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บทที่ 1 

 

บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
การผลิตเอทานอลเชื อเพลิงจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส เพ่ือใช้เป็นพลังงานทดแทน

ในระบบการขนส่ง เป็นวิถีทางหนึ่งในการลดการใช้พลังงาน ฟอสซิล ลดปริมาณก๊าซเรือนกระจกใน

บรรยากาศซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดปัญหาภาวะโลกร้อนในปัจจุบัน (Limayen และคณะ, 2012) 

โดยไม่ก่อให้เกิดผลกระทบเชิงลบต่อพืชอาหาร ประเทศไทยปลูกมันส าปะหลังปีละประมาณ 25 ล้าน

ตัน มากเป็นอันดับที่ 3 ของโลก (United Nations Conference on Trade and Development, 

2012) โดย 55 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณที่ปลูกได้ ส่งออกขายต่างประเทศในรูปมันเส้นและมันอัดเม็ด 

40 เปอร์เซ็นต์ แปรรูปเป็นแป้งมันส าปะหลัง และอีก 5 เปอร์เซ็นต์ ที่เหลือน าไปผลิตเป็นเอทานอล

เชื อเพลิง (Thai Tapioca Starch Association (TTSA), 2005) อุตสาหกรรมการแปรรูปแป้งมัน

ส าปะหลัง ก่อให้เกิดของทิ งทางอุตสาหกรรมเกษตร หรือกากมันส าปะหลังมากถึง 1.7 ล้านตัน/ปี กาก

มันส าปะหลังเหล่านี  มีแป้งเหลืออยู่ 60-70 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/น  าหนัก) สามารถน าไปใช้เป็นวัตถุดิบ

ในการผลิตสารที่มีมูลค่าเพ่ิมขึ น เช่น พลาสติกชีวภาพ เอทานอล กรดแลคติก เป็นต้น ของทิ งหลัง

กระบวนการผลิตสารเหล่านี จะได้เป็นกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง กากมันส าปะหลังมี

กากใยลิกโนเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ 11.2 เปอร์เซ็นต์  (น  าหนัก/น  าหนัก) เป็นเซลลูโลส และเฮมิ

เซลลูโลส 40 และ18 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/น  าหนัก) ตามล าดับ (Akaracharanya และคณะ, 2011) 

จึงมีแนวคิดที่จะน ากากใยลิกโนเซลลูโลสของมันส าปะหลังที่เหลือหลังการน าแป้งไปใช้ประโยชน์แล้ว

มาเป็นวัตถุดิบเพ่ือการผลิตเอทานอล เพราะกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง มีอนุภาค

ขนาดเล็ก (20-40 เมส) จึงไม่ต้องผ่านขั นตอนการสับ ตัด หรือบด ซึ่งเป็นขั นตอนที่ใช้พลังงานมาก แต่

เนื่องจากเซลลูโลสที่อยู่ภายในโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส มีเฮมิเซลลูโลสและลิกนินปกคลุม  การที่

จะให้เอนไซม์เซลลูเลส สามารถย่อยเซลลูโลสในลิกโนเซลลูโลสไปเป็นน  าตาลกลูโคสได้ง่าย จ าเป็นต้อง

ปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสก่อน การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลส จะท าให้เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซึ่งปก 
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คลุมเซลลูโลสในโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสหลุดออก และท าให้เซลลูโลสซึ่งมีโครงสร้างแบบผลึก

เปลี่ยนเป็นโครงสร้างแบบไม่เป็นผลึก ซึ่งง่ายต่อการถูกย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส  

การปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสแบ่งออกเป็น  4 วิธี คือวิธีทางกายภาพ 

(physical pretreatment) วิธีทางเคมีเชิงกายภาพ (physico-chemical pretreatment) ) วิธีทาง

เคมี (chemical pretreatment) และวิธีทางชีวภาพ (biological pretreatment)  

การระเบิดด้วยไอน  าเป็นวิธีการปรับสภาพทางเคมีเชิงกายภาพ โดยการใช้ไอน  าอุณหภูมิสูง 

(160-240°ซ) ความดันสูง (0.69-4.83 MPa) ภายในระยะเวลาสั นๆ แล้วลดความดันลงอย่างรวดเร็ว 

เพ่ือท าให้เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน เกิด depolymerization แล้วแยกออกจากโครงสร้างลิกโน

เซลลูโลส เรียกปรากฏการนี ว่า explosive decompression นอกจากนั นที่อุณหภูมิสูง ค่าความเป็น

กรดของน  ายังท าให้เฮมิเซลลูโลสละลายแยกออกจากเซลลูโลสและลิกนินด้วย การปรับสภาพด้วย

วิธีการระเบิดด้วยไอน  านี  มีข้อดีกว่าวิธีการปรับสภาพวิธีอ่ืนๆ คือสามารถขยายส่วนได้ง่าย ต้นทุนเฉลี่ย

ต่ า เพราะผลผลิตพลอยได้ของกระบวนการสามารถน าไปใช้ประโยชน์ต่อเนื่องได้จัดเป็นวิธีการปรับ

สภาพที่คุ้มทุนที่สุดส าหรับชีวมวลประเภทไม้เนื อแข็ง และของเหลือทิ งทางเกษตรกรรม (Kumar และ

คณะ, 2009) 

มีรายงานเกี่ยวกับการใช้วิธีการระเบิดด้วยไอน  าในการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสเพ่ือการผลิตเอ 

ทานอลดังนี  

Chu และคณะ (2013) ปรับสภาพซังข้าวโพดขนาดยาว 5-10 ซม. โดยวิธีการระเบิดด้วยไอ

น  าที่205°ซ ภายใต้ความดัน 1.6 MPa นาน 6 นาที หลังจากนั นล้างซังข้าวโพดที่ผ่านการปรับสภาพ

แล้วด้วยน  า (solid : liquid = 1 : 10) แขวนลอย 10 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) ในสารละลายซิ

เตรทบัฟเฟอร์ (pH 4.8) แล้วย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส (No.C2730) และ β-glucosidases 

(No.NZ188) จ านวน 20 FPU/กรัม เซลลูโลส และ 3 ยูนิต/กรัม เซลลูโลส ตามล าดับ ที่ 50°ซ นาน 

48 ชม. ได้กลูโคส 36.67 กรัม/ลิตร 

Wang และคณะ (2012) เปรียบเทียบการปรับสภาพฟางข้าวโดยวิธีการฉายรังสีแกมมาตาม

ด้วยการระเบิดด้วยไอน  ากับการปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าเพียงอย่างเดียว พบว่าเซลลูโลส   
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เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ของฟางข้าว ซึ่งผ่านการฉายรังสีแกมมาก่อนการท าการระเบิดด้วยไอน  า ถูก

ย่อยได้ง่ายกว่าได้น  าตาลกลูโคสมากกว่าฟางข้าวซึ่ งปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าเพียงอย่าง

เดียวซึ่งให้น  าตาลกลูโคส 6.58% ในขณะที่ฟางข้าวซึ่งฉายรังสีแกมมา แล้วจึงน ามาท าการระเบิดด้วย

ไอน  า ให้น  าตาลกลูโคสเพ่ิมเป็น 47.44%  นอกจากนี ยังพบว่าการฉายรังสีแกมมาก่อนการท าการ

ระเบิดด้วยไอน  า จะท าให้ glucuronide acid ซึ่งพบใน pretreatment hydrolysate ของฟางข้าว 

ซึ่งถูกปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าเพียงอย่างเดียวหายไป และเมื่อน าเอาฟางข้าวที่ปรับ

สภาพโดยวิธีการฉายรังสีแกมมาตามด้วยระเบิดด้วยไอน  ามาย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส (CTA-TEX 

Chemical, China) เป็นเวลา 48 ชม. ได้น  าตาลกลูโคส 90.4 มิลลิกรัม/กรัม  ซึ่งสูงกว่าน  าตาลกลูโคส

ที่ได้จากการย่อยฟางข้าวซึ่งไม่ผ่านการปรับสภาพหรือฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพโดยวิธีระเบิดด้วย

ไอน  าเพียงอย่างเดียวถึง 2.4 และ 1.1 เท่า ตามล าดับ 

 

Chen และคณะ (2011) ปรับสภาพฟางข้าวโดยกรดเจือจางตามด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า

แบบ 2 ขั นตอน (dilute-acid/steam explosion) ขั นตอนแรกปรับสภาพด้วยกรดเจือจาง โดย

แขวนลอยฟางข้าว (ขนาดความยาว 2 ซม. จ านวน 15 เปอร์เซ็นต์ น  าหนัก/ปริมาตร) ในสารละลาย

กรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/น  าหนัก) ให้ความร้อนที่ 165°ซ นาน 2 นาที กรอง

แยกกากออกจากส่วนน  า ขั นตอนที่ 2 น ากากที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเจือ

จางมาปรับสภาพซ  าโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าที่ 180°ซ นาน 20 นาที แล้วย่อยกากที่ผ่านการปรับ

สภาพแบบ 2 ขั นตอนนี  ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส (Spezyme CP, Genencor, USA) จ านวน 20 FPU/

กรัม เซลลูโลส ที่ 50°ซ 100 rpm นาน 72 ชม. พบว่า hydrolysate ที่ได้มีปริมาณไซโลสสูงและมี

สารยับยั งต่ า  น  าตาลทั งหมดที่ได้มากกว่าน  าตาลทั งหมดที่ได้จากการย่อยฟางข้าวซึ่งผ่านการปรับ

สภาพโดยวิธีการใช้กรดเจือจางร่วมกับวิธีการระเบิดด้วยไอน  าแบบขั นตอนเดียว (acid – catalyzed 

steam explosion) ถึง 1.5 เท่า 

Cara และคณะ (2008) เปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพกิ่งต้นมะกอก ความยาวประมาณ 5 

ซม. โดยการแช่กิ่งต้นมะกอกในน  า กับวิธีการแช่กิ่งต้นมะกอกในสารละลายกรดซัลฟิวริกเจือจาง  แล้ว

ปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าที่ 190 – 240°ซ นาน 5 นาที หลังการปรับสภาพล้างกาก 
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(water-insoluble solid fraction, WIS) ด้วยน  า ผลการหมักเอทานอลจากก่ิงต้นมะกอกซึ่งผ่านการ

ปรับสภาพและล้างด้วยน  าแล้ว โดยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกัน (s imultaneous 

saccharification and fermentation) ใช้ Saccharomyces cerevisiae (DER-CIEMAT Culture 

Collection No. 1701) และเอนไซม์เซลลูเลส จ านวน 15 FPU/กรัม กิ่งต้นมะกอก(Novozymes 

A/S, Denmark) และ β-glucosidases 15 IU/กรัม กิ่งต้นมะกอก (Novozym 188) ในสารละลาย

โซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ (sodium citrate buffer) pH 4.8 ที่ 35°ซ นาน 72 ชม. พบว่ากิ่งต้นมะกอก 

ซึ่งแช่ในน  า แล้วปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าที่ 240°ซ ให้เอทานอล 7.2 กรัม/100 กรัม แต่

เนื่องจากกิ่งต้นมะกอก ซึ่งแช่ในสารละลายกรดซัลฟิวริกเจือจาง แล้วปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วย

ไอน  าที่ 230°ซ ให้น  าตาลทั งหมด (น  าตาลใน pretreatment hydrolysate รวมกับน  าตาลที่ได้จาก

การย่อยด้วย) สูงกว่า เมื่อน าน  าตาลที่ได้ทั งหมดมาหมักเป็นเอทานอล ปริมาณเอทานอลที่ได้จาก

น  าตาลทั งหมดจึงสูงถึง 15.9 กรัม/100 กรัม กิ่งต้นมะกอก 

Zimbardi และคณะ (2007) รายงานผลการปรับสภาพซังข้าวโพด ขนาด 2-3 ซม. โดยการ

แช่ในสารละลายกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้น 0, 1.5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/น  าหนัก) เป็นเวลา 

10 นาที แล้วจึงปรับสภาพด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าที่ 180, 190 และ 200°ซ  พบว่าการแช่ใน

สารละลายกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) แล้วท าการระเบิดด้วยไอน  า

ที่ 190°ซ เป็นเวลา 5 นาที เป็นสภาวะการปรับสภาพที่ให้น  าตาลสูงที่สุด นอกจากนี ยังรายงานว่าการ

แช่ซังข้าวโพด ในสารละลายกรดแล้วจึงท าการระเบิดด้วยไอน  า ท าให้น  าตาลละลายได้มากขึ น จึงได้

น  าตาลสูงขึ น และท าให้ซังข้าวโพดที่ผ่านการปรับสภาพ ถูกย่อยไปเป็นน  าตาลกลูโคสได้มากขึ นด้วย 

Ballesteros และคณะ (2006) ศึกษาการปรับสภาพฟางข้าวสาลี โดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า 

เพ่ือการผลิตเอทานอลด้วยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกัน โดยแช่ฟางข้าวสาลีในสารละลายกรด

ซัลฟิวริกความเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/น  าหนัก) (อัตราส่วน solid : liquid = 1 : 10) ที่ 45°

ซ เป็นเวลา 18 ชม. หลังจากนั นน าฟางข้าวสาลีที่ได้มาท าการระเบิดด้วยไอน  าที่ 160-200°ซ เป็นเวลา 

5, 10 และ 20 นาที พบว่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการปรับสภาพฟางข้าวสาลี เมื่อค านึงถึง 

conversion yield ของเอทานอลที่จะได้ โดยกระบวนการย่อยและการหมักพร้อมกัน คือแช่ในกรด

ซัลฟิวริกเจือจางตามด้วยการระเบิดด้วยไอน  า ที่ 190°ซ นาน 10 นาที หรือ 200°ซ นาน 5 นาที จะได้

ปริมาณเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ ของค่าทางทฤษฎี แต่สภาวะที่จะได้ผลผลิตเอทานอล และน  าตาลใน
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ของเหลวที่ผ่านการกรองแล้วสูงที่สุดคือ น าฟางข้าวสาลีที่แช่ในสารละลายกรดซัลฟิวริกเจือจางแล้ว

มาท าการระเบิดด้วยไอน  าที่ 180°ซ นาน 10 นาที  

ส าหรับวิธีการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของมันส าปะหลัง  Akaracharanya และคณะ 

(2011) รายงานว่าสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของมันส าปะหลังคือ

การแขวนลอย  6 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) ในสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 

(น  าหนัก/ปริมาตร) แล้วให้ความร้อนภายใต้ความดันไอที่ 121°ซ ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็น

เวลา 30 นาที  ผลการย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง ที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรด

เจือจางแล้วนี  ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส GC 220 (Genencor, USA) จ านวน 62 U/กรัม (น  าหนักแห้ง) 

ของกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง ที่ 40°ซ pH 6 นาน 9 ชั่วโมง ได้กลูโคส 26.6 กรัม/

ลิตร 

เนื่องจากข้อดีของการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า และผลการวิจัย

เรื่องวิธีการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของมันส าปะหลังข้างต้น งานวิจัยนี  ผู้วิจัยจะท าการปรับ

สภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของมันส าปะหลังด้วยวิธีการใช้กรดเจือจางร่วมกับวิธีการระเบิดด้วยไอน  า

แบบขั นตอนเดียว กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพและล้างด้วยน  าแล้ว 

จะถูกน าไปหมักเป็นเอทานอลด้วยวิธีการหมักและการย่อยพร้อมกันซึ่งเป็นวิธีการหมักเอทานอลจาก

ลิกโนเซลลูโลสที่มีข้อดีคือ ลดปัญหา product inhibition ของเอนไซม์เซลลูเลส ลดปัญหาการ

ปนเปื้อนจากจุลินทรีย์อ่ืน เนื่องจากในระบบมีการสร้างเอทานอลควบคู่กับการย่อยเซลลูโลสเป็น

น  าตาลกลูโคส ใช้เชื อ Kluyveromyces marxianus G2-16-1 (Krisomdee, 2011) ซึ่งสามารถหมัก

เอทานอลได้ดีที่อุณหภูมิ 40°ซ จึงช่วยให้เอนไซม์เซลลูเลสสามารถได้ท างานที่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุด 

นอกจากนี  K. marxianus G2-16-1 ยังมี β-glucosidases (Krisomdee, 2011) ช่วยในการย่อยเซล

โลไบโอส ซึ่งจะยับยั งการท างานของเอนไซม์เซลลูเลส หากเกิดการสะสมในระบบ 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
หาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของมันส าปะหลังโดย

วิธีการระเบิดด้วยไอน  า เพ่ือที่จะน ากากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพ

แล้วไปย่อยเป็นน  าตาล แล้วหมักน  าตาลที่ได้เป็นเอทานอลโดยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกัน 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
1.3.1 ศึกษาลักษณะสมบัติและองค์ประกอบทางเคมีของกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมัน

ส าปะหลัง 

1.3.2 หาสภาวะเหมาะสมส าหรับการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมัน-ส าปะหลัง

โดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า 

1.3.3 หาปริมาณเหมาะสมของเซลลูเลส เพ่ือการย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมัน

ส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพแล้ว 

1.3.4 ผลิตเอทานอลโดยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกัน 

 

1.4 ประโยชน์ที่จะได้รับจากการวิจัย 
 ทราบสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของมันส าปะหลังโดย

วิธีการระเบิดด้วยไอน  า เพ่ือการน ากากใยลิกโนเซลลูโลส ที่ผ่าน การปรับสภาพแล้วไปย่อยเป็นน  าตาล 

แล้วหมักน  าตาลที่ได้เป็นเอทานอล 



 
    

 

บทที่ 2 
 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 มันส าปะหลัง 

 มันส าปะหลังเป็นไม้พุ่มยืนต้น ซึ่งมีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ Manihot esculenta Crantz จัด

อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae มีชื่อสามัญเรียกว่า แคสซาวา (Cassava) หรือ ทาปิโอก้า (Tapioca) มี

แหล่งก าเนิดจากทางตอนใต้ของทวีปอเมริกาใต้ เช่น ประเทศกัวเตมาลา ประเทศเม็กซิโก ประเทศเปรู 

และประเทศฮอนดูรัส แพร่ไปยังทวีปในเขตร้อน เช่น ทวีปแอฟริกา รวมถึงทวีปเอเชีย มันส าปะหลัง

จึงเป็นที่นิยมปลูกกันอย่างแพร่หลาย และยังเป็นพืชที่ส าคัญทางเศรษฐกิจ (Blagbrough และคณะ, 

2010) มันส าปะหลังเป็นแหล่งพลังงานอาหารที่มีความส าคัญในทวีปเขตร้อน  (Cock และคณะ, 

1982) เป็นล าดับที่ 3 รองจากข้าวและข้าวโพด (FAO, 2008) ลักษณะของต้นมันส าปะหลังจะมีความ

สูงของล าต้น 1-5 เมตร มีรากสะสมอาหารอยู่ใต้ดิน 5-10 รากต่อล าต้น ลักษณะใบจะเป็นรูปโล่ รูปใบ

มีแฉกประมาณ 3-9 แฉก ก้านมีสีแดงเข้ม (ภาพที่ 2.1)  ในปี 2557-2558 ประเทศไทยปลูกมัน

ส าปะหลังมากถึง 8.83 ล้านไร่ ผลผลิตเฉลี่ยต่อไร่ 3.53 ตัน และผลผลิตรวมประมาณ 31.24 ล้านตัน 

ใน 50 จังหวัด และมีผลผลิตมากขึ น ซึ่งร้อยละ 50 ของมันส าปะหลังนี จะน ามาใช้เป็นวัตถุดิบผลิตแป้ง

มันส าปะหลังเพ่ือการส่งออก (TTSA, 2014) และยังจัดเป็นประเทศที่มีการส่งออกเป็นอันดับ 1 ใน

เอเชีย (UNCTAD, 2012) มันส าปะหลังปลูกมากที่สุดทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (จังหวัด

นครราชสีมา) รองลงมาคือภาคตะวันออก (จังหวัดชลบุรี และระยอง) และภาคใต้ (สงขลา) การ

เพาะปลูก ในประเทศไทยสามารถเพาะปลูกได้ทุกภาค และปลูกได้ตลอดทั งปี เหมาะกับการปลูกใน

ดินร่วนปนดินทราย เป็นพืชทนแล้งได้ดี ระยะเวลาการเก็บเกี่ยวประมาณ 10-12 เดือน (ศูนย์วิจัยมัน

ส าปะหลังและผลิตภัณฑ์, 2551) ชนิดของมันส าปะหลังที่ปลูกมี 2 ชนิดคือ มันส าปะหลังชนิดหวาน 

จะมีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกต่ า ไม่มีรสขม จึงเหมาะแก่การน าประกอบอาหารและปลูกเพ่ือการ

บริโภคในครัวเรือนมากกว่า ส่วนมันส าปะหลังชนิดขมจะมีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกสูง เป็นพิษต่อ

ระบบไหลเวียนของเลือด ซึ่งไม่เหมาะแก่การน ามาบริโภคโดยตรงส าหรับคนและสัตว์  จ าเป็นต้อง

น าไปผ่านการแปรรูปและนิยมน ามาใช้ประโยชน์ในทางอุตสาหกรรม  (Oluwole และคณะ, 2007) 

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการผลิตมันส าปะหลังเช่น ผงชูรส , สารให้ความหวานเช่น ฟรุกโตส ไซรัป 
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(Vuilleumier และคณะ, 1993) กระดาษ พลาสติก กรดซิตริก รวมถึงแป้งมันส าปะหลัง แป้งมันฯ 

สามารถย่อยและเปลี่ยนเป็นน  าตาลมอลโตส น  าตาลกลูโคส น  าตาลอ่ืนๆ และกรดอินทรีย์ (Tan และ

คณะ, 1984) อีกทั งยังใช้เป็นกาวที่ให้ความแข็งแรง และเป็นวัตถุดิบใช้ในอุตสาหกรรมการผลิต

เครื่องส าอางค์ (Tonukari และคณะ, 2004) ส่วนที่เหลือไปเป็นอาหารให้สัตว์และปุ๋ย หรือที่เราเรียก

กันว่า กากมันส าปะหลัง นอกจากนี ยังใช้เป็นแหล่งพลังงานที่ส าคัญส าหรับการผลิตเอทานอลเชื อเพลิง 

ซึ่งมีราคาต้นทุนต่ า (Akaracharanya และคณะ, 2011) 

 

 

ภาพที่ 2.1  ลักษณะของต้นมันส าปะหลัง  
(http://www.fao.org/ag/save-and-grow/cassava/en/1/index.html) 
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2.2 กากมันส าปะหลัง 

 กากมันส าปะหลังเป็นวัสดุเหลือใช้จากโรงงานอุตสาหกรรมแป้งมันส าปะหลัง ส่วนมาก

น ามาใช้เป็นอาหารสัตว์ หรือน าไปตากแห้งท าเป็นมันเส้น มันอัดเม็ด หรือมันบด ในกากแป้งมัน

ส าปะหลังนี จะมีระดับกากใยสูง แต่ยังคงมีปริมาณแป้งเหลืออยู่ องค์ประกอบหลักของกากมัน

ส าปะหลังประกอบไปด้วย แป้ง 67.8 เปอร์เซ็นต์ โดยน  าหนักต่อน  าหนัก (น  าหนักแห้ง) มีส่วนของกาก

ใยลิกโนเซลลูโลส 11.2 เปอร์เซ็นต์ โดยน  าหนักต่อน  าหนัก (น  าหนักแห้ง) มีความชื นถึง 80 เปอร์เซ็นต์ 

โดยน  าหนักต่อน  าหนัก (น  าหนักเปียก) และกากใยลิกโนเซลลูโลสยังเหมาะส าหรับการใช้เป็นสารตั งต้น

ส าหรับการผลิตเอทานอลเชื อเพลิง เพราะมีราคาถูก มีขนาดอนุภาค 20-40 เมส ซึ่งท าให้ลดพลังงาน

ในกระบวนการผลิตเอทานอล (ภาพที่ 2.2) (Akaracharanya และคณะ, 2011) 

 

ภาพที่ 2.2 กากมันส าปะหลังจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง 
 

2.3 ลิกโนเซลลูโลส 

 ลิกโนเซลลูโลสมีองค์ประกอบหลักส าคัญประกอบไปด้วย เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลัก 

35-50 เปอร์เซ็นต์ เฮมิเซลลูโลส 20-35 เปอร์เซ็นต์ ลิกนิน 15-20 เปอร์เซ็นต์ เถ้าและอ่ืนๆ 15-20 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งอยู่ในลักษณะโครงสร้างที่ซับซ้อน (Mood และคณะ, 2013) (ภาพที่ 2.3) พบมากใน

ผนังเซลล์ของพืช เปลือกไม้เนื อแข็ง ไม้เนื ออ่อน เศษวัสดุทางการเกษตรเช่น เช่น ซังข้าวโพด ชานอ้อย   
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ฟางข้าว และกากมันส าปะหลังเป็นต้น ซึ่งเศษวัสดุของลิกโนเซลลูโลสที่เหลือใช้นี  สามารถท าให้มี

มูลค่าเพ่ิมได้ โดยผ่านขั นตอนต่างๆ หลายขั นตอน เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์จากชีวภาพและเกิดประโยชน์

สูงสุดดังภาพที่ 2.4 (Howard และคณะ, 2003) 

 

ภาพที่ 2.3 องค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลส (Menon และ Rao, 2012) 

 

ภาพที่ 2.4 ขั นตอนกระบวนการทางชีวภาพส าหรับการเพ่ิมมูลค่าให้กับวัสดุลิกโนเซลลูโลส 
(Howard และคณะ, 2003)  
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 2.3.1 เซลลูโลส (C6H10O5)  

เซลลูโลสเป็นส่วนประกอบที่ส าคัญของโครงสร้างผนังเซลล์และช่วยให้ความแข็งแรง

แก่พืช พลังงานแสงอาทิตย์จะผ่านกระบวนการสังเคราะห์แสงและเก็บไว้ในรูปแบบของ

เซลลูโลส (Raven และคณะ, 1992) เป็นองค์ประกอบหลักของลิกโนเซลลูโลส เป็นสายพอลิ

เมอร์ของกลูโคส เกิดจาก ดี-กลูโคสต่อกันเป็นสายด้วยพันธะพันธะไกลโคซิดิกชนิดเบต้า (β-

1,4 – glycosidic bones) ซึ่งโครงสร้างของเซลลูโลสนั นพบว่าอยู่ในรูปแบบผลึกและไม่เป็น

ผลึก เซลลูโลสไม่สามารถละลายได้ในน  า แต่สามารถละลายได้ในกรดเจือจางที่อุณหภูมิต่ า 

จะลายได้ดีเมื่ออุณหภูมิสูงขึ น และในกรดที่มีความเข้มข้นสูง เนื่องจากเกิดพลังงานไปท าลาย

พันธะไฮโดรเจนที่ยึดโครงสร้างเป็นผลึกให้แตกออก (Krassig และคณะ, 2002) (ภาพที่ 2.5) 

 

ภาพที่ 2.5 โครงสร้างโมเลกุลของเซลลูโลส (Harmsen และคณะ, 2010) 
 

2.3.2 เฮมิเซลลูโลส (C5H8O4)  

เฮมิเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบส่วนหนึ่งของผนังเซลล์พืช เป็นสารโพลีเมอร์ของกลุ่ม 

