
 

5.   การตรวจวัดการเจริญของเชื้อ 
 

5.1   การวัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) 
 

การทํากราฟมาตรฐาน   
สําหรับการทํากราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักแหง (กรัม/ลิตร)  กับคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น   540   นาโนเมตร        มีวิธีการดังนี้   นําตัวอยางที่เก็บไดในระยะการเติบโต
เอกซโพเนนเชียลมาเจือจางดวยน้ํากลั่น (1:50, 1:25, 1:20, 1:10, 1:5 เปนตน)  นําสวนหนึ่งไปวัด
คาการดูดกลืนแสง 540 นาโนเมตร  และอีกสวนนําไปอบแหงหาน้ําหนักเซลลแหงเปนกรัม/ลิตร  
นําคาที่วัดไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรัม/ลติร)    กับคาการ
ดูดกลืนแสง  เพื่อใชในการคํานวณหาน้ําหนักเซลลแหงจากตัวอยางที่วัดคาการดูดกลืนแทนการหา
น้ําหนักเซลลแหงโดยตรง  

 
วิธีวิเคราะห  :   ดูดตัวอยางน้ําหมักมาจํานวน 1 มิลลิลิตร  เจือจางดวยน้ํากลั่นใหเปน 5 

มิลลิลิตร    นําสารละลายไปอานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร   โดยใชตัว
ทําละลายเปนแบลงค  นําคาที่วัดไดมาคํานวณหาน้ําหนักเซลลแหงจากกราฟมาตรฐาน 

 
5.2   การหาจํานวนเซลลของแบคทีเรีย 

 
วิธีวิเคราะห  : ดูดตัวอยางน้ําหมักมาแลวหยดลงบนแผน Haemacytometer  ปดดวย

คัฟเวอรกลาส (cover  glass)  ทั้งแผนสไลด  และคัฟเวอรกลาสจะตองทําความสะอาดดวยน้ํา
กลั่นกอนและหลังการนับเซลลในแตละครั้ง  นําไปตรวจนับจํานวนเซลลแบคทีเรียจากกลอง
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จุลทรรศนโดยตรง  จะสังเกตเห็นเซลลมีลักษณะเปนแทงสั้นๆ  นับจํานวนเซลลแบคทีเรียที่เห็นนี้
โดยนับเซลลที่อยูบนชองใหญในแนวเสนทแยงมุม  ซึ่งเปนการสุมตัวอยางที่ไดคาเฉลี่ยที่ดีที่สุด  นํา
มาคํานวณหาคาจํานวนเซลลแบคทีเรียที่นับได 
 
 

6.   วิธีวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล  โดยวิธีแกสโครมาโตกราฟฟ 
ในงานวิจัยนี้ใชแกสโครมาโตกราฟฟของ  Shimadzu  Model  GC – 7AG 

สภาวะที่ใชในการวิเคราะห 
คอลัมนยาว 2 เมตร  เสนผาศูนยกลางภายใน 3.3 มิลลิเมตร  บรรจุดวย porapak Q  

อุณหภูมิคอลัมนคงที่ที่ 190 องศาเซลเซียส  อุณหภูมิของอินเจคเตอร (injector) 240 องศา
เซลเซียส  อุณหภูมิของดีเทคเตอร (detector) 240 องศาเซลเซียส  อัตราการไหลของแกส
ไนโตรเจน 50 มิลลิลิตรตอนาที   

ปริมาณของผลิตภัณฑหาไดจากการเทียบพื้นที่ใตพีค (peak) ของสารที่ใชเปน   
มาตรฐานเปรียบเทียบ   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาคผนวก ข 
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เสนกราฟมาตรฐาน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ ข.1   กราฟมาตรฐานสําหรับการหาน้ําตาลรีดิวซ 
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รูปที่ ข.2   กราฟมาตรฐานสําหรับหาน้ําหนักเซลลแหง 
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รูปที่ ข.3    กราฟมาตรฐานสําหรับการหาเปอรเซ็นตเอทานอล ระหวาง 0-1 % 
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รูปที่ ข.4   กราฟมาตรฐานสําหรับการหาเปอรเซ็นตเอทานอล ระหวาง 1-6 % 
 
 

 

y = 432292x
R2 = 0.9981

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

0 1 2 3 4 5 6

เปอรเซ็นตเอทานอล

พื้น
ที่ใ
ตก
ราฟ



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 122

ขอมูลดิบที่ไดจากการทดลอง 
 

1.   การศึกษาการปรับสภาพเหงามันสําปะหลัง 
 

1.1   ผลจากการวิเคราะหปริมาณสวนประกอบในเหงามันสําปะหลัง  ที่ผานการปรับ
สภาพทางกายภาพโดยการบด  แตไมผานการปรับสภาพทางเคมี 

  
ตารางที่ ค.1   ผลจากการวิเคราะหสวนประกอบตางๆ ในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทาง

กายภาพโดยการบด  แตไมผานการปรับสภาพทางเคมี 
 
 

สวนประกอบตางๆ ปริมาณ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) 
เซลลูโลส 

เฮมิเซลลูโลส 
ลิกนิน 

82.14 
11.41 
6.45 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1.2   ศึกษาการปรับสภาพเหงามันสําปะหลังโดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขนและอุณหภูมิตางๆ 
 
ตารางที่ ค.2  ผลการปรับสภาพเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพทางกายภาพโดยการบด และผานการปรับสภาพทางเคมีดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน  
และอุณหภูมิตางๆ  
 

ปริมาณสวนประกอบในตะกอน 
เหงามันสําปะหลัง  ( %น้ําหนักแหง ) 

ปริมาณสวนประกอบในตะกอนเหงามันสําปะหลัง 
ที่สูญเสียไปในระหวางการปรับสภาพ ( %น้ําหนักแหง ) 

ความเขมขน 
ของ NaOH 

( M ) 

อุณหภูมิที่
ใชตม 
( 0C ) เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 

น้ําหนักเหงามันสําปะหลัง 
ที่หายไปในการปรับสภาพ 

( % ) 

 
% yield 

0.5 30 
50 
70 
90 

89.72 
90.26 
91.08 
92.29 

5.38 
6.15 
6.20 
4.71 

4.90 
3.59 
2.72 
3.00 

12.82 
13.11 
13.04 
14.46 

62.40 
57.41 
57.41 
68.54 

39.38 
55.97 
66.98 
64.65 

20.18 
20.93 
20.57 
23.87 

71.61 
71.37 
71.43 
70.26 

1.0 30 
50 
70 
90 

93.59 
94.22 
94.30 
94.92 

3.24 
3.07 
3.63 
3.58 

3.17 
2.71 
2.07 
1.50 

10.35 
10.38 
11.07 
12.55 

77.65 
78.97 
75.37 
76.25 

61.40 
67.13 
75.19 
82.33 

21.32 
21.87 
22.54 
24.33 

73.64 
73.62 
73.05 
71.83 

2.0 30 
50 
70 
90 

96.05 
96.46 
96.77 
97.33 

2.26 
1.85 
2.01 
1.49 

1.69 
1.69 
1.22 
1.18 

10.79 
12.10 
12.76 
15.77 

84.93 
87.91 
86.94 
90.71 

80.00 
80.47 
86.05 
86.98 

23.71 
25.15 
25.96 
28.91 

73.28 
72.20 
71.65 
69.19 

4.0 30 
50 
70 
90 

97.79 
98.11 
98.52 
98.52 

1.27 
1.04 
0.48 
0.94 

0.94 
0.85 
1.00 
0.54 

12.22 
12.49 
14.63 
15.35 

91.76 
93.34 
97.02 
94.22 

89.30 
90.39 
88.99 
94.11 

26.27 
26.74 
28.84 
29.43 

72.10 
71.88 
70.11 
69.53 
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2.   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลัง 
 

2.1   การศึกษาหาความสามารถในการทํางานของเอนไซม 
 

ตารางที่ ค.3   ผลจากการวิเคราะหหาความสามารถในการทํางานของเอนไซมที่คาความเปนกรดดาง 
4.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

 
วัตถุดิบ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

( g/l ) 
% การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลัง

เปนน้ําตาลรีดิวซ 
กระดาษกรอง 

เหงามันสําปะหลังแบบแหง 
เหงามันสําปะหลังแบบเปยก 

15.21 
7.52 
9.46 

10.14 
5.01 
6.31 

27.38 
13.07 
16.43 

 
 
2.2  การศึกษาหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามัน

สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว 
 

ตารางที่ ค.4   ผลการหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพแลว 

 
pH ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

( g/l ) 
% การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

4.0 
4.5 
4.8 
5.0 
5.5 
6.0 

7.55 
7.65 
7.85 
7.65 
6.70 
3.00 

19.68 
19.94 
20.46 
19.94 
17.46 
7.82 
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2.3  การศึกษาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการ
ปรับสภาพแลว 

