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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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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 

คารบอนไดออกไซดท่ีไดจากการเผาผลาญถูกปลอยออกสูบรรยากาศจํานวนมาก กอใหเกิดภาวะเรือนกระจก 

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 

คือเอทานอลชีวภาพซ่ึงไดจากการนําพืชหรือผลิตผลทางการเกษตรท่ีอุดมไปดวยแปงและน้ําตาล  เชน 

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 

และพืชยังทําหนาท่ีดูดซับคารบอนไดออกไซดในบรรยากาศ แตวิธีนี้สงผลเสียตออุตสาหกรรมอาหาร 

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 

จึงไดถูกนํามาศึกษาเพื่อหาแนวทางการนําไปใชเปนวัตถุดิบเพื่อการผลิตเอทานอล 

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

เปนพืชท่ีจัดเปนแหลงท่ีสําคัญของการผลิตเอทานอลรองจากกากน้ําตาล ประเทศไทย ถือวามีพื้นท่ีปลูก 

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 ลานตันตอป (เครือขายเกษตรกรรมทางเลือกภาคอีสาน, 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 ปน 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 

เปนวัสดุเศษเหลือท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง 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 

เสนใย มันสําปะหลังฯนี้ มี เซลลูโลสเปนองคประ กอบสูง ถึง  39.8 % (w/w) 

ซ่ึงสามารถถูกนําไปยอยดวยเอ็นไซมเซลลูเลส เพื่อทําใหไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวของกลูโคส 

ดังนั้นกอนท่ีใช เ อ็นไซมยอย ตองผานข้ันตอนการปรับสภาพท้ังทางกายภาพแลวทางเคมีเสียกอน 

แลวนําน้ําตาลกลูโคสท่ีได ไปหมักดวยจุลินทรียเพื่อใหไดเอทานอล 

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 ลดตนทุนการผลิตเอทานอล เพิ่มปริมาณเอทานอลใหเพียงพอกับอุตสาหกรรมการขนสง 

การปรับสภาพในการศึกษานี้ อาศัยความดันไอน้ําโดยเคร่ืองหมอนึ่งความดันไอ (autoclave) ท่ี 121°ซ 

15ปอนด/ตร.นิ้วในเวลาท่ีเหมาะสมการใชรวมกับการใชสารเคมีคือแคลเซียมไฮดรอกไซดและกรดซัลฟูริกเจือจ

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  

เอทานอลจากมันสําปะหลังเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแคลเซียมไฮดรอกไซดและกรดซัลฟูริคเจือจางใน

การทําใหกากใยมันสําปะหลังถูกยอยดวยเซลลูเลสไดดีข้ึน และนําไปหมักตอดวยเช้ือทนรอน  S. cerevisiae G 

5-7 (2) แยกไดจากโรงงานอุตสาหกรรมโคราช อุณหภูมิ 40°ซ ในกระบวนการหมักแบบ Simultaneous 

Saccharification and Fermentation (SSF) 

  

1.2  วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 

ศึกษาประสิทธิผลการผลิตเอทานอลจากกากใยมันสําปะหลังท่ีไดหลังกระบวนการการผลิตเอทานอลจา

กหัวมันสําปะหลัง โดยกระบวนการหมักรวมข้ันตอนการยอยดวยเอนไซมเขากับข้ันตอนการหมัก 

(Simultaneous Saccharification and Fermentation; SSF) 



   

 

 

 

 

 

1.3  ขอบเขตงานวิจัย 

 

1. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการปรับสภาพกากใยมันสําปะหลัง 

หลังการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง ดวยแคลเซียม    ไฮดรอกไซดและกรดซัลฟูริกเจือจาง 

ตอการสงเสริมใหกากใยมันสําปะหลังถูกยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสไดดีข้ึน 

2. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7(2) 

3. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการหมักเอทานอลจากกากใยมันสําปะหลังดวย  S. cerevisiae   G 5-7(2) 

โดยวิธี Simultaneous Saccharification and Fermentation 

 

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 

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 

มาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล เปนการเพิ่มประสิทธิภาพการใชประโยชนจากหัวมันสําปะหลัง 

จึงเปนการลดตนทุนการผลิต   เอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 2 

 

เอกสารงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

2.1 มันสําปะหลัง 

 มันสําปะหลัง เปนพืชหวัชนดิหนึ่ง ช่ือทางวิทยาศาสตร คือ  Manihot esculenta (L.) Crantz 

มีช่ือเรียกสามัญอ่ืนๆหลายช่ือ คือ Cassava , Tropica Yuca, Mandioa เปนตน ตนกําเนดิอยูบริเวณ 

ท่ีลุมเขตรอน(Lowland tropics)  ริเร่ิมปลูกมันสําปะหลังมานานกวา 3,000-7,000 ปมาแลว 

หัวมันสําปะหลังนั้น(รูปท่ี 2.1) อุดมไปดวยแปง เปนไมลมลุก ลําตน (รูปท่ี 2.2)สูงประมาณ 1.5-2.0 เมตร   

 
แหลงกําเนิดมันสําปะหลังมี 4 แหงดวยกันคือ 

1. แถบประเทศกัวเตมาลา และเม็กซิโก 

2. ทางทิศตะวนัตกเฉียงเหนอืของทวีปอเมริกาใต 

3. ทางทิศตะวนัออกของประเทศโบลิเวยีและทางทิศตะวนัตกเฉียงเหนอืของประเทศอารเจนตินา 

4. ทางทิศตะวนัออกของประเทศบราซิล 



   

 

 มันสําปะหลังเปนพืชอาหารท่ีสําคัญเปนอันดับ 5 ของโลกรองจากขาวสาลี ขาวโพด ขาว และมันฝร่ัง 

เปนพืชอาหารท่ีสําคัญของประเทศในเขตรอน โดยเฉพาะประเทศตางๆ 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 

ปริมาณผลผลิตท่ีไดในแตละปรอยละ 60 ใชเปนอาหารของมนุษย รอยละ 27.5 ใชทําเปนอาหารสัตว และรอยละ 

12.5 ใชประโยชนในดานอ่ืนๆ มันสําปะหลังเปนพืชท่ีทํารายไดใหเกษตรกรมากเปนอันดับท่ี 4 รองจากยางพารา 

ออย และขาว ผลผลิตมันสําปะหลัง ภายในประเทศนําไปใชทํามันเสนและมันอัดเม็ดรอยละ 45-50 

ใชแปรรูปเปนแปงรอยละ 50-55 ประเทศไทยเปนประเทศท่ีสงผลิตภัณฑมันสําปะหลังออกมากท่ีสุดในโลก 

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 

ประเทศในกลุมประชาคมยุโรป (เนเธอรแลนด สเปน เยอรมัน โปรตุเกส) เกาหลีใตและญ่ีปุน 

สวนในรูปของแปงมันสําปะหลัง ประเทศญ่ีปุนส่ังซ้ือ มากท่ีสุด รองลงมาคือฮองกง 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)ทําไดโดยการแปรรูปหัวมันสดโดยใชเคร่ืองตีหัวมันเปนเสนเล็ก แลวนําไปตากบนลานซีเมนตประมาณ 2-3 

วัน  แ ตถ า เ ปน ฤดูฝน จะ ใช เว ลาใ นก ารตากมันมาก กว าปกติ  ซ่ึ งตามปกติแล วก ารผลิตมันเ สน  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 

และอุตสาหกรรมมันอัดเม็ดตอไปสําหรับประเทศไทยยังไมมีหลักฐานท่ีแนนอนวามีการนํามันสําปะหลังเขามา

ปลูกเม่ือใด คาดวาคงจะเขามาในระยะเดียวกันกับการเขาสูศรีลังกา และฟลิปปนส คือ ประมาณ พ.ศ. 2329-2383 

ประเทศไทยมีการปลูกมันสําปะหลังในภาคใตโดยปลูกระหวางแถวของตนยางพารากันมากวา 70 ปแลว 

โดยเฉพาะท่ีจังหวัดสงขลา แตการปลูกมันสําปะหลังทางภาคใตคอยๆ ลดลงเม่ือมีการขยายการปลูกยางพารา 

ตอมาได 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 

จึงมีการขยายพื้นท่ีปลูกไปยังจังหวัดอ่ืนๆโดยเฉพาะทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือจนในปจจุบันภาคตะวันออกเ