ดี-ไซโลส ซึ่งมีแขนงข้างที่แตกต่างกันซึ่งประกอบไปด้วย น  าตาลเพนโตส , น  าตาลเฮกโซส 

และกลุ่มของสารอินทรีย์ (Girio และคณะ, 2010) ซึ่งจะมีสายสั นกว่าเซลลูโลส โครงสร้าง

ของเฮมิเซลลูโลส (ภาพที่ 2.6) จะย่อยสลายง่ายเพราะรูปร่างเป็นกิ่งก้าน สายสั นๆ เพ่ือการ

ย่อยสลายเซลลูโลสจึงจ าเป็นต้องย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสให้พร้อมส าหรับการท างานของ

เอนไซม์ก่อน (Agbor และคณะ, 2011) เพราะเซลลูโลสจะถูกห่อหุ้มด้วยเฮมิเซลลูโลสและ

ลิกนิน นอกจากนี เฮมิเซลลูโลสจะไม่ละลายในน  าที่อุณหภูมิต่ า แต่การย่อยสลายจะเริ่มต้นที่  
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อุณหภูมิต่ ากว่าอุณหภูมิของเซลลูโลส ซึ่งจะละลายได้ดีในอุณหภูมิสูง (Thermo wood 

handbook, 2003) การใช้กรดที่มีความเข้มข้นสูงจะช่วยเพ่ิมความสามารถในการละลายของ

เฮมิเซลลูโลสได้ในน  า อย่างไรก็ตามการเพ่ิมความรุนแรงในวิธีการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลส

จ าเป็นต้องระมัดระวัง การเกิดผลิตภัณฑ์จากย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสนั่นคือ Furfural และ 

Hydroxyl Methyl Furfural (HMF) ที่มีรายงานว่าเป็นตัวยับยั ง ในกระบวนการหมัก 

(Palmqvist และ Hahn-Hägerdal, 2000a; b) 

 

ภาพที่ 2.6 องค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลส (Hansen และ Plackett, 2008) 
 

2.3.3 ลิกนิน [C9H10O3(OCH3)0.9–1.7]  

ลิกนินมีหน้าที่ช่วยขนส่งน  าและสารอาหารไปสู่เซลล์พืช มีหน้าที่ช่วยยึดเชื่อมเส้นใย
ให้คงรูป สร้างความแข็งแรงระหว่างเซลล์พืช ลิกนินเป็น  polyaromatic ที่มีโครงสร้าง
ซับซ้อน และมีโมเลกุลขนาดใหญ่ ไม่ละลายน  า ไม่มีรูปผลึกแต่จะเกาะกันในระหว่างเส้นใย 
ท าหน้าที่ยึดเส้นใยเข้าด้วยกัน ซึ่งมีองค์ประกอบหลักประกอบไปด้วย phenylpropanoid 
alcohols หรือเรียกว่า monolignols ได้แก่ coniferyl alcohol (guaiacyl propanol), p-
coumaryl alcohol (p-hydroxyphenyl propanol) และ  sinapyl alcohol (syringyl 
alcohol) เชื่อมโยงกันในรูปแบบของพันธะที่แตกต่างกัน (Harmsen และคณะ , 2010; 
Kumar และคณะ, 2009) เนื่องจากลิกนินเป็นโครงสร้างที่มีความแข็งแรง (ภาพที่ 2.7) ดังนั น
เราจึงจ าเป็นต้องมีการปรับสภาพก่อน เพ่ือเพ่ิมการย่อยสลายของชีวมวล (Agbor และคณะ, 
2011) ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยสลายของโครงสร้างลิกนิน ซึ่งมีสารารหลากหลายชนิด 
เช่น aromatic, polyaromatic, phenolic และ aldehydic ในสารประกอบ phenolic จะ
มีผลการยับยั งมากการย่อยสลาย และมีความเป็นพิษมากกว่า Furfural และ HMF (แม้ใน  
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ความเข้มข้นที่ต่ ากว่า) ซึ่ง phenolic ที่มีโมเลกุลต่ าจะมีความเป็นพิษมากที่สุด และ
สารประกอบ phenolic นี เป็นสาเหตุของการสูญเสียความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ของ
จุลินทรีย์ในกระบวนการหมัก โดยจะไปลดการเจริญของเซลล์และการย่อยน  าตาล ปัจจัยหลัก
ที่มีผลคือ อุณหภูมิ และเวลาที่ใช้ในกระบวนการย่อยสลายลิกนิน (Harmsen และคณะ, 
2010) 

 

ภาพที่ 2.7 โครงสร้างของลิกนิน (http://www.namrata.co/dietary-fiber-and-its-
significance/) 

 

2.4 การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลส 

การปรับสภาพมีจุดประสงค์หลักในการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางชีวเคมีของชีวมวลลิก

โนเซลลูโลส เป็นการลดขนาดของวัสดุลิกโนเซลลูโลส โดยมีเป้าหมายในการก าจัดลิกนิน เฮมิเซลลูโลส 

และโครงสร้างผลึกของเซลลูโลสให้แยกออกจากกัน (Harmsen และคณะ, 2010) (ภาพที่ 2.8) เพ่ือ

เพ่ิมการเข้าถึงการท างานของเอนไซม์ เพ่ิมอัตราการย่อยน  าตาล โดยเปลี่ยนโพลิเมอร์ของ

คาร์โบไฮเดรต ไปเป็นน  าตาลจ าพวก fermentable sugars (Mood และคณะ, 2013; Mosier และ

คณะ, 2005) โดยทั่วไปการปรับสภาพจะมีวิธีที่แตกต่างกัน ซึ่งแบ่งออกได้เป็น 4 ประเภท ได้แก่ การ

ปรั บ สภ าพทางก ายภ าพ  (physical pretreatment) กา รปรั บ สภ าพทา ง เ คมี  (chemical 

pretreatment) การปรับสภาพทางเคมีเชิงกายภาพ (physico-chemical pretreatment) และการ

ปรับสภาพทางชีวภาพ (biological pretreatment) (Kumar และคณะ, 2009)  
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ภาพที่ 2.8 การปรับสภาพของวัสดุลิกโนเซลลูโลส (Mood และคณะ, 2013) 

 

2.4.1 การปรับสภาพทางกายภาพ (physical pretreatment) 

การปรับสภาพทางกายภาพ เป็นการลดขนาดของวัสดุลิกโนเซลลูโลส ซึ่งส่วน

ใหญ่จะใช้เครื่องจักรกลส าหรับการลดขนาด ท าได้หลากหลายวิธี เช่น การโม่ การบด 

การฉายรังสี (รังสีแกมมา ล าแสงอิเล็กตรอน รังสีไมโครเวฟ ฯลฯ) เป็นผลท าให้การย่อยดี

ขึ น ขนาดผลึกของชีวมวลมีอนุภาคเล็กลง พลังงานที่ใช้จะขึ นอยู่กับขนาดอนุภาคของ

วัสดุ (Menon และ Rao, 2012) 

  

2.4.1.1 การปรับสภาพโดยการใช้เครื่องกล (Mechanical pretreatment) 

ในการปรับสภาพโดยวิธีการใช้เครื่องกลนี จะเป็นขั นตอนแรก ใน 
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การปรับสภาพวัสดุลิกโนเซลลูโลสให้มีขนาดอนุภาคลดลง โดยเป็นการเพ่ิม

พื นที่ผิว ซึ่งจะท าได้โดยการหั่นให้เป็นชิ นเล็กๆ การบดหรือโม่ ซึ่งการโม่นี 

ท าได้หลายวิธี ขึ นอยู่กับขนาดของอนุภาคของวัสดุเช่น Ball milling, two-  
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roll milling, hammer milling, colloid milling แ ล ะ  disk milling 

(Harmsen และคณะ, 2010; Mood และคณะ, 2013) โดยหลังจากหั่นให้

เป็นชิ นเล็กๆ ขนาดอนุภาคจะลดลงเป็น 10-30 มิลลิเมตร และการบดหรือ

โม่ลดลงเป็น 0.2-2 มม. จะช่วยให้การท างานของเอนไซม์ดีขึ น เพ่ือการย่อย

สลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสได้มากขึ น แต่เป็นวิธีที่มีค่าใช้จ่ายราคาสูง แต่จะ

เหมาะส าหรับกระบวนการปรับสภาพระดับที่ท าเต็มรูปแบบ (Kumar และ

คณะ, 2009) 

 

  2.4.1.2 การปรับสภาพโดยใช้รังสีไมโครเวฟ (Microwave irradiation) 

การใช้รังสีไมโครเวฟในการปรับสภาพนั นเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง ใน

การให้ความร้อนเ พ่ือที่จะท าให้ โครงสร้างผลึกของเซลลูโลสมีการ

เปลี่ยนแปลง ช่วยก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ช่วยท าลายพื นผิวหน้าของ

วัสดุ และยังช่วยเพ่ิมการท างานของเอนไซม์ได้ดีขึ น (Kitchaiya และคณะ, 

2003; Ma และคณะ, 2009) รังสีไมโครเวฟ เป็นความร้อนที่เกิดจากการ

ปฏิสัมพันธ์โดยตรงของวัตถุ และสนามแม่เหล็กไฟฟ้า (Hu และ Wen, 

2008) การฉายรังสีไมโครเวฟกับวัสดุเซลลูโลสจะเป็นการท าลายโครงสร้าง 

โดยผ่านการชนกันของโมเลกุลจากขั วอิเล็กทริก (Gabhane และคณะ, 

2011) ข้อดีของการใช้รังสีไมโครเวฟคือ ใช้ระยะเวลาสั น มีความสม่ าเสมอ 

และใช้พลังงานน้อยกว่าการใช้ความร้อนแบบธรรมดา (Cheng และคณะ, 

2011)  

 

2.4.2 การปรับสภาพทางเคมี (chemical pretreatment) 

เป้าหมายหลักของการปรับสภาพทางเคมีคือ การปรับปรุงการย่อยสลายทางชีวภาพ

ของเซลลูโลส โดยการก าจัดลิกนิน หรือเฮมิเซลลูโลสให้มีระดับน้อยลดลง รวมถึงผลึก

ของโครงสร้างเซลลูโลส วิธีนี นิยมใช้กันมากในระบบอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ และ

ในการปรับสภาพทางเคมีนี มีหลายวิธีเช่น การปรับสภาพด้วยกรด การปรับสภาพด้วย

ด่าง เป็นต้น (Menon และ Rao, 2012)  
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 2.4.2.1 การปรับสภาพด้วยกรด (Acid pretreatment) 

การปรับสภาพด้วยกรด นิยมการใช้กรดเข้มข้น และกรดเจือจาง 

โดยกรดจะเข้าท าลายโครงสร้างที่แข็งแรงของวัสดุลิกโนเซลลูโลส การใช้

กรดส าหรับการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลส กรดที่นิยมใช้กันมากที่สุดใน

เชิงพาณิชย์คือ กรดซัลฟิวริก (H2SO4) และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 

นอกจากนี ยังมีกรดอ่ืนๆ อีกเช่น กรดฟอสฟอริก (H3PO4) กรดไนตริก 

(HNO3) (Menon และ Rao, 2012) การใช้กรดส าหรับการย่อยสลายวัสดุ

ลิกโนเซลลูโลสเป็นกระบวนการที่มีประสิทธิภาพมาก และเป็นที่รู้จักกันดีที่

เหมาะสมส าหรับการแปลงโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสไปสู่กระบวนการ

หมัก (Chiaramonti และคณะ, 2012) 

Wang และคณะ (2015) รายงานการปรับสภาพแก่นชานอ้อยด้วย

ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด  ป รั บ ส ภ า พ ค รั ง แ ร ก โ ด ย ใ ช้  1-butyl-3-

methylimidazolium chloride ([BMIM]Cl) ซึ่ ง ป ร ะ ก อ บ ไ ป ด้ ว ย

สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0-1.2 เปอร์เซ็นต์ และน  า 30 เปอร์เซ็นต์ โดย

ในการปรับสภาพจะใช้แก่นชานอ้อยใส่ไปพร้อมกับสารละลายกรด 

[BMIM]Cl และมีการกวนสารพร้อมให้ความร้อนที่ 80–130 oซ เป็นเวลา 

10-90 นาที ควบคุมอุณหภูมิด้วยอ่างน  ามัน จากนั นย่อยด้วยเอนไซม์เซลลู

เลส 20 FPU/กรัม ในสารละลายบัฟเฟอร์อะซีเตรท ค่าความเป็นกรด-ด่าง

เท่ากับ 4.8 อุณหภูมิ 50 oซ นาน 24-72 ชม. พบว่าหลังจากท าการปรับ

สภาพแก่นชานอ้อยและย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสแล้ว การปรับสภาพที่

เหมาะสมคือ ใช้สารละลายกรด [BMIM]Cl ซึ่งประกอบด้วยสารละลายกรด

ไฮโดรคลอริก 1 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิที่ 120 oซ นาน 30 นาที ให้ความ

เข้มข้นของน  าตาลกลูโคสที่ 92.3 กรัม/ลิตร  

Zu และคณะ (2014) ศึกษาการปรับสภาพซังข้าวโพดแบบ 2 ขั นตอน เพ่ือ

ต้องการเพิ่ม sugar recovery โดยในขั นตอนแรกใช้ซังข้าวโพดจ านวน 1 เปอร์เซ็นต์ 

(น  าหนักแห้ง) โดยน  าหนัก เจือจางด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกปริมาณ 100 
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มล. (ในอัตราส่วน solid : liquid = 1:10) ที่อุณหภูมิแตกต่างกันคือ 100, 110, 120 

และ 130 oซ ระยะเวลาของการท าปฎิกิริยา 20 และ 40 นาที ขั นตอนที่สอง   
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หลังจากการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก แล้วปรับสภาพต่อด้วยน  า

มะนาวปริมาณ 50 มล. (ในอัตราส่วน solid : liquid = 1:10) และมีการกวน โดย

แบ่งการทดลองเป็น 2 ชุด ชุดแรกใช้อุณหภูมิ 60 oซ ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ชุดที่

สองท าในอ่างน  ามัน นาน 1, 3, 6, 12, 24 ชม.และ 1, 2, 3, 4, 6 ชม.ตามล าดับ 

พบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการปรับสภาพคือ การปรับสภาพด้วยสารละลายกรด

ไฮโดรคลอริกที่ 120 oซ นาน 40 นาที แล้วปรับสภาพต่อด้วยน  ามะนาวที่ 60 oซ 

เป็นเวลา 12 ชม. จะได้น  าตาลกลูโคสและน  าตาลไซโลส เป็น 78 และ 97 เปอร์เซ็นต์ 

ตามล าดับ 

Yang และคณะ (2013) ศึกษาผลกระทบของการปรับสภาพ การใช้ความ

เข้มข้นสารละลายกรดซัลฟิวริกเจือจาง และเวลาการปรับสภาพของฟางข้าวบาร์เลย์

ผสมเมล็ดข้าวที่แตกต่างกัน เพ่ือเปลี่ยนแป้งและลิกโนเซลลูโลส ไปเป็นน  าตาล 

fermentable sugars ขั นตอนการปรับสภาพฟางข้าวผสมกับเมล็ดข้าว ใช้ความ

เข้มข้นสารละลายกรดซัลฟิวริกเจือจางที่ 0.5 , 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 

(น  าหนัก/ปริมาตร) ให้ความร้อนที่ 121 oซ ความดัน 1.1 บาร์ นาน 60 นาที พบว่า

การปรับสภาพด้วยความเข้มข้นสารละลายกรดซัลฟิวริกเจือจางที่ 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

นาน 60 นาที จะได้น  าตาล 96 เปอร์เซ็นต์ และไซโลส 57 เปอร์เซ็นต์ 

Avci และคณะ (2013) รายงานว่าสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพ

ซังข้าวโพด คือ ซังข้าวโพด 10 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) ในสารสารละลาย

กรดซัลฟิวริก 0.75 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 160 oซ นาน 0-5 นาที เป็นสภาวะที่ให้

น  าตาลกลูโคสสูงสุดเท่ากับ 63.2 ± 2.2 และ 63.7 ± 2.3 กรัม น  าตาลกลูโคส/ลิตร 

ที่เวลา 0 และ 5 นาทีตามล าดับ 

 

2.4.2.2 การปรับสภาพด้วยด่าง (Alkaline pretreatment) 

 ในพื นฐานของการปรับสภาพวัสดุลิกโนเซลลูโลสด้วยการใช้ด่างในการปรับ

สภาพ จะขึ นอยู่กับปริมาณของลิกนินที่อยู่ในชีวมวล การปรับสภาพด้วยด่างเป็น

การเพ่ิมการย่อยเซลลูโลสให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ น ส าหรับการละลายของ
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ลิกนิน เซลลูโลส และเฮมิ เซลลูโลส จะน้อยกว่าในสารละลายกรด หรือ

กระบวนการ   
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hydrothermal (Carvalheiro และคณะ, 2008) ด่างที่ส่วนใหญ่นิยมน ามาใช้ ใน

การปรับสภาพได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH), โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 

(KOH), แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (CaOH2) และ แอมโมเนีย (ammonia) Wan และ

คณะ (2011) รายงานปรับสภาพเปลือกถั่วเหลืองด้วยการแช่ในโซเดียมไฮ ดรอกไซด์ 

(NaOH) (4-40 กรัม/100 กรัมแห้งของเปลือกถ่ัวเหลือง) ที่อุณหภูมิห้อง ส าหรับการ

ย่อยเซลลูโลส พบว่าการแช่ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ให้น  าตาลกลูโคส 64.55 

เปอร์เซ็นต์ และสามารถการก าจัดไซแลนได้ถึง 46.37 เปอร์เซ็นต์ 

 

2.4.3 การปรับสภาพทางเคมีเชิงกายภาพ (physico-chemical pretreatment) 

การปรับสภาพทางเคมีเชิงกายภาพจะประกอบด้วยวิธีการที่ผสมผสานระหว่าง วิธี

ทางกายภาพ และวิธีทางเคมี เช่น การปรับสภาพแบบใช้ไอน  า โดยการเพ่ิมตัวเร่ง

ปฏิกิริยา (กรดหรือด่าง), hydrothermolysis , wet oxidation และ การระเบิดเส้นใย

ด้วยแอมโมเนีย (Ammonia fiber explosion, AFEX) (Galbe และ Zacchi, 2012) 

อย่างไรก็ตามจุดประสงค์หลักในการปรับสภาพด้วยวิธีการนี  ชี ให้เห็นว่าเป็นการปรับ

สภาพที่สามารถรวมการท างานของวิธีทางกายภาพ และวิธีทางเคมี เข้าด้วยกันได้ 

ยกตัวอย่างหนึ่งในวิธีที่มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัย เช่น การปรับสภาพด้วย

วิธีการใช้ไอน  า หรือเรียกกันว่า การระเบิดด้วยไอน  า (Steam Explosion) 

  

2.4.3.1 การระเบิดด้วยไอน  า (Steam Explosion)  

การระเบิดด้วยไอน  าเป็นวิธีการปรับสภาพทางเคมีเชิงกายภาพ ที่นิยมใช้กับ

การปรับสภาพวัสดุลิกโนเซลลูโลส โดยการใช้ไอน  าอุณหภูมิสูง (160-240°ซ) 

ความดันสูง (0.69-4.83 MPa) ภายในระยะเวลาสั นๆ แล้วลดความดันลงอย่าง

รวดเร็ว (Kumar และคณะ, 2009) การปรับสภาพด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าจะ

ท าให้เฮมิเซลลูโลสถูกย่อย มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของลิกนิน เนื่องจากมี

อุณหภูมิสูง (Mood และคณะ, 2013) เป็นผลท าให้เฮมิเซลลูโลส และลิกนินลดลง 

เพ่ิมพื นที่ผิว  
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ให้กับเซลลูโลส ท าให้เพ่ิมการเข้าท างานของเอนไซม์ (Harmsen และคณะ, 2010) 

การย่อยสลายของเฮมิเซลลูโลสในระหว่างการปรับสภาพระเบิดด้วยไอน  าสามารถ 

เกิดกรดอินทรีย์ได้ เช่น กรดอะซิติก ที่เกิดจากการย่อยสลายของกลุ่ม acetyl ใน

โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลส กรดฟอร์มิค และกรด levulinic ท าให้น  าที่เกิดในระบบ

มีคุณสมบัติเป็นกรดที่อุณหภูมิสูง (Mood และคณะ, 2013) แต่เนื่องจากสภาพ

ความเป็นกรดที่มีอยู่ในการย่อยสลายของน  าตาล ท าให้เกิดเฟอร์ฟูรัล (furfural) 

และ HMF ในระหว่างกระบวนการปรับสภาพ (Galbe และ Zacchi, 2012) ดังนั น

วัสดุลิกโนเซลลูโลสจ าเป็นที่จะต้องล้างด้วยน  าหลังจากการปรับสภาพเพ่ือที่จะเอา

สารยับยั งเหล่านี ออก  

ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพของวิธีการระเบิดด้วยไอน  า ได้แก่ ขนาด

อนุภาคของวัสดุ อุณหภูมิ ความดัน และเวลาที่ใช้ในการระเบิดด้วยไอน  า  ข้อดีของ

วิธีการระเบิดด้วยไอน  าคือ ไม่มีการใช้สารเคมีในขั นตอนการระเบิดด้วยไอน  า เกิด 

byproducts ต่ า มีความสามารถในการท าลายโครงสร้างของวัสดุประเภทลิกโน

เซลลูโลสได้ดี และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

   มีรายงานเกี่ยวกับการใช้วิธีการระเบิดด้วยไอน  าในการปรับสภาพดังนี  

 Scholl และคณะ (2015) รายงานการปรับสภาพหญ้าช้าง (elephant 

grass, Pennisetum purpureum) ด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าเพ่ือแปลงเซลลูโลส

ไปเป็นเอทานอล ใช้หญ้าช้างปริมาณ 600 กรัม พบว่าได้ปริมาณน  าตาลกลูโคสสูงสุด 

จากขั นตอนการล้างน  าก่อนท าการปรับสภาพด้วยการระเบิดไอน  า ที่อุณหภูมิ 190 o

ซ นาน 10 นาที (248.34 ± 6.27 มก./กรัม) และได้น  าตาลรีดิวซ์สูงสุดที่อุณหภูมิ 

200 oซ นาน 10 นาที (246.00 ± 9.60 มก./กรัม) หลังจากการย่อยด้วยเอนไซม์

เซลลู เลสปริมาณ 10 FPU/กรัม เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง หมักด้วยการใช้ เชื อ 

Saccharomyces cerevisiae CAT-1 และจากการปรับสภาพด้วยวิธีนี ได้ผลเอทา

นอลได้สูงสุดโดยใช้อุณหภูมิ 200 oซ นาน 6 นาที (4.27 ± 0.15 มก./มล.) แสดงให้

เห็นถึงความส าคัญของขั นตอนการล้างน  าในการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน  า 
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ซึ่งสามารถช่วยขจัดสารยับยั งที่ละลายอยู่ในน  าให้หมดไปก่อนการน าไปผลิตเป็นเอ

ทานอลเชื อเพลิง  
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López-Linares และคณะ (2015) ศึกษาการปรับสภาพ rapeseed straw 

ด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า ผลกระทบจากอุณหภูมิ และเวลาในกระบวนการปรับ

สภาพที่ตอบสนองพื นผิว ซึ่งในงานวิจัยนี จะไม่มีการเร่งปฏิกิริยาในการระเบิดด้วยไอ

น  า ในขณะการปรับสภาพ rapeseed straw จะเพ่ิมการย่อยของเอนไซม์ การ

ออกแบบการทดลองเชิงสถิติ และวิธีการตอบสนองต่อพื นผิวถูกน ามาใช้ในการ

ประเมินอุณหภูมิที่ 185-215 oซ และระยะเวลาในกระบวนการ 2.5-7.5 นาที พบว่า

ภายใต้สภาวะในการระเบิดด้วยไอน  าอุณหภูมิที่ 215 oซ ใช้เวลา 7.5 นาที เป็นผลที่

ดีส าหรับการผลิตไบโอเอทานอลที่มีความเข้มข้นของสารตั งต้นสูง ในสภาวะนี จะให้

ผลตอบแทนสูงสุดที่ 72.3 เปอร์เซ็นต์ เทียบเท่า 81 เปอร์เซ็นต์ ของน  าตาลกลูโคส 

ต่อวัสดุของแข็ง ส่งผลให้ได้ความเข้มข้นเอทานอลสูงถึง 43.6 กรัม/ลิตร (5.5 

เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร) ใช้วัสดุของแข็งเป็นสารตั งต้นที่ 20 เปอร์เซ็นต์(น  าหนัก/

ปริมาตร) เทียบเท่ากับ 12.4 กรัมเอทานอล/100 กรัมชีวมวล 

Wang และคณะ (2015) ปรับสภาพของเปลือกส้ม ด้วยวิธีการระเบิดด้วย

ไอน  า (SE) และการแช่ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก (SAS) เพ่ือเพ่ิมผลผลิตและ

ปรับปรุงการท างานของเส้นใยอาหารที่ละลายน  าได้ (SDF) พบว่าการปรับสภาพ

แบบ SE ร่วมกับ SAS เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการเพ่ิมผลผลิต SDF ภายใต้ และ

คุณสมบัติทางเคมีกายภาพภายใต้เงื่อนไขท่ีดีที่สุด (H2SO4 0.8 เปอร์เซ็นต์ 0.8 MPa 

ระยะเวลา 7 นาที) ท าให้ SDF เพ่ิมขึ นจาก 8.04 เปอร์เซ็นต์ เป็น 33.74 เปอร์เซ็นต์ 

(p < 0.05) นอกจากนี เซลลูโลส และลิกนินถูกย่อยสลาย และเปลี่ยนเป็นโมเลกุล

ขนาดเล็กลง  

Moreno และคณะ (2013) ศึกษาเงื่อนไขท่ีใช้ในขั นตอนการปรับสภาพของ

ฟางข้าว และขั นตอนการด าเนินงาน รวมถึงปริมาณสารตั งต้น โดยมีจุดประสงค์เพ่ือ

หาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการใช้ Kluyveromyces marxianus CECT 10875 

และเอนไซม์แลคเคส ส าหรับการผลิตเอทานอลในขั นที่สอง (second generation 

ethanol) โดยใช้สภาวะที่แตกต่างกันในการระเบิดด้วยไอน  าคือ 200 oซ นาน   
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2-5 นาที และที่อุณหภูมิ 220 oซ นาน 2.5 นาที แปรผันปริมาณฟางข้าวที่ 5-14 

เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) ภายใต้เงื่อนไขที่ก าหนด 2 กระบวนการคือ SSF 

(simultaneous saccharification and fermentation) และ PSSF  

(presaccharification and simultaneous saccharification and 

fermentation) ผลจากการวิจัยพบว่า K. marxianus CECT 10875 สามารถหมัก

สารละลายทั งหมดที่ได้จากฝางข้าว จากการปรับภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน  า 

อุณหภูมิที่ 220 oซ นาน 2.5 นาที โดยกระบวนการหมักแบบ SSF โดยใช้ปริมาณ

ฟางข้าวที่ 5 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) ให้ปริมาณเอทานอลถึง 9.6 กรัม/ลิตร 

นอกจากการก าจัดฟีนอล โดยเอนไซม์แลคเคสแล้วจะเป็นการลดสารยับยั งใน

สารละลายจากฟางข้าว จะเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในกระบวนการหมัก และการ

เพ่ิมปริมาณฟางข้าวเป็น 12 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) ในระหว่างกระบวนการ 

SSF และ PSSF จะส่งผลให้การผลิตเอทานอลเพิ่มขึ นเป็น 16.7 กรัม/ลิตร 

Oliveira และคณะ (2013) ศึกษาผลของการปรับสภาพฟางอ้อยด้วยการ

ระเบิดด้วยไอน  าในระดับอุตสาหกรรมร่วมกับการใช้ด่างในการย่อยเอาลิกนินออก 

(delignification) ท าให้เอนไซม์เข้าย่อยฟางอ้อย เพ่ือการผลิตเอทานอล โดยท าการ

ระเบิดด้วยไอน  าอุณหภูมิที่ 180, 190 และ 200 oซ นาน 15 นาที ในเครื่องปฎิกรณ์

ขนาด 2.5 ลูกบาศก์เมตร ฟางอ้อยจะถูกเอาลิกนินออกโดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ 

และการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส พบว่าการปรับสภาพที่ อุณหภูมิ 200 oซ ได้

สารละลายจากเฮมิเซลลูโลสสูงสุด 92.7 เปอร์เซ็นต์ และการปรับสภาพด้วยด่าง เกิด

การละลายของลิกนินถึง 86.7 เปอร์เซ็นต์ ที่ 180 oซ และจะลายออกมาเพียง 81.3 

เปอร์เซ็นต์ ที่ 200 oซ จากสภาวะทั งหมดในการปรับสภาพจะท าให้เซลลูโลสมีการ

ย่อยสลายสูงสุด 80 เปอร์เซ็นต์ ที่ 200 oซ การเพ่ิมการย่อยสลายของลิกนิน โดย

การใช้เอนไซม์เปลี่ยนจาก cellulignin 58.8 เปอร์เซ็นต์ ไปเป็น delignificated 

pulp ที่ 85.1 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 180 oซ    
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2.4.3.2 การระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนีย (Ammonia fiber explosion)  

ในกระบวนการระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนีย (Ammonia fiber explosion 

: AFEX) เป็นกระบวนการที่ใช้แอมโมเนียในสถานะของเหลวที่อุณหภูมิและความดัน

สูง คงไว้ระยะเวลาหนึ่งและลดความดันลงอย่างรวดเร็ว (Tey-Mouri และคณะ, 

2005) โดยทั่วไปกระบวนการระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนีย จะใช้แอมโมเนียปริมาณ 

1-2 กิโลกรัม/กิโลกรัมของชีวมวลแห้ง ที่อุณหภูมิ 90 oซ ในช่วงระยะเวลา 30 นาที 

ซึ่งพบว่าท าให้องค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลสและลิกนินลดลง อีกทั งยังมีผลท าให้

ความเป็นผลึกของเซลลูโลสลดลง โดย Bals และคณะ (2011) ได้อภิปรายเพ่ิมเติม

ว่าตัวแปรต่างๆ ได้แก่ ปริมาณแอมโมเนีย, ปริมาณของน  า รวมไปถึงอุณหภูมิและ

เวลาที่ใช้ในกระบวนการระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนียเป็นส่วนส าคัญที่ต้องศึกษาใน

การปรับสภาพในวัตถุดิบแต่ละชนิด  

 

 2.4.4 การปรับสภาพทางชีวภาพ (biological pretreatment) 

ในการปรับสภาพทางชีวภาพ (biological pretreatment) เป็นกระบวนการปรับ

สภาพโดยใช้กลุ่มของจุลินทรีย์ (microbial pretreatment) โดยเฉพาะเชื อราซึ่งจะเปลี่ยน

องค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลสไปเป็นสารประกอบที่เหมาะต่อการย่อยสลายและการผลิตเอ

ทานอล (Mood และคณะ, 2013) กลุ่มของจุลินทรีย์ที่นิยมใช้ส่วนใหญ่ เช่น white, brown 

และ soft rot-fungi (ช่วยย่อยสลายเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน) ดังนั นจะเห็นได้ว่าวิธีการนี มี

ข้อดีคือคือใช้พลังงานต่ าและไม่จ าเป็นต้องใช้สารเคมี จึงช่วยลดค่าใช้จ่ายด้านสารเคมีและ

การบ าบัดของเสีย อีกทั งยังเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม แต่มีข้อเสียคือต้องใช้ระยะเวลานาน 

(Cardona และ Sanchez, 2007; Sun และ Cheng, 2002; Tengerdy และ Szakacs, 

2003) 

 

2.5 การย่อยวัสดุลิกโนเซลลูโลสด้วยเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase)  

 เอนไซม์เซลลูเลส เป็นเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการการย่อยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสที่ 

พันธะ β-1, 4-Glycoside ได้เป็น cellobiose และย่อย cellobiose ด้วยเอนไซม์ β-glucosidases 
ไปเป็นน  าตาลกลูโคส (ภาพที่ 2.9) ซึ่งเอนไซม์เซลลูเลสเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่เกิดจากผลิตโดย  
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เชื อจุลินทรีย์ เช่น เชื อรา แบคทีเรีย โพรโตซัว พืช และสัตว์ เป็นต้น (Henrissat, 1991) เอนไซม์เซลลู
เลสถูกใช้เพ่ิมขึ นในอุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษอุตสาหกรรมอาหาร 
ประเภทการผลิตสารปรุงแต่ง และการปรับปรุงการย่อยอาหารสัตว์ (Zhang และ Zhang, 2013) โดย

ในธรรมชาติเอนไซม์เซลลูเลสแบ่งออกเป็น 3 ประเภทได้แก่ Endoglucanase (Endo-1,4-β-

glucanases, EC 3.2 .1 .4 ) โดยจะสุ่ มตัดสายพันธะ β-1, 4-glucosidic ของเซลลู โลส , Exo 

glucanase (Exo-1 ,4 - β-glucanases, EC 3.2.1.91) ห รื อ  Cellobiohydrolase แ ล ะ  β-
glucosidase (EC 3.2.1.21) หรือเรียกอีกอย่างว่า Cellobiase จะท าหน้าที่ย่อย Cellobiose ไปเป็น
กลูโคส (Horn และคณะ, 2012) ซึ่งเอนไซม์แต่ละชนิดจะมีหน้าที่ในการย่อยสลายเซลลูโลสใน
ต าแหน่งที่ต่างกันดังภาพที่ 2.10  
 
 

 
 ภาพที่ 2.9 กลไกของการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์เซลลูเลส (Mackulak, 2010) 
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ภาพที่ 2.10 การย่อยสลายเซลลูโลสในต าแหน่งต่างๆ ด้วยเอนไซม์ Exoglucanase, 

Endoglucanase และ β-glucosidase  
 
 
2.6 ผลิตเอทานอลโดยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกัน (Simultaneous saccharification 
and fermentation, SSF) 

 การย่อยและการหมักพร้อมกัน (SSF) (ภาพที่ 2.10) เป็นวธิีการที่รวมการย่อยเซลลูโลส
ด้วยเอนไซม์ พร้อมกับการหมักน  าตาลที่ได้ไปเป็นเอทานอล โดยจุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมักร่วมกับวิธี 
SSF จะใช้ยีสต์สายพันธุ์ที่ทนความร้อน และแบคทีเรีย ที่มีอุณหภูมิใกล้เคียงกับอุณหภูมิในการย่อย 
(Sun และคณะ, 2002)   

 Zhang และคณะ 2013 กล่าวถึงปัจจัยหลักที่มีผลต่อการย่อยและการหมัก 
พร้อมกัน เช่น อุณหภูมิในขณะที่มีการเติมเอนไซม์ ปริมาณเอนไซม์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ความ
เข้มข้นของยีสต์ ปริมาณของวัสดุที่ใช้ และสายพันธุ์ของยีสต์ อุณหภูมิที่เป็นปัจจัยส าคัญส าหรับการ
ย่อยและการหมักพร้อมกัน เพราะความแตกต่างระหว่างอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการย่อยของ
เอนไซม์ (45-50oซ) และการหมัก (30-35 oซ) การใช้งานของยีสต์ทนร้อนที่สามารถเจริญเติบโตได้ใน
อุณหภูมิที่สูงขึ นจะดีกว่า อุณหภูมิ และค่าความเป็นกรด-ด่าง มีบทบาทส าคัญในการส่งผลกระทบต่อ
กิจกรรมของเอนไซม์และการเจริญเติบโตของเซลล์ นอกจากนี ยังขึ นอยู่กับการก าหนดค่าความเป็น
กรด-ด่าง ส าหรับกระบวนการหมักที่ใช้เพ่ือการผลิตเอทานอลแบบไม่ใช้ออกซิเจน และควรระวังใน
ส่วนของปริมาณยีสต์ที่ใช้มีมากเกินไปจะท าให้ไปขัดขวางการดูดซึมสารอาหาร ส่งผลให้ปริมาณเอทา
นอลลดลงได้ โดยในงานวิจัยได้ศึกษาการปรับสภาพฟางข้าวด้วยสารละลายด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
ส าหรับการหมักและการย่อยพร้อมกัน มีสภาวะที่เหมาะสมส าหรับอุณหภูมิที่ 37.5oซ ปริมาณเอนไซม์   
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35 FPU/กรัม ตัวอย่าง ปริมาณความเข้มของ Saccharomyces cerevisiae 10 กรัม/ลิตร และมีค่า
ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 4.6 พบว่าได้ปริมาณเอทานอล 37.84 กรัม/ลิตร  

 Gao และคณะ 2014 กล่าวว่าสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยของเอนไซม์ (ประมาณ 50 oซ)  
หากสูงกว่าการหมักยีสต์ จะเป็นการลดประสิทธิภาพในกระบวนการย่อยสลายและการหมักพร้อมกัน 

 ข้อดีของกระบวนการนี คือ เป็นการหมักแบบถังเดียวซึ่งจะช่วยในการลดค่าใช้จ่าย  
(Ballesteros และคณะ 2004) ลดปัญหาการเกิดสารยับยั ง (product inhibition) ของเอนไซม์เซลลู
เลส ลดการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์อื่นๆ เนื่องจากในระบบมีการผลิตเอทานอลควบคู่กับการย่อย
เซลลูโลส  
 Kluyveromyces marxianus เป็นยีสต์สายพันธุ์หนึ่งที่นิยมน ามาใช้มากท่ีสุด เนื่องจากมี
ความหลากหลายในการน ามาใช้งานทางเทคโนโลยีชีวภาพ และยังพบว่าสามารถเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ
สูงกว่า 40oซ ซึ่งจัดว่าเป็นยีสต์สายพันธุ์ทนร้อน และยังมีอัตราการเจริญสูง สามารถหมักน  าตาลได้
หลากหลาย เช่น กลูโคส ไซโลส แมนโนส และกาแลคโตส แต่ส าหรับในบางสายพันธุ์ก็ยังไม่สามารถ
หมักน  าตาลไซโลสได้ (Wilkins และคณะ, 2008) นอกจากนี  K. marxianus สายพันธุ์ G2-16-1 ยังมี 

β-glucosidases ที่ช่วยย่อยเซลโลไบโอส ซึ่งจะยับยั งการท างานของเอนไซม์เซลลูเลส หากมีการ
สะสมอยู่ในระบบ (Krisomdee, 2011) 
  

 
 ภาพที่ 2.11 กระบวนการหมักและการย่อยพร้อมกัน (SSF) (Olofsson และคณะ, 2008) 
 



 
    

 

บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

3.1 กากมันส าปะหลัง 

กากมันส าปะหลัง (cassava waste pulp) ของโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง 

บริษัท สงวนวงษ์อุตสาหกรรม จ ากัด นครราชสีมา เก็บตัวอย่างกากมันส าปะหลังที่ -20°ซ  

 

3.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

3.2.1 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron 
Microscope) รุ่น JSM -5410LV บริษัท JEOL ประเทศญี่ปุ่น 

3.2.2 เครื่องกวนสารละลายด้วยแท่งแม่เหล็กแบบให้ความร้อน (Hotplate-

Magnetic stirrer) รุ่น 502P-2 บริษัท PMC Industries ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.2.3 เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 2 ต าแหน่ง รุ่น PG6002-S บริษัท Mettler Toledo 

ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 

3.2.4 เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 4 ต าแหน่ง รุ่น AG285 บริษัท Mettler Toledo 

ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 

3.2.5 เครื่ องผสมสารละลาย (Vortex mixter) รุ่ น  G560 บริษัท  Scientific 

Industries ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.2.6 เครื่องระเบิดด้วยไอน  า (high pressure reactor) รุ่น 4523 บริษัท Parr 

Instrument ประเทศสหรัฐอเมริกา  

3.2.7 เครื่องวัดพีเอช (pH meter) รุ่น S20 SevenEasy™ บริษัท Mettler Toledo 

ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 

3.2.8 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น GenesysTM 10S-

Uv-VIS บริษัท Thermo Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.2.9 เครื่องปั่นเหวี่ยงอุณหภูมิต่ า (refrigerated centrifuge) รุ่น AllegraTM 25R 

และ รุ่น AvantiTM J-30I บริษัท Beckman Coulter ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.2.10 เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูง (Micro-centrifuge) รุ่น MIKRO 

200R บริษัท Hettich ประเทศอังกฤษ 

3.2.11 เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Refrigerated Centrifuge) รุ่น 

Biofuge Stratos (Rotor #3334) บริษัท Sorvall ประเทศเยอรมนี 

3.2.12 เครื่องวิเคราะห์สารชีวภาพ หลายพารามิเตอร์ (Biochemistry analyzer) 

รุ่น YSI 7100 บริษัท Harikul Science ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.2.13 เครื่องวิเคราะห์เอทานอล (Gas Chromatography) รุ่น 7AG บริษัท 

Shimadzu ประเทศญี่ปุ่น 

3.2.14 ตู้บ่มเพาะเชื อแบบเขย่า (Incubator shaker) รุ่น InnovaTM 4330 บริษัท 

New Brunswick Scientific ประเทศอังกฤษ 

3.2.15 ลามินาร์ (Laminar Flow) รุ่น H2 บริษัท LAB service ประเทศไทย 

3.2.16 ตู้อบลมร้อน (Hot Air Oven) บริษัท Contherm Scientific ประเทศนิว

เซอร์แลนด์ 

3.2.17 ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) ขนาด 5 มิลลิลิตร บริษัท Mettler Toledo 

ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ และขนาด 1, 0.2 มิลลิลิตร บริษัท Gilson ประเทศฝรั่งเศส 

3.2.18 หม้อนึ่งฆ่าเชื อ (Autoclave) รุ่น ES-215 และ รุ่น SS-325 บริษัท TOMY 

Digital Biology ประเทศญี่ปุ่น 

3.2.19 อ่ า งน  า ค วบคุ ม อุณหภู มิ  ( Water bath) รุ่ น  SS40-D บริ ษั ท  Grant 

Instrument ประเทศอังกฤษ 

3.2.20 อ่างน  าควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Water bath shaker) รุ่น GyromaxTM 

939XL บริษัท Amerex Instrument ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.3 สารเคมี Analytical grade 

  3.3.1 กรดซิตริก โมโนไฮเดรต (C6H8O7 .H2O) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

  3.3.2 กรดซัลฟิวริก (H2SO4) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

  3.3.3 กรดไฮโดรคลอริก (HCL) บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  3.3.4 กลูโคส (C6H12O6) บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  3.3.5 คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4·5H2O) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

  3.3.6 วุ้นผง (Agar) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

3.3.7 ไดโซเดียมไฮโดรเจนอาร์เซเนต (Na2HAsO4·7H2O) บริษัท Sigma Aldrich 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.3.8 โพแทสเซียมโซเดียมทาเทต (KNaC4H4O6·5H2O) บริษัท Merck ประเทศ

เยอรมนี 

  3.3.9 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

  3.3.10 โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

  3.3.11 ไตรโซเดียมซิเตรต (C6H5Na3O7·2H2O) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

3.3.12 เพป โ ตน  (Polypeptone) บริ ษั ท  Becton Dickinson and Company 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.3.13 ส า รสกั ด จ ากยี ส ต์  (Yeast extract) บริ ษั ท  Becton Dickinson and 

Company ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.3.14 แอมโมเนียมเฮปตะโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24·4H2O) บริษัท 

Merck ประเทศเยอรมนี 

3.3.15 เอทานอล (Ethanol) บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

   

3.4 จุลินทรีย์ 

Kluyveromyces marxianus สายพันธุ์ G2-16-1 (Krisomdee และคณะ, 2015) 

แยกมาจากการโรงงานน  าตาล บริษัท ไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม จ ากัด ที่ 40°ซ สามารถหมัก

เอทานอลจากน  าตาลไซโลส กลูโคส และเซลโลไบโอสได้ 
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3.5 เอนไซม์ 

3.5.1 เอนไซม์เซลลูเลส (AccelleraseTM1500 บริษัท Genecor ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) มีค่า Endoglucanase activity 2500 CMCs ยูนิต/กรัม และ β-
glucosidase activity 650 pNPG ยูนิต/กรัม 

3.5.2 เอนไซม์แอลฟา อะไมเลส (Spezyme®-ethyl บริษัท Genecor ประเทศ 

สหรัฐอเมริกา) มีค่าเอนไซม์ แอคติวิตี  7000 AA ยูนิต/กรัม 

 

3.6 ศึกษาลักษณะสมบัติและองค์ประกอบทางเคมีของกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 

เตรียมกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง โดยน ากากมันส าปะหลังซึ่งเก็บไว้

ที่ 20°ซ (จากข้อ 3.1) มาละลายน  าแข็งที่อุณหภูมิห้อง (ภาพที่ 3.1) แขวนลอยกากมัน

ส าปะหลัง 30 กรัม (น  าหนักแห้ง) ในสารละลายไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1 นอร์มอล 300 มล. 

ซึ่งบรรจุในขวดดูแรน (Duran bottle) ขนาด 500 มล. (ภาพที่ 3.2) ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 

121°ซ ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที (ภาพที่ 3.3) กรองแยกเอากากใย

ลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังมาอบแห้งที่ 70°ซ จนน  าหนักคงท่ี (ภาพที่ 3.4) 

หาค่าความชื นของกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง จากค่าความแตกต่าง

ของน  าหนักกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังก่อนและหลังการอบแห้งจนน  าหนัก

คงที่ วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี(เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน) ของกากใยลิกโน

เซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง ที่กรมวิทยาศาสตร์บริการ กระทรวงวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยี ตามมาตรฐาน The Technical Association of Pulp and Paper Industry 

(TAPPI) วิเคราะห์ลิกนิตามมาตรฐาน TAPPI T 222 om-02 วิเคราะห์โฮโลเซลลูโลสตาม

มาตรฐาน TAPPI Section  
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ภาพที่ 3.1 กากมันส าปะหลัง หลังจากละลายน  าแข็งท่ีอุณหภูมิห้อง 
 

 
ภาพที่ 3.2  แขวนลอยกากมันส าปะหลังในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
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ภาพที่ 3.3 กากมันส าปะหลัง หลังจากให้ความร้อน 

 

 
ภาพที่ 3.4 กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังก่อนและหลังอบแห้ง 

 

 

 



  

 

36 

3.7 หาสภาวะเหมาะสมของการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง ด้วยกรด
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน  า 

3.7.1 ปริมาณกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่เหมาะสม  

แขวนลอยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 30 กรัม (น  าหนักแห้ง) 

ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1 นอร์มอล (น  าหนัก/ปริมาตร) จ านวน 300 มล. 

ในขวดดูแรนขนาด 500 มล. จากนั นกรองแยกกรดไฮโดรคลอริกออก ล้างด้วยน  าจนน  า

ล้างมีค่าความเป็นกรด-ด่างเป็นกลาง ปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมัน

ส าปะหลังที่ล้างน  าแล้ว โดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า โดยแขวนลอยกากใยลิกโนเซลลูโลส

ของหัวมันส าปะหลังที่เตรียมได้ในน  า 500 มล. แปรผันปริมาณกากใยลิกโนเซลลูโลสของ

หัวมันส าปะหลังเป็น 2, 6 และ10 เปอร์เซ็นต์ โดยน  าหนัก/ปริมาตร (น  าหนักแห้ง) ให้

ความร้อนด้วยไอน  าอ่ิมตัวที่ 180°ซ นาน 5 นาที (ภาพที่ 3.5) ล้างกากใยลิกโนเซลลูโลส

ของหัวมันส าปะหลังอีกครั ง ด้วยน  าจนน  าล้างมีค่าความเป็นกรด -ด่างเป็นกลาง 

แขวนลอยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพและล้างด้วย

น  าแล้ว ในปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) ในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมซิ

เตรทมีค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 5.0 เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 

(AccelleraseTM 1500) 459.25 CMCs ยูนิต/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมัน

ส าปะหลัง และ 119.4 pPNG/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง ที่ 

50°ซ เป็นเวลา 6 ชม. ปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบต่อนาที 4°ซ 5 นาที  เก็บส่วนน  าใสมา

วิเคราะห์ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี Somogyi-Nelson (1952)  
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ภาพที่ 3.5 การปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง โดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า 

 

3.7.2 อุณหภูมิที่เหมาะสม 

ท าการทดลองเช่นเดียวกันกับข้อ 3.7.1 โดยปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของ

หัวมันส าปะหลังที่ได้หลังการย่อยแป้งที่เหลือในกากมันส าปะหลังออกแล้ว โดยวิธีการ

ระเบิดด้วยไอน  า ปริมาณกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่แขวนลอยในน  า 

500 มล. ในขั นตอนการปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าเท่ากับ 6 เปอร์เซ็นต์ 

(น  าหนัก/ปริมาตร) แปรผันอุณหภูมิของการปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าเป็น 

160, 180 และ 200°ซ นาน 5 นาท ี

 

3.7.3 ระยะเวลาการปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าที่เหมาะสม 

ท าการทดลองเช่นเดียวกันกับข้อ 3.7.2 โดยปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของ

หัวมันส าปะหลัง ด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าที่ 180°ซ แปรผันระยะเวลาเป็น 2, 5 และ 

10 นาที 
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3.8 หาสภาวะเหมาะสมของการย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง ที่ผ่านการปรับ
สภาพแล้วด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 

3.8.1 ปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสที่เหมาะสม 

ย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรด

ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน  า ที่สภาวะเหมาะสม (ผลจากข้อ 3.7) ซึ่งถูกล้างด้วยน  าจนมี

ค่าความเป็นกรด-ด่าง จนน  าล้างเป็นกลาง ในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมซิเตรทมีค่า

ความเป็นกรด-ด่างเป็น 5.0 เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ที่ 50°ซ เป็นเวลา 6 ชม. แปรผัน

ปริมาณเซลลูเลสที่ใช้เป็น 229.17, 459.25, 918.5, 1377.5 และ 1837 CMCs ยูนิต/

กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง (ภาพที่ 3.6) ปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 

รอบต่อนาที 4°ซ 5 นาที  เก็บส่วนน  าใสมาวิเคราะห์ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ ปริมาณเซลลู

เลสที่เหมาะสม คือปริมาณเซลลูเลสที่น้อยที่สุดซึ่งท าให้ได้น  าตาลรีดิวซ์สูงสุด 

 

 
ภาพที่ 3.6 ย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่ผ่านการปรับสภาพแล้ว 

ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส  
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3.8.2 พีเอชที่เหมาะสม  

ย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสฯ ที่ผ่านการปรับสภาพ ที่สภาวะเหมาะสมแล้ว (ผล

จากข้อ 3.7) ตามวิธีข้อ 3.8.1 ใช้เอนไซม์เซลลูเลส 459.25 CMCs ยูนิต/กรัม กากใยลิก

โนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง และ 119.4 pPNG/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง

ของหัวมันส าปะหลัง แต่แปรผันค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมซิ

เตรทที่ใช้เป็น 4.5, 5.0 และ 5.5 ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมคือ ค่าความเป็นกรด-

ด่างซึ่งท าให้ได้น  าตาลรีดิวซ์สูงที่สุด  

 

3.9 การทดสอบเบื องต้นส าหรับการหมักเอทานอลจากกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 
ที่ผ่านการปรับสภาพด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า โดยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกัน 

ใส่กากใยลิกโนเซลลูโลสฯ ที่ผ่านการปรับสภาพที่สภาวะที่เหมาะสมและล้างด้วยน  าจนมีค่าความ

เป็นกรด-ด่างจนน  าล้างเป็นกลางแล้ว (ผลจากข้อ 3.7) 30 กรัม (น  าหนักแห้ง) ในสารสารละลาย

บัฟเฟอร์โซเดียมซิเตรทค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 5.0 เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ บรรจุ 300 มล. ใน

ขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร เติมเอนไซม์เซลลูเลส 459.25 CMCs ยูนิต/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลส

แห้งของหัวมันส าปะหลัง และ 119.4 pPNG/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง (ผล

จากข้อ 3.8) และใช้ยีสต์ Kluyveromyces marxianus สายพันธุ์ G2-16-1 (Krisomdee, 2011) 

ระยะการเจริญ late log phase จ านวน 1x108 cells/กรัมกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 

(น  าหนักแห้ง) พร้อมกัน บ่มที่ 40°ซ สภาวะจ ากัดออกซิเจน ปิดฝาเกลียวให้แน่น เขย่าผสมที่ 100 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชม. ทุก 24 ชม. ปั่นเหวี่ยงที่ 8000 รอบต่อนาที 4°ซ นาน 5 นาที น าส่วน

น  าใสมาวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลโดยวิธีก๊าซโครมามาโทกราฟฟี (Gas Chromatography) 

(Jutakanoke และคณะ, 2012) และวิเคราะห์ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ ตามวิธีข้างต้น 

  

 

3.10 วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลโดยวิธีก๊าซโครมามาโทกราฟฟี(Gas Chromatography)  

การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลโดยวิธีก๊าซโครมามาโทกราฟฟี ภายใต้สภาวะดังนี  ชนิดของ

คอลัมน์ที่ใช้คอลัมน์ PQ ใช้อุณหภูมิของ Injection ที่ 170°ซ และใช้อุณหภูมิของ FID detector ที่ 
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220°ซ  ปริมาตรที่ฉีด (Volumn injection) 1 ไมโครลิตร ใช้ไนโตรเจนเป็นก๊าซตัวพา (mobile 

phase) อัตราไหล 50 มล./นาที  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
    

 

บทที่ 4 
ผลและการอภิปรายผลการทดลอง 

4.1 ลักษณะสมบัติและองค์ประกอบทางเคมีของกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 

กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังมีความชื น 40 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนักต่อน  าหนัก) ในกาก

มันส าปะหลัง 30 กรัม (น  าหนักแห้ง) มีองค์ประกอบหลักทางเคมี ซึ่งประกอบไปด้วย เซลลูโลส 59.9, 

เฮมิเซลลูโลส 20 และลิกนิน 10.7 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/น  าหนัก) ดังแสดงในตารางที่ 4.1 เมื่อน าไป

ย่อยด้วยกรดเพ่ือเอาแป้งออก จะได้กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังจ านวน 2.76 กรัม 

(น  าหนักแห้ง) จะเห็นได้ว่าปริมาณของกากใยลิกโนเซลลูโลสเหลืออยู่เพียงเล็กน้อย เนื่องจากกากใยลิก

โนเซลลูโลสมีอนุภาคขนาดเล็ก 20-40 เมส ข้อดีคือ น าเอามาใช้ได้โดยไม่ต้องน ามาลดขนาด ข้อเสีย

คือ กากใยลิกโนเซลลูโลสจะยุ่ยง่ายท าให้เกิดการสูญเสียปริมาณน  าหนักไปในระหว่างขั นตอนการล้าง

ด้วยน  า Akaracharanya และคณะ (2011) ย่อยกากมันส าปะหลัง 3 กรัม (น  าหนักแห้ง) ด้วยเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส ได้กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังจ านวน 1.5 กรัม 

(น  าหนักแห้ง) ซึ่งประกอบไปด้วย เซลลูโลส 40, เฮมิเซลลูโลส 18 และลิกนิน 9 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/

น  าหนัก) ทั งนี อาจเนื่องจากนอกจากแป้งแล้ว กรดไฮโดรคลอริกยังสามารถละลายเฮมิเซลลูโลสและ

ลิกนินบางส่วน ท าให้โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสแยกออกจากกัน และมีขนาดเล็กลงกว่าเดิม จึงเกิด

การสูญเสียในขั นตอนของการล้างน  ามากกว่า 

 ตารางท่ี 4.1 องค์ประกอบหลักทางเคมีของกากใยลิกโนเซลลูโลสของมันส าปะหลัง 

องค์ประกอบ ร้อยละของน  าหนักแห้ง 
ลิกนิน 10.7 

เฮมิเซลลูโลส 20 

เซลลูโลส 59.9 
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4.2 สภาวะเหมาะสมส าหรับการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังด้วยกรด
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน  า 

4.2.1 ปริมาณกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่เหมาะสม 

ผลการแปรผันปริมาณกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง ที่แขวนลอยกาก

ใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 30 กรัม (น  าหนักแห้ง) ในสารละลายกรดไฮโดร

คลอริกเข้มข้น 1 นอร์มอล (น  าหนัก/ปริมาตร) จ านวน 300 มล. ในขวดดูแรนขนาด 500 

มล. ที่อุณหภูมิ 121 oซ นาน 15 นาที จากนั นกรองแยกกรดไฮโดรคลอริกออก ล้างด้วย

น  าจนน  าล้างมีค่าความเป็นกรด-ด่างเป็นกลาง ในการปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอ

น  าที่ 180°ซ นาน 5 นาที พบว่ากากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังที่ผ่านการปรับ

สภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า โดยแขวนลอยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมัน

ส าปะหลังปริมาณ 2, 6 และ10 เปอร์เซ็นต์ โดยน  าหนัก/ปริมาตร (น  าหนักแห้ง) ในน  า 

เมื่อน ามาย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 459.25 CMCs ยูนิต/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลส

แห้งของหัวมันส าปะหลัง และ119.4 pPNG/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมัน

ส าปะหลัง เป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่า ให้น  าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 3.21 กรัม/ลิตร หรือ 

34.9 กรัม/100 กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง (ภาพที่ 4.1) และในการปรับสภาพกาก

ใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังด้วยกรดไฮโดรคลอริก ที่อุณหภูมิ 121 oซ นาน 15 

นาที ล้างน  า แล้วน าไปย่อยด้วยเอนไซม์เซลลู เลส เพ่ือน าส่วนน  าใสที่ได้ไปวิเคราะห์

น  าตาลรีดิวซ์เพ่ือใช้เป็นตัวควบคุมการเปรียบเทียบกับการไม่ผ่านการปรับสภาพด้วย

วิธีการระเบิดไอน  า พบว่าได้ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 3.17 กรัม/ลิตร 

จากการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังในกรดไฮโดรคลอริก 

พบว่าการปรับสภาพในกรดไฮโดรคลอริกที่อุณหภูมิ 121 oซ นาน 15 นาทีนั น เมื่อน าไป

ระเบิดด้วยไอน  าและย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสที่ภาวะเหมาะสมจะได้ปริมาณน  าตาล

รีดิวซ์เท่ากับ 34.9 กรัม/100 กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง โดยสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Thongchul และคณะ (2010) ซึ่งได้ปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสจากกากมัน

ส าปะหลังด้วยกรดสามชนิด ได้แก่ กรดซัลฟิวริก กรดไฮโดรคลอริกและกรดฟอสฟอริก

โดยบ่มที่อุณหภูมิ 121 oซ นาน 15 นาที พบว่ากากใยลิกโนเซลลูโลส ที่ผ่านการแช่กรด

ไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1 นอร์มอล เมื่อย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสจะได้ปริมาณน  าตาล
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กลูโคสมากที่สุด (0.85 กรัม/กรัมกากใยลิกโนเซลลูโลส) ซึ่งได้อภิปรายไว้ว่าในกรดไฮโดร

คลอริกซึ่งมีประจุโปรตอน (H+) มากที่สุดในกรดสามชนิดนั น มีส่วนส าคัญในการย่อย

สลายองค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลส แต่อย่างไรก็ตามในประจุโปรตอนที่มีปริมาณมาก

เกินไปในสารละลายกรดที่มีความเข้มข้นสูงนั น สามารถท าปฏิกิริยาย่อยสลายน  าตาล 

และก่อเกิดสารยับยั งบางชนิดขึ น เช่นการก่อตัวของฟูแลน อนุพันธ์ของกรดอินทรีย์ และ

สารประกอบฟีนอลที่จะไปยับยั งการหมักของจุลินทรีย์ 

 

 

ภาพที่ 4.1 ผลของปริมาณกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง ในการปรับ

สภาพด้วยกรดร่วมกับการระเบิดด้วยไอน  า ต่อปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ 

 

4.2.2 อุณหภูมิที่เหมาะสม 

ผลการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ 

(น  าหนัก/ปริมาตร) โดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า (ตามวิธีข้อ 4.2.1) ที่อุณหภูมิ 160, 180 
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และ 200°ซ เป็นเวลา 5 นาที หลังการล้างด้วยน  าจนน  าล้างมีค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็น

กลาง เมื่อน ามาย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสเป็นเวลา 6 ชม. พบว่าการระเบิดด้วยไอน  าที่

อุณหภูมิ 180°ซ ให้ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 3.73 กรัม/ลิตร หรือ 40.6 

กรัม/100 กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง (ภาพที่ 4.2) การใช้อุณหภูมิในการระเบิดด้วย

ไอน  าที่ 180oซ ส่วนใหญ่จะท าให้เซลลูโลสถูกย่อยได้ง่าย ทั งนี ยังสามารถละลายลิกนินได้

สูงสุด ซึ่งในขณะที่ใช้อุณหภูมิในการระเบิดด้วยไอน  าที่ 190-200oซ จะละลายลิกนินได้

ลดลง (Oliveira และคณะ, 2014) และเมื่อใช้อุณหภูมิสูงกว่า 180oซ จะท าให้เกิดการ

ไหม้ของน  าตาล ท าให้น  าตาลที่ควรจะได้ลดลง 

 

 

ภาพที่ 4.2 ผลของอุณหภูมิในการระเบิดด้วยไอน  าต่อปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ 

4.2.3 ระยะเวลาการปรับสภาพโดยวิธีระเบิดด้วยไอน  าที่เหมาะสม 

ผลการปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 6 เปอร์เซ็นต์ 

(น  าหนัก/ปริมาตร) ด้วยวิธีระเบิดด้วยไอน  า ที่ 180oซ (ตามวิธีข้อ 4.2.1) แต่แปรผัน

ระยะเวลาของการระเบิดด้วยไอน  าเป็น 2, 5 และ10 นาที พบว่าการปรับสภาพนาน 5 
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นาที ให้น  าตาลรีดิวซ์สูงสุด 3.73 กรัม/ลิตร หรือ 40.6 กรัม/100 กรัม กากใยลิกโน

เซลลูโลสแห้ง (ภาพที่ 4.3) เมื่อใช้เวลาลดลง ในส่วนของลิกนินของกากใยลิกโนเซลลูโลส

ของหัวมันส าปะหลังยังไม่เพียงพอที่จะถูกเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง และเมื่อใช้เวลาที่นาน

เกินไปจะท าให้ส่วนของน  าตาลกลูโคสที่ได้เกิดการไหม้เป็นสีน  าตาล ท าให้น  าตาลกลูโคส

ลดลง ระยะเวลาที่ดีที่สุดคือ 3-5 นาที ที่จะท าให้ส่วนของของแข็งลดปริมาณลงได้ 

(Chiaramonti และคณะ, 2012) 

 

ภาพที่ 4.3 ผลของระยะเวลาในการระเบิดด้วยไอน  าต่อปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ 

 

 

4.3 สภาวะเหมาะสมของการย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังท่ีผ่านการปรับสภาพ
แล้ว 

4.3.1 ปริมาณเซลลูเลสที่เหมาะสม 

ผลการแปรผันปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสในการย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสของ

หัวมันส าปะหลัง ที่ผ่านการปรับสภาพโดยวิธีการใช้กรดไฮโดรคลอริกร่วมกับการระเบิด
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ไอน  าที่สภาวะเหมาะสม (ผลจากข้อ 4.2) พบว่าเอนไซม์เซลลูเลส 459.25 CMCs ยูนิต/

กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง และ119.4 pPNG/กรัม กากใยลิก

โนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง ให้ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์สูงที่สุด 3.70 กรัม/ลิตร 

หรือ 40.2 กรัม/100 กรัมกากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง (ภาพที่ 4.4) ในผลการทดลองการ

ปรับสภาพกากใยลิกโนเซลลูโลสด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า พบว่าเมื่อน ากากใยลิกโน

เซลลูโลส ที่ผ่านการปรับสภาพโดยใช้อุณหภูมิ 180oซ นาน 5 นาที มาย่อยด้วยเอนไซม์

เซลลูเลสจะได้ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์มากที่สุด (0.40 กรัม/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง) 

ซึ่งพบว่าในภาวะดังกล่าวนั นให้ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์สูงกว่าปริมาณน  าตาลกลูโคสใน

งานวิจัยของ Ballesteros และคณะ (2006) เมื่อปรับสภาพฟางข้าวสาลีในกรดซัลฟิวริก

เจือจางโดยการระเบิดด้วยไอน  าที่ภาวะเดียวกัน (0.20 กรัมกลูโคส/กรัมฟางข้าว) Badiei 

และคณะ (2014) กล่าวว่าการย่อยสลายโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสด้วยสารละลายกรดจะ

ท าให้โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสแตกตัว ซึ่งสามารถก าจัดเฮมิเซลลูโลสและท าให้มี

ความพรุนมากขึ น เอนไซม์จึงสามารถเข้าย่อยโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสได้ดีขึ น  

 

 

ภาพที่ 4.4 ผลของปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสต่อปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ 
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4.3.2 ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม  

ผลการแปรผันค่าความเป็นกรด-ด่าง ซึ่งใช้ในการย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลส ที่ผ่าน

การปรับสภาพโดยวิธีระเบิดไอน  าที่สภาวะเหมาะสม ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 459.25 

CMCs ยูนิต/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง และ119.4 pPNG/กรัม 

กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง พบว่าที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5.0 

ให้น  าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 3.71 กรัม/ลิตร หรือ 40.2 กรัม/100 กรัมกากใยลิกโน

เซลลูโลสแห้ง (ภาพที่ 4.5)  

 

 

ภาพที่ 4.5 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่าง ในการย่อยกากใยลิกโนเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ต่อ

ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ 
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4.4 ผลการทดสอบเบื องต้น ในการผลิตเอทานอลจากกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 
ที่ผ่านการปรับสภาพด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า โดยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกัน  

ผลการน ากากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง ที่ผ่านการปรับสภาพที่สภาวะเหมาะสม (ผล

จากข้อ 4.2) แล้วล้างด้วยน  าจนน  าล้างมีค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็นกลาง ปริมาณ 30 กรัม (น  าหนัก

แห้ง) แขวนลอยในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมซิเตรท 300 มล. มาหมักเป็นเอทานอล โดยวิธีการย่อย

และการหมักพร้อมกัน โดยใช้เอนไซม์เซลลูเลส 459.25 CMCs ยูนิต/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง

ของหัวมันส าปะหลัง และ119.4 pPNG/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของหัวมันส าปะหลัง (ผลจาก

ข้อ 4.3.1) ซึ่งเป็นปริมาณที่มากเกินพอ เนื่องจากการหมักโดยวิธีการนี น  าตาลกลูโคสซึ่งเป็นการยับยั ง

ที่เกิดจากผลิตภัณฑ์ของการย่อยเซลลูโลส ถูกก าจัดโดยยีสต์  ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5.0 ซึ่ง

เหมาะสมทั งส าหรับการท างานของเอนไซม์ และการหมักของยีสต์  และ Kluyveromyces 

marxianus สายพันธุ์ G2-16-1 ระยะการเจริญ late log phase จ านวน 1x108 cells/กรัมกากใย

ลิกโนเซลลูโลสแห้ง ที่ 40°ซ ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เชื อเจริญได้ พบว่า ที่ 24 ชม. ได้ปริมาณเอทานอลสูงสุด

เท่ากับ 0.666 กรัม/ลิตร หรือ 1.21 กรัมเอทานอล/100 กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมัน

ส าปะหลัง (น  าหนักแห้ง) (ภาพที่ 4.6) ซึ่งทั งนี ปริมาณของเอทานอลอาจสูงมากกว่านี ได้ หากมีการหา

สภาวะที่เหมาะสมส าหรับวิธีการนี  เช่น ปริมาณเชื อเริ่มต้นที่ใช้ 

ในการศึกษาการหมักเอทานอลเบื อต้น โดยวิธีการหมักและย่อยพร้อมกัน โดยเมื่อน ากากใยลิกโน

เซลลูโลสที่ผ่านการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน  าแล้ว มาหมักเป็นเอทานอลโดยยีสต์ 

Kluyveromyces marxianus สายพันธุ์ G2-16-1 พบว่าได้ปริมาณเอทานอลสูงสุดเท่ากับ 1.21 กรัม

เอทานอล/100 กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง หรือ 0.012 กรัมเอทานอล/กรัม กากใยลิกโน

เซลลูโลสแห้ง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแม้ว่ากากใยลิกโนเซลลูโลสที่ได้จากการเอาแป้งออกแล้ว สามารถเป็น

วัตถุดิบส าหรับการผลิตเอทานอลได้ แต่ปริมาณเอทานอลที่ได้นั นมีปริมาณน้อยกว่า เนื่องจากเป็นส่วน

ของเส้นใยที่เหลือทิ งไม่ได้ถูกน ามาใช้ประโยชน์ เมื่อเทียบกับงานวิจัยอ่ืน เช่น Asada และคณะ 

(2014) ได้น าต้นซีดาร์ที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน  ามาหมักเอทานอลโดยกระบวนการหมักและย่อย

พร้อมกัน พบว่าได้เอทานอลสูงสุด 0.155 กรัมเอทานอล/กรัมต้นซีดาร์แห้ง และเมื่อเปรียบเทียบกับ

งานวิจัยของ Akaracharanya และคณะ (2011) พบว่าจะได้ปริมาณเอทานอลน้อยกว่า เนื่องจากวัสดุ

ที่ใช้ไม่มีแป้ง และเป็นในส่วนของกากใยลิกโนเซลลูโลสที่เหลือ จึงท าให้ได้ปริมาณเอทานอลที่ต่ ากว่า 

ตามตารางท่ี 4.2  
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ภาพที่ 4.6 ผลการหมักเอทานอลจากกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 

ด้วยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกันโดย K. marxianus สายพันธุ์ G2-16-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.127

1.236 1.236 1.211

0

0.6661 0.663 0.6472

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0 24 48 72

เอ
ทา

นอ
ล 

(ก
รัม

/ล
ิตร

)

น  า
ตา

ลรี
ดิว

ซ์ 
(ก

รัม
/ล

ิตร
)

เวลา (ชั่วโมง)
Reducing sugar Ethanol



  

 

50 

 

ตารางท่ี 4.2 สรุปผลเปรียบเทียบปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ ปริมาณเอทานอล จากกากใยลิกโน
เซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังกับงานวิจัยอ่ืน 

ปริมาณต่างๆ 

กากใยลิกโนเซลลูโลส
ที่ผ่านการปรับสภาพ
ด้วยกรด และการ
ระเบิดด้วยไอน  า 

(งานวิจัยนี ) 

กากใยลิกโนเซลลูโลสที่
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์
(Akaracharanya และ

คณะ, 2011) 

ปริมาณกากใยลิกโน
เซลลูโลสหลังการปรับ

สภาพ 

0.091 กรัม/กรัม 
(น  าหนักแห้ง) 

0.5 กรัม/กรัม  
(น  าหนักแห้ง) 

น  าตาลที่ได้ในไฮโดรไล
เซทในขั นตอนก่อน

การปรับสภาพ  

0.345 กรัม/กรัม กาก
ใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง 

(น  าตาลรีดิวซ์) 

0.753 กรัม/กรัม 
(น  าตาลกลูโคส) 

น  าตาลที่ได้ในไฮโดรไล
เซทในขั นตอนหลังการ

ปรับสภาพ 

0.406 กรัม/กรัม กาก
ใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง 

(น  าตาลรีดิวซ์) 

0.367 กรัม/กรัม และ 
0.443 กรัม/กรัม 
(น  าตาลกลูโคส) 

เอทานอล 

0.012 กรัมเอทานอล/
กรัม กากใยลิกโน

เซลลูโลสแห้ง หลังผ่าน
ขั นตอนการปรับสภาพ  

(น  าตาลรีดิวซ์) 

0.199 กรัม  
(น  าตาลกลูโคส) 

 

 

 

 

 

 

 



 
    

 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 

 กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังซึ่งมีความชื น 40 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ต่อ

น  าหนัก) ประกอบด้วยเซลลูโลส 59.9 เฮมิเซลลูโลส 20 และลิกนิน 10.7 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/

น  าหนัก) ที่ได้หลังการย่อยเอาแป้งออกด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1 นอร์มอล จากกากใยลิกโน

เซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 30 กรัม (น  าหนักแห้ง) จะได้ส่วนของกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมัน

ส าปะหลังจ านวน 2.76 กรัม (น  าหนักแห้ง) เมื่อน ามาปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  า พบว่า

สภาวะที่เหมาะสมคือ ใช้กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลัง 6  เปอร์เซ็นต์ (น  าหนัก/ปริมาตร) 

ระเบิดด้วยไอน  าที่อุณหภูมิ 180°ซ ระยะเวลาเป็น 5 นาที ผลการหมักกากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมัน

ส าปะหลัง ที่ผ่านการปรับสภาพโดยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าที่สภาวะเหมาะสมที่สุดเป็นเอทานอล 

ทดสอบการหมักเอทานอลเบื องต้นโดยวิธีการย่อยและการหมักพร้อมกัน ใช้เอนไซม์เซลลูเลส 459.25 

CMCs ยูนิต/กรัมกากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง และ119.4 pPNG/กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสแห้งของ

หัวมันส าปะหลัง ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.0 และ Kluyveromyces marxianus สายพันธุ์ G2-16-1 

ระยะการเจริญ late log phase จ านวน 1x108 cells/กรัมกากใยลิกโนเซลลูโลสแห้ง ที่ 40°ซ สภาวะ

จ ากัดออกซิเจน ก่อนการปรับสภาพด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าจะได้เอทานอล 0.11 กรัมเอทานอล/

กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังหลังการปรับสภาพ (น  าหนักแห้ง)  และหลังการปรับ

สภาพด้วยวิธีการระเบิดด้วยไอน  าจะได้เอทานอลสูงสุด 0.666 กรัม/ลิตร หรือ 1.21 กรัมเอทา

นอล/100 กรัม กากใยลิกโนเซลลูโลสของหัวมันส าปะหลังก่อนการปรับสภาพ (น  าหนักแห้ง) ที่ 24 

ชั่วโมง
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี ยงเชื อ 

 

1. Isolation medium 

Cellulose/Glucose  100 g 

Bacto-peptone   3 g 

Yeast extract   3 g 

Distilled water   1000 ml 

 ปรับพีเอชให้เป็น 5.0 แล้วน าไปฆ่าเชื อโดยใช้หม้อนึ่งไอน  าความดันสูง อุณหภูมิที่ 

110oซ ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว นาน 10 นาที  

 

2. Enrichment medium 

Cellulose/Glucose  20 g 

Bacto-peptone   3 g 

Yeast extract   3 g 

Distilled water   1000 ml 

ปรับพีเอชให้เป็น 5.0 แล้วน าไปฆ่าเชื อโดยใช้หม้อนึ่งไอน  าความดันสูง อุณหภูมิที่ 

110oซ ความดัน 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ ว นาน 10 นาที  

 

3. Yeast Peptone Dextrose (YPD) Agar 

Glucose   10 g 

Bacto-peptone   5 g 

Yeast extract   3 g 

Malt extract   3 g 

Agar    20 g 

Distilled water   1000 ml 
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ปรับพีเอชให้เป็น 5.0 แล้วน าไปฆ่าเชื อโดยใช้หม้อนึ่งไอน  าความดันสูง อุณหภูมิที่ 

110oซ ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว นาน 10 นาท ี

 

4. Fermentation medium 

Glucose   150 g 

Polypeptone   90 g 

Yeast extract   60 g 

Distilled water   1000 ml 

ปรับพีเอชให้เป็น 5.0 แล้วน าไปฆ่าเชื อโดยใช้หม้อนึ่งไอน  าความดันสูง อุณหภูมิที่ 

110oซ ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว นาน 10 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
สารเคมี 

 

1. Somogyi-Nelson Reagent (Somogyi, 1952) 

1.1 Alkaline Copper Reagent:  
Na2HPO4

.12H2O   71 g  
KNaC4H4O6·5H2O   40 g  
(น า  Na2HPO4

.12H2O และ  KNaC4H4O6·5H2O ล ะล าย ในน  า ก ลั่ น  700 
มิลลิลิตร)  
1N NaOH    100 ml 
(น า NaOH 4 กรัม ละลายในน  ากลั่น 100 มิลลิลิตร) 

10% (w/v) CuSO4·5H2O  80 ml  

(น า CuSO4·5H2O 8 กรัม ละลายในน  ากลั่น 80 มิลลิลิตร)  

Na2SO4    180 g  

น าสารละลายทั งหมดมาผสมกัน แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร เก็บใส่

ขวดสีชา 

ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1-2 วัน และน ามากรองก่อนน าไปใช้งาน  

 

1.2 Nelson’s reagent: 

(NH4)6 Mo7O24·4H2O  53.2 g  

H2SO4 (conc.)   21 ml  

12% (w/v) Na2HAsO4·7H2O  50 ml  

(น า Na2HAsO4·7H2O 6 กรัม ละลายในน  ากลั่น 50 มิลลิลิตร) 

น าสารละลายทั งหมดมาผสมกัน แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร เก็บใส่

ขวดสีชา 

ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1-2 วัน และน ามากรองก่อนน าไปใช้งาน 
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1.3 ขั นตอนการวิเคราะห์ 

น าตัวอย่างมา 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง เติม Alkaline copper 1 

มิลลิลิตร แล้วน าไปต้มในน  าเดือดนาน 15 นาที ท าให้เย็นลงโดยแช่ในอ่าง

น  าแข็ง 3-5 นาที แล้วจึงน ามาเติม Nelson’s reagent 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้า

กันด้วยเครื่องผสมสารละลาย บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที เติมน  ากลั่น 5 

มิลลิลิตร น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ความ

เข้มข้นของตัวอย่างที่ตรวจวัดได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน  าตาล

กลูโคส โดยใช้น  ากลั่นเป็นตัวเปรียบเทียบ 

 

1.4 การเตรียมกราฟมาตรฐานของน  าตาลกลูโคส  

เตรียมน  าตาลกลูโคส 10 มิลลิกรัม เทใส่ขวดปรับปริมาตรขนาด 10 

มิลลิลิตร เติมน  ากลั่นจนครบ 10 มิลลิลิตร เขย่าขวดให้น  าตาลกลูโคสละลายจน

หมด เตรียม standard จากสารละลายน  าตาลกลูโคสที่ 0, 20, 40, 60, 80, 

100, 120, 150, 180 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปฎิกิริยาที่เกิดขึ นน าไป

เขียนเป็นกราฟมาตรฐานของน  าตาลกลูโคส 

 

1.5 การค านวณค่าน  าตาลรีดิวซ์ 

Formula Reducing sugar (g/l) = A520nm x dilution 

        Slope 

2. Citrate buffer (Dawson,1986) 

2.1 100 mM Citrate buffer pH 4.0 

Citric acid monohydrate  21.01 g/l 

Trisodium citratrate dehydrate 29.41 g/l 

ใช้ 100 mM Citric acid monohydrate ปริมาณ 590 มิลลิลิตร ผสมกับ 

Trisodium citratrate dehydrate ปริมาณ 410 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 4.0 
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2.2 100 mM Citrate buffer pH 4.5 
Citric acid monohydrate  21.01 g/l 

Trisodium citratrate dehydrate 29.41 g/l 

ใช้ 100 mM Citric acid monohydrate ปริมาณ 495 มิลลิลิตร ผสมกับ 

Trisodium citratrate dehydrate ปริมาณ 505 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 4.5 

2.3 100 mM Citrate buffer pH 5.0 

Citric acid monohydrate  21.01 g/l 

Trisodium citratrate dehydrate 29.41 g/l 

ใช้ 100 mM Citric acid monohydrate ปริมาณ 350 มิลลิลิตร ผสมกับ 

Trisodium citratrate dehydrate ปริมาณ 650 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 5.0 

2.4 100 mM Citrate buffer pH 5.5 
Citric acid monohydrate  21.01 g/l 

Trisodium citratrate dehydrate 29.41 g/l 

ใช้ 100 mM Citric acid monohydrate ปริมาณ 255 มิลลิลิตร ผสมกับ 

Trisodium citratrate dehydrate ปริมาณ 745 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 5.5 
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3. เตรียมสารละลายกรด 

3.1 2% (w/v) H2SO4 (1.5L) 

H2SO4 (conc.)   16.95  ml 

Distilled water   1483.05 ml 

เทกรดลงในน  ากลั่น ผสมให้เข้ากัน แล้วเก็บใส่ขวดไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 

3.2 1N HCl (1L) 

HCl (conc.)    83  ml 

Distilled water   917  ml 

เทกรดลงในน  ากลั่น ผสมให้เข้ากัน แล้วเก็บใส่ขวดไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐานน  าตาลกลูโคส 

 
1. กราฟมาตรฐานน  าตาลกลูโคส 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

ข้าพเจ้า นางสาวณัฐธิดา เกิดแล้ว เกิดเมื่อวันที่ 25 มิถุนายน พ.ศ. 2532 ที่จังหวัดแพร่ 
ประเทศไทย ข้าพเจ้าจบการศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชาชีววิทยาประยุกต์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้า
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