 
ตารางที่ ค.5   ผลการหาคาของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผาน

การปรับสภาพแลว 
 
อุณหภูมิ 

( 0C ) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

( g/l ) 
% การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

35 
40 
50 
60 

6.25 
7.22 
7.95 
5.07 

16.30 
18.81 
20.72 
13.20 

 
 

2.4 การศึกษาหาความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอกรัมเหงามันสําปะหลังที่เหมาะ
สมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลว 

 
ตารางที่ ค.6     ผลของความเขมขนของเอนไซมเซลลูบริกซตอกรัมเหงามันสําปะหลังที่เหมาะสมใน

การยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ ในสารละลายซิเตรตบัฟ
เฟอร 4.8 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

 
ปริมาณเอนไซมตอกรัม
เหงามันสําปะหลัง 

(FPU/g) 

ปริมาณน้ําตาล 
รีดิวซ (g/l) 

% การเปลี่ยนเหงามัน
สําปะหลังเปน 
น้ําตาลรีดิวซ 

ปริมาณน้ําตาล 
ตอหนวย FPU 

(g/FPU) 

% การเปลี่ยนเหงามัน
สําปะหลังเปนน้ําตาล 
รีดิวซตอหนวย FPU 

0.816 
4.079 
8.158 

20 
80 

140 

5.58 
8.30 
7.68 
9.76 
8.71 
8.04 

14.56 
21.62 
20.02 
23.24 
37.36 
49.84 

10.27 
3.05 
1.41 
0.67 
0.27 
0.20 

17.84 
5.30 
2.45 
1.16 
0.47 
0.36 
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2.5 การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพแลว 

 
ตารางที่ ค.7  ผลการหาเวลาที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสในเหงามันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ

ความเขมขน 4.079 หนวย FPU ตอกรัมเหงามันสําปะหลัง  ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร 
4.8  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   

 
เวลา 
(hr) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
( g/l ) 

% การเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ 

0 
1 
3 
6 
9 

12 
16 
20 
24 
30 
50 

0.41 
3.20 
4.33 
4.95 
6.04 
6.24 
7.64 
8.00 
8.41 
9.18 
9.29 

1.08 
8.34 
11.30 
12.91 
15.73 
16.27 
19.90 
20.84 
21.92 
23.94 
24.21 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายเหงามันสําปะหลัง  โดยเชื้อ Zymomonas  mobilis TISTR 405 
3.1 ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
 

ตารางที่ ค.8   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
pH น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรมัตอลิตร) 
จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
4 

12 
20 
45 

5.05 
5.05 
4.96 
4.97 
4.99 

0.68 
0.98 
2.68 
2.68 
2.78 

8.00 
6.81 
2.22 
1.70 
1.34 

0.91 
1.79 
3.37 
3.22 
2.67 

2.10 
2.50 
5.60 
7.70 

10.90 

0.000 
0.090 
0.116 
0.002 
0.000 

0.000 
0.358 
0.314 
0.029 
0.004 

0.000 
0.265 
0.108 
0.001 
-0.011 

 
ตารางที่ ค.9   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
6 

12 
24 
48 
60 

5.06 
5.06 
5.05 
5.05 
5.03 
5.04 

0.42 
1.20 
1.20 
2.12 
2.32 
2.38 

19.66 
17.96 
16.40 
7.89 
5.93 
5.93 

1.21 
2.96 
3.06 
7.96 
9.47 
10.60 

1.40 
1.60 
2.05 
2.50 
3.20 
3.30 

0.000 
0.138 
0.065 
0.029 
0.004 
0.002 

0.000 
0.317 
0.234 
0.193 
0.114 
0.000 

0.000 
0.263 
0.207 
0.187 
0.040 
0.004 



ตารางที่ ค.10   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
pH น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 
จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
24 
48 
60 

5.06 
5.06 
5.04 
5.06 

0.58 
1.16 
1.36 
1.46 

30.96 
22.19 
22.19 
21.80 

1.21 
1.81 
1.81 
1.94 

1.20 
2.20 
2.10 
2.30 

0.000 
0.024 
0.010 
0.006 

0.000 
0.446 
0.013 
0.000 

0.000 
0.030 
0.003 
0.001 

 
 
3.2 ผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
 

ตารางที่ ค.11   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
pH น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 
จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
6 

12 
24 
48 
60 

5.06 
5.06 
5.05 
5.05 
5.03 
5.04 

0.42 
1.20 
1.20 
2.12 
2.32 
2.38 

19.66 
17.96 
16.40 
7.89 
5.93 
5.93 

1.21 
2.96 
3.06 
7.96 
9.47 
10.60 

1.40 
1.60 
2.05 
2.50 
3.20 
3.30 

0.000 
0.138 
0.065 
0.029 
0.004 
0.002 

0.000 
0.317 
0.234 
0.193 
0.114 
0.000 

0.000 
0.263 
0.207 
0.187 
0.040 
0.004 

 



ตารางที่ ค.12   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.5  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
pH น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 
จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
6 

12 
18 
24 
48 
66 
72 

5.48 
5.43 
5.43 
5.42 
5.44 
5.37 
5.41 
5.38 

0.30 
0.66 
0.82 
1.14 
1.64 
2.56 
2.76 
2.78 

24.97 
20.95 
21.31 
19.50 
13.88 
6.55 
7.02 
6.40 

0.88 
1.42 
2.19 
3.59 
5.38 
10.56 
9.63 
10.55 

2.00 
3.30 
3.60 
3.50 
2.20 
3.40 
8.00 
6.40 

0.000 
0.101 
0.076 
0.052 
0.043 
0.020 
0.004 
0.001 

0.000 
1.074 
0.621 
0.395 
0.298 
0.154 
0.008 
0.000 

0.000 
0.209 
0.177 
0.221 
0.221 
0.102 
0.000 
0.000 

 
ตารางที่ ค.13   ผลของความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 6.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
18 
24 
48 
66 
72 

5.83 
5.74 
5.73 
5.59 
5.59 
5.56 

0.42 
1.02 
1.64 
2.16 
2.72 
2.64 

23.48 
19.45 
15.53 
6.66 
7.12 
6.60 

1.84 
2.42 
4.31 
7.94 
10.10 
10.77 

2.35 
3.00 
1.70 
3.20 
9.60 
8.00 

0.000 
0.056 
0.029 
0.018 
0.008 
0.000 

0.000 
0.354 
0.308 
0.187 
0.007 
0.000 

0.000 
0.035 
0.141 
0.105 
0.039 
0.025 



3.3   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอล 
 
ตารางที่ ค.14   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
3 
6 

12 
16 
20 
24 
36 

5.06 
4.98 
4.76 
4.81 
4.80 
4.82 
4.78 
4.84 

0.52 
0.95 
2.15 
2.72 
2.77 
2.76 
2.76 
2.76 

8.99 
5.87 
3.66 
0.64 
0.55 
0.59 
0.58 
0.58 

1.21 
2.26 
5.02 
6.58 
8.86 
7.04 
7.41 
7.70 

0.36 
0.74 
1.92 
2.08 
1.76 
1.44 
1.84 
1.84 

0.000 
0.195 
0.258 
0.039 
0.003 
0.001 
0.000 
0.000 

0.000 
0.943 
0.475 
0.188 
0.025 
0.005 
0.001 
0.000 

0.000 
0.476 
0.594 
0.107 
0.044 
0.015 
0.017 
0.009 

 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ ค.15   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 25 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
3 
6 

12 
16 
20 
24 
36 

5.02 
4.93 
4.72 
4.67 
4.62 
4.63 
4.64 
4.64 

0.54 
0.96 
2.34 
4.24 
4.18 
4.26 
4.26 
4.26 

23.35 
19.91 
12.43 
3.70 
0.90 
0.92 
0.88 
0.92 

1.33 
2.99 
6.80 
15.61 
17.41 
16.44 
15.53 
18.09 

0.36 
0.74 
1.92 
2.08 
1.76 
1.44 
1.84 
1.84 

0.000 
0.187 
0.279 
0.091 
0.007 
0.001 
0.001 
0.000 

0.000 
1.529 
1.511 
0.453 
0.151 
0.014 
0.000 
0.000 

0.000 
0.738 
0.770 
0.455 
0.079 
0.015 
0.013 
0.004 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ ค.16   ผลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร  ที่คาความเปนกรดดาง 5.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

pH น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

จํานวนเซลล 
( x 108 เซลล) 

µ  (h-1) qS (g/g⋅h) qP (g/g⋅h) 

0 
3 
6 
9 

12 
16 
20 
24 
29 
34 
40 
48 
59 
72 

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

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

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

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

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

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

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

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

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ง 
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ตัวอยางการคํานวณผลการทดลอง 
 
1.   คาเปอรเซ็นตผลไดของเซลลูโลส (% cellulose  yield)  คํานวณจากความสัมพันธ 
 
    เปอรเซ็นตผลไดของเซลลูโลส  =  ปริมาณของเซลลูโลสที่ไดหลังการปรับสภาพ   x 100 

                                                                            ปริมาณของเหงามันสําปะหลัง 
 

แทนคาผลการทดลองจากตารางที่ ค.2  ในภาคผนวก ค 
จะได 

เปอรเซ็นตผลไดของเซลลูโลส   =   (100 -20.18) x 89.72   =   71.61 
                                                                100 
 

2.  ปริมาณสวนประกอบในตะกอนเหงามันสําปะหลังที่สูญเสียไปในระหวางการปรับสภาพ 
      คิดไดจากการใชสมดุลมวลสาร  ดังตัวอยางโดยใชตารางที่ ค.2  ในภาคผนวก ค 
 

กอนปรับสภาพ                                                 หลังปรับสภาพ 
เหงามันสําปะหลัง 100 g                                   เหงามันสําปะหลัง 79.82 g 
มีเซลลูโลส 82.14 g                                           มีเซลลูโลส  89.72% หรือเทากับ 
                                                                        (89.72 x 79.82)/100 = 71.61 g 
                                  
                                หายไปในระหวางการปรับสภาพ  
                                 เหงามันสําปะหลัง  20.18 g 
                                 มีเซลลูโลส  =  82.14 – 71.61 = 10.53 g 
                                 คิดเปน  (10.53 / 82.14) x 100 = 12.82 %           

 
3. เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซ  (% conversion)  
 

คํานวณจาก   =   น้ําหนักกรัมของน้ําตาลรีดิวซ  x  162  x  100 
                                            น้ําหนักกรัมของเหงามันสําปะหลัง  x  180 
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4. การคํานวณหาหนวยของเอนไซม (unit  of  enzyme) 
 

กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม (FPU)  คือ  ปริมาณของเอนไซมที่สามารถ
ยอยสลายกระดาษกรอง whatman เบอร 1  แลวไดน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที  
ภายใตสภาวะที่ทดลอง 

 
คํานวณไดจาก  =  ปริมาณน้ําตาลที่ได (กรัม)  x 106 
                                         180   x   60  

 
แทนคาผลการทดลองจากตารางที่ ค.3  ในภาคผนวก ค 
จะได 

ความสามารถในการยอยกระดาษกรองของเอนไซม  =  (15.21x10-3)  x 106 

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

 
5. การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะตางๆ  (µ, qS และ qP) 

 
การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ)  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ 

(qS)  และอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (qP) จากทฤษฎีในหัวขอที่ 2.4  สามารถคํานวณ
ไดจากสมการ 

 
µ    =   (1/X) d X       =    (1/X) ∆ X         
                     d t                        ∆ t 
qS    =   - (1/X)  d S   =  - (1/X) ∆ S 
                         d t                   ∆ t 
qP    =   (1/X) d P      =    (1/X) ∆ X 
                     d t                       ∆ t 
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6. อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Volumetric  ethanol  productivity, Pmax) 
 
คํานวณไดจาก   =   ความเขมขนของเอทานอลที่ผลิตไดสูงสุด (กรัมตอลิตร) 
                                         เวลาที่ใชในการผลิตเอทานอล (ชั่วโมง) 

 
7. คาเปอรเซ็นตการเปลี่ยนน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายเหงามันสําปะหลังเปนผลิตภัณฑ 

(% conversion) 
 

คํานวณไดจาก   =   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ถูกใชไป (กรัมตอลิตร)  x  100 
                                      ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน (กรัมตอลิตร) 

 
แทนคาผลการทดลองจากตารางที่ ค.8  ในภาคผนวก ค 
จะได 

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

 
 
 

 
 

    
 

 



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวพรรณวิไล  กิ่งสุวรรณรัตน  เกิดเมื่อวันที่ 23  พฤศจิกายน  พ.ศ. 2519  ที่
จังหวัดสมุทรสาคร  สําเร็จการศึกษาปริญญาวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต  สาขาวิศวกรรมเคมี  
คณะวิศวกรรมศาสตร  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี  ในปการศึกษา 2541  และ
เขาศึกษาในหลักสูตรปริญญาวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต  ภาควิชาวิศวกรรมเคมี  คณะ
วิศวกรรมศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2542 