ฉียงเหนือพื้นท่ีปลูกมากท่ีสุดของประเทศไทย (กรมวิชาการเกษตร, 2009) 

 มันสําปะหลังเปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีปริมาณการผลิตโดยประมาณ 16 ถึง 18 ลานตันหัวมันสําปะหลังตอป 

ในหัวมันสําปะหลังจะมีแปงเปน องคประกอบอยูในปริมาณสูง (ประมาณรอยละ 70 ถึง 85 โดยน้ําหนักแหง)  

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 โดยการรวมข้ันตอนการยอยคร้ังสุดทาย 

(saccharification) เขาไวในข้ันตอนเดียวกับการหมัก (fermentation ) ซ่ึงเรียกกระบวนการนี้วา Simultaneous 

Saccharification and Fermentation (SSF) โดยเอนไซมท่ีทําหนาท่ีผลิตน้ําตาลกลูโคส 

จะมีกิจกรรมการยอยแปงในสภาวะเดียวกับการหมัก ซ่ึงจะชวยลดเวลาในการยอยแปง รวมท้ังยังชวยประหยัด 

พลังงาน ดังนั้น ในกระบวนการผลิตข้ันตอนท่ีสําคัญคือการปรับสภาพ 

 ปจจุบัน มีงานวิจัยหลายช้ิน นํามันสําปะหลังเปนแหลงผลิตเอทานอลชีวภาพ โดยนําเอาสวนท่ีไมมีแปง 

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 

โดยการนําไปปรับสภาพดวยคล่ืนความถ่ีตามดวยการใชเอ็นไซม(Sriroth, และคณะ, 2000) 

หรือปรับสภาพดวยกรดท่ีรอนตามดวยการใชเอ็นไซม(Aqu, และคณะ, 1997) จากงานวิจัยท่ียกตัวอยางมานั้น 

แ ส ด ง ใ ห เ ห็ น ว า 

สวนท่ีไมมีแปงจากมันสําปะหลังนั้นสามารถเปนแหลงผลิตเอทานอลชีวภาพทางเลือกใหมอีกทางหนึ่งท้ังปจจุบั

นและอนาคต 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี2.1: ตนมันสําปะหลัง     รูปท่ี 2.2: หัวมันสําปะหลัง 

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



   

 

 

 

 

 

      

รูปท่ี 2.3: มันเสน 

2.2 เสนใยมันสําปะหลัง  

  เสนใยมันสําปะหลัง หรือ Cassava fiber waste หรือ CRF 

เปนวัตถุดิบทางชีวมวลท่ีไดจากหัวมันสําปะหลังท่ีผานกระบวนการผลิตเอทานอล มีเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 

และลิกนินเปนองคประกอบ(รูปท่ี 2.4) 

 

 

 

 

 

 



   

รูปท่ี 2.4  : เสนใยมันสําปะหลังท่ีใชในงานวจิัยนี ้

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 

โมเลกุลมาเช่ือมตอกันดวยพันธะบีตาไกลโคสิดิก (β-glycosidic bond) เปนสายยาวและมีโครงสรางแข็งแรง 

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 

มีพันธะไฮโดรเจนจํานวนมากในสายของเซลลูโลสซ่ึงเช่ือมตอระหวางหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group, -OH) 

ท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 3 กับออกซิเจนท่ีอยูใน  วงแหวนของโมเลกุลถัดไปทําใหมีลักษณะเปนเสนใย (รูปท่ี 

2.5)สะสม เซลลูโลสเม่ือถูกยอยจะแตกตัวออก ใหน้ําตาลกลูโคสจํานวนมาก 

 

 

 

รูปท่ี 2.5 : โมโนเมอรของกลูโคสท่ีเช่ือมตอกันดวยพนัธะบีตาไกลโคสิดิกประกอบเปนเซลลูโลส 

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

 

 โครงสรางของเซลลูโลสแบงออกเปน 2 สวนคือ คริสตัลไลน (crystalline) 

เปนบริเวณท่ีมีการวางตวัอยางเปนระเบียบ และ อะมอฟส (amorphous) จะมีการจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบ 

การยอยสลายจะเกิดข้ึนท่ีบริเวณอะมอฟสไดเร็วกวาบริเวณคริสตัลไลน 

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


   

เนื่องจากบริเวณอะมอฟสยอมใหเอนไซมเขาทําปฏิกิริยาการยอยสลายงายกวาบริเวณคริสตัลไลน (McMillan, 

1994) 

 2.2.2 เฮมิเซลลูโลส 

  

 ประกอบดวยสายโพลิเมอรของน้ําตาลท่ีเปนท้ังสายโซตรงและสายกิ่ง ประกอบดวย น้ําตาล 5 ชนิด  

เกิดจากน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม หรือน้ําตาลเพนโตส (pentose) ไดแก ไซโลส (xylose) และอะราบิโนส 

(arabinose)และน้ําตาล หกอะตอม หรือ น้ําตาลเฮกโซส (hexose) ไดแก กาแลคโตส (galactose) กลูโคส 

(glucose)  แมนโนส (mannose)และกรดบางชนิด คือ กรดยูโรนิค (uronic acid) องคประกอบหลักคือ 

น้ําตาลไซแลน ซ่ึงมีความแตกตางกันไปในแตละ แหลงท่ีมา แตโมโนเมอรท่ีมีมากท่ีสุดคือ ไซโลส (Saha 

และคณะ., 2003)(รูปท่ี 2.6) 

 

 

 

รูปท่ี 2.6: น้ําตาลหนวยยอยในเอมิเซลลูโลส 

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

 

 2.2.3 ลิกนิน  



   

 

 ลิกนิน เปนสวนประกอบท่ีสําคัญของผนังเซลลพืช ทําใหผนังเซลลพืชแข็งแรง 

เปนไบโอโพลิเมอรท่ีมีสารประกอบฟโนลิก (phenolic components) โดยมีหนวยฟนิลโพรเพน (phenylpropane 

unit) เปนจํานวนมาก ดังรูปท่ี 2.7 การท่ีลิกนิน อยูรวมกับเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ทําใหการยอยของ 

เซลลูโลส และ เฮมิเซลลูโลสดวยเอ็นไซมลดลงดวย ทําใหพืชมีโครงสรางแข็งแรง ลิกนินไมละลายน้ํา 

แตสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรียบางชนิด เชน เอทานอล หรือ เมทานอล เปนตน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.7: แสดงโครงสรางของลิกนิน 

ท่ีมา:http:// www.wikipedia.org 

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


   

 

2.3 การปรับสภาพ   

การปรับสภาพ (Pretreatment) เพื่อใหพันธะของลิกนิน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส แยกออกจากกัน 

กระบวนการปรับสภาพ แบงไดเปน 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 

เชนพวกราขาวในกลุมของบาซิดิโอไมซิเตส (white rot bacidiomycetes) (ภาพท่ี 2.3.1A) (Lee และคณะ, 2007) 

ท่ีผลิตเอนไซมของลิกนิน เปอรออกไซด (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 

มีตนทุนเร่ืองคาอาหารเล้ียงเช้ือ รวมถึงการขยายขนาดใหไปสูระดับอุตสาหกรรมเปนไปไดยาก 

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 

การใชเคร่ืองมือในการบดช้ินสวนพืช (ball milling procedures) (Sidiras และ Koukios, 1989) (ภาพท่ี 

2.3.2A)การใชคล่ืนความถ่ีต่ํา (ultrasound) (Nitayavardhana และคณะ, 2009) และการฉายรังสี (radiation) 

(Kumakura และ Kaetsu, 1982) วิธีนี้ใหน้ําตาลไมสูง  เพราะผนังเซลลของพืชมีความแข็งแรง 

ตองอา ศัยการใชสาร เคมีหรือ เทคนิค อ่ืน  แตการลดขนาดจัด เปนการปรับสภาพจํ า เปน เ บ้ืองตน 

กอนนํามาปรับสภาพดวยวิธีอ่ืน  

2.3.3. การปรับสภาพโดยใชสัดสวนท่ีเหมาะสมของตัวทําละลาย (solvent fractionation) 

วิธีนี้อาศัยความสามารถกระจายตัวในตัวทําละลายของแตละองคประกอบในผนังเซลลพืชซ่ึงแตกตางกัน 

รวมถึงความสามารถในการละลายของเซลลูโลสในทําละลาย เชน แอลกอฮอล (Pan และคณะ, 2006) 

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

(Swatloski และคณะ, 2002) ตัวทําละลายท่ีนิยมใชในปจจุบันคือ ตัวทําละลายท่ีเปนสารอินทรีย (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 

ทําใหเซลลูโลสสามารถถูกยอยโดยเอนไซมใหเปนน้ําตาลกลูโคสไดดีข้ึน  

2.3.4. การปรับสภาพโดยใชสารเคมี (chemical pretreatment) แบงออกเปน 3 กลุม 

ตามประเภทของสารเคมีท่ีใช ดังนี้ 

2.3.4.1. การปรับสภาพโดยใชสารเคมีท่ีเปนดาง (alkaline pretreatment) เชน 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 าตาลจําพวกเฮมิเซลลูโลสและคารโบไฮเดรตท่ีทําพันธะกับลิกนิน 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 

เปนการเพิ่มความจําเพาะในการจับกันระหวางเอนไซมกับเซลลูโลส  

2.3.4.2. การปรับสภาพโดยใชสารเคมีจําพวกออกซิเดชัน (oxidative pretreatment) เชน วิธีอัลคาไลน 

ออกซิเดช่ัน (alkaline oxidation) เปนการใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนตัวออกซิแดนท 

ปรับสภาพภายใตภาวะท่ีเปนเบสรวมกับความดัน (Mishima และคณะ, 2006) ซ่ึงมีความจําเพาะกับลิกนิน และ 

น้ําตาลจําพวกเฮมิเซลลูโลสเฉพาะลิกนินและน้ําตาลจําพวกเฮมิเซลลูโลส จึงถูกกําจัดออกจากช้ินสวนของพืช 

ทําใหเซลลูโลสถูกยอยดวยเอนไซมไดดีข้ึน 

2.3.4.3. การปรับสภาพโดยใชสารเคมีท่ีเปนกรด (acid pretreatment) เชน 

การใชกรดซัลฟูริคเจือจางท่ีอุณหภูมิสูง(80-200องศาเซลเซียส) (Lavarack และคณะ, 2002) 

การใชเคร่ืองกําเนิดไอน้ําภายใตความดันสูง (stream explosion) รวมกับกรดเจือจาง (Cara และคณะ, 2008) 

เคร่ืองมือดังกลาวนี้ สามารถทํางานท่ีอุณหภูมิสูง (160-290 องศาเซลเซียส) ใชเวลาส้ันในการเพิ่มอุณหภูมิ 

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 งสามารถทดแทนการใชกรดเจือจางได  (Sousa และคณะ, 2009) 

และยังไมมีเคร่ืองมือขนาดท่ีสามารถใชในอุตสาหกรรมจริงได ปจจุบัน มีเพียงขนาดท่ีใชในงานวิจัยเทานั้น 

วิ ธีข างตนนี้สามารถละลายน้ํ าตาลเฮมิเซลลูโลส และลิกนินออกมาได  แตภายหลังการปรับสภาพ 

สวนของของเหลว เรียกวา ไฮโดรไลเซต (hydrolyzate) จะมีสารบางกลุมท่ีไมตองการ เชน      เฟอรฟูรอล 



   

(furfural) 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรอล (5-hydrozymethyl furfural) กรดลีวูลินิก(levulinic acid) และ 

กรดสายตรงชนิดอ่ืนๆ (aliphatic acids) (ภาพท่ี2.3.4.3A)ซ่ึงสงผลเสียตอการยอยดวยเอนไซม 

และหมักตอของยีสต (Sousa และคณะ, 2009) ดังนั้นตองกําจัดสารเหลานี้ออกจากไฮโดรไลเซตท่ีได 

กอนการนําไปใชในข้ันตอนตอไป เรียกกระบวนการนี้วา ดีทอกซิฟเคชัน (Detoxification) (Mussatto และ 

Roberto, 2004) 

 

 

2.4  การยอยสลายพันธะพอลิเมอรของเซลลูโลสดวยเอนไซม เพื่อใหไดกลูโคส (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 

และน้ําตาลท่ีเปนองคประกอบของเฮมิเซลลูโลสละลายอยูในไฮโดรไลเซส ข้ันตอนนี้จะใชเอนไซมเซลลูเลส 

(cellulase) ยอยเซลลูโลส หรืออาจใชกับเอนไซมท่ีสามารถยอยน้ําตาลเฮมิเซลลูโลส เชนเอนไซมเฮมิเซลลูเลส 

(hemicellulases) (Berlin และคณะ, 2005)และเอนไซมท่ีสามารถยอยลิกนิน หรือ ลิกนินเอส (ligninases) 

(Palonen และ Viikari, 2004) รวมดวย 

 

2.4.1 เอ็นไซมเซลลูเลส 

 เอนไซมเซลลูเลส เปนเอ็นไซมสามารถยอยสลายเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวดังได 

ภาพท่ี 2.4.1A ผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนดิท้ังรา และแบคทีเรีย และสัตวจําพวกแมลง 

แตท่ีนิยมนํามาใชในระดับอุตสาหกรรม คือ   เซลลูเลสจากรา เชน Trichoderma reesei, และ Aspergillus niger 

กลไกการทํางานของเอ็นไซมเซลลูเลส ดังแสดงในรูปท่ี 2.8 

 



   

 

    

รูปท่ี 2.8 : การยอยสลายเซลลูโลสดวยเอ็นไซมเซลลูเลสใหเปนน้ําตาลกลูโคส 

    ท่ีมา:  Murphy และ McCarthy (2005) 



   

 เอ็นไซมเซลลูเลสประกอบดวยกลุมของเอนไซม 3 ชนิด (multicomponent enzymes) ท่ีทํางานรวมกัน 



   

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

ภายในสายเซลลูโลส แบบสุมจากดานปลายรีดิวซ ทําใหเกิด เซลโลไบโอส (cellobiose) และโอลิโกเซลลูโลส 

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

ทําหนาท่ีตัดพันธะ β-1,4 glucosidic จากปลายอิสระของเซลลูโลส และโอลิโกเซลลูโลส ทําใหได   

เซลโลไบโอส (ค) เบตากลูโคซิเดส หรือเซลโลไบเอส (β-glucosidase or cellobiase) 

ทําหนาท่ียอยสลายเซลโลไบโอสใหเปนหนวยยอยของน้ําตาลกลูโคส สงผลใหน้ําตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึน(รูปท่ี 

2.9) และจากการท่ีน้ําตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึน กลูโคสจะไปยับยั้งการทํางานของเอ็นไซมหนวยยอยคือ 

เบตากลูโคซิเดส ทําใหเซลโลไบโอสสะสมเพิ่มข้ึน 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)ซ่ึงเปนวิธีท่ีสามารถ 

นําน้ําตาลท่ีไดจาการยอยสลายดวยเอ็นไซม ไปใชในการหมักดวยยีสตทันที เปนตน (Sun และ Cheng, 2002) 

กลไกของเซลลูเลส และตําแหนงท่ีเขาทําปฏิกิริยา 

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


   

 

รูปท่ี 2.9 : กลไกการทํางานของเอ็นไซมหนวยยอยในเซลลูเลส 

ท่ีมา http://www.wikipedia.org 

  



   

 2.5 การหมักน้ําตาลใหเปนเอทานอลดวยยีสต (fermentation)  

 ยีสตสายพันธุ Saccharomyces cerevisiae ดงัรูปท่ี 2.10 

ถูกนํามาใชหมักน้ําตาลกลูโคสเปนเอทานอลอยางแพรหลาย แตยีสตสายพนัธุดังกลาวนี ้

ไมสามารถหมักน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม (pentose sugar) เชน ไซโลส (xylose) และ อราบิโนส (arabinose) 

ซ่ึงมีจํานวนมากในไฮโดรไลเซต จึงมีงานวจิัยท่ีใชยีสตสายพนัธุท่ีผานการตัดตอพันธุกรรม 

เพื่อใหสามารถหมักน้ําตาลคารบอน 5 อะตอมไดดวย (Öhgren และคณะ, 2006) การผลิตเอทานอลโดยยีสต 

อาศัยเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกริิยาในการเปล่ียนกลูโคสเปนเอทานอลในสภาวะท่ีไมมีอากาศ (anaerobic) 

โดยยีสตจะเปล่ียนกลูโคสเปนฟรุกโตส 1,6-ฟอสเฟต (fructose 1,6-phosphate) และเปล่ียนเปนไพรูเวท 

(pyruvate) โดยกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) ดังรูปท่ี 2.11   

และไพรูเวทจะถูกเปล่ียนตอไปเปนอะซิทัลดีไฮด (acetaldehyde) คารบอนไดออกไซด และ เอทานอล 

โดยเปล่ียนกลูโคสเปนเอทานอล 51.1 % และกาซคารบอนไดออกไซด 48.9 %     

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.10: ยีสต Saccharomyces cerevisiae 

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



   

 

รูปท่ี 2.11: วิถีไกลโคซิดิสในเซลลยีสต  

(ท่ีมา http://www.wiki.lamk.fi) 

 

 



   

2.5.1 ยีสตทนรอน Saccharomyces cerevisiae G 5-7(2) 

 ยีสตทนรอน Saccharomyces cerevisiae G 5-7(2) เปนเช้ือท่ีคัดแยกไดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

มีลักษณะโคโลนีดาน สีเหลืองออน เม่ือผลิตเอทานอลแลว จะตกตะกอนลงมาดานลาง (รูปท่ี 2.12) เรียกวา 

ฟลอคคูเลต ยีสต(Flocculated yeast) มีขอดีในการแยกเช้ือออกจากผลิตภัณฑไดงาย 

  

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 



   

2.6 รูปแบบการหมักเอทานอลชีวภาพ  

โดยท่ัวไปท่ีใชในปจจุบัน แบงออกเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

2.6.1. กระบวนการผลิตเอทานอล ท่ีแยกข้ันตอนการยอยดวยเอนไซม ออกจากข้ันตอนการหมัก 

(Separate Hydrolysis and subsequent by Fermentation หรือSHF) (รูปท่ี 

2.13)กระบวนการนี้เอนไซมและยีสตสามารถทํางานไดเต็มท่ีในภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของตัวเอง (Balat 

แ ล ะ ค ณ ะ , 2008) 

แตกระบวนการนี้การทํางานของเอนไซมถูกจํากัดดวยปญหาการยับยั้งการยอยของเอนไซมเม่ือมีการสะสมของ

น้ําตาลกลูโคส (product inhibition) (Margeot และคณะ, 2009) 

 

 

 

รูปท่ี 2.13: ลําดับกระบวนการในการหมักเอทานอลชีวภาพดวยวิธี Separate Hydrolysis and subsequent 

by Fermentation หรือSHF 

ท่ีมา : Margeot et al.,2009 

 



   

2.6.2. กระบวนการผลิตเอทานอล ท่ีรวมข้ันตอนการยอยดวยเอนไซม เขากับข้ันตอนการหมัก 

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

กระบวนการนี้เกิดข้ึนเพราะตองการแกปญหาการยับยั้งการยอยของเอนไซมเม่ือมีการสะสมของน้ําตาลกลูโคส 

แตเอนไซมและยีสตไมทํางานไดเต็มท่ีในภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของตัวเอง (South และคณะ, 1995) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.14: ลําดับกระบวนการในการหมักเอทานอลชีวภาพดวยวิธี Simultaneous Saccharification and 

Fermentation หรือ SSF 

ท่ีมา : Margeot et al.,2009 

สําหรับงานวิจั ยนี้ จึ งนํ า เสนใยมันสําปะหลังการเปนวัต ถุดิบตั้ งตนในการหมักเอทานอล 

เนื่องจากกากใยมันสําปะหลังนี้มีเซลลูโลสเปนองคประกอบสูงถึง 30-40% (w/w) และมีขนาดเล็กคือ 20-40 เมส 

โดยจะศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกรดซัลฟูริคเจือจางและแคลเซียมไฮดรอกไซดในการทําใหกากใยมัน

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 

มายอยดวยเซลลูเลสทางการคาไปพรอมกับการหมักน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนเปนเอทานอลดวย Saccharomyces 

cerevisiae TISTR5596 ซ่ึงเปนสายพันธุควบคุมเพ่ือใชในการเปรียบเทียบกับSaccharomyces cerevisiae G 5-

7(2) โดยกระบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation หรือ SSF 

ซ่ึงเปนยีสตสายพันธุทนรอนท่ีแยกไดจากน้ําออยภายในโรงงานอุตสาหกรรมโคราชท่ี 40 °ซ 



   

บทท่ี 3 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1  วัตถุดิบ 

  

 3.1.1 เสนใยมันสําปะหลังท่ีใชในงานวิจัยนี้  เปนของเหลือท้ิง (agroindustrial waste) 

จากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลัง(มันเสน)จากโรงงานผลิต  เอทานอล โรงงานทรัพยทิพย 

อําเภอชัยบาดาล จังหวัด ลพบุรี โรงงานผลิตเอทานอลจากมันเสนแหงนี้ จะนํามันเสนมายอยแปงใหเปนน้ําตาล 

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 

(เสนใยมันสําปะหลังท่ีนํามาศึกษานี้เปนของเหลือท้ิงท่ีเกิดข้ึนหลังการกล่ันเอาเอทานอลออกจากน้ําหมักแลว)ลั

กษณะเปนเศษช้ินเล็กๆ(particle) ความช้ืนสูง จับกันเปนกอน  

 

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 โซเดียมทารเทรต (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 โซเดียมอารซิเนต [Na2HAsO4.7H2O] ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA. 

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

 

 3.2.13 คอปเปอรซัลเฟต [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 เอ็นไซมเซลลูเลส ช่ือทางการคาคือ แอคเซลเลอเรส 1500 (AccelleraseTM1500) ของ บริษัท 

 Denisco , USA. (Endoglucanase activity = 5.84 หนวยเอ็นไซม/มิลลิลิตร, β-glucosidase activity 

 4.66 หนวยเอ็นไซม/มิลลิลิตร) 

 



   

3.4   เคร่ืองมือและอุปกรณการทดลอง 

 

 3.4.1 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน GyromaxTM 939XL ของบริษัท Amerex   

  Instruments, Inc., USA. 

 3.4.2 เคร่ืองกวนแบบมีแมเหล็กปรับอุณหภูมิได (magnetic stirrer/hot plate) รุน 502P-2 ของบริษัท                

      Mettler Toledo., USA. 

 3.4.3 เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิได (refrigerated  centrifuge) รุนD-37520 Osterode ของ 

  บริษัท SORVELL Biofuge Stratos หัวปนเหวีย่ง (Roter) รุน 3334  

 3.4.4 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS spectrophotometer) รุน Spectronic20  Genesis ของ 

  บริษัท Spectronic Instruments, USA 

 3.4.5 ตูถายเช้ือ (laminar flow) ของบริษัท Lab service., Thailand. 

 3.4.6 หมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325, ของบริษัท Tomy, USA 

 3.4.7 เคร่ืองวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S-20K ของบริษัท     

  Radiometer Analitical  S.A., France  

 3.4.8 เคร่ืองช่ัง 4 ตําแหนง (4-digital balance) รุน AG204 ของบริษัท                

      Mettler Toledo., USA. 

 3.4.9 เคร่ืองช่ัง 2 ตําแหนง (2-digital balance) รุน PG 2002-5 ของบริษัท                

      Mettler Toledo., USA. 

 3.4.10 เคร่ืองวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลูโคส (glucose analyser) ของบริษัท YSI Co. Ltd., England 

 3.4.10 ตะแกรงรอนอนุภาค (sieving) ขนาดรูพรุน 20 และ 40 เมสของ บริษัท Retesch, Germany 



   

3.5 จุลินทรีย 

 

 3.5.1 Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ไดรับจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง 

 ประเทศไทย (วว.) 

 3.5.2  Saccharomyces cerevisiae G 5-7(2) เปนยีสตท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการหมักเอทานอลท่ี

 อุณหภูมิ 40°ซ คัดแยกไดจากตะกอนจากระบบการผลิตน้ําตาล ของโรงงานอุตสาหกรรมโคราช ท่ี

 อุณหภูมิ 40°ซ โดยนักวิจัยหองปฏิบัติการ 405 อาคารแถบ นีละนิธิ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

 วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อุณหภูมิสูงสุดท่ีสามารถเจริญไดเทากับ 42°ซ 

 

3.6 องคประกอบในอาหารเล้ียงเชื้อ 

 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 เสนใยมันสําปะหลังหลังกระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง  

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 

ท่ีไดจากกระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลังเปนของเหลือท้ิงหลังจากการกล่ันแยกเอาเอทานอลขณ

ะท่ีเปนเสนใยฯแขวนลอย อยูในน้ําหมัก เก็บรักษาเสนใยมันสําปะหลังฯนี้ท่ีอุณหภูมิ-20°ซ อบแหงท่ีอุณหภูมิ 

80±2°ซ เปนเวลา 48 ช่ัวโมงกอนนํามาใช 

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) 

และวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ เชน ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เปนตน โดยวิธี 

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

Department of Science Service ; DSS)  

 

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

เสนใยมันสําปะหลังหลังกระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันสําปะหลัง 

 แขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ 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 

ภายใตความดันไอน้ําดวยเคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave)  ท่ี 121°ซ, ความดัน 15 ปอนด/ตร.นิ้ว เปนเวลา 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 

ปริมาณเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีแขวนลอยในสารละลายและระยะเวลาการใหความรอนภายใตความดันไอน้ํา 

หาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการปรับสภาพเพื่อใหเสนใยมันสําปะหลังฯถูกยอยดวยเซลลูเลสเปนน้ําตาลกลูโค

สไดดีท่ีสุด  

  



   

   

 3.7.3 การตรวจสอบประสิทธิผลการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพดวยเซลลูเลส  

 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 

นําเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีแยกไดไปแขวนลอยในสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมซิเตรทเขมขน 100 มิลลิโมลาร 

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 เติมเซลลูเลส Acellerase TM1500 (ซ่ึงมี endoglucanase activity เทากับ 0.14 

หนวยเอ็นไซม/ไมโครลิตร, และมี β-glucosidase activity เทากับ 0.056 หนวยเอ็นไซม/ไมโครลิตร) ปริมาตร 

200ไมโครลิตร/กรัม ของเสนใยมันสําปะหลัง๚ท่ีปรับสภาพแลว บมท่ี 50°ซ เขยาผสมท่ีความเร็ว 120 รอบ/นาที 

เปนเวลา 6 ช่ัวโมง หลังจากนั้น นําไปปนเหวี่ยงท่ี 4°ซ ความเร็วรอบ 10,500รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที 

เอาสวนน้ําใสไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) 

และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลูโคสดวยเคร่ืองวิเคราะหน้ําตาลกลูโคส (Glucose analyser) 

เสนใยมันสําปะหลังฯท่ีถูกยอยดวยเซลลูเลส 

 3.7.4 การตรวจสอบแอคทิวิตีของเอ็นไซมเซลลูเลส 

  3.7.4.1 ตรวจสอบแอคทิวิตีของ เอ็นไซมเอ็นโดกลูคาเนส(Ghose, 1987) 

 เติมสารละลายเจือจางของเอ็นไซมเซลลูเลส AccelleraseTM1500 ใน โซเดียมซิเตรท บัฟเฟอร  

ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน 2%(w/v) 

โดยน้ําหนักของคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (Carboxymethylcellulose; CMC) ในโซเดียมซิเตรท บัฟเฟอร  

ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.8ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 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 

และนําไปวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson 

  3.7.4.2 ตรวจสอบแอคทิวิตีของ เอ็นไซมเบตา-กลูโคซิเดส(Stenberg, 1977) 



   

 เติมสารละลายเจือจางของเอ็นไซมเซลลูโลส AccelleraseTM1500 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรในโซเดียม       

ซิเตรท บัฟเฟอร  ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.8 ลงใน 0.4%(w/v) 

โดยน้ําหนักของซาลิซิน (Salicin)ในโซเดียมซิเตรท บัฟเฟอร  ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-

ดางเทากับ 4.8ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 50°ซ นาน 30 นาทีเพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้น 

ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แชในน้ําแข็ง และนําไปวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson   

 3.7.5 

การหาสัดสวนท่ีเหมาะสมระหวางเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพและปริมาณเซลลูเลสเพื่อใหผลการ

ยอยไดน้ําตาลกลูโคสสูงสุด  

  ยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพท่ีสภาวะท่ีเหมาะสม ดวยAccellerase TM1500 

ตามวิธีขอ 3.7.3 แตแปรผันสัดสวนระหวางเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีปรับสภาพแลว 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 

คือสัดสวนท่ีทําใหไดน้ําตาลกลูโคสสูงท่ีสุด  

 

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

 ถาย 1 โคโลนีของ S. cerevisiae G 5-7(2) ซ่ึงเจริญอยูบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง YPD คาความเปนกรด-

ดางเทากับ 5.0 บมท่ี 40°ซ นาน 72 ช่ัวโมง ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD จํานวน 50 มิลลิลิตร 

บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมท่ี 40°ซ เขยาใหอากาศท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที เปนเวลา 

24ช่ัวโมง ถายเ ช้ือท่ีไดปริมาณ 1%(v/v) ลงในอาหารเล้ียงเ ช้ือชนิดเดิม แลวบมท่ีสภาวะเดิม 

ถายเช้ือท่ีไดลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD กําหนดคาความขุนเร่ิมตนของเซลลท่ี 660 นาโนเมตร 

เทากับ0.05±0.002 บมท่ีสภาวะเดิม วัดคาความขุนของเซลลทุก 30 นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาความขุนของเซลลและระยะเวลาการบม หาระยะเวลาการบม 

ซ่ึงเซลลอยูในระยะ mid log phase จากกราฟท่ีได 

   



   

 3.7.7 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการผลิตเอทานอลในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว YPD ของ                  

S. cerevisiae   G 5-7(2) แบบแยกปจจัย (one factor at-a-time) 

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

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 จํานวน 42.5 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 

50 มิลลิลิตร ปด ฟลาสกดวยจุกสําลี หุมทับสําลีดวยแผนพาราฟลม (parafilm) บมท่ี 40°ซ ไมเขยาเปนเวลา 48 

ช่ัวโมง หลังจากนั้น ปนเหวี่ยงท่ี 4°ซ ความเร็ว 13,000รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที 

เก็บสวนน้ําใสไปวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยวิธีแกส โครมาโตกราฟฟ (Gas Chromatography) 

หาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการผลิตเอทานอลของ       S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยแปรผันคาความเปนกรด-

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 

ใชปจจัยท่ีใหผลผลิตเอทานอลสูงท่ีสุดในการทดลองแรกในการทดลองถัดไป 

     

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

ในกระบวนการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯแบบSimultaneous 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 

โดยแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯปริมาณ 10% (w/v) ในสารลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67 % (w/v) จํานวน 50 

มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุในขวดแกวฝาเกลียวปดสนิทขนาด 250 มิลลิลิตร (ของบริษัท Duran Co. Ltd, Germany) 

หลังการใหความรอนภายใตความดันไอน้ํา ดวยเคร่ืองนึ่งฆาเช้ือท่ี 121°ซ ความดัน 15 ปอนด/ตร. นิ้ว นาน 45 

นาที ทําการปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.0  ดวยสารละลายปราศจากเช้ือ 10 N NaOH แลวจึงเติม 

AccelleraseTM1500 จํานวน 0.392 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง ปลูกเช้ือ(inoculate) S. cerevisiae G 5-

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

หลังการเติมAccellerase TM1500  บมท่ี 40° ซ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ปนเหวี่ยงท่ี 4°ซ ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที 

เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณเอทานอล 

  



   

 3.7.9 การหาระยะเวลาการบมท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลแบบ Simultaneous Saccharification 

and Fermentation จากเสนใยมันสําปะหลังฯโดย S. cerevisiae G 5-7 (2) 

 หมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกโดย S. cerevisiae G 5-7 (2) 

แบบกระบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation ตามวิธีเดียวกับขอ 3.7.8 และปลูกเช้ือ        

S. cerevisiae G 5-7 (2) ทันทีหลังการเติมAccellerase TM1500 (ผลจากขอ 3.7.8) บมท่ี 40°ซ เปนเวลา 120 ช่ัวโมง 

หลังการบม 48, 72, 96 และ 120 ช่ัวโมง ทําการปนเหวี่ยงท่ี 4°ซ ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที 

เพื่อแยกเอาสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณเอทานอล 

 

 3.7.10 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯ แบบ Simultaneous 

Saccharification and Fermentation ดวย S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยศึกษาแบบผลกระทบหลายปจจัยรวม 

(factors combination) 

  หมักเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสมดวย S. cerevisiae 

G 5-7 (2) โดยกระบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation ตามวิธีเดียวกับขอ 3.7.8 เปนเวลา 

96 ช่ัวโมง แปรผันเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมAccellerase TM1500 คาความเปนกรด-ดางท่ีตองการปรับ 

หลังการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ และอุณหภู มิในการหมัก แสดงคาปจจัยตางๆท่ีแปรผัน 

แสดงในตารางท่ี 3.1 และ 3.2 

 

ตารางท่ี 3.1 แสดงคาปจจัย แปรผันท่ีกําหนดในกระบวนการการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯแบบSSF  

ปจจัย คาต่ํา คาสูง 

เวลาการปลูกเช้ือหลังการเตมิ 

Accellerase TM 1500 (นาที) 

0 10 

คาความเปนกรด-ดางท่ีปรับ 4.5 5.0 

อุณหภูมิในการบม (°ซ) 37 40 



   

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 3.2 การออกแบบการทดลองแบบศึกษาผลกระทบของหลายปจจัยรวม (Factorial Design) 

ชุดการทดลองท่ี 
เวลาการปลูกเชื้อหลังการเตมิ 

Accellerase TM1500 (นาที) 

คาความเปนกรด-

ดางท่ีปรับ 
อุณหภูมิในการบม (°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:ุ แตละปจจัย คาต่ําแทนดวย -1 คาสูงแทนดวย 1 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 4 

 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ลักษณะสมบัติและองคประกอบทางเคมีของเสนใยมันสําปะหลัง 

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 

ซ่ึงใชเปนวัตถุดิบของการวิจัยนี้ มีความช้ืนโดยเฉล่ีย 73.9% (w/w) คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0 ขนาดช้ิน 

(particle size) เทากับ 20-40 เมส 

ผลการวิเคราะหองคประกอบ ดวยวิธี Technical Association of Pulp and Paper Industry (TAPPI 

method, 1988) พบวาประกอบสําคัญดวย โฮโลเซลลูโลส (51.6% (w/w)) อัลฟาเซลลูโลส (39.8% (w/w)) 

เบตาเซลลูโลส (3.8% (w/w)) แกมมาเซลลูโลส (8.1% (w/w)) และลิกนิน (12.5% (w/w)) ของน้ําหนักแหง 

 



   

4.2 ผลการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ เพื่อใหเซลลูเลสยอยเปนน้าํตาลกลูโคสไดด ี

 

 4.2.1 ผลการปรับสภาพมันสําปะหลังฯดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด 

ผลการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ โดยการแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯปริมาณ 6%(w/v) 

ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด เขมขน 3%-7%(w/v) และใหความรอน ภายใตความดันไอน้ําท่ี 121°ซ 

15ปอนด/ตร.นิ้ว 30 นาที แลวนําเสนใยมันสําปะหลังท่ีปรับสภาพแลวไปยอยดวย AccelleraseTM1500 จํานวน 

1.17 หนว ย เ อ็น ไซม ซี เ อ็ม ซี /ก รัมน้ํ าหนักแ ห ง  บม 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 

เสนใยมันสําปะหลังฯถูกยอยดวยเซลลูเลสเปนน้ําตาลกลูโคสไดดีท่ีสุดเม่ือแขวนลอยในปริมาณ 6%(w/v) 

ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด เขมขน4%(w/v) หรือเม่ือใชแคลเซียมไฮดรอกไซด  1 

กรัมปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ 1.5 กรัม  
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ภาพท่ี 4. 1 : ผลของความเขมขนของสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด 

ซ่ึงใชแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯตอประสิทธิผลการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 

 

 

 

 

 

ผลการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด โดยใชแคลเวียมไฮดรอกไซด 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 

แตแปรผันปริมาณเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีแขวนลอยในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซดเปน 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 

หนวยเอ็นไซมซี เ อ็มซี/กรัมน้ํ าหนักแหง ท่ี  50°ซ คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 นาน 6 ช่ัวโมง 

พบวา เสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงแขวนลอยในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด  ปริมาณ 9%(w/v) 

ใหน้ําตาลรีดิวซและน้ําตาลกลูโคสสูงท่ีสุดเทากับ 0.27 และ 0.09 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง ตามลําดับ 

ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 

 



   

 

 

ภาพท่ี4.2 : ผลของปริมาณเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีแขวนลอยในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด 

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 

กรัมของเสนใยมันสําปะหลังฯตอประสิทธิผลการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 

ผลการแปรผันระยะเวลาการใหความรอนภายใตความดันไอน้ําท่ี121 °ซ ความดัน 15ปอนด/ตร.นิ้ว 

ในข้ันตอนการปรับสภาพโดยแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด 

ปรับสภาพโดยใชแคลเซียมไฮดรอกไซด 1 กรัม ตอเสนใยมันสําปะหลังฯ 1.5 กรัม หรือแขวนลอย 

9%(w/v)เสนใยมันสําปะหลังฯในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซดเขมขน 6%(w/v) จากภาพท่ี 4.3 พบวา 

เสนใยมันสําปะหลังท่ีผานการปรับสภาพเปนเวลา 30 นาทีเม่ือนํามายอยดวยเซลูเลส เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 

จะใหน้ําตาลรีดิวซและน้ําตาลน้ําตาลสูงท่ีสุดเทากับ 0.26 และ 0.09 กรัม/กรัม น้ําหนักแหง ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 4.3 : ผลของเวลาในการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯเม่ือแขวนลอย(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) 

ตอประสิทธิผลการยอยของการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

โดยสรุปคือ สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการปรับสภาพ เสนใยมันสําปะหลังฯดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด 

คือ แขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ปริมาณ 9% (w/v) ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 

6%(w/v) และใหความรอนภายใตความดันไอน้ําดวย เคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ท่ี 121°ซ ความดัน 15 

ปอนด /ตร.  นิ้ ว  นาน 30 นาที  เสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพท่ีสภาวะนี้  เ ม่ือนํ ามายอยดวย 

AccelleraseTM1500 จํานวน 1.17 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 

50°ซ นาน 6 ช่ัวโมง จะไดน้ําตาลกลูโคส 0.09 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 

 4.2.2 ผลการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯดวย กรดซัลฟูริก 

 แขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ปริมาณ 6%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 1-

6%(w/v)แลวนําไปใหความรอนภายใตความดันไอน้ําดวยเคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ท่ี 121°ซ ความดัน 15 

ปอนด/ตร. นิว้ เปนเวลา 30 นาที ตอจากนั้น ปนเหวีย่งท่ี 4°ซ ความเร็ว10,500 รอบ/นาที นาน 20 นาที 

เพื่อแยกเอาเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพแลว มายอยดวย AccelleraseTM1500 จํานวน 1.17 

หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนกัแหง โดยแขวนลอยในสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมซิเตรทเขมขน 100 
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มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 บมท่ี 50°ซ นาน 6 ช่ัวโมง 

พบวาเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพโดยสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 2%(w/v) 

ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด เทากับ 0.21 กรัม/กรัมน้ําหนกัแหง แตเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ซ่ึงปรับสภาพดวยสารละลายซัลฟูริก 4%(w/v) ใหปริมาณน้ําตาลกลูโคสสูงสุดเทากับ 0.08 

กรัม/กรัมน้ําหนักแหง ดังแสดงในภาพท่ี 4.4 

เสนใยมันสําปะหลังฯถุกยอยดวยเซลลูเลสเปนน้ําตาลกลูโคสไดดีท่ีสุด เม่ือแขวนลอยปริมาณ 6%(w/v) 

ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 4%(w/v) หรือเม่ือใชกรดซัลฟูริก 1 กรัม ปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ 1.5 

กรัม 

 

ภาพท่ี 4.4 : ผลของความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริกซ่ึงใชปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ตอความไวของเสนใยมันสําปะหลังฯ ตอการถูกยอยดวยเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 

เม่ือแปรผันปริมาณของเสนใยมันสําปะหลังฯ ซ่ึงแขวนลอยในสารละลายกรดซัลฟูริกเปน 4, 6, 8, 10, 

12, 14, และ16%(w/v) ใช 1 กรัมของกรดซัลฟูริกปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลัง 1.5 กรัม ตามวิธีขางตน 

พบวาเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพโดยแขวนลอยในปริมาณ 12%(w/v) ในสารละลายซัลฟูริก 

เม่ือนํามายอยดวยเซลลูเลสตามวิธีขางตน จะใหน้ําตาลรีดิวซสูงสุด 0.21 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 
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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 

ปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯโดยแขวนลอยท่ีปริมาณ 10%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริก ให 1 

กรัมของกรดซัลฟู ริก ปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯ 1.5 กรัม  (หรือแขวนลอย 10%(w/v) 

เสนใยมันสําปะหลังฯ ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67%(w/v)) ในการทดลองถัดไป 

 

 

 

ภาพท่ี 4.5 : ผลของปริมาณเสนใยมันสําปะหลังฯ ซ่ึงแขวนลอยในสารละลายกรดซัลฟูริก 

ในข้ันตอนการปรับสภาพ ใช 1 กรัมของกรดซัลฟูริกปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลัง 1.5 กรัม 

ตอประสิทธิผลการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 ผลการแปรผันระยะเวลาการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพโดยแขวนลอยเสนใยมันสํา

ปะหลังฯ 10%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67%(w/v) เปน 15, 30, 45, และ 60 นาที 

พบวาเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีปรับสภาพเปนเวลา 15 นาที ใหน้ําตาลรีดิวซสูงสุดเทากับ 0.21 
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กรัม/กรัมน้ําหนักแหง แตใหน้ําตาลกลูโคสสูงสุดเทากับ 0.10 กรัม/กรัมน้ําหนกัแหง เม่ือปรับสภาพเปนเวลา 45 

นาที ดังแสดงในภาพท่ี 4.6 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.6 : ผลของระยะเวลาการปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลังฯเม่ือแขวนลอยปริมาณ 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)ตอประสิทธิผลการยอยของเซลลูเลส(Reducing sugar (),Glucose()) 

 โดยสรุปคือ สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการปรับสภาพ เสนใยมันสําปะหลังฯดวยกรดซัลฟูริก 

คือแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ปริมาณ 10%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67%(w/v) 

และใหความรอนภายใตความดันไอน้ําดวยเคร่ืองนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ท่ี 121°ซ ความดัน 15ปอนด/ตร. นิ้ว 

นาน 45 นาที เสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพท่ีสภาวะนี้ เม่ือนํามายอยดวย AccelleraseTM1500 จํานวน 

1.17หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 50°ซ นาน 6 ช่ัวโมง 

จะไดน้ําตาลกลูโคส 0.10 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง  
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4.3 ผลการหาสัดสวนท่ีเหมาะสมระหวางเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ท่ีผานการปรับสภาพและปริมาณเซลลูเลสเพื่อใหผลการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯไดน้ําตาลกลูโคสสูงสุด 

 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 

จากการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟู ริกท่ีสภาวะเหมาะสม ดวย 

AccelleraseTM1500 

ทําโดยแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพในสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมซิเตรทเขมขน 100 

มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 5.0 ปริมาณ 10%(w/v) แลวแปรผันปริมาณAccelleraseTM1500 

ท่ีใชเปน 1.17, 2.34, 4.67, 7.01, 9.34, 11.68, 14.02 และ 16.35 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง บมท่ี 

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 

เม่ือปนเหวี่ยงแยกสวนน้ําท่ีไดจากการยอยออกจากเสนใยมันสําปะหลังฯ 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 

พบวาไดน้ําตาลกลูโคสสูงท่ีสุดเทากับ 0.13 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง เม่ือยอยดวย AccelleraseTM1500 จํานวน 

11.68 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง ดังแสดงในภาพท่ี 4.7  

 

ภาพท่ี 4.7 : 

ผลของปริมาณเซลลูเลสท่ีใชยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสม 
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เม่ือแขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯในสารละลายบัฟเฟอรตอปริมาณน้าํตาลท่ีได (Reducing sugar 

(),Glucose()) 

 แต เ ม่ือยอยเสนใยมันสําปะหลังฯ ซ่ึงผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสม 

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 

แตทําการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพ ขณะแขวนลอยในพรีทรีตเมนตไฮโดรไลเซต 

โดยการปรับคาความเปนกรด-ดางของสารแขวนลอยหลังกระบวนการปรับสภาพเปน 5.0 ดวย 

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 

โดยแปรผันปริมาณเอ็นไซมท่ีใชเปน 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 

น้ําตาลกลูโคสสูงสุดท่ีไดเพิ่มข้ึนเปน 0.15 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง เม่ือเพ่ิมปริมาณAccelleraseTM1500 ท่ีใชจาก 

11.68 เปน 16.35 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง (ภาพท่ี 4.8)  
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ภ า พ ท่ี  4.8 : 

ผลของปริมาณเซลลูเลสท่ีใชยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสม

ขณะเสนใยมันสําปะหลังฯแขวนลอยในพรีทรีตเมนทไฮโดรไลเซต ตอปริมาณน้ําตาลท่ีได(Reducing sugar 

(),Glucose()) 

 โดยสรุปคือการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับดวยกรดวัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสมจะไดน้ําตา

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 

หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัมน้ําหนักแหง คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 50°ซ เปนเวลา  6  ช่ัวโมง 

 

4.4 ผลการสรางเสนโคงการเจริญ (growth curve) ของ S. cerevisiae G 5-7 (2) 

 S. cerevisiae G 5-7 (2) เปนยีสตท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการหมักเอทานอลท่ี 40°ซ 

ประสิทธิผลการหมักเอทานอลจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ท่ีมีน้ําตาลกลูโคส 15%(w/v) ท่ี 40° ซ เปนเวลา 

48ช่ัวโมง ใหเอทานอล 54.49 กรัม/ลิตร  

 สรางเสนโคงการเจริญ(growth curve)ของ S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยการปลูก(inoculate) โคโลนีของ   

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

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 จํานวน 50มิลลิลิตร บรรจุในฟาลกขนาด 250 

มิลลิลิตร  บมท่ี 40°ซ เขยาใหอากาศ 200รอบ/นาที 24 ช่ัวโมง ถายเช้ือท่ีไดลงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเดิม ปริมาณ 

1%(v/v) บมในสภาวะเดิม 24 ช่ัวโมง ถายเ ช้ือท่ีไดลงในอาหารเ ล้ียงเ ช้ือเดิมอีกคร้ัง 

แตกําหนดคาความขุนเร่ิมตนของเซลลท่ี 660 นาโนเมตร หลังการปลูกเช้ือเทากับ 0.05 บมท่ีสภาวะเดิม 

ติดตามการเจริญของ S. cerevisiae G 5-7 (2) จากคาความขุนของเซลลท่ีเพิ่มข้ึน ตามระยะเวลาการบม 

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

นาโนเมตรและระยะเวลาการบมมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธจะไดเสนโคงการเจริญ พบวา S. cerevisiae G 



   

5-7 (2)อยูในระยะการเจริญ mid log phase  หลังการบม 8 ช่ัวโมง ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 เลือกใชเซลล S. 

cerevisiae G 5-7 (2) ในระยะmid log phase  เปนเช้ือเร่ิมตนเพื่อการหมักเอทานอลในการทดลองตอไป 

ภาพท่ี 4.9 : เสนโคงการเจริญแของ S. cerevisiae G 5-7 (2) () และของS. cerevisiae TISTR 5596 

(),ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ท่ี 40°ซ คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ท่ี 40°ซ 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

4.5 ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7 (2)แบบแยกปจจัย (one factor 

at-a-time) 

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

ตามวิธีขางตน ถายโอน S. cerevisiae G 5-7 (2) ระยะการเจริญ mid log phase  ปริมาณ 10%(v/v) 

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ท่ีมีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 5.0 บมท่ี 35, 40, 42 °ซ 

ในสภาวะจํากัดออกซิเจนโดยใสอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD 42.5 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 50 มิลลิลิตร 

ปดฟาลกดวยจุกสําลี ปดทับจุกสําลีดวยแผนพาราฟลม ไมเขยาฟลาสก เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปนแยกท่ี 13,000 

รอบนาที 4°ซ นาน 20 นาที เพื่อแยกเอาสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยวิธี Gas Chromatography 

พบวา S. cerevisiae G 5-7 (2) ผลิต   เอทานอลไดสูงท่ีสุดเทากับ 39.97 กรัม/ลิตร เม่ือบมท่ี 40°ซ (ภาพท่ี 4.10) 

 



   

ภาพท่ี 4.10 :  แสดงผลของอุณหภูมิการหมักตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae TISTR 5596 () และ   S. 

cerevisiae G 5-7 (2) ()  

 ผลการหมัก อาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ซ่ึงแปรผันคาความเปนกรด-ดาง ดวย S. cerevisiae G 5-7 (2)  ท่ี 

40°ซ ตามวิธีขางตน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาไดเอทานอลสูงสุด 39.75 กรัม/ลิตร เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือเหลว 

YPD มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 (ภาพท่ี4.11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ท่ี4.11: ผลของค าความเปนกรดด างของอาหาร เ ล้ียง เ ช้ือ เหลวYPD ตอการผลิตเอทานอลของ                                     

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

 

 โดยสรุปสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7 (2) คือท่ี 40°ซ 

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 

 

 



   

 

 

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

ในกระบวนการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯแบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation  

 ผลการหมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสมโดยกร

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

mid log phase  ปริมาณเช้ือเร่ิมตน10%(v/v) คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 40°ซ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

โดยแปรผันเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมAccelleraseTM1500 เปน 0, 3, และ6 ช่ัวโมง 

เ ม่ือวิ เคราะห เอทานอลท่ี เกิด ข้ึน พบวาการปลูกเ ช้ือพรอมกับการเติม  AccelleraseTM1500 

จะใหเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 1.98 กรัม/ลิตร (ภาพท่ี 4.12 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี4.12 : ผลของเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติม AccelleraseTM1500 

ในกระบวนการหมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯแบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation 

(SSF) ตอปริมาณเอทานอล      ( S. cerevisiae TISTR 5596 () และ, S. cerevisiae G 5-7 (2) ()) 



   

 

 

4.7 ผลการหาระยะเวลาการบมท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลแบบ Simultaneous Saccharification and 

Fermentation (SSF) จากเสนใยมันสําปะหลังฯโดย S. cerevisiae G 5-7 (2)    

 ผลการหมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสม

แบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) ตามวิธีเดียวกับขอ 4.6 แตปลูกเชื้อ                         

S. cerevisiae G 5-7 (2)    พรอมกับการเติม AccelleraseTM1500 เปนเวลา 120 ช่ัวโมง หลังการบม48, 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 

แยกเอาสวนน้ําใสไปวิเคราะหเอทานอล พบวาไดเอทานอลสูงสุดท่ี 96 ช่ัวโมง เทากับ 2.72 กรัม/ลิตร (ภาพท่ี 

4.13) 

 

 

 ภาพท่ี4.13: ผลของระยะเวลาการหมักตอปริมาณเอทานอลท่ีไดเม่ือหมักเสนใยมันสําปะหลังฯดวยS. cerevisiae 

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

Fermentation (SSF) ท่ี 40°ซ คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0  



   

 

 

 

4.8 ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลแบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation 

จากเสนใยมันสําปะหลังฯ โดย S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยการศึกษาผลกระทบของหลายปจจัยรวม (factor 

combination) 

 ผลการหมักเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯ ซ่ึงปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกท่ีสภาวะเหมาะสมดวย 

S. cerevisiae G 5-7 (2) โดยกระบวนการ Simultaneous Saccharification and Fermentation เปนเวลา 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 พบวาไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 2.72 กรัม/ลิตร เม่ือปลูกเช้ือ S. 

cerevisiae G 5-7 (2) ทันทีหลังการเติมเซลลูเลส คาความเปนกรดดางท่ีปรับเทากับ5.0 และบมท่ี 40°ซ 

ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 

ตาราง 4.1 ผลของเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมเซลลูเลส คาความเปนกรดดาง อุณหภูมิการหมัก 

ตอปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯดวย S. cerevisiae G 5-7 (2) แบบ SSF 

Run 

No. 

เวลาการปลูกเชื้อหลังการเตมิAccelleraseTM1500 

(นาที) 

คาความเปนกรด-

ดางท่ีปรับ 

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 

  

 เม่ือนําผลของปริมาณเอทานอลท่ีไดไปวิเคราะหทางสถิติ โดยใชโปรแกรม Statistix 9.0 

เพื่อหาปจจัยท่ีมีความสําคัญตอการหมักแบบSimultaneous Saccharification and Fermentation โดย  S. 

cerevisiae G 5-7 (2) (ตารางท่ี 4.2) 

ตารางท่ี 4.2 แสดงคาสัมประสิทธ์ิของการแปรผัน(Co-efficient) และP-valueของปจจัยท่ีศึกษา  

 

 

 

 

 

 

 เม่ือกําหนดใหปจจัยมีผลตอการผลิตเอทานอลอยางมีนัยสําคัญเม่ือคา P-value ต่ํากวา 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 

ปจจัยท่ีระดับท่ีทดสอบไมมีผลตอการผลิตเอทานอลจากเสนใยมันสําปะหลังฯโดย S. cerevisiae G 5-7 (2) 

อ ย า ง มี นั ย สํ า คั ญ 

และพบวายิ่งเวลาการปลูกเช้ือหางจากเวลาการเติมเซลลูเลสก็จะยิ่งทําใหปริมาณเอทานอลท่ีไดลดลง 

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 

มีผลทําใหปริมาณเอทานอลท่ีผลิตลดลงมากกวาการลดคาความเปนกรด-ดางจาก 5.0 เปน 4.5 

 

 

ปจจัยท่ีศึกษา สัมประสิทธ์ิของการแปรผัน P-value 

เวลาการปลูกเช้ือหลังการเตมิ 

AccelleraseTM 1500 
-0.31375 0.0446 

คาความเปนกรด-ดางท่ีปรับ 0.08125 0.4959 

อุณหภูมิ 0.02125 0.8544 



   

 

 

 

 

บทท่ี 5 

 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 

 การปรับสภาพเสนใยมันสําปะหลัง หลังกระบวนการผลิตเอทานอล ดวยแคลเซียมไฮดรอกไซด 

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 เขมขน 6%(w/v) ใหความรอนภายใตความดันไอน้ําท่ี 121°ซ ความดัน 

15ปอนด/ตร.นิ้ว นาน 30 นาที เม่ือยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงปรับสภาพท่ีสภาวะนี้ดวย AccelleraseTM1500 

ปริมาณ 1.17 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัม คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 50°ซ นาน 6 ช่ัวโมง 

จะไดน้ําตาลกลูโคส 0.09 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 

 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 

พบวาสภาวะท่ีทําใหเสนใยมันสําปะหลังฯถูกยอยดวยเซลลูเลสไดดีท่ีสุดคือ แขวนลอยเสนใยมันสําปะหลังฯ 

ปริมาณ 10%(w/v) ในสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 6.67%(w/v) แลวใหความรอนภายใตความดันไอน้ําท่ี 

121°ซ ความดัน 15 ปอนด/ตร.นิ้ว นาน 45 นาที เม่ือนําเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีปรับสภาพแลวนี้มายอยดวย 

AccelleraseTM1500 ปริมาณ 1.17 หนวยเอ็นไซมซีเอ็มซี/กรัม คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 ท่ี 50°ซ นาน 6 

ช่ัวโมง จะไดน้ําตาลกลูโคส 0.10 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 



   

 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 

ทําใหเซลลูเลสสามารถยอยเซลลูโลสในโครงสรางของลิกโนเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคสไดดี ข้ึน 

เพราะดางละลายลิกนินออกมาจากลิกโนเซลลูโลสและทําใหโครงสรางของลิกโนเซลลูโลสบวมพองข้ึน 

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 

ทําใหเซลลูเลสสามารถเขาไปยอยเซลลูโลสได นอกจากนี้กรดยังยอยพันธะไกลโคซิดิกของเซลลูโลส 

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 

ซ่ึงถูกยอยโดยเซลลูเลสไดงายข้ึน(Taherzadeh และ Karimi, 2007)การท่ีเสนใยมันสําปะหลังฯ 

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 

ทําใหปริมาณเซลลูเลสท่ีสามารถยอยเซลลูเลสท่ีสามารถยอยเซลลูโลสลดลงไดนอกจากนั้นกรดยังสามารถยอย

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 

จึงทําใหไดผลลัพธเปนