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 กา ร ศึ กษ าศั กย ภา พข อ ง เ สน ใย มัน สํ า ปะ ห ลั ง  ห ลั ง กร ะบ วน ก าร ผลิ ต เ อท าน อล  จ า กหั วมั นสํ าป ะห ลั ง 

ใ น ก า ร เ ป น วั ต ถุ ดิ บ สํ า ห รั บ ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล  ทั้ ง น้ี เ พ ร า ะ มี เ ซ ล ลู โ ล ส เ ป น อ ง ค ป ร ะ ก อ บ สู ง ถึ ง  39.8%(w/w) 

นํ้ า ห นั ก แ ห ง แ ล ะ มี ข น า ด อ นุ ภ า ค เ ห ม า ะ ส ม  (20-40 เ ม ส ) 

พ บ ว า เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ซึ่ ง ผ า น ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ด ว ย ก ร ด ซั ล ฟู ริ ก เ จื อ จ า ง 

ถูกยอยดวยเซลลูเลสเปนนํ้าตาลกลูโคสไดดีกวาเสนใยมันสําปะหลังฯที่ผานการปรับสภาพดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด 

ส ภาว ะที่ เ หมา ะส ม ตอกา ร ปรั บส ภ าพด วยกร ดซัล ฟูริก เจื อ จ างคื อ  แ ข วน ลอย เสนใ ยมัน สํ าป ะหลั งฯ  10%(w/v) 

ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 4%(w/v)ใหความรอนภายใตความดันไอนํ้าที่ 121°ซ ความดัน 15 ปอนด/ตร.น้ิว เปนเวลา 45 

น า ที  เ มื่ อ นํ า ม า ย อ ย ด ว ย เ ซ ล ลู เ ล ส  (AccelleraseTM1500)1.17ห น ว ย เ อ็ น ไ ซ ม ซี เ อ็ ม ซี /ก รั ม นํ้ า ห นั ก แ ห ง 

ในสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมซิเตรทเขมขน 100 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ที่ 50 °ซ นาน 6 ช่ัวโมง 

ไดนํ้าตาลกลูโคส 0.10 กรัม/กรัมนํ้าหนักแหง การเพ่ิมเซลลูเลสที่ใชเปน11.68 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมนํ้าหนักแหง 

ทําใหปริมาณนํ้าตาลกลูโคสที่ไดเพ่ิมขึ้นเปน 0.13 กรัม/กรัมนํ้าหนักแหง ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสที่ไดจะสูงสุด (0.15 

ก รั ม /ก รั ม นํ้ า ห นั ก แ ห ง )  เ มื่ อ ย อ ย เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ที่ ผ า น ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ด ว ย ก ร ด ซั ล ฟู ริ ก เ จื อ จ า ง 

ขณะแขวนลอยในพรีทรีตเมนตไฮโดรไลเซต (pretreatment hydrolysate) และเพ่ิมเซลลูเลสที่ใชเปน 16.35 

หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมนํ้าหนักแหง ผลศึกษาปจจัยคือเวลาการปลูกเช้ือ(inoculate)หลังการเติมเซลลูเลส คาความเปนกรด-

ด า ง  แ ล ะ อุ ณ ห ภู มิ ก า ร บ ม  แ บ บ ห ล า ย ป จ จั ย ร ว ม ใ ช  (Factorial Design)ต อ ก า ร ห มั ก 

เสนใยมันสําปะหลังฯที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเจือจางแบบSimultaneous Saccharification and Fermentation 

โดยยอยดวยเซลลูเลส 2,800 ไมโครลิตร/กรัมนํ้าหนักแหง และหมักดวย Saccharomyces cerevisiae G 5-7 (2) ที่ระยะการเจริญ 

mid log phase ปริมาณ 10%(v/v) พบวาไดเอทานอลสูงสุด (2.72 กรัม/ลิตร หรือ 0.027 กรัม/กรัมนํ้าหนักแหง) 

เมื่อปลูกเช้ือทันทีหลังการเติมเซลลูเลส คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 และอุณหภูมิการหมัก 40°ซ หลังการบม 96 ช่ัวโมง 

ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติพบวายิ่งเวลาการปลูกเช้ือหางจากเวลาการเติมเซลลูเลสก็จะยิ่งทําใหปริมาณเอทานอลที่ไดลดลง 
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 Due to high cellulose content (39.8%w/w, dry weight basis,) and suitable particle size (20-40 mesh), cassava root 

fiber waste obtained from cassava root ethanol production process was studied for potential to be raw materials for ethanol 

production. The cassava root fiber waste was more susceptible to cellulase hydrolysis after pretreatment with dilute sulfuric 

acid than with calcium hydroxide. Optimal sulfuric acid pretreated cassava root fiber (10%w/v cassava root fiber waste 

suspended in 4%(w/v) sulfuric acid and steam heated by autoclave at 121°C, 15psi for 45 min) saccharified with 1.17 CMC 

units/g dry weight of AccelleraseTM1500 while suspended in 100 mM sodium citrate buffer pH 5.0 at 50°C for 6 h yielded 

glucose 0.1g/g dry weight. Increase of the AccelleraseTM1500 to 11.68 CMC units /g dry weight resulted in an increase of 

glucose yield to 0.13g/g dry weight. Highest glucose yield (0.15 g/g dry weight) was obtained when the cassava root fiber 

waste was saccharified while suspended in pretreatment hydrolysate and the AccelleraseTM1500 was increased to 16.35 CMC 

units /g dry weight. Central Composite Design was used to determine factors (time of inoculation after cellulase addition, 

fermentation pH and temperature) effected on ethanol produced from Simultaneous Saccharification and Fermentation of 

dilute acid pretreated cassava root fiber waste using mid log phase cell of Saccharomyces cerevisiae G 5-7(2) at 10%(v/v) 

inoculums size. Maximum ethanol yield (2.72 g/l or 0.027 g/g dry weight) was obtained when S. cerevisiae G 5-7 (2) was 

inoculated immediately after cellulase addition and fermented at 40°C, pH 5.0 for 96 h. Statistical analysis indicated that the 

longer the period after cellulase addition before S. cerevisiae G 5-7 (2) inoculation, the lower an ethanol yield was.  
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จนงานวิจยันี้สําเร็จลุลวง  
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บทท่ี 1 

 

ท่ีมาและความสําคัญ 

 

ก า ร ใ ช พ ลั ง ง า น จ า ก อุ ต ส า ห ก ร ร ม ป โ ต ร เ ค มี 

คารบอนไดออกไซดท่ีไดจากการเผาผลาญถูกปลอยออกสูบรรยากาศจํานวนมาก กอใหเกิดภาวะเรือนกระจก 

ส ร า ง ผ ล เ สี ย อ ย า ง ม า ก ต อ ส ภ า ว ะ แ ว ด ล อ ม 

จึ ง ไ ด มี ค ว า ม พ ย า ย า ม ท่ี จ ะ เ ป ล่ี ย น ไ ป ใ ช แ ห ล ง พ ลั ง ง า น ท ด แ ท น แ ห ล ง ใ ห ม 

คือเอทานอลชีวภาพซ่ึงไดจากการนําพืชหรือผลิตผลทางการเกษตรท่ีอุดมไปดวยแปงและน้ําตาล  เชน 

มั น สํ า ป ะ ห ลั ง  แ ล ะ  อ อ ย  เ ป น ต น  ม า ห มั ก เ ป น เ อ ท า น อ ล ด ว ย จุ ลิ น ท รี ย 

ท้ั ง นี้ เ พ ร า ะ เ อ ท า น อ ล ชี ว ภ า พ เ ป น พ ลั ง ง า น ป ร ะ เ ภ ท ห มุ น เ วี ย น 

และพืชยังทําหนาท่ีดูดซับคารบอนไดออกไซดในบรรยากาศ แตวิธีนี้สงผลเสียตออุตสาหกรรมอาหาร 

ดั ง นั้ น พื ช ห รื อ ช้ิ น ส ว น ข อ ง พื ช ท่ี ไ ม มี ผ ล ซั บ ซ อ น กั บ อุ ต ส า ห ก ร ร ม อ า ห า ร 

จึงไดถูกนํามาศึกษาเพื่อหาแนวทางการนําไปใชเปนวัตถุดิบเพื่อการผลิตเอทานอล 

มั น สํ า ป ะ ห ลั ง (Manihol esculenta Cranz) 

เปนพืชท่ีจัดเปนแหลงท่ีสําคัญของการผลิตเอทานอลรองจากกากน้ําตาล ประเทศไทย ถือวามีพื้นท่ีปลูก 

มั น สํ า ป ะ ห ลั ง  เ ป น อั น ดั บ  3  ข อ ง โ ล ก   ร อ ง จ า ก  ไ น จี เ รี ย  แ ล ะ บ ร า ซิ ล 

ป ร ะ เ ท ศ ไ ท ย มี โ ร ง ง า น ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล ซ่ึ ง ใ ช มั น สํ า ป ะ ห ลั ง เ ป น วั ต ถุ ดิ บ  25 โ ร ง ง า น 

ผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง 5.7 ลานตันตอป (เครือขายเกษตรกรรมทางเลือกภาคอีสาน, 2551) 

ก า รผ ลิต เ อ ทา น อ ลจ าก หัว มัน สํา ปะ ห ลั ง มี เ ส น ใ ย มั น สํ าป ะ ห ลัง เ กิ ด ข้ึ น เ ปน ขอ ง เ สีย จํ า น ว น ม า ก 



   

เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง  ห ลั ง ก ร ะ บ ว น ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล 

เปนวัสดุเศษเหลือท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง ความช้ืนประมาณ 79.93 

เ ป อ ร เ ซ็ น ต  แ ล ะ มี ก า ร ใ ช เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ เ ป ย ก นี้ ไ ป ถ ม ท่ี ดิ น 

เสนใย มันสําปะหลังฯนี้ มี เซลลูโลสเปนองคประ กอบสูง ถึง  39.8 % (w/w) 

ซ่ึงสามารถถูกนําไปยอยดวยเอ็นไซมเซลลูเลส เพื่อทําใหไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวของกลูโคส 

ดังนั้นกอนท่ีใช เ อ็นไซมยอย ตองผานข้ันตอนการปรับสภาพท้ังทางกายภาพแลวทางเคมีเสียกอน 

แลวนําน้ําตาลกลูโคสท่ีได ไปหมักดวยจุลินทรียเพื่อใหไดเอทานอล 

ก า ร นํ า เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ก ลั บ ม า ใ ช ใ ห ม  เ ป น เ ร่ื อ ง ท่ี ใ ห ค ว า ม ส น ใ จ เ นื่ อ ง จ า ก 

เ ป น ก า ร เ พิ่ ม มู ล ค า ข อ ง หั ว มั น สํ า ป ะ ห ลั ง  แ ล ะ เ ป น ก า ร เ พิ่ ม แ ห ล ง ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล ท า ง เ ลื อ ก ใ ห ม 

ลดพื้นท่ีการเพาะปลูก ลดตนทุนการผลิตเอทานอล เพิ่มปริมาณเอทานอลใหเพียงพอกับอุตสาหกรรมการขนสง 

การปรับสภาพในการศึกษานี้ อาศัยความดันไอน้ําโดยเคร่ืองหมอนึ่งความดันไอ (autoclave) ท่ี 121°ซ 

15ปอนด/ตร.นิ้วในเวลาท่ีเหมาะสมการใชรวมกับการใชสารเคมีคือแคลเซียมไฮดรอกไซดและกรดซัลฟูริกเจือจ

า ง ใ น ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ก า ก ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ซ่ึ ง เ ป น ข อ ง เ ห ลื อ ท้ิ ง จ า ก ก ร ะ บ ว น ก า ร ผ ลิ ต  

เอทานอลจากมันสําปะหลังเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแคลเซียมไฮดรอกไซดและกรดซัลฟูริคเจือจางใน

การทําใหกากใยมันสําปะหลังถูกยอยดวยเซลลูเลสไดดีข้ึน และนําไปหมักตอดวยเช้ือทนรอน  S. cerevisiae G 

5-7 (2) แยกไดจากโรงงานอุตสาหกรรมโคราช อุณหภูมิ 40°ซ ในกระบวนการหมักแบบ Simultaneous 

Saccharification and Fermentation (SSF) 

  

1.2  วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 

ศึกษาประสิทธิผลการผลิตเอทานอลจากกากใยมันสําปะหลังท่ีไดหลังกระบวนการการผลิตเอทานอลจา

กหัวมันสําปะหลัง โดยกระบวนการหมักรวมข้ันตอนการยอยดวยเอนไซมเขากับข้ันตอนการหมัก 

(Simultaneous Saccharification and Fermentation; SSF) 



   

 

 

 

 

 

1.3  ขอบเขตงานวิจัย 

 

1. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการปรับสภาพกากใยมันสําปะหลัง 

หลังการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง ดวยแคลเซียม    ไฮดรอกไซดและกรดซัลฟูริกเจือจาง 

ตอการสงเสริมใหกากใยมันสําปะหลังถูกยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสไดดีข้ึน 

2. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7(2) 

3. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการหมักเอทานอลจากกากใยมันสําปะหลังดวย  S. cerevisiae   G 5-7(2) 

โดยวิธี Simultaneous Saccharification and Fermentation 

 

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 

ส า ม า ร ถ นํ า เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง  ห ลั ง ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล จ า ก หั ว มั น สํ า ป ะ ห ลั ง 

มาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล เปนการเพิ่มประสิทธิภาพการใชประโยชนจากหัวมันสําปะหลัง 

จึงเปนการลดตนทุนการผลิต   เอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 2 

 

เอกสารงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

2.1 มันสําปะหลัง 

 มันสําปะหลัง เปนพืชหวัชนดิหนึ่ง ช่ือทางวิทยาศาสตร คือ  Manihot esculenta (L.) Crantz 

มีช่ือเรียกสามัญอ่ืนๆหลายช่ือ คือ Cassava , Tropica Yuca, Mandioa เปนตน ตนกําเนดิอยูบริเวณ 

ท่ีลุมเขตรอน(Lowland tropics)  ริเร่ิมปลูกมันสําปะหลังมานานกวา 3,000-7,000 ปมาแลว 

หัวมันสําปะหลังนั้น(รูปท่ี 2.1) อุดมไปดวยแปง เปนไมลมลุก ลําตน (รูปท่ี 2.2)สูงประมาณ 1.5-2.0 เมตร   

 
แหลงกําเนิดมันสําปะหลังมี 4 แหงดวยกันคือ 

1. แถบประเทศกัวเตมาลา และเม็กซิโก 

2. ทางทิศตะวนัตกเฉียงเหนอืของทวีปอเมริกาใต 

3. ทางทิศตะวนัออกของประเทศโบลิเวยีและทางทิศตะวนัตกเฉียงเหนอืของประเทศอารเจนตินา 

4. ทางทิศตะวนัออกของประเทศบราซิล 



   

 

 มันสําปะหลังเปนพืชอาหารท่ีสําคัญเปนอันดับ 5 ของโลกรองจากขาวสาลี ขาวโพด ขาว และมันฝร่ัง 

เปนพืชอาหารท่ีสําคัญของประเทศในเขตรอน โดยเฉพาะประเทศตางๆ ในทวีปอัฟริกาและทวีปอเมริกาใต 

ใ น ท วี ป เ อ เ ซี ย ป ร ะ เ ท ศ อิ น โ ด นี เ ซี ย แ ล ะ อิ น เ ดี ย มี ก า ร บ ริ โ ภ ค มั น สํ า ป ะ ห ลั ง กั น เ ป น จํ า น ว น ม า ก 

ปริมาณผลผลิตท่ีไดในแตละปรอยละ 60 ใชเปนอาหารของมนุษย รอยละ 27.5 ใชทําเปนอาหารสัตว และรอยละ 

12.5 ใชประโยชนในดานอ่ืนๆ มันสําปะหลังเปนพืชท่ีทํารายไดใหเกษตรกรมากเปนอันดับท่ี 4 รองจากยางพารา 

ออย และขาว ผลผลิตมันสําปะหลัง ภายในประเทศนําไปใชทํามันเสนและมันอัดเม็ดรอยละ 45-50 

ใชแปรรูปเปนแปงรอยละ 50-55 ประเทศไทยเปนประเทศท่ีสงผลิตภัณฑมันสําปะหลังออกมากท่ีสุดในโลก 

ป ร ะ เ ท ศ ท่ี ไ ท ย ส ง ผ ลิ ต ภั ณ ฑ มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ใ น รู ป ข อ ง มั น อั ด เ ม็ ด ไ ป ข า ย ม า ก ท่ี สุ ด คื อ 

ประเทศในกลุมประชาคมยุโรป (เนเธอรแลนด สเปน เยอรมัน โปรตุเกส) เกาหลีใตและญ่ีปุน 

สวนในรูปของแปงมันสําปะหลัง ประเทศญ่ีปุนส่ังซ้ือ มากท่ีสุด รองลงมาคือฮองกง สหรัฐอเมริกา มาเลเซีย 

สิ ง ค โ ป ร  แ ล ะ ไ ต ห วั น  ก า ร ผ ลิ ต มั น เ ส น (รู ป ท่ี 

2.3)ทําไดโดยการแปรรูปหัวมันสดโดยใชเคร่ืองตีหัวมันเปนเสนเล็ก แลวนําไปตากบนลานซีเมนตประมาณ 2-3 

วัน  แ ตถ า เ ปน ฤดูฝน จะ ใช เว ลาใ นก ารตากมันมาก กว าปกติ  ซ่ึ งตามปกติแล วก ารผลิตมันเ สน  1 

กิ โ ล ก รั ม ต อ ง ใ ช หั ว มั น ส ด  (มี ป ริ ม า ณ แ ป ง ร อ ย ล ะ  25) 2-2.5 กิ โ ล ก รั ม 

เ ม่ื อ แ ห ง ดี แ ล ว จ ะ ต อ ง ไ ด ม า ต ร ฐ า น ค ว า ม ช้ื น ท่ี มี ใ น มั น เ ส น ป ร ะ ม า ณ ร อ ย ล ะ  14 

แ ล ว จึ ง ทํ า ก า ร เ ก็ บ เ พื่ อ ส ง ข า ย เ ป น วั ต ถุ ดิ บ ใ ห กั บ อุ ต ส า ห ก ร ร ม อ า ห า ร สั ต ว 

และอุตสาหกรรมมันอัดเม็ดตอไปสําหรับประเทศไทยยังไมมีหลักฐานท่ีแนนอนวามีการนํามันสําปะหลังเขามา

ปลูกเม่ือใด คาดวาคงจะเขามาในระยะเดียวกันกับการเขาสูศรีลังกา และฟลิปปนส คือ ประมาณ พ.ศ. 2329-2383 

ประเทศไทยมีการปลูกมันสําปะหลังในภาคใตโดยปลูกระหวางแถวของตนยางพารากันมากวา 70 ปแลว 

โดยเฉพาะท่ีจังหวัดสงขลา แตการปลูกมันสําปะหลังทางภาคใตคอยๆ ลดลงเม่ือมีการขยายการปลูกยางพารา 

ตอมาได มีการปลูกมันสําปะหลังในภาคตะวันออก คือจังหวัดชลบุรี  ระยองและจังหวัดใกล เ คียง 

แ ล ะ เ ม่ื อ ค ว า ม ต อ ง ก า ร ข อ ง ต ล า ด เ พื่ อ ใ ช ใ น ก า ร เ ล้ี ย ง สั ต ว แ ล ะ อุ ต ส า ห ก ร ร ม มี เ พิ่ ม ม า ก ข้ึ น 

จึงมีการขยายพื้นท่ีปลูกไปยังจังหวัดอ่ืนๆโดยเฉพาะทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือจนในปจจุบันภาคตะวันออกเ

ฉียงเหนือพื้นท่ีปลูกมากท่ีสุดของประเทศไทย (กรมวิชาการเกษตร, 2009) 

 มันสําปะหลังเปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีปริมาณการผลิตโดยประมาณ 16 ถึง 18 ลานตันหัวมันสําปะหลังตอป 

ในหัวมันสําปะหลังจะมีแปงเปน องคประกอบอยูในปริมาณสูง (ประมาณรอยละ 70 ถึง 85 โดยน้ําหนักแหง)  

ดั ง นั้ น  มั น สํ า ป ะ ห ลั ง จึ ง เ ป น วั ต ถุ ดิ บ ท า ง ก า ร เ ก ษ ต ร ช นิ ด ห นึ่ ง ท่ี ส า ม า ร ถ 



   

นํ า ม า ใ ช ใ น ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล ไ ด โ ด ย ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล จ า ก มั น สํ า ป ะ ห ลั ง 

เม่ือมีการพัฒนาท่ีสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตได โดยการรวมข้ันตอนการยอยคร้ังสุดทาย 

(saccharification) เขาไวในข้ันตอนเดียวกับการหมัก (fermentation ) ซ่ึงเรียกกระบวนการนี้วา Simultaneous 

Saccharification and Fermentation (SSF) โดยเอนไซมท่ีทําหนาท่ีผลิตน้ําตาลกลูโคส 

จะมีกิจกรรมการยอยแปงในสภาวะเดียวกับการหมัก ซ่ึงจะชวยลดเวลาในการยอยแปง รวมท้ังยังชวยประหยัด 

พลังงาน ดังนั้น ในกระบวนการผลิตข้ันตอนท่ีสําคัญคือการปรับสภาพ 

 ปจจุบัน มีงานวิจัยหลายช้ิน นํามันสําปะหลังเปนแหลงผลิตเอทานอลชีวภาพ โดยนําเอาสวนท่ีไมมีแปง 

ห รื อ เ รี ย ก ว า  ลิ ก โ น เ ซ ล ลู โ ล ส  ม า ใ ช เ ป น แ ห ล ง ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล ชี ว ภ า พ 

โดยการนําไปปรับสภาพดวยคล่ืนความถ่ีตามดวยการใชเอ็นไซม(Sriroth, และคณะ, 2000) 

หรือปรับสภาพดวยกรดท่ีรอนตามดวยการใชเอ็นไซม(Aqu, และคณะ, 1997) จากงานวิจัยท่ียกตัวอยางมานั้น 

แ ส ด ง ใ ห เ ห็ น ว า 

สวนท่ีไมมีแปงจากมันสําปะหลังนั้นสามารถเปนแหลงผลิตเอทานอลชีวภาพทางเลือกใหมอีกทางหนึ่งท้ังปจจุบั

นและอนาคต 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี2.1: ตนมันสําปะหลัง     รูปท่ี 2.2: หัวมันสําปะหลัง 

ท่ีมา http://www.farmkaset.org      ท่ีมา  http://www.pandintong.com 



   

 

 

 

 

 

      

รูปท่ี 2.3: มันเสน 

2.2 เสนใยมันสําปะหลัง  

  เสนใยมันสําปะหลัง หรือ Cassava fiber waste หรือ CRF 

เปนวัตถุดิบทางชีวมวลท่ีไดจากหัวมันสําปะหลังท่ีผานกระบวนการผลิตเอทานอล มีเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 

และลิกนินเปนองคประกอบ(รูปท่ี 2.4) 

 

 

 

 

 

 



   

รูปท่ี 2.4  : เสนใยมันสําปะหลังท่ีใชในงานวจิัยนี ้

2.2.1 เซลลูโลส 

 

 เ ซ ล ลู โ ล ส  ( C6 H1 0 O5 )  n เ กิ ด จ า ก ก ลู โ ค ส ป ร ะ ม า ณ  5 0 ,0 0 0 

โมเลกุลมาเช่ือมตอกันดวยพันธะบีตาไกลโคสิดิก (β-glycosidic bond) เปนสายยาวและมีโครงสรางแข็งแรง 

แ ต ล ะ ส า ย ข อ ง ส า ย ข อ ง เ ซ ล ลู โ ล ส เ รี ย ง ข น า น กั น ไ ป  มี แ ร ง ยึ ด เ ห นี่ ย ว ร ะ ห ว า ง ส า ย 

มีพันธะไฮโดรเจนจํานวนมากในสายของเซลลูโลสซ่ึงเช่ือมตอระหวางหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group, -OH) 

ท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 3 กับออกซิเจนท่ีอยูใน  วงแหวนของโมเลกุลถัดไปทําใหมีลักษณะเปนเสนใย (รูปท่ี 

2.5)สะสม เซลลูโลสเม่ือถูกยอยจะแตกตัวออก ใหน้ําตาลกลูโคสจํานวนมาก 

 

 

 

รูปท่ี 2.5 : โมโนเมอรของกลูโคสท่ีเช่ือมตอกันดวยพนัธะบีตาไกลโคสิดิกประกอบเปนเซลลูโลส 

ท่ีมา:  http://buranapagroup.com/knowledge_chemical.php 

 

 โครงสรางของเซลลูโลสแบงออกเปน 2 สวนคือ คริสตัลไลน (crystalline) 

เปนบริเวณท่ีมีการวางตวัอยางเปนระเบียบ และ อะมอฟส (amorphous) จะมีการจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบ 

การยอยสลายจะเกิดข้ึนท่ีบริเวณอะมอฟสไดเร็วกวาบริเวณคริสตัลไลน 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA


   

เนื่องจากบริเวณอะมอฟสยอมใหเอนไซมเขาทําปฏิกิริยาการยอยสลายงายกวาบริเวณคริสตัลไลน (McMillan, 

1994) 

 2.2.2 เฮมิเซลลูโลส 

  

 ประกอบดวยสายโพลิเมอรของน้ําตาลท่ีเปนท้ังสายโซตรงและสายกิ่ง ประกอบดวย น้ําตาล 5 ชนิด  

เกิดจากน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม หรือน้ําตาลเพนโตส (pentose) ไดแก ไซโลส (xylose) และอะราบิโนส 

(arabinose)และน้ําตาล หกอะตอม หรือ น้ําตาลเฮกโซส (hexose) ไดแก กาแลคโตส (galactose) กลูโคส 

(glucose)  แมนโนส (mannose)และกรดบางชนิด คือ กรดยูโรนิค (uronic acid) องคประกอบหลักคือ 

น้ําตาลไซแลน ซ่ึงมีความแตกตางกันไปในแตละ แหลงท่ีมา แตโมโนเมอรท่ีมีมากท่ีสุดคือ ไซโลส (Saha 

และคณะ., 2003)(รูปท่ี 2.6) 

 

 

 

รูปท่ี 2.6: น้ําตาลหนวยยอยในเอมิเซลลูโลส 

ท่ีมา : http://buranapagroup.com/knowledge_chemical.php 

 

 2.2.3 ลิกนิน  



   

 

 ลิกนิน เปนสวนประกอบท่ีสําคัญของผนังเซลลพืช ทําใหผนังเซลลพืชแข็งแรง 

เปนไบโอโพลิเมอรท่ีมีสารประกอบฟโนลิก (phenolic components) โดยมีหนวยฟนิลโพรเพน (phenylpropane 

unit) เปนจํานวนมาก ดังรูปท่ี 2.7 การท่ีลิกนิน อยูรวมกับเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ทําใหการยอยของ 

เซลลูโลส และ เฮมิเซลลูโลสดวยเอ็นไซมลดลงดวย ทําใหพืชมีโครงสรางแข็งแรง ลิกนินไมละลายน้ํา 

แตสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรียบางชนิด เชน เอทานอล หรือ เมทานอล เปนตน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.7: แสดงโครงสรางของลิกนิน 

ท่ีมา:http:// www.wikipedia.org 

http://wdict.net/gallery/lignin/


   

 

2.3 การปรับสภาพ   

การปรับสภาพ (Pretreatment) เพื่อใหพันธะของลิกนิน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส แยกออกจากกัน 

กระบวนการปรับสภาพ แบงไดเปน 4 วิธี ดังนี้ 

2.3.1. ก า ร ป รั บ ส ภ า พ โ ด ย ใ ช ส่ิ ง มี ชี วิ ต  (biological pretreatment) 

ก า ร ป รั บ ส ภ า พ วิ ธี นี้ เ ป น วิ ธี ท่ี ไ ม ใ ช พ ลั ง ง า น ม า ก  แ ต ใ ช ส่ิ ง มี ชี วิ ต ใ น ก ลุ ม ร า 

เชนพวกราขาวในกลุมของบาซิดิโอไมซิเตส (white rot bacidiomycetes) (ภาพท่ี 2.3.1A) (Lee และคณะ, 2007) 

ท่ีผลิตเอนไซมของลิกนิน เปอรออกไซด (lignin peroxide) และแลคเคส (laccases) 

เ อ น ไ ซ ม ก ลุ ม นี้ ส า ม า ร ถ กํ า จั ด ลิ ก นิ น ไ ด จํ า น ว น ม า ก  ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ด ว ย วิ ธี นี้ ใ ช เ ว ล า น า น 

มีตนทุนเร่ืองคาอาหารเล้ียงเช้ือ รวมถึงการขยายขนาดใหไปสูระดับอุตสาหกรรมเปนไปไดยาก 

2.3.2. ก า ร ป รั บ ส ภ า พ โ ด ย วิ ธี ท า ง ก า ย ภ า พ  (physical pretreatment) 

อ า ศั ย ก า ร ล ด ข น า ด ข อ ง ช้ิ น ส ว น พื ช โ ด ย แ ร ง ก ล  เ ป น ก า ร เ พิ่ ม พื้ น ท่ี ผิ ว 

ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ใ น ก า ร เ ข า จั บ กั น ร ะ ห ว า ง เ อ น ไ ซ ม กั บ เ ซ ล ลู โ ล ส จึ ง เ พิ่ ม ข้ึ น  เ ช น 

การใชเคร่ืองมือในการบดช้ินสวนพืช (ball milling procedures) (Sidiras และ Koukios, 1989) (ภาพท่ี 

2.3.2A)การใชคล่ืนความถ่ีต่ํา (ultrasound) (Nitayavardhana และคณะ, 2009) และการฉายรังสี (radiation) 

(Kumakura และ Kaetsu, 1982) วิธีนี้ใหน้ําตาลไมสูง  เพราะผนังเซลลของพืชมีความแข็งแรง 

ตองอา ศัยการใชสาร เคมีหรือ เทคนิค อ่ืน  แตการลดขนาดจัด เปนการปรับสภาพจํ า เปน เ บ้ืองตน 

กอนนํามาปรับสภาพดวยวิธีอ่ืน  

2.3.3. การปรับสภาพโดยใชสัดสวนท่ีเหมาะสมของตัวทําละลาย (solvent fractionation) 

วิธีนี้อาศัยความสามารถกระจายตัวในตัวทําละลายของแตละองคประกอบในผนังเซลลพืชซ่ึงแตกตางกัน 

รวมถึงความสามารถในการละลายของเซลลูโลสในทําละลาย เชน แอลกอฮอล (Pan และคณะ, 2006) 

กรดฟอสฟอริค (phosphoric acid fractionation) (Zhang และคณะ, 2007) และของเหลวท่ีมีไออน (ionic liquids) 

(Swatloski และคณะ, 2002) ตัวทําละลายท่ีนิยมใชในปจจุบันคือ ตัวทําละลายท่ีเปนสารอินทรีย (organosolv 



   

process)  ก า ร ท่ี อ ง ค ป ร ะ ก อ บ ต า ง ๆ ใ น ผ นั ง เ ซ ล ล พื ช ถู ก แ ย ก อ อ ก จ า ก กั น 

ทําใหเซลลูโลสสามารถถูกยอยโดยเอนไซมใหเปนน้ําตาลกลูโคสไดดีข้ึน  

2.3.4. การปรับสภาพโดยใชสารเคมี (chemical pretreatment) แบงออกเปน 3 กลุม 

ตามประเภทของสารเคมีท่ีใช ดังนี้ 

2.3.4.1. การปรับสภาพโดยใชสารเคมีท่ีเปนดาง (alkaline pretreatment) เชน โซเดียมไฮดรอกไซด (Rai 

และ Mudgal, 1988) แคลเซียม ไฮดรอกไซด (Kaar และ Holtzapple, 2000) และแอมโมเนีย (Lau และคณะ, 

2008) ส า ร เ ค มี ก ลุ ม นี้ มี ค ว า ม จํ า เ พ า ะ กั บ ห มู อ ะ ซี ติ ล  (acetyl group) 

ของน้ํ าตาลจําพวกเฮมิเซลลูโลสและคารโบไฮเดรตท่ีทําพันธะกับลิกนิน จึงสามารถละลายลิกนิน 

แ ล ะ ล ด ก า ร จั บ ตั ว กั น ร ะ ห ว า ง เ อ น ไ ซ ม กั บ ลิ ก นิ น 

เปนการเพิ่มความจําเพาะในการจับกันระหวางเอนไซมกับเซลลูโลส  

2.3.4.2. การปรับสภาพโดยใชสารเคมีจําพวกออกซิเดชัน (oxidative pretreatment) เชน วิธีอัลคาไลน 

ออกซิเดช่ัน (alkaline oxidation) เปนการใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนตัวออกซิแดนท 

ปรับสภาพภายใตภาวะท่ีเปนเบสรวมกับความดัน (Mishima และคณะ, 2006) ซ่ึงมีความจําเพาะกับลิกนิน และ 

น้ําตาลจําพวกเฮมิเซลลูโลสเฉพาะลิกนินและน้ําตาลจําพวกเฮมิเซลลูโลส จึงถูกกําจัดออกจากช้ินสวนของพืช 

ทําใหเซลลูโลสถูกยอยดวยเอนไซมไดดีข้ึน 

2.3.4.3. การปรับสภาพโดยใชสารเคมีท่ีเปนกรด (acid pretreatment) เชน 

การใชกรดซัลฟูริคเจือจางท่ีอุณหภูมิสูง(80-200องศาเซลเซียส) (Lavarack และคณะ, 2002) 

การใชเคร่ืองกําเนิดไอน้ําภายใตความดันสูง (stream explosion) รวมกับกรดเจือจาง (Cara และคณะ, 2008) 

เคร่ืองมือดังกลาวนี้ สามารถทํางานท่ีอุณหภูมิสูง (160-290 องศาเซลเซียส) ใชเวลาส้ันในการเพิ่มอุณหภูมิ 

แ ต ข อ เ สี ย คื อ  ร า ค า แ พ ง ม า ก  ก า ร ใ ช น้ํ า ท่ี อุ ณ ห ภู มิ สู ง เ พ ร า ะ  น้ํ า จ ะ แ ส ด ง ค ว า ม เ ป น ก ร ด 

จึ งสามารถทดแทนการใชกรดเจือจางได  (Sousa และคณะ, 2009) 

และยังไมมีเคร่ืองมือขนาดท่ีสามารถใชในอุตสาหกรรมจริงได ปจจุบัน มีเพียงขนาดท่ีใชในงานวิจัยเทานั้น 

วิ ธีข างตนนี้สามารถละลายน้ํ าตาลเฮมิเซลลูโลส และลิกนินออกมาได  แตภายหลังการปรับสภาพ 

สวนของของเหลว เรียกวา ไฮโดรไลเซต (hydrolyzate) จะมีสารบางกลุมท่ีไมตองการ เชน      เฟอรฟูรอล 



   

(furfural) 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรอล (5-hydrozymethyl furfural) กรดลีวูลินิก(levulinic acid) และ 

กรดสายตรงชนิดอ่ืนๆ (aliphatic acids) (ภาพท่ี2.3.4.3A)ซ่ึงสงผลเสียตอการยอยดวยเอนไซม 

และหมักตอของยีสต (Sousa และคณะ, 2009) ดังนั้นตองกําจัดสารเหลานี้ออกจากไฮโดรไลเซตท่ีได 

กอนการนําไปใชในข้ันตอนตอไป เรียกกระบวนการนี้วา ดีทอกซิฟเคชัน (Detoxification) (Mussatto และ 

Roberto, 2004) 

 

 

2.4  การยอยสลายพันธะพอลิเมอรของเซลลูโลสดวยเอนไซม เพื่อใหไดกลูโคส (enzymatic hydrolysis หรือ 

saccharification)  

ห ลั ง ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ช้ิ น ส ว น ข อ ง พื ช  จ ะ พ บ เ ซ ล ลู โ ล ส 

และน้ําตาลท่ีเปนองคประกอบของเฮมิเซลลูโลสละลายอยูในไฮโดรไลเซส ข้ันตอนนี้จะใชเอนไซมเซลลูเลส 

(cellulase) ยอยเซลลูโลส หรืออาจใชกับเอนไซมท่ีสามารถยอยน้ําตาลเฮมิเซลลูโลส เชนเอนไซมเฮมิเซลลูเลส 

(hemicellulases) (Berlin และคณะ, 2005)และเอนไซมท่ีสามารถยอยลิกนิน หรือ ลิกนินเอส (ligninases) 

(Palonen และ Viikari, 2004) รวมดวย 

 

2.4.1 เอ็นไซมเซลลูเลส 

 เอนไซมเซลลูเลส เปนเอ็นไซมสามารถยอยสลายเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวดังได 

ภาพท่ี 2.4.1A ผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนดิท้ังรา และแบคทีเรีย และสัตวจําพวกแมลง 

แตท่ีนิยมนํามาใชในระดับอุตสาหกรรม คือ   เซลลูเลสจากรา เชน Trichoderma reesei, และ Aspergillus niger 

กลไกการทํางานของเอ็นไซมเซลลูเลส ดังแสดงในรูปท่ี 2.8 

 



   

 

    

รูปท่ี 2.8 : การยอยสลายเซลลูโลสดวยเอ็นไซมเซลลูเลสใหเปนน้ําตาลกลูโคส 

    ท่ีมา:  Murphy และ McCarthy (2005) 



   

 เอ็นไซมเซลลูเลสประกอบดวยกลุมของเอนไซม 3 ชนิด (multicomponent enzymes) ท่ีทํางานรวมกัน 



   

ดังนี้ (ก)เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) หรือ endo-beta-1,4-glucanase ทําหนาท่ีตัดพันธะ β-1,4 glucosidic 

ภายในสายเซลลูโลส แบบสุมจากดานปลายรีดิวซ ทําใหเกิด เซลโลไบโอส (cellobiose) และโอลิโกเซลลูโลส 

(oligocellulose) (ข)เอ็กโซกลูคาเนส หรือเซลโลไบโอไฮโดรเลส (exoglucanase or cellobiohydrolase) 

ทําหนาท่ีตัดพันธะ β-1,4 glucosidic จากปลายอิสระของเซลลูโลส และโอลิโกเซลลูโลส ทําใหได   

เซลโลไบโอส (ค) เบตากลูโคซิเดส หรือเซลโลไบเอส (β-glucosidase or cellobiase) 

ทําหนาท่ียอยสลายเซลโลไบโอสใหเปนหนวยยอยของน้ําตาลกลูโคส สงผลใหน้ําตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึน(รูปท่ี 

2.9) และจากการท่ีน้ําตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึน กลูโคสจะไปยับยั้งการทํางานของเอ็นไซมหนวยยอยคือ 

เบตากลูโคซิเดส ทําใหเซลโลไบโอสสะสมเพิ่มข้ึน และเซลโลไบดอสท่ีเพิ่มข้ึนนี้ จะไปยับยั้งการทํางานของ 

เ อ น โ ด ก ลู ค า เ น ส  แ ล ะ เ อ็ ก โ ซ ก ลู ค า เ น ส  ทํ า ใ ห ป ฏิ กิ ริ ย า ท่ี เ กิ ด ข้ึ น ช า ล ง แ ล ะ ห ยุ ด ใ น ท่ี สุ ด 

ส ว น ก า ร แ ก ป ญ ห า ใ น ป จ จุ บั น คื อ  ก า ร เ ติ ม บี ต า ก ลู โ ค ซิ เ ด ส เ พ่ิ ม ล ง ไ ป  ร ะ ห ว า ง ก า ร ย อ ย ส ล า ย 

และกระบวนการหมักแบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF)ซ่ึงเปนวิธีท่ีสามารถ 

นําน้ําตาลท่ีไดจาการยอยสลายดวยเอ็นไซม ไปใชในการหมักดวยยีสตทันที เปนตน (Sun และ Cheng, 2002) 

กลไกของเซลลูเลส และตําแหนงท่ีเขาทําปฏิกิริยา 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Types_of_Cellulase2.png


   

 

รูปท่ี 2.9 : กลไกการทํางานของเอ็นไซมหนวยยอยในเซลลูเลส 

ท่ีมา http://www.wikipedia.org 

  



   

 2.5 การหมักน้ําตาลใหเปนเอทานอลดวยยีสต (fermentation)  

 ยีสตสายพันธุ Saccharomyces cerevisiae ดงัรูปท่ี 2.10 

ถูกนํามาใชหมักน้ําตาลกลูโคสเปนเอทานอลอยางแพรหลาย แตยีสตสายพนัธุดังกลาวนี ้

ไมสามารถหมักน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม (pentose sugar) เชน ไซโลส (xylose) และ อราบิโนส (arabinose) 

ซ่ึงมีจํานวนมากในไฮโดรไลเซต จึงมีงานวจิัยท่ีใชยีสตสายพนัธุท่ีผานการตัดตอพันธุกรรม 

เพื่อใหสามารถหมักน้ําตาลคารบอน 5 อะตอมไดดวย (Öhgren และคณะ, 2006) การผลิตเอทานอลโดยยีสต 

อาศัยเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกริิยาในการเปล่ียนกลูโคสเปนเอทานอลในสภาวะท่ีไมมีอากาศ (anaerobic) 

โดยยีสตจะเปล่ียนกลูโคสเปนฟรุกโตส 1,6-ฟอสเฟต (fructose 1,6-phosphate) และเปล่ียนเปนไพรูเวท 

(pyruvate) โดยกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) ดังรูปท่ี 2.11   

และไพรูเวทจะถูกเปล่ียนตอไปเปนอะซิทัลดีไฮด (acetaldehyde) คารบอนไดออกไซด และ เอทานอล 

โดยเปล่ียนกลูโคสเปนเอทานอล 51.1 % และกาซคารบอนไดออกไซด 48.9 %     

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.10: ยีสต Saccharomyces cerevisiae 

 ท่ีมา http://www.mycor.nancy.inra.fr 



   

 

รูปท่ี 2.11: วิถีไกลโคซิดิสในเซลลยีสต  

(ท่ีมา http://www.wiki.lamk.fi) 

 

 



   

2.5.1 ยีสตทนรอน Saccharomyces cerevisiae G 5-7(2) 

 ยีสตทนรอน Saccharomyces cerevisiae G 5-7(2) เปนเช้ือท่ีคัดแยกไดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

มีลักษณะโคโลนีดาน สีเหลืองออน เม่ือผลิตเอทานอลแลว จะตกตะกอนลงมาดานลาง (รูปท่ี 2.12) เรียกวา 

ฟลอคคูเลต ยีสต(Flocculated yeast) มีขอดีในการแยกเช้ือออกจากผลิตภัณฑไดงาย 

  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.12: ลักษณะการตกตะกอนของสายพันธุ Saccharomyces cerevisiae G 5-7 (2)  

 

 

 

 

 

 

 



   

2.6 รูปแบบการหมักเอทานอลชีวภาพ  

โดยท่ัวไปท่ีใชในปจจุบัน แบงออกเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

2.6.1. กระบวนการผลิตเอทานอล ท่ีแยกข้ันตอนการยอยดวยเอนไซม ออกจากข้ันตอนการหมัก 

(Separate Hydrolysis and subsequent by Fermentation หรือSHF) (รูปท่ี 

2.13)กระบวนการนี้เอนไซมและยีสตสามารถทํางานไดเต็มท่ีในภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของตัวเอง (Balat 

แ ล ะ ค ณ ะ , 2008) 

แตกระบวนการนี้การทํางานของเอนไซมถูกจํากัดดวยปญหาการยับยั้งการยอยของเอนไซมเม่ือมีการสะสมของ

น้ําตาลกลูโคส (product inhibition) (Margeot และคณะ, 2009) 

 

 

 

รูปท่ี 2.13: ลําดับกระบวนการในการหมักเอทานอลชีวภาพดวยวิธี Separate Hydrolysis and subsequent 

by Fermentation หรือSHF 

ท่ีมา : Margeot et al.,2009 

 



   

2.6.2. กระบวนการผลิตเอทานอล ท่ีรวมข้ันตอนการยอยดวยเอนไซม เขากับข้ันตอนการหมัก 

(Simultaneous Saccharification and Fermentation หรือ SSF) (รูปท่ี 2.14) 

กระบวนการนี้เกิดข้ึนเพราะตองการแกปญหาการยับยั้งการยอยของเอนไซมเม่ือมีการสะสมของน้ําตาลกลูโคส 

แตเอนไซมและยีสตไมทํางานไดเต็มท่ีในภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของตัวเอง (South และคณะ, 1995) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.14: ลําดับกระบวนการในการหมักเอทานอลชีวภาพดวยวิธี Simultaneous Saccharification and 

Fermentation หรือ SSF 

ท่ีมา : Margeot et al.,2009 

สําหรับงานวิจั ยนี้ จึ งนํ า เสนใยมันสําปะหลังการเปนวัต ถุดิบตั้ งตนในการหมักเอทานอล 

เนื่องจากกากใยมันสําปะหลังนี้มีเซลลูโลสเปนองคประกอบสูงถึง 30-40% (w/w) และมีขนาดเล็กคือ 20-40 เมส 

โดยจะศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกรดซัลฟูริคเจือจางและแคลเซียมไฮดรอกไซดในการทําใหกากใยมัน

สํ า ป ะ ห ลั ง ถู ก ย อ ย ด ว ย เ ซ ล ลู เ ล ส ไ ด ดี ข้ึ น  นํ า ก า ก ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ท่ี ผ า น ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ม า แ ล ว 

มายอยดวยเซลลูเลสทางการคาไปพรอมกับการหมักน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนเปนเอทานอลดวย Saccharomyces 

cerevisiae TISTR5596 ซ่ึงเปนสายพันธุควบคุมเพ่ือใชในการเปรียบเทียบกับSaccharomyces cerevisiae G 5-

7(2) โดยกระบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation หรือ SSF 

ซ่ึงเปนยีสตสายพันธุทนรอนท่ีแยกไดจากน้ําออยภายในโรงงานอุตสาหกรรมโคราชท่ี 40 °ซ 



   

บทท่ี 3 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1  วัตถุดิบ 

  

 3.1.1 เสนใยมันสําปะหลังท่ีใชในงานวิจัยนี้  เปนของเหลือท้ิง (agroindustrial waste) 

จากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลัง(มันเสน)จากโรงงานผลิต  เอทานอล โรงงานทรัพยทิพย 

อําเภอชัยบาดาล จังหวัด ลพบุรี โรงงานผลิตเอทานอลจากมันเสนแหงนี้ จะนํามันเสนมายอยแปงใหเปนน้ําตาล 

ห มั ก น้ํ า ต า ล ท่ี ไ ด เ ป น เ อ ท า น อ ล  แ ล ว เ ข า สู ก ร ะ บ ว น ก า ร ก ล่ั น เ อ า เ อ ท า น อ ล 

โ ด ย ไ ป แ ย ก เ อ า เ ส น ใ ย ข อ ง หั ว มั น สํ า ป ะ ห ลั ง อ อ ก ก อ น 

(เสนใยมันสําปะหลังท่ีนํามาศึกษานี้เปนของเหลือท้ิงท่ีเกิดข้ึนหลังการกล่ันเอาเอทานอลออกจากน้ําหมักแลว)ลั

กษณะเปนเศษช้ินเล็กๆ(particle) ความช้ืนสูง จับกันเปนกอน  

 

3.2   เคมีภัณฑ 

  

 3.2.1 โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] ของบริษัท Merck, Germany 

 3.2.3    กรดซัลฟูริก [H2SO4] ของบริษัท Merck, Germany 

 3.2.4 แคลเซียมไฮดรอกไซด [Ca(OH)2] ของบริษัท Merck, Germany 

 3.2.5 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟส [Na2HPO4.12H2O]ของบริษัท Merck, Germany 



   

 3.2.6 โพแทสเซียม โซเดียมทารเทรต (Rocelle salt) [KNaC4H4O6.5H2O] ของบริษัท Fisher   

  Scientific, England 

 3.2.7 โซเดียมซัลเฟต [Na2SO4]ของบริษัท Merck, Germany 

 3.2.8 ไตรโซเดียมซิเตรต [C6H5Na3O7.2H2O] ของบริษัท Merck, Germany. 

 3.2.9 กรดไฮโดรคลอริก [HCl] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 

 3.2.10 แอมโมเนียมโมลิบเดต [(NH4)6Mo7O24.4H2O]ของบริษัท Merck, Germany. 

 3.2.11 โซเดียมอารซิเนต [Na2HAsO4.7H2O] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 

 3.2.12 กรดซิตริค [C6H8O7. 2H2O] ของบริษัท Ajex Finechem, Australia 

 

 3.2.13 คอปเปอรซัลเฟต [CuSO4.5H2O] ของบริษัท Merck, Germany.  

 3.2.14 กลูโคส [C6H12O6] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA.  

 3.2.15  เอทานอล 99 % (v/v) ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 

 3.2.16 แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] ของบริษัท Merck, Germany. 

 

3.3   เอนไซม 

  

 3.3.1 เอ็นไซมเซลลูเลส ช่ือทางการคาคือ แอคเซลเลอเรส 1500 (AccelleraseTM1500) ของ บริษัท 

 Denisco , USA. (Endoglucanase activity = 5.84 หนวยเอ็นไซม/มิลลิลิตร, β-glucosidase activity 

 4.66 หนวยเอ็นไซม/มิลลิลิตร) 

 



   

3.4   เคร่ืองมือและอุปกรณการทดลอง 

 

 3.4.1 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน GyromaxTM 939XL ของบริษัท Amerex   

  Instruments, Inc., USA. 

 3.4.2 เคร่ืองกวนแบบมีแมเหล็กปรับอุณหภูมิได (magnetic stirrer/hot plate) รุน 502P-2 ของบริษัท                

      Mettler Toledo., USA. 

 3.4.3 เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิได (refrigerated  centrifuge) รุนD-37520 Osterode ของ 

  บริษัท SORVELL Biofuge Stratos หัวปนเหวีย่ง (Roter) รุน 3334  

 3.4.4 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS spectrophotometer) รุน Spectronic20  Genesis ของ 

  บริษัท Spectronic Instruments, USA 

 3.4.5 ตูถายเช้ือ (laminar flow) ของบริษัท Lab service., Thailand. 

 3.4.6 หมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325, ของบริษัท Tomy, USA 

 3.4.7 เคร่ืองวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S-20K ของบริษัท     

  Radiometer Analitical  S.A., France  

 3.4.8 เคร่ืองช่ัง 4 ตําแหนง (4-digital balance) รุน AG204 ของบริษัท                

      Mettler Toledo., USA. 

 3.4.9 เคร่ืองช่ัง 2 ตําแหนง (2-digital balance) รุน PG 2002-5 ของบริษัท                

      Mettler Toledo., USA. 

 3.4.10 เคร่ืองวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลูโคส (glucose analyser) ของบริษัท YSI Co. Ltd., England 

 3.4.10 ตะแกรงรอนอนุภาค (sieving) ขนาดรูพรุน 20 และ 40 เมสของ บริษัท Retesch, Germany 



   

3.5 จุลินทรีย 

 

 3.5.1 Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ไดรับจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง 

 ประเทศไทย (วว.) 

 3.5.2  Saccharomyces cerevisiae G 5-7(2) เปนยีสตท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการหมักเอทานอลท่ี

 อุณหภูมิ 40°ซ คัดแยกไดจากตะกอนจากระบบการผลิตน้ําตาล ของโรงงานอุตสาหกรรมโคราช ท่ี

 อุณหภูมิ 40°ซ โดยนักวิจัยหองปฏิบัติการ 405 อาคารแถบ นีละนิธิ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

 วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อุณหภูมิสูงสุดท่ีสามารถเจริญไดเทากับ 42°ซ 

 

3.6 องคประกอบในอาหารเล้ียงเชื้อ 

 3.6.1 สารสกัดยีสต (yeast extract) ของบริษัท Becton, Dickinson and Company., France 

 3.6.2 แบคโต-เปปโตน (Bacto-peptone) ของบริษัท Becton, Dickinson and    

  Company., USA. 

 3.6.3 กลูโคส ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA 

 3.6.4 เอการ (agar) ของบริษัท Becton, Dickinson and Company., France 

 

 

 

 

 



   

3.7  การทดลอง 

  

3.7.1 เสนใยมันสําปะหลังหลังกระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง  

วั ต ถุ ดิ บ ท่ี นํ า ม า ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล  ใ น ง า น วิ จั ย นี้ คื อ  เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง 

ท่ีไดจากกระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลังเปนของเหลือท้ิงหลังจากการกล่ันแยกเอาเอทานอลขณ

ะท่ีเปนเสนใยฯแขวนลอย อยูในน้ําหมัก เก็บรักษาเสนใยมันสําปะหลังฯนี้ท่ีอุณหภูมิ-20°ซ อบแหงท่ีอุณหภูมิ 

80±2°ซ เปนเวลา 48 ช่ัวโมงกอนนํามาใช 

ทํ า ก า ร วั ด ค ว า ม ช้ื น  ค า ค ว า ม เ ป น ก ร ด -ด า ง  ร อ น ห า ข น า ด ช้ิ น  (particle size) 

และวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ เชน ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เปนตน โดยวิธี 

Technical Association of the Pulp Industry (TAPPI method, 1988) ท่ี กรมวิทยาศาสตรบริการ (วศ.) (The 

Department of Science Service ; DSS)  

 

  3.7.2 ก า ร ป รั บ ส ภ า พ  ( Pretreatment) 

เสนใยมันสําปะหลังหลังกระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง 

 แขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ปริมาณ6% (w/v)ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด หรือ 

ก ร ด ซั ล ฟู ริ ค จํ า น ว น  50 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ น ฟ ล า ส ก ข น า ด  250 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ ห ค ว า ม ร อ น 

ภายใตความดันไอน้ําดวยเคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave)  ท่ี 121°ซ, ความดัน 15 ปอนด/ตร.นิ้ว เปนเวลา 30 

น า ที โ ด ย ผั น แ ป ร ค ว า ม เ ข ม ข น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย แ ค ล เ ซี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ห รื อ ส า ร ก ร ด ซั ล ฟู ริ ก 

ปริมาณเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีแขวนลอยในสารละลายและระยะเวลาการใหความรอนภายใตความดันไอน้ํา 

หาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการปรับสภาพเพื่อใหเสนใยมันสําปะหลังฯถูกยอยดวยเซลลูเลสเปนน้ําตาลกลูโค

สไดดีท่ีสุด  

  



   

   

 3.7.3 การตรวจสอบประสิทธิผลการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพดวยเซลลูเลส  

 แ ย ก เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ซ่ึ ง ป รั บ ส ภ า พ แ ล ว ต า ม วิ ธี ข อ  3.7.2 

อ อ ก จ า ก ส ว น น้ํ า ห ลั ง ข้ั น ต อ น ก า ร ป รั บ ส ภ า พ (pretreatment hydrolysate) 

ด ว ย ก า ร ก ร อ ง ด ว ย ต ะ แ ก ร ง ส เ ต น เ ล ส ข น า ด รู พ รุ น  20เ ม ส 

นําเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีแยกไดไปแขวนลอยในสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมซิเตรทเขมขน 100 มิลลิโมลาร 

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 เติมเซลลูเลส Acellerase TM1500 (ซ่ึงมี endoglucanase activity เทากับ 0.14 

หนวยเอ็นไซม/ไมโครลิตร, และมี β-glucosidase activity เทากับ 0.056 หนวยเอ็นไซม/ไมโครลิตร) ปริมาตร 

200ไมโครลิตร/กรัม ของเสนใยมันสําปะหลัง๚ท่ีปรับสภาพแลว บมท่ี 50°ซ เขยาผสมท่ีความเร็ว 120 รอบ/นาที 

เปนเวลา 6 ช่ัวโมง หลังจากนั้น นําไปปนเหวี่ยงท่ี 4°ซ ความเร็วรอบ 10,500รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที 

เอาสวนน้ําใสไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) 

และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลูโคสดวยเคร่ืองวิเคราะหน้ําตาลกลูโคส (Glucose analyser) 

เสนใยมันสําปะหลังฯท่ีถูกยอยดวยเซลลูเลส 

 3.7.4 การตรวจสอบแอคทิวิตีของเอ็นไซมเซลลูเลส 

  3.7.4.1 ตรวจสอบแอคทิวิตีของ เอ็นไซมเอ็นโดกลูคาเนส(Ghose, 1987) 

 เติมสารละลายเจือจางของเอ็นไซมเซลลูเลส AccelleraseTM1500 ใน โซเดียมซิเตรท บัฟเฟอร  

ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน 2%(w/v) 

โดยน้ําหนักของคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (Carboxymethylcellulose; CMC) ในโซเดียมซิเตรท บัฟเฟอร  

ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.8ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 50°ซ นาน 30 

น า ที เ พื่ อ ห ยุ ด ป ฏิ กิ ริ ย า  จ า ก นั้ น  ต ม ใ น น้ํ า เ ดื อ ด เ ป น เ ว ล า  10 น า ที  แ ช ใ น น้ํ า แ ข็ ง 

และนําไปวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson 

  3.7.4.2 ตรวจสอบแอคทิวิตีของ เอ็นไซมเบตา-กลูโคซิเดส(Stenberg, 1977) 



   

 เติมสารละลายเจือจางของเอ็นไซมเซลลูโลส AccelleraseTM1500 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรในโซเดียม       

ซิเตรท บัฟเฟอร  ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.8 ลงใน 0.4%(w/v) 

โดยน้ําหนักของซาลิซิน (Salicin)ในโซเดียมซิเตรท บัฟเฟอร  ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-

ดางเทากับ 4.8ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 50°ซ นาน 30 นาทีเพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้น 

ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แชในน้ําแข็ง และนําไปวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson   

 3.7.5 

การหาสัดสวนท่ีเหมาะสมระหวางเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพและปริมาณเซลลูเลสเพื่อใหผลการ

ยอยไดน้ําตาลกลูโคสสูงสุด  

  ยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพท่ีสภาวะท่ีเหมาะสม ดวยAccellerase TM1500 

ตามวิธีขอ 3.7.3 แตแปรผันสัดสวนระหวางเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีปรับสภาพแลว และปริมาณเซลลูเลสท่ีใช 

สั ด ส ว น ท่ี เ ห ม า ะ ส ม ท่ี สุ ด ร ะ ห ว า ง เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ  แ ล ะ ป ริ ม า ณ เ ซ ล ลู เ ล ส ท่ี ใ ช 

คือสัดสวนท่ีทําใหไดน้ําตาลกลูโคสสูงท่ีสุด  

 

 3.7.6 การเตรียม S. cerevisiae G 5-7 (2) ท่ีระยะการเจริญ mid log phase 

 ถาย 1 โคโลนีของ S. cerevisiae G 5-7(2) ซ่ึงเจริญอยูบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง YPD คาความเปนกรด-

ดางเทากับ 5.0 บมท่ี 40°ซ นาน 72 ช่ัวโมง ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD จํานวน 50 มิลลิลิตร 

บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมท่ี 40°ซ เขยาใหอากาศท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที เปนเวลา 

24ช่ัวโมง ถายเ ช้ือท่ีไดปริมาณ 1%(v/v) ลงในอาหารเล้ียงเ ช้ือชนิดเดิม แลวบมท่ีสภาวะเดิม 

ถายเช้ือท่ีไดลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD กําหนดคาความขุนเร่ิมตนของเซลลท่ี 660 นาโนเมตร 

เทากับ0.05±0.002 บมท่ีสภาวะเดิม วัดคาความขุนของเซลลทุก 30 นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาความขุนของเซลลและระยะเวลาการบม หาระยะเวลาการบม 

ซ่ึงเซลลอยูในระยะ mid log phase จากกราฟท่ีได 

   



   

 3.7.7 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการผลิตเอทานอลในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว YPD ของ                  

S. cerevisiae   G 5-7(2) แบบแยกปจจัย (one factor at-a-time) 

  ถายเช้ือ S. cerevisiae G 5-7 (2) ท่ีระยะการเจริญ mid log phase ปริมาณ 10%(v/v) 

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 จํานวน 42.5 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 

50 มิลลิลิตร ปด ฟลาสกดวยจุกสําลี หุมทับสําลีดวยแผนพาราฟลม (parafilm) บมท่ี 40°ซ ไมเขยาเปนเวลา 48 

ช่ัวโมง หลังจากนั้น ปนเหวี่ยงท่ี 4°ซ ความเร็ว 13,000รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที 

เก็บสวนน้ําใสไปวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยวิธีแกส โครมาโตกราฟฟ (Gas Chromatography) 

หาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการผลิตเอทานอลของ       S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยแปรผันคาความเปนกรด-

ด า ง ข อ ง อ า ห า ร เ ล้ี ย ง เ ช้ื อ เ ห ล ว YPD อุ ณ ห ภู มิ ก า ร ห มั ก  ที ล ะ  1 ป จ จั ย 

ใชปจจัยท่ีใหผลผลิตเอทานอลสูงท่ีสุดในการทดลองแรกในการทดลองถัดไป 

     

 3.7.8 การหาเวลาท่ีเหมาะสมในการปลูกเชื้อ S. cerevisiae G 5-7 (2) 

ในกระบวนการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯแบบSimultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) 

 ห มั ก เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ซ่ึ ง ป รั บ ส ภ า พ ด ว ย ก ร ด ซั ล ฟู ริ ก ท่ี ส ภ า ว ะ เ ห ม า ะ ส ม 

โดยแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯปริมาณ 10% (w/v) ในสารลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67 % (w/v) จํานวน 50 

มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุในขวดแกวฝาเกลียวปดสนิทขนาด 250 มิลลิลิตร (ของบริษัท Duran Co. Ltd, Germany) 

หลังการใหความรอนภายใตความดันไอน้ํา ดวยเคร่ืองนึ่งฆาเช้ือท่ี 121°ซ ความดัน 15 ปอนด/ตร. นิ้ว นาน 45 

นาที ทําการปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.0  ดวยสารละลายปราศจากเช้ือ 10 N NaOH แลวจึงเติม 

AccelleraseTM1500 จํานวน 0.392 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง ปลูกเช้ือ(inoculate) S. cerevisiae G 5-

7 (2)  ระยะการเจริญ mid log phase จํานวน10%(v/v) โดยแปรผันเวลาการปลูกเช้ือเปน 0, 3 และ 6 ช่ัวโมง 

หลังการเติมAccellerase TM1500  บมท่ี 40° ซ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ปนเหวี่ยงท่ี 4°ซ ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที 

เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณเอทานอล 

  



   

 3.7.9 การหาระยะเวลาการบมท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลแบบ Simultaneous Saccharification 

and Fermentation จากเสนใยมันสําปะหลังฯโดย S. cerevisiae G 5-7 (2) 

 หมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกโดย S. cerevisiae G 5-7 (2) 

แบบกระบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation ตามวิธีเดียวกับขอ 3.7.8 และปลูกเช้ือ        

S. cerevisiae G 5-7 (2) ทันทีหลังการเติมAccellerase TM1500 (ผลจากขอ 3.7.8) บมท่ี 40°ซ เปนเวลา 120 ช่ัวโมง 

หลังการบม 48, 72, 96 และ 120 ช่ัวโมง ทําการปนเหวี่ยงท่ี 4°ซ ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที 

เพื่อแยกเอาสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณเอทานอล 

 

 3.7.10 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯ แบบ Simultaneous 

Saccharification and Fermentation ดวย S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยศึกษาแบบผลกระทบหลายปจจัยรวม 

(factors combination) 

  หมักเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสมดวย S. cerevisiae 

G 5-7 (2) โดยกระบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation ตามวิธีเดียวกับขอ 3.7.8 เปนเวลา 

96 ช่ัวโมง แปรผันเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมAccellerase TM1500 คาความเปนกรด-ดางท่ีตองการปรับ 

หลังการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ และอุณหภู มิในการหมัก แสดงคาปจจัยตางๆท่ีแปรผัน 

แสดงในตารางท่ี 3.1 และ 3.2 

 

ตารางท่ี 3.1 แสดงคาปจจัย แปรผันท่ีกําหนดในกระบวนการการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯแบบSSF  

ปจจัย คาต่ํา คาสูง 

เวลาการปลูกเช้ือหลังการเตมิ 

Accellerase TM 1500 (นาที) 

0 10 

คาความเปนกรด-ดางท่ีปรับ 4.5 5.0 

อุณหภูมิในการบม (°ซ) 37 40 



   

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 3.2 การออกแบบการทดลองแบบศึกษาผลกระทบของหลายปจจัยรวม (Factorial Design) 

ชุดการทดลองท่ี 
เวลาการปลูกเชื้อหลังการเตมิ 

Accellerase TM1500 (นาที) 

คาความเปนกรด-

ดางท่ีปรับ 
อุณหภูมิในการบม (°ซ) 

1 -1 -1 -1 

2 -1 -1 1 

3 -1 1 -1 

4 -1 1 1 

5 1 -1 -1 

6 1 -1 1 

7 1 1 -1 

8 1 1 1 

 

หมายเหต:ุ แตละปจจัย คาต่ําแทนดวย -1 คาสูงแทนดวย 1 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 4 

 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ลักษณะสมบัติและองคประกอบทางเคมีของเสนใยมันสําปะหลัง 

หลังกระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง 

เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง  ห ลั ง ก ร ะ บ ว น ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล จ า ก หั ว มั น สํ า ป ะ ห ลั ง 

ซ่ึงใชเปนวัตถุดิบของการวิจัยนี้ มีความช้ืนโดยเฉล่ีย 73.9% (w/w) คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0 ขนาดช้ิน 

(particle size) เทากับ 20-40 เมส 

ผลการวิเคราะหองคประกอบ ดวยวิธี Technical Association of Pulp and Paper Industry (TAPPI 

method, 1988) พบวาประกอบสําคัญดวย โฮโลเซลลูโลส (51.6% (w/w)) อัลฟาเซลลูโลส (39.8% (w/w)) 

เบตาเซลลูโลส (3.8% (w/w)) แกมมาเซลลูโลส (8.1% (w/w)) และลิกนิน (12.5% (w/w)) ของน้ําหนักแหง 

 



   

4.2 ผลการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ เพื่อใหเซลลูเลสยอยเปนน้าํตาลกลูโคสไดด ี

 

 4.2.1 ผลการปรับสภาพมันสําปะหลังฯดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด 

ผลการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ โดยการแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯปริมาณ 6%(w/v) 

ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด เขมขน 3%-7%(w/v) และใหความรอน ภายใตความดันไอน้ําท่ี 121°ซ 

15ปอนด/ตร.นิ้ว 30 นาที แลวนําเสนใยมันสําปะหลังท่ีปรับสภาพแลวไปยอยดวย AccelleraseTM1500 จํานวน 

1.17 หนว ย เ อ็น ไซม ซี เ อ็ม ซี /ก รัมน้ํ าหนักแ ห ง  บม ท่ี  40°ซ  นาน  6  ช่ัวโมง 

พ บ ว า เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ท่ี ป รั บ ส ภ า พ ด ว ย แ ค ล เ ซี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด เ ข ม ข น  5 %(w/v) 

ใ ห น้ํ า ต า ล รี ดิ ว ซ ม า ก ท่ี สุ ด เ ท า กั บ  0 . 2 2  ก รั ม / ก รั ม น้ํ า ห นั ก แ ห ง 

แ ต เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ท่ี ป รั บ ส ภ า พ ด ว ย แ ค ล เ ซี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด เ ข ม ข น  4 %(w/v) 

จ ะ ใ ห น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส สู ง ท่ี สุ ด เ ท า กั บ  0 . 0 8  ก รั ม / ก รั ม น้ํ า ห นั ก แ ห ง  ดั ง แ ส ด ง ใ น ภ า พ ท่ี  4.1 

เสนใยมันสําปะหลังฯถูกยอยดวยเซลลูเลสเปนน้ําตาลกลูโคสไดดีท่ีสุดเม่ือแขวนลอยในปริมาณ 6%(w/v) 

ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด เขมขน4%(w/v) หรือเม่ือใชแคลเซียมไฮดรอกไซด  1 

กรัมปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ 1.5 กรัม  
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ภาพท่ี 4. 1 : ผลของความเขมขนของสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด 

ซ่ึงใชแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯตอประสิทธิผลการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 

 

 

 

 

 

ผลการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด โดยใชแคลเวียมไฮดรอกไซด 1 

ก รั ม ต อ  1 . 5  ก รั ม ข อ ง เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ 

แตแปรผันปริมาณเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีแขวนลอยในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซดเปน 3, 6, 9, 12และ 

1 5 %(w/v) เ ม่ื อ นํ า เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ท่ี ผ า น ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ม า ย อ ย ด ว ย เ ซ ล ลู เ ล ส  1.17 

หนวยเอ็นไซมซี เ อ็มซี/กรัมน้ํ าหนักแหง ท่ี  50°ซ คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 นาน 6 ช่ัวโมง 

พบวา เสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงแขวนลอยในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด  ปริมาณ 9%(w/v) 

ใหน้ําตาลรีดิวซและน้ําตาลกลูโคสสูงท่ีสุดเทากับ 0.27 และ 0.09 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง ตามลําดับ 

ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 

 



   

 

 

ภาพท่ี4.2 : ผลของปริมาณเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีแขวนลอยในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด 

ใ ช แ ค ล เ ซี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด  1 ก รั ม  ป รั บ ส ภ า พ  1.5 

กรัมของเสนใยมันสําปะหลังฯตอประสิทธิผลการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 

ผลการแปรผันระยะเวลาการใหความรอนภายใตความดันไอน้ําท่ี121 °ซ ความดัน 15ปอนด/ตร.นิ้ว 

ในข้ันตอนการปรับสภาพโดยแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด 

ปรับสภาพโดยใชแคลเซียมไฮดรอกไซด 1 กรัม ตอเสนใยมันสําปะหลังฯ 1.5 กรัม หรือแขวนลอย 

9%(w/v)เสนใยมันสําปะหลังฯในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซดเขมขน 6%(w/v) จากภาพท่ี 4.3 พบวา 

เสนใยมันสําปะหลังท่ีผานการปรับสภาพเปนเวลา 30 นาทีเม่ือนํามายอยดวยเซลูเลส เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 

จะใหน้ําตาลรีดิวซและน้ําตาลน้ําตาลสูงท่ีสุดเทากับ 0.26 และ 0.09 กรัม/กรัม น้ําหนักแหง ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 4.3 : ผลของเวลาในการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯเม่ือแขวนลอย(9%(w/v) 

ใ น ส า ร ล ะ ล า ย แ ค ล เ ซี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด เ ข ม ข น  6%(w/v) 

ตอประสิทธิผลการยอยของการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

โดยสรุปคือ สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการปรับสภาพ เสนใยมันสําปะหลังฯดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด 

คือ แขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ปริมาณ 9% (w/v) ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 

6%(w/v) และใหความรอนภายใตความดันไอน้ําดวย เคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ท่ี 121°ซ ความดัน 15 

ปอนด /ตร.  นิ้ ว  นาน 30 นาที  เสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพท่ีสภาวะนี้  เ ม่ือนํ ามายอยดวย 

AccelleraseTM1500 จํานวน 1.17 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 

50°ซ นาน 6 ช่ัวโมง จะไดน้ําตาลกลูโคส 0.09 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 

 4.2.2 ผลการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯดวย กรดซัลฟูริก 

 แขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ปริมาณ 6%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 1-

6%(w/v)แลวนําไปใหความรอนภายใตความดันไอน้ําดวยเคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ท่ี 121°ซ ความดัน 15 

ปอนด/ตร. นิว้ เปนเวลา 30 นาที ตอจากนั้น ปนเหวีย่งท่ี 4°ซ ความเร็ว10,500 รอบ/นาที นาน 20 นาที 

เพื่อแยกเอาเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพแลว มายอยดวย AccelleraseTM1500 จํานวน 1.17 

หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนกัแหง โดยแขวนลอยในสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมซิเตรทเขมขน 100 
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มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 บมท่ี 50°ซ นาน 6 ช่ัวโมง 

พบวาเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพโดยสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 2%(w/v) 

ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด เทากับ 0.21 กรัม/กรัมน้ําหนกัแหง แตเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ซ่ึงปรับสภาพดวยสารละลายซัลฟูริก 4%(w/v) ใหปริมาณน้ําตาลกลูโคสสูงสุดเทากับ 0.08 

กรัม/กรัมน้ําหนักแหง ดังแสดงในภาพท่ี 4.4 

เสนใยมันสําปะหลังฯถุกยอยดวยเซลลูเลสเปนน้ําตาลกลูโคสไดดีท่ีสุด เม่ือแขวนลอยปริมาณ 6%(w/v) 

ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 4%(w/v) หรือเม่ือใชกรดซัลฟูริก 1 กรัม ปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ 1.5 

กรัม 

 

ภาพท่ี 4.4 : ผลของความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริกซ่ึงใชปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ตอความไวของเสนใยมันสําปะหลังฯ ตอการถูกยอยดวยเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 

เม่ือแปรผันปริมาณของเสนใยมันสําปะหลังฯ ซ่ึงแขวนลอยในสารละลายกรดซัลฟูริกเปน 4, 6, 8, 10, 

12, 14, และ16%(w/v) ใช 1 กรัมของกรดซัลฟูริกปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลัง 1.5 กรัม ตามวิธีขางตน 

พบวาเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพโดยแขวนลอยในปริมาณ 12%(w/v) ในสารละลายซัลฟูริก 

เม่ือนํามายอยดวยเซลลูเลสตามวิธีขางตน จะใหน้ําตาลรีดิวซสูงสุด 0.21 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 
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แ ต จ ะ ใ ห ป ริ ม า ณ น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส สู ง สุ ด เ ท า กั บ  0 . 09 ก รั ม / ก รั ม น้ํ า ห นั ก แ ห ง 

หากแขวนลอยในสารละลายกรดซัลฟูริกท่ีปริมาณ 10%(w/v) ดังแสดงภาพท่ี 4.5 

ปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯโดยแขวนลอยท่ีปริมาณ 10%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริก ให 1 

กรัมของกรดซัลฟู ริก ปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ 1.5 กรัม  (หรือแขวนลอย 10%(w/v) 

เสนใยมันสําปะหลังฯ ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67%(w/v)) ในการทดลองถัดไป 

 

 

 

ภาพท่ี 4.5 : ผลของปริมาณเสนใยมันสําปะหลังฯ ซ่ึงแขวนลอยในสารละลายกรดซัลฟูริก 

ในข้ันตอนการปรับสภาพ ใช 1 กรัมของกรดซัลฟูริกปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลัง 1.5 กรัม 

ตอประสิทธิผลการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 ผลการแปรผันระยะเวลาการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพโดยแขวนลอยเสนใยมันสํา

ปะหลังฯ 10%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67%(w/v) เปน 15, 30, 45, และ 60 นาที 

พบวาเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีปรับสภาพเปนเวลา 15 นาที ใหน้ําตาลรีดิวซสูงสุดเทากับ 0.21 
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กรัม/กรัมน้ําหนักแหง แตใหน้ําตาลกลูโคสสูงสุดเทากับ 0.10 กรัม/กรัมน้ําหนกัแหง เม่ือปรับสภาพเปนเวลา 45 

นาที ดังแสดงในภาพท่ี 4.6 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.6 : ผลของระยะเวลาการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯเม่ือแขวนลอยปริมาณ 10%(w/v) 

ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด ซั ล ฟู ริ ก  ( เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ  1.5 

กรัม/กรัมของกรดซัลฟูริก)ตอประสิทธิผลการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 โดยสรุปคือ สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการปรับสภาพ เสนใยมันสําปะหลังฯดวยกรดซัลฟูริก 

คือแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ปริมาณ 10%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67%(w/v) 

และใหความรอนภายใตความดันไอน้ําดวยเคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ท่ี 121°ซ ความดัน 15ปอนด/ตร. นิ้ว 

นาน 45 นาที เสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพท่ีสภาวะนี้ เม่ือนํามายอยดวย AccelleraseTM1500 จํานวน 

1.17หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 50°ซ นาน 6 ช่ัวโมง 

จะไดน้ําตาลกลูโคส 0.10 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง  
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4.3 ผลการหาสัดสวนท่ีเหมาะสมระหวางเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ท่ีผานการปรับสภาพและปริมาณเซลลูเลสเพื่อใหผลการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯไดน้ําตาลกลูโคสสูงสุด 

 เ พื่ อ ใ ห ไ ด ป ริ ม า ณ น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส สู ง สุ ด 

จากการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟู ริกท่ีสภาวะเหมาะสม ดวย 

AccelleraseTM1500 

ทําโดยแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพในสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมซิเตรทเขมขน 100 

มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 5.0 ปริมาณ 10%(w/v) แลวแปรผันปริมาณAccelleraseTM1500 

ท่ีใชเปน 1.17, 2.34, 4.67, 7.01, 9.34, 11.68, 14.02 และ 16.35 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง บมท่ี 

50°ซ  เ ข ย า ผ ส ม ท่ี  120 ร อ บ /น า ที  เ ป น เ ว ล า  6 ช่ั ว โ ม ง 

เม่ือปนเหวี่ยงแยกสวนน้ําท่ีไดจากการยอยออกจากเสนใยมันสําปะหลังฯ ท่ีเหลืออยู ท่ี 10,500 รอบ/นาที 4°ซ 

20น า ที  แ ล ว นํ า ม า วิ เ ค ร า ะ ห ป ริ ม า ณ น้ํ า ต า ล รี ดิ ว ซ แ ล ะ น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส ท่ี เ กิ ด ข้ึ น 

พบวาไดน้ําตาลกลูโคสสูงท่ีสุดเทากับ 0.13 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง เม่ือยอยดวย AccelleraseTM1500 จํานวน 

11.68 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง ดังแสดงในภาพท่ี 4.7  

 

ภาพท่ี 4.7 : 

ผลของปริมาณเซลลูเลสท่ีใชยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสม 
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เม่ือแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯในสารละลายบัฟเฟอรตอปริมาณน้าํตาลท่ีได (Reducing sugar 

(),Glucose()) 

 แต เ ม่ือยอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ซ่ึงผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสม 

โ ด ย ไ ม ป น เ ห วี่ ย ง แ ย ก เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ อ อ ก จ า ก พ รี ท รี ต เ ม น ต ไ ฮ โ ด ร ไ ล เ ซ ต (pretreatment 

hydrolysate)แ ล ว นํ า ไ ป แ ข ว น ล อ ย ใ น ส า ร ล ะ ล า ย บั ฟ เ ฟ อ ร 

แตทําการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพ ขณะแขวนลอยในพรีทรีตเมนตไฮโดรไลเซต 

โดยการปรับคาความเปนกรด-ดางของสารแขวนลอยหลังกระบวนการปรับสภาพเปน 5.0 ดวย 

ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ดี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด เ ข ม ข น  10โ ม ล า ร  แ ล ว จึ ง เ ติ ม  AccelleraseTM1500 

โดยแปรผันปริมาณเอ็นไซมท่ีใชเปน 11.68, 14.02, 16.35, 18.69 และ 21.02 

ห น ว ย เ อ็ น ไ ซ ม ซี เ อ็ ม ซี /ก รั ม น้ํ า ห นั ก แ ห ง  เ ม่ื อ ป น เ ห วี่ ย ง แ ย ก เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ 

อ อ ก แ ล ว นํ า ส ว น น้ํ า ม า วิ เ ค ร า ะ ห ป ริ ม า ณ น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส  แ ล ะ น้ํ า ต า ล รี ดิ ว ซ  พ บ ว า 

น้ําตาลกลูโคสสูงสุดท่ีไดเพิ่มข้ึนเปน 0.15 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง เม่ือเพ่ิมปริมาณAccelleraseTM1500 ท่ีใชจาก 

11.68 เปน 16.35 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง (ภาพท่ี 4.8)  
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ภ า พ ท่ี  4.8 : 

ผลของปริมาณเซลลูเลสท่ีใชยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสม

ขณะเสนใยมันสําปะหลังฯแขวนลอยในพรีทรีตเมนทไฮโดรไลเซต ตอปริมาณน้ําตาลท่ีได(Reducing sugar 

(),Glucose()) 

 โดยสรุปคือการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับดวยกรดวัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสมจะไดน้ําตา

ล ก ลู โ ค ส สู ง สุ ด  (1.5 ก รั ม /ก รั ม น้ํ า ห นั ก แ ห ง ) เ ม่ื อ ย อ ย เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ 

ข ณ ะ แ ข ว น ล อ ย ใ น พ รี ท รี ต ไ ฮ โ ด ร ไ ล เ ซ ต ด ว ย  AccelleraseTM1500 ป ริ ม า ณ  16.35 

หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 50°ซ เปนเวลา  6  ช่ัวโมง 

 

4.4 ผลการสรางเสนโคงการเจริญ (growth curve) ของ S. cerevisiae G 5-7 (2) 

 S. cerevisiae G 5-7 (2) เปนยีสตท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการหมักเอทานอลท่ี 40°ซ 

ประสิทธิผลการหมักเอทานอลจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ท่ีมีน้ําตาลกลูโคส 15%(w/v) ท่ี 40° ซ เปนเวลา 

48ช่ัวโมง ใหเอทานอล 54.49 กรัม/ลิตร  

 สรางเสนโคงการเจริญ(growth curve)ของ S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยการปลูก(inoculate) โคโลนีของ   

S. cerevisiae G 5-7 (2) จํานวน 1โคโลนี ซ่ึงเจริญอยูบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง YPD ท่ี 40°ซ นาน  72 ช่ัวโมง 

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 จํานวน 50มิลลิลิตร บรรจุในฟาลกขนาด 250 

มิลลิลิตร  บมท่ี 40°ซ เขยาใหอากาศ 200รอบ/นาที 24 ช่ัวโมง ถายเช้ือท่ีไดลงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเดิม ปริมาณ 

1%(v/v) บมในสภาวะเดิม 24 ช่ัวโมง ถายเ ช้ือท่ีไดลงในอาหารเ ล้ียงเ ช้ือเดิมอีกคร้ัง 

แตกําหนดคาความขุนเร่ิมตนของเซลลท่ี 660 นาโนเมตร หลังการปลูกเช้ือเทากับ 0.05 บมท่ีสภาวะเดิม 

ติดตามการเจริญของ S. cerevisiae G 5-7 (2) จากคาความขุนของเซลลท่ีเพิ่มข้ึน ตามระยะเวลาการบม 

นํ า ค า ค ว า ม ขุ น ข อ ง เ ซ ล ล ท่ี 660 

นาโนเมตรและระยะเวลาการบมมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธจะไดเสนโคงการเจริญ พบวา S. cerevisiae G 



   

5-7 (2)อยูในระยะการเจริญ mid log phase  หลังการบม 8 ช่ัวโมง ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 เลือกใชเซลล S. 

cerevisiae G 5-7 (2) ในระยะmid log phase  เปนเช้ือเร่ิมตนเพื่อการหมักเอทานอลในการทดลองตอไป 

ภาพท่ี 4.9 : เสนโคงการเจริญแของ S. cerevisiae G 5-7 (2) () และของS. cerevisiae TISTR 5596 

(),ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ท่ี 40°ซ คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ท่ี 40°ซ 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

4.5 ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7 (2)แบบแยกปจจัย (one factor 

at-a-time) 

 เตรียมสารแขวนลอยเซลล(cell suspension) ของ S. cerevisiae G 5-7 (2)  ท่ีระยะmid log phase 

ตามวิธีขางตน ถายโอน S. cerevisiae G 5-7 (2) ระยะการเจริญ mid log phase  ปริมาณ 10%(v/v) 

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ท่ีมีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 5.0 บมท่ี 35, 40, 42 °ซ 

ในสภาวะจํากัดออกซิเจนโดยใสอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD 42.5 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 50 มิลลิลิตร 

ปดฟาลกดวยจุกสําลี ปดทับจุกสําลีดวยแผนพาราฟลม ไมเขยาฟลาสก เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปนแยกท่ี 13,000 

รอบนาที 4°ซ นาน 20 นาที เพื่อแยกเอาสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยวิธี Gas Chromatography 

พบวา S. cerevisiae G 5-7 (2) ผลิต   เอทานอลไดสูงท่ีสุดเทากับ 39.97 กรัม/ลิตร เม่ือบมท่ี 40°ซ (ภาพท่ี 4.10) 

 



   

ภาพท่ี 4.10 :  แสดงผลของอุณหภูมิการหมักตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae TISTR 5596 () และ   S. 

cerevisiae G 5-7 (2) ()  

 ผลการหมัก อาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ซ่ึงแปรผันคาความเปนกรด-ดาง ดวย S. cerevisiae G 5-7 (2)  ท่ี 

40°ซ ตามวิธีขางตน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาไดเอทานอลสูงสุด 39.75 กรัม/ลิตร เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือเหลว 

YPD มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 (ภาพท่ี4.11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ท่ี4.11: ผลของค าความเปนกรดด างของอาหาร เ ล้ียง เ ช้ือ เหลวYPD ตอการผลิตเอทานอลของ                                     

S. cerevisiae TISTR 5596 () และ, S. cerevisiae G 5-7 (2) ()  

 

 โดยสรุปสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7 (2) คือท่ี 40°ซ 

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 

 

 



   

 

 

4.6 ผลการหาเวลาท่ีเหมาะสมในการปลูกเชื้อ S. cerevisiae G 5-7 (2)   

ในกระบวนการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯแบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation  

 ผลการหมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสมโดยกร

ะบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) ดวย S. cerevisiae G 5-7 (2)   ระยะการเจริญ 

mid log phase  ปริมาณเช้ือเร่ิมตน10%(v/v) คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 40°ซ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

โดยแปรผันเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมAccelleraseTM1500 เปน 0, 3, และ6 ช่ัวโมง 

เ ม่ือวิ เคราะห เอทานอลท่ี เกิด ข้ึน พบวาการปลูกเ ช้ือพรอมกับการเติม  AccelleraseTM1500 

จะใหเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 1.98 กรัม/ลิตร (ภาพท่ี 4.12 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี4.12 : ผลของเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติม AccelleraseTM1500 

ในกระบวนการหมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯแบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation 

(SSF) ตอปริมาณเอทานอล      ( S. cerevisiae TISTR 5596 () และ, S. cerevisiae G 5-7 (2) ()) 



   

 

 

4.7 ผลการหาระยะเวลาการบมท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลแบบ Simultaneous Saccharification and 

Fermentation (SSF) จากเสนใยมันสําปะหลังฯโดย S. cerevisiae G 5-7 (2)    

 ผลการหมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสม

แบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) ตามวิธีเดียวกับขอ 4.6 แตปลูกเชื้อ                         

S. cerevisiae G 5-7 (2)    พรอมกับการเติม AccelleraseTM1500 เปนเวลา 120 ช่ัวโมง หลังการบม48, 72, 96, และ 

120 ช่ั ว โ ม ง  นํ า ม า ป น เ ห วี่ ย ง ท่ี  4°ซ  ค ว า ม เ ร็ ว  13,000 ร อ บ /น า ที  เ ป น เ ว ล า  20 น า ที 

แยกเอาสวนน้ําใสไปวิเคราะหเอทานอล พบวาไดเอทานอลสูงสุดท่ี 96 ช่ัวโมง เทากับ 2.72 กรัม/ลิตร (ภาพท่ี 

4.13) 

 

 

 ภาพท่ี4.13: ผลของระยะเวลาการหมักตอปริมาณเอทานอลท่ีไดเม่ือหมักเสนใยมันสําปะหลังฯดวยS. cerevisiae 

TISTR 5596 ()และ S. cerevisiae G 5-7 (2) ()โดยการกระบวนการ Simultaneous Saccharification and 

Fermentation (SSF) ท่ี 40°ซ คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0  



   

 

 

 

4.8 ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลแบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation 

จากเสนใยมันสําปะหลังฯ โดย S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยการศึกษาผลกระทบของหลายปจจัยรวม (factor 

combination) 

 ผลการหมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯ ซ่ึงปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสมดวย 

S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยกระบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation เปนเวลา 96ช่ัวโมง 

โ ด ย แ ป ร ผั น เ ว ล า ก า ร ป ลู ก เ ช้ื อ ห ลั ง ก า ร เ ติ ม  AccelleraseTM1500 

ค า ค ว า ม เ ป น ก ร ด ด า ง ท่ี ป รั บ ห ลั ง ก า ร ป รั บ ส ภ า พ เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ  อุ ณ ห ภู มิ ก า ร ห มั ก 

ตามชุดการทดลองท่ีแสดงในตารางท่ี 4.1 พบวาไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 2.72 กรัม/ลิตร เม่ือปลูกเช้ือ S. 

cerevisiae G 5-7 (2) ทันทีหลังการเติมเซลลูเลส คาความเปนกรดดางท่ีปรับเทากับ5.0 และบมท่ี 40°ซ 

ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 

ตาราง 4.1 ผลของเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมเซลลูเลส คาความเปนกรดดาง อุณหภูมิการหมัก 

ตอปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯดวย S. cerevisiae G 5-7 (2) แบบ SSF 

Run 

No. 

เวลาการปลูกเชื้อหลังการเตมิAccelleraseTM1500 

(นาที) 

คาความเปนกรด-

ดางท่ีปรับ 

อุณหภูมิการหมัก 

(°ซ) 

เอทานอล    

(กรัม/ลิตร) 

1 0 4.5 37 2.33 

2 0 4.5 40 2.09 

3 0 5.0 37 1.96 

4 0 5.0 40 2.72 

5 10 4.5 37 1.55 



   

6 10 4.5 40 1.55 

7 10 5.0 37 1.92 

8 10 5.0 40 1.57 

  

 เม่ือนําผลของปริมาณเอทานอลท่ีไดไปวิเคราะหทางสถิติ โดยใชโปรแกรม Statistix 9.0 

เพื่อหาปจจัยท่ีมีความสําคัญตอการหมักแบบSimultaneous Saccharification and Fermentation โดย  S. 

cerevisiae G 5-7 (2) (ตารางท่ี 4.2) 

ตารางท่ี 4.2 แสดงคาสัมประสิทธ์ิของการแปรผัน(Co-efficient) และP-valueของปจจัยท่ีศึกษา  

 

 

 

 

 

 

 เม่ือกําหนดใหปจจัยมีผลตอการผลิตเอทานอลอยางมีนัยสําคัญเม่ือคา P-value ต่ํากวา 0.01 

จ า ก ผ ล ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห ท า ง ส ถิ ติ พ บ ว า  ท้ั ง  3 

ปจจัยท่ีระดับท่ีทดสอบไมมีผลตอการผลิตเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯโดย S. cerevisiae G 5-7 (2) 

อ ย า ง มี นั ย สํ า คั ญ 

และพบวายิ่งเวลาการปลูกเช้ือหางจากเวลาการเติมเซลลูเลสก็จะยิ่งทําใหปริมาณเอทานอลท่ีไดลดลง 

ก า ร ล ด อุ ณ ห ภู มิ  ก า ร ห มั ก จ า ก  40°ซ  เ ป น  37°ซ 

มีผลทําใหปริมาณเอทานอลท่ีผลิตลดลงมากกวาการลดคาความเปนกรด-ดางจาก 5.0 เปน 4.5 

 

 

ปจจัยท่ีศึกษา สัมประสิทธ์ิของการแปรผัน P-value 

เวลาการปลูกเช้ือหลังการเตมิ 

AccelleraseTM 1500 
-0.31375 0.0446 

คาความเปนกรด-ดางท่ีปรับ 0.08125 0.4959 

อุณหภูมิ 0.02125 0.8544 



   

 

 

 

 

บทท่ี 5 

 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 

 การปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลัง หลังกระบวนการผลิตเอทานอล ดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด 

พ บ ว า ส ภ า ว ะ ท่ี ทํ า ใ ห เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ถู ก ย อ ย ด ว ย เ ซ ล ลู เ ล ส (AccelleraseTM1500) 

ไ ป เ ป น น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส ไ ด ดี ท่ี สุ ด คื อ  แ ข ว น ล อ ย เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง  9%(w/v) 

ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด เขมขน 6%(w/v) ใหความรอนภายใตความดันไอน้ําท่ี 121°ซ ความดัน 

15ปอนด/ตร.นิ้ว นาน 30 นาที เม่ือยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพท่ีสภาวะนี้ดวย AccelleraseTM1500 

ปริมาณ 1.17 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัม คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 50°ซ นาน 6 ช่ัวโมง 

จะไดน้ําตาลกลูโคส 0.09 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 

 ก า ร ป รั บ ส ภ า พ เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ  ด ว ย ก ร ด ซั ล ฟู ริ ก 

พบวาสภาวะท่ีทําใหเสนใยมันสําปะหลังฯถูกยอยดวยเซลลูเลสไดดีท่ีสุดคือ แขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ปริมาณ 10%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67%(w/v) แลวใหความรอนภายใตความดันไอน้ําท่ี 

121°ซ ความดัน 15 ปอนด/ตร.นิ้ว นาน 45 นาที เม่ือนําเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีปรับสภาพแลวนี้มายอยดวย 

AccelleraseTM1500 ปริมาณ 1.17 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัม คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 50°ซ นาน 6 

ช่ัวโมง จะไดน้ําตาลกลูโคส 0.10 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 



   

 ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ลิ ก โ น เ ซ ล ลู โ ล ส (lignocellulose) ด ว ย ด า ง ห รื อ ก ร ด 

ทําใหเซลลูเลสสามารถยอยเซลลูโลสในโครงสรางของลิกโนเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคสไดดี ข้ึน 

เพราะดางละลายลิกนินออกมาจากลิกโนเซลลูโลสและทําใหโครงสรางของลิกโนเซลลูโลสบวมพองข้ึน 

เ ซ ล ลู เ ล ส จึ ง ส า ม า ร ถ แ ท ร ก ซึ ม เ ข า ไ ป ย อ ย เ ซ ล ลู โ ล ส ใ ห เ ป น น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส ไ ด ม า ก ข้ึ น 

ใ น ข ณ ะ ท่ี ก ร ด ส า ม า ร ถ ล ะ ล า ย เ ฮ มิ เ ซ ล ลู โ ล ส อ อ ก ม า จ า ก ลิ ก โ น เ ซ ล ลู โ ล ส 

ทําใหเซลลูเลสสามารถเขาไปยอยเซลลูโลสได นอกจากนี้กรดยังยอยพันธะไกลโคซิดิกของเซลลูโลส 

ทํ า ใ ห โ ค ร ง ส ร า ง เ ซ ล ลู โ ล ส  แ บ บ  Crystalline ก ล า ย เ ป น แ บ บ  Amorphous 

ซ่ึงถูกยอยโดยเซลลูเลสไดงายข้ึน(Taherzadeh และ Karimi, 2007)การท่ีเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ซ่ึ ง ผ า น ก า ร ป รั บ ส ภ า พ ด ว ย ก ร ด ถู ก ย อ ย ด ว ย เ ซ ล ลู เ ล ส ไ ป เ ป น น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส 

ไ ด ม า ก ก ว า เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ท่ี ป รั บ ส ภ า พ ด ว ย ด า ง 

น า จ ะ เ กิ ด จ า ก ก า ร ท่ี ก ร ด เ ป ล่ี ย น โ ค ร ง ส ร า ง ข อ ง เ ซ ล ลู โ ล ส ไ ป เ ป น ช นิ ด  Amorphous 

ไ ม มี ป ญ ห า ข อ ง ลิ ก นิ น ท่ี ถู ก ล ะ ล า ย อ อ ก ม า ไ ป จั บ กั บ เ ซ ล ลู เ ล ส 

ทําใหปริมาณเซลลูเลสท่ีสามารถยอยเซลลูเลสท่ีสามารถยอยเซลลูโลสลดลงไดนอกจากนั้นกรดยังสามารถยอย

พั น ธ ะ ไ ก ล โ ค ซิ ดิ ก ใ น โ ค ร ง ส ร า ง ข อ ง เ ฮ มิ เ ซ ล ลู โ ล ส ซ่ึ ง มี น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส เ ป น อ ง ค ป ร ะ ก อ บ 

จึงทําใหไดผลลัพธเปนน้ําตาลกลูโคสในปริมาณท่ีสูงกวา (Morjanoff และ Gray, 1987) 

 จากการวิ เคราะหแอคทิวิตีของเอ็นไซม เซลลูเลสพบวา แอคทิวิตีของเอ็นโดกลูคาเนสและ 

เบตากลูโคซิเดส มีคาหนวยเอ็นไซม(5.84 และ 4.66 หนวยเอ็นไซม/กรัมเสนใยมันสําปะหลังฯ ตามลําดับ) 

ใกลเคียงกัน หรือ มีสัดสวนเทากับ 1: 1 ซ่ึงสงผลตอตอระบบการทํางานของเอ็นไซมเซลลูเลส 

เ ม่ื อ ห น ว ย เ อ็ น ไ ซ ม ก ลุ ม ย อ ย ท้ั ง  2  ช นิ ด นี้  มี ป ริ ม า ณ ท่ี ใ ก ล เ คี ย ง กั น 

สงผลใหการยับยั้งอันเนื่องมาจากผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึน(Product inhibition) ลดลง เพราะปริมาณของเซลโลไบโอส 

ท่ีเปน ตัวยับยั้งทุติยภูมิ (Secondary inhibition) และ ตัวยับยั้งปฐมภูมิ (Primary inhibition)คือกลูโคส 

มี ป ริ ม า ณ ใ ก ล เ คี ย ง กั น 

และทําใหระบบการยอยเสนใยมันสําปะหลังดวยเอ็นไซมเซลลูเลสท่ีมีสัดสวนของเอ็นไซมกลุมยอย 2 

ชนิดเทากับ 1 : 1  ดําเนินไปอยางสมดุลมากกวาการใชเอ็นไซมเซลลูเลส ท่ีมีสัดสวนของเอ็นไซมกลุมยอย 2 

ชนิดท่ีแตกตางกัน(Duff และคณะ, 1986) เพราะอาจทําให ปริมาณของตัวยับยั้งทุติยภูมิอยางเซลโลไบโอส 



   

มี ป ริ ม า ณ สู ง ก ว า ก ลู โ ค ส  แ ล ะ ไ ป ยั บ ยั้ ง ก า ร ทํ า ง า น ข อ ง เ อ็ น ไ ซ ม เ อ็ น โ ด ก ลู ค า เ น ส 

ส ง ผ ล ใ ห ก า ร ย อ ย เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ ด ว ย เ อ็ น ไ ซ ม เ ซ ล ลู เ ล ส ห ยุ ด ล ง ไ ด  ดั ง นั้ น 

แ ม สั ด ส ว น ข อ ง เ อ็ น ไ ซ ม ท่ี ใ ช ใ น ง า น วิ จั ย นี้  เ ห ม า ะ ส ม 

แตไดปริมาณของกลูโคสตํ่ากวาเม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีใชเสนใยมันสําปะหลังเปนแหลงผลิตเอทานอล 

เชนเดียวกับการศึกษาคร้ังนี้(Kesornsit, 2007) อาจเปนเพราะเสนใยมันสําปะหลังท่ีใชในงานวิจัยนี้ 

เ ป น วั ต ถุ ดิ บ ท่ี ไ ด รั บ ภ า ย ห ลั ง ก ร ะ บ ว น ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล จ า ก มั น สํ า ป ะ ห ลั ง 

ทําใหพรีทรีตทเมนทไฮโดรไลเซตท่ีไดภายหลังการปรับสภาพ เปนไปไดวา มีเอทานอล หรือตัวยับยั้ง ปะปนอยู 

เ พ ร า ะ มี ง า น วิ จั ย ท่ี พ บ ว า  แ ม ก ร ะ ท่ั ง น้ํ า ต า ล บ า ง ช นิ ด อ ย า ง  แ ม น โ น ส  ไ ซ โ ล ส  แ ล ะ ก า แ ล ค โ ท ส 

สามารถตอเอ็นไซมเซลลูเลส โดยลดอัตราการยอยสลายดวยเอ็นไซมไดอีกดวย (Xiao และคณะ, 2004) 

เ ม่ื อ เ พิ่ ม ป ริ ม า ณ AccelleraseTM1500 

ท่ีใชยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก พบวาการเพ่ิมปริมาณ AccelleraseTM1500 

ใ น ก ร ะ บ ว น ก า ร ย อ ย เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ เ ป น  11.68 ห น ว ย เ อ็ น ไ ซ ม ซี เ อ็ ม ซี /ก รั ม 

จะทําใหไดน้ําตาลกลูโคสเพิ่มข้ึนเปน 0.13 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง ตองเพิ่มDigestion เร่ืองสัดสวนβ-glucosidase 

นอกจากนี้หากทําการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกในสภาพท่ีเสนใยมันสําปะ

หลังฯยังคงแขวนลอยอยูในพรีทรีตเมนทไฮโดรไลเซต (pretreatment hydrolysate) และเพ่ิมปริมาณ 

AccellleraseTM1500 ท่ีใชยอยเปน 16.35 หนวยเอ็นไซมซีเ อ็มซี /กรัมน้ํ าหนักแหงดวย 

พบวาทําใหปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีไดจากการยอย เพิ่มข้ึนเปน 0.15 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 

น้ํ า ต า ล ก ลู โ ค ส ท่ี เ พิ่ ม สู ง ข้ึ น นี้ น า จ ะ ม า จ า ก ก า ร ท่ี  AccelleraseTM1500 

ส า ม า ร ถ ย อ ย น้ํ า ต า ล ส า ย ย า ว ท่ี ล ะ ล า ย อ ยู ใ น พ รี ท รี ต เ ม น ท 

ไฮโดรไลเซตท่ีเกิดข้ึนจากข้ันตอนการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก เปนน้ําตาลกลูโคส 

  เม่ือเทียบกับความเปนจริง จากการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเสนใยมันสําปะหลังฯ 

พบว า มี เซลลูโลสปริมาณ 40%(w/w) (หรือ 0.4กรัม /กรัม  เสนใยมันสําปะหลังฯ ) ห รือ 

กลูโคสท่ีไดสูงสุดจากเสนใยมันสําปะหลัง พบวาได 15%(w/w) หรือ(0.15 กรัม/กรัมเสนใยมันสําปะหลัง) 

แสดงวาเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีใชในการวิจัยนี้ใหกลูโคสเทียบจากตามคาท่ีควรไดความจริง(%conversion)เทา

กับ 37.5%(w/w) ของเซลลูโลสในเสนใยมันสําปะหลังฯ ปริมาณน้ํ าตาลกลูโคสท่ีสูญเสียไป 



   

อ า จ จ ะ เ กิ ด จ า ก ป ญ ห า ตั ว ยั บ ยั้ ง  (Inhibitors) ท่ี ติ ด ม า กั บ เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ฯ 

เพราะโรงงานผลิตเอทานอลดังกลาวใชกระบวนการผลิตเอทานอลท่ีตางจาก โรงงานผลิตเอทานอลอ่ืนๆ คือ 

นํ า มั น เ ส น  เ ข า ไ ป ก ล่ั น เ อ ท า น อ ล ด ว ย  แ ล ะ สุ ด ท า ย ข อ ง ก ร ะ บ ว น ก า ร ผ ลิ ต 

จะไดเสนใยมันสําปะหลังออกมาภายหลัง ในขณะท่ีโรงงานผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลังโรงงานอ่ืน 

มี ก า ร แ ย ก  เ ส น ใ ย มั น สํ า ป ะ ห ลั ง อ อ ก ก อ น นํ า ส ว น น้ํ า แ ป ง มั น สํ า ป ะ ห ลั ง ไ ป ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล 

จ า ก ป ญ ห า ตั ว ยั บ ยั้ ง ท่ี เ กิ ด ข้ึ น  อ า จ ส ง ผ ล ต อ ก า ร ทํ า ง า น ข อ ง เ อ็ น ไ ซ ม เ ซ ล ลู เ ล ส 

เนื่องจากไปลดความจําเพาะระหวางเอ็นไซมกับสารตั้งตนได (McMillan, 1994) 

 การเล้ียงS. cerevisiae G 5-7 (2) ท่ี 40°ซ ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 

พบว า  จะ เข า สู ระยะ  mid log phase ภายใน 8 ช่ัวโมง 

และเม่ือพิจารณาเสนโคงของการเจริญเทียบกับสายพันธุควบคุมพบวา สายพันธุทนรอน S. cerevisiae G 5-7(2) 

เจริญเติบโตเร็วกวาสายพันธุควบคุม ผลการหมักเอทานอลจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ดวย S. cerevisiae G 5-

7 (2)  ท่ีระยะการเจริญ mid log phase จํานวน 10%(v/v) พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลคือ 40°ซ 

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0  

 ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 

ดวย S. cerevisiae G 5-7 (2)  โดยกระบวนการSimultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) ท่ี 40°ซ 

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 โดยแปรผัน เวลาการปลูกเช้ือ (inoculate) หลังการเติมเซลลูเลสและระยะเวลา 

การหมักแบบท่ีละปจจัย พบวาการปลูกเช้ือทันทีหลัง การเติมเซลลูเลส หมักนาน 96 ช่ัวโมง 

จะไดเอทานอลสูงสุด 2.72 กรัม/ลิตรหรือ 2.72%(w/w) โดยน้ําหนักของเสนใยมันสําปะหลัง 

เม่ือเปรียบเทียบงานวิจัยท่ีเอามันสําปะหลังมีแปง มายอยแปงออก แลวนําสวนกากมันสําปะหลังท่ีได 

มา ยอ ย ด ว ย เ อ็ น ไ ซม เ อ็ น โ ด ก ลู คา เ น ส 15.98 ห น ว ย เ อ น ไ ซ ม  มีค า เ อท าน อล มา ก ก ว า 

เนื่องจากเอนไซมท่ีใชในงานวิจัยนี้ มีปริมาณมากกวา และสายพันธุ                  S. cerevisiae G 5-7 (2) 

ท่ีใชในการหมักเอทานอล สามารถทนตอความรอนไดมากกวาสายพันธุ  S. cerevisiae 

ท่ีใชรวมถึงใชเวลาการหมักมากกวา (Kesornsit, 2007)  



   

 เ ม่ือศึกษาผลของการแปรผัน เวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมเซลลูเลส คาความเปนกรด-ดาง 

และอุณหภูมิการหมักท่ีมีตอปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯดวย S. cerevisiae G 5-7 

(2) โดยกระบวนการหมักแบบ SSF แบบหลายปจจัยรวม (factor combination) ท้ังนี้คาความเปนกรด-

ดางท่ีเหมาะสมของการทํางานของAccelleraseTM1500 และการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7 (2) คือ 

5.0 อุณหภูมิสูงสุดท่ี S. cerevisiae G 5-7 (2) สามารถเจริญไดคือ 42°ซ อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

ตอการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7(2) คือ 40°ซ และประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของ S. 

cerevisiae G 5-7 (2)  ท่ี 42°ซ ลดต่ํากวาท่ี 40°ซ ถึง 98.3%(w/w) (ภาพท่ี 4.10) 

 เ ม่ือพิจารณาจากปริมาณเอทานอลท่ีไดจาก 2 สายพันธุ  พบวา เ ม่ือหมักเอทานอลดวย 

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ใหผลเอทานอลท่ีตางกันระหวาง 2 สายพันธุอยางชัดเจน คือ สายพันธุทนรอน S. 

cerevisiae             G 5-7 (2) ใหผลเอทานอลดีกวา (ภาพท่ี4.10 และ 4.11) แตเม่ือหมักเอทานอล 

ดวยพรีทรีตเมนทไฮโดรไลเซต พบวา ผลเอทานอลจาก 2 สายพันธุ ไมแตกตางกัน(ภาพท่ี4.12 และ 

4.13)เ ม่ื อ เ ที ย บ จ า ก ก า ร ห มั ก เ อ ท า น อ ล ใ น อ า ห า ร เ ล้ี ย ง เ ช้ื อ เ ห ล ว 

แมความเขมขนเอทานอลท่ีไดจากสายพันธุทนรอน S. cerevisiae G 5-7 (2) สูงกวาสายพันธุควบคุมก็ตาม 

เ นื่ อ ง จ า ก  อ า จ เ ป น เ พ ร า ะ ส ภ า ว ะ ท่ี ห มั ก เ อ ท า น อ ล โ ด ย ใ ช พ รี ท รี ต เ ม น ท ไ ฮ โ ด ร ไ ล เ ซ ต 

สงผลดีตอการผลิตเอทานอลของสายพันธุควบคุม  แตผลเสียตอการผลิตเอทานอลของสายพันธุทนรอน S. 

cerevisiae        G 5-7 (2)  ซ่ึงองคประกอบใน พรีทรีตเมนทไฮโดรไลเซตเปนปจจัยท่ีควรศึกษาตอไป 

เพราะเปนไปไดท่ีมีสารยับยั้งละลายอยูในพรีทรีทตเมนทไฮโดรไลเซตและสงผลตอการหมักดวยเช้ือสายพันธุท

นรอน S. cerevisiae      G 5-7 (2) เพราะอาจสงผลตอแรงดันออสโมซิสของเช้ือ 

รวมถึงยับยั้งการเจริญของเช้ือได (Maiorella และคณะ, 1983) 

 การศึกษาถึงผลของการแปรผันเวลาการปลูกเช้ือ S. cerevisiae G 5-7 (2) หลังการเติมเซลลูเลส 

เนื่องจาก กระบวนการ SSF โดยท่ัวไปจะปลูกเช้ือลงไปทันทีพรอมกับเอ็นไซมเซลลูเลส แต 

ในชวงเร่ิมตนการหมักเอทานอล อาจจะมีน้ําตาลกลูโคสนอยเกินไปท่ีจะเพียงพอตอการหมักเอทานอลของเช้ือ 

S. cerevisiae G 5-7 (2) ได จึงตองการใหเอ็นไซมทํางานระยะหนึ่งเพ่ือใหไดกลูโคสออกมา กอนการปลูกเช้ือ 

แ ล ะ จ า ก ค า สั ม ป ร ะ สิ ท ธ์ิ ก า ร แ ป ร ผั น ท่ี ไ ด พ บ ว า 

ลําดับความสําคัญของปจจัยท่ีศึกษาตอปริมาณเอทานอลท่ีผลิตพบวาปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิผลการผลิต 



   

เปนดังนี้  คือเวลาการปลูกเ ช้ือ  S. cerevisiae G 5-7 (2) 

หลังการเติมเซลลูเลส>อุณหภูมิการหมัก>คาความเปนกรด-ดาง และเม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการแปรผัน 

แสดงใหเห็นวา การปลูกเช้ือ S. cerevisiae G 5-7 (2) หลังการเติมเซลลูเลส จะสงผลทางลบตอเอทานอลท่ีได 

ดังนั้น ควรศึกษาถึงการลดระยะการปลูกเช้ือ S. cerevisiae G 5-7 (2) หลังการเติมเซลลูเลสนอยกวา 10 นาที  

 การแปรผันเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมเซลลูเลส(0, 10 นาที) คาความเปนกรด-ดาง (4.5, 5.0) 

แ ล ะ อุ ณ ห ภู มิ ก า ร ห มั ก  (37-40°ซ ) ไ ม มี ผ ล อ ย า ง มี นั ย สํ า คั ญ ต อ ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล 

เม่ือกําหนดใหปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณเอทานอลท่ีผลิตอยางมีนัยสําคัญ เม่ือคา P-value กําหนดใหมีคานอยกวา 

0.01  
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1. การเตรียมNelson-Alkaline Reagent (Somogyi, 1952) 

 

1.Alkaline Copper Reagent 1ลิตร ประกอบดวย 

  Na2HPO4.12H2O    71  กรัม 



   

  Potassium sodium tartate   40  กรัม 

  1N NaOH    100  มิลลิลิตร 

  10%(w/v)CuSO4.5H2O   80  มิลลิลิตร 

  Na2SO4     180  กรัม 

 

 1.1 เตรียม 1N NaOH 100มิลลิลิตร 

  NaOH     4  กรัม 

  น้ํา     100  มิลลิลิตร 

 

 1.2 เตรียม10%(w/v)CuSO4.5H2O 80มิลลิลิตร 

  CuSO4.5H2O    8  กรัม 

  H2O     80  มิลลิลิตร 

 

 

2. การเตรียมNelson’s reagent 1ลิตร ประกอบดวย 

  12%(w/v)Na2HAsO4.7H2O  50  มิลลิลิตร 

  H2SO4     21  มิลลิลิตร 

  (NH4)6Mo7O24.4H2O   53.2  กรัม 



   

 

 2.1 เตรียม12%(w/v)Na2HAsO4.7H2O 50mL 

  Na2HAsO4.7H2O    6  กรัม 

  น้ํา     50  มิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

การสรางกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 

 

 เตรียมสารละลายกลูโคสท่ีมีความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8  และ1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลายอัลคาไลน คอปเปอร รีเอนเจนต 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

นําไปตมในน้าํเดือดนาน 15 นาที เม่ือครบเวลานําไปแชในน้ําเย็นนาน 5 นาที เติมเนลสันรีเอเจนต 1 มิลลิลิตร 



   

ท้ิงไว 30 นาที จากนั้น เติมน้ํากล่ันหลอดละ 5 มิลลิลิตร เขยาให  เขากัน 

นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 520 นาโนเมตร 

นําคาท่ีไดมาสรางกราฟระหวางคาการดดูกลืนแสงกับปริมาณน้ําตาลกลูโคส  

 

 

รูปท่ี ก : กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคส (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และคา    

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร 

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยาง 

 

 ทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยางเชนเดียวกับการวิเคราะหในสารละลายกลูโค

ส ม า ต ร ฐ า น  นํ า ไ ป วั ด ค า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ท่ี ค ว า ม ย า ว ค ล่ื น แ ส ง  520 น า โ น เ ม ต ร 

y = 0.0051x - 0.0189
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คํ า น ว ณ ค า ค ว า ม เ ข ม ข น ข อ ง น้ํ า ต า ล รี ดิ ว ซ จ า ก ค ว า ม สั ม พั น ธ ร ะ ห ว า ง ค า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง 

และความเขมขนของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ทําการเจือจางตัวอยางในกรณีท่ีมีความเขมขนสูงกวา 1 

มิลลิลิตรตอมิลลิลิตร 

 

 การคํานวณ 

  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร)  = คา O.D.520 x dilution  

 

 

 

 

 

 

 

  

slope 



   

2.การเตรียมสารละลายของซิเตรท บัฟเฟอรความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ท่ีคาความเปนกรดดาง ตางๆ ตัง้แต 

3.0-6.2(Dawson และคณะ 1986) 

กรดซิตริค โมโนไฮเดรต(Citric acid monohydrate,C6H8O7.H2O ) น้ําหนักโมเลกุล 210.14;  

บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร ประกอบดวยกรดซิตริค โมโนไฮเดรต 21.01 g ใน 1 ลิตร 

ไตรโซเดียม ซิเตรท ดีไฮเดรต (Trisodium citrate dehydrate,C6H5O7Na3.2H20) น้ําหนกัโมเลกุล 294.12; 

.บัฟเฟอรเขมขน 1 โมลาร ประกอบดวยไตรโซเดียม ซิเตรท ดีไฮเดรต 29.41 g ใน 1 ลิตร 

เม่ือให X มล. 0.1โมลาร กรดซิตริค และ y มล. 0.1โมลาร ไตรโซเดียม ซิเตรท  

pH x ml 0.1 M citric acid y ml 0.1 M trisodium citrate 

3.0 82.0 18.0 

3.2 77.5 22.5 

3.4 73.5 27.0 

3.6 68.5 31.5 

3.8 63.5 36.5 

4.0 59.0 41.0 

4.2 54.0 46.0 

4.4 49.5 50.5 

4.6 44.5 55.5 

4.8 40.0 60.0 

5.0 35.0 65.0 

5.2 30.5 69.5 

5.4 25.5 74.5 

5.6 21.0 79.0 

5.8 16.0 84.0 

6.0 11.5 88.5 

6.2 8.0 92.0 

 



   

3.  วิธวีิเคราะหปริมาณเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสใชวิธใีน TAPPI 203 om-88 (พรรณวิไล 

กิ่งสุวรรณรัตน, 2545) 

 

การเตรียมสารเคม ี

1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH)  ความเขมขน 17.5 % 

 โซเดียมไฮดรอกไซด 175 กรัม  

 น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร  

2. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ความเขมขน 0.5 นอรมัล 

 โพแทสเซยีมไดโครเมต 24.52 กรัม 

 น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร 

3. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต มาตรฐานเขมขน 0.100 นอรมัล 

 โพแทสเซยีมไดโครเมต 4.904 กรัมในน้าํกล่ัน  

 ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร 

4. สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต(Fe(NH4)(SO4).6H2O)  เขมขน 0.100 นอรมัล 

 ละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซลัเฟต 40.5 กรัมในน้ํากล่ัน เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 10 มลิลิลิตร 

ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้าํกล่ัน   การหาคาเขมขนที่แนนอนกอนใชทุกคร้ัง 

โดยการนาํไปไตเตรทกับสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 

  

 การหาความเขมขนที่แนนอน  ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 10 มลิลิลิตร 

ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 90 มิลลิลิตร คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 12 มิลลิลิตร 



   

ลงในขวด ต้ังทิ้งไวใหเยน็ หยดอินดิเคเตอร 2 ถึง 4 หยด นาํไปไตไตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต 

ที่ตองการทราบความเขมขนที่แนนอน 

 การคํานวน   

N2V2   =   N1V1 

 

เมื่อ  N1  =  ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซยีมไดโครเมต, นอรมัล 

 N2  =  ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต, นอรมัล 

 V1  =  ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต, มิลลิลิตร 

 V2  =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต, มิลลิลิตร 

 

5. สารละลายอินดิเคเตอร (indicator) 

 ละลาย 1,10-ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต (C12H8N2.H2O) 1.5 กรัม กับเฟอรรัสซัลเฟต     (FeSO4.H2O) 0.7 

กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร ใชเปนอินดิเคเตอร ในการไตเตรท 

6. กรดซัลฟูริก [H2SO4] เขมขน 98 % (คาความถวงจําเพาะเทากับ 1.84) 

7. สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 3 นอรมัล 

 คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 83.5 มิลลิลิตรลงบีกเกอรที่มีน้าํกล่ันบรรจุอยู ปรับปริมาตรเปน 1000 

มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

 

การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 



   

1. ใสวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 1.5 กรัมน้ําหนกัแหง ลงในบีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร บันทกึน้ําหนักไว 

เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % 100 มิลลิลิตร ปดบีกเกอรดวยกระจกนาฬิกา 

จับเวลาทนัททีี่เติมสารละลาย นําไปกวนบนเคร่ืองกวนสารเปนเวลา 30 นาที เติมน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร 

หลังครบเวลากวนใหเทากัน ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ี

2. กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนออกโดยทิ้งสารละลายใส 10 มิลลิลิตรแรกของการกรอง 

เก็บสารละลายใสเพื่อนาํไปวิเคราะห 100 มิลลิลิตร 

3. การวิเคราะหปริมาณ แอลฟา-เซลลูโลส (เซลลูโลส) 

3.1. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.5 นอรมัล 10 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 50 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนั 

3.2. คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 30 มิลลิลิตรลงไป โดยเอียงขวดทํามมุ 30 องศากับพื้น 

เพื่อปองกันการเดือดอยางรุนแรงของสารละลาย ต้ังทิ้งไวใหเยน็ 

3.3. หยดอินดิเคเตอร 2–4 หยด นาํไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซลัเฟต 

ที่ทราบความเขมขนแนนอน จนกระทัง่สารละลาย เปล่ียนจากสีเหลืองอมสมเปนสีน้าํตาลอมมวง 

บันทกึปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต 

3.4. เตรียมสารละลายแบลงค (blank) โดยปเปตโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 %            5 

มิลลิลิตรใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรทีม่ีน้ํากล่ันบรรจุอยู ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

แลวนําไปทําวธิีเดียวกบัสารละลายตัวอยางในขอ 3.1-3.3 

3.5. การคํานวน 

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

เมื่อ  V1 =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ 

 สารละลายตัวอยาง, มิลลิลิตร 

 V2      =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ 

 สารละลายแบลงค, มิลลิลิตร 

  N   =  ความเขมขนทีแ่นนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต, นอรมัล 



   

  A    =  ปริมาตรของสารละลายตัวอยางที่ใช, มิลลิลิตร 

 W    =  น้ําหนกัของวสัดุเหลือใชทางการเกษตรแหง, กรัม 

           6.85  =  มิลลิกรัมสมมลูของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ทาํปฏิกิริยา 

 พอดีกับเซลลูโลส 

4. การวิเคราะหปริมาณ แกมมา-เซลลูโลส 

4.1. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในกระบอกตวงที่มจีุกปด 

เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 3 นอรมัล 50 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกนั 

นําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 70–90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 นาที 

เพื่อใหเกิดการตกตะกอนอยางสมบูรณ กรองสารละลายโดยเก็บสวนใสไววิเคราะห 

4.2. นําสารละลายใสที่กรองไดไปวิเคราะหวิธกีารเดียวกันกบัขอ 3.1 ถึง 3.3 

 

4.3. การคํานวน 

  แกมมา-เซลลูโลส = [6.85 (V4 – V3) x N x 20 / ( A x W)] 

เมื่อ V3     =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ  

 สารละลายตัวอยาง, มิลลิลิตร 

 V4     =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ  

 สารละลายแบลงค, มิลลิลิตร 

 

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

การคํานวน 

  บีตา-เซลลูโลส = 100 – (แอลฟา-เซลลูโลส + แกมมา-เซลลูโลส) 

 



   

3.อาหารเล้ียงเชื้อ 

 Yeast  Peptone  Dextrose (YPD)  Agar 

 

สารสกัดจากยสีต  10 กรัม เปปโตน   20 กรัม  

กลูโคส    150 กรัม วุน   18 กรัม      

น้ํากล่ัน   1000  มิลลิลิตร                 

ปรับพีเอช  5.0  ฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ  ความดัน 15 ปอนด/ตร.นิ้ว  เปนเวลา 15 นาที 

 

Isolation  medium 

 

กลูโคส   100 กรัม สารสกัดจากยสีต  3 กรัม    

เปปโตน  3 กรัม     

วุน   20 กรัม   น้ํากล่ัน   1000 มิลลิลิตร   

               

ปรับคาความเปฯกรด-ดาง 5.0  ฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 °ซ  ความดัน 15 ปอนด/ตร.นิ้ว  เปนเวลา 10 นาที 

 

 

 

 



   

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นางสาวภณิดา นิ่มศึกษา เกิดวันท่ี 4 กันยายน พ.ศ. 2529 ท่ีจังหวัดอุดรธาน ี

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต คณะวิทยาศาสตร สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ 

มหาวิทยาลัยรามคําแหง ในป พ.ศ. 2550 

เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตท่ีจฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย ในสาขาเทคโนโลยีชีวภาพ เม่ือป 

พ.ศ. 2552 
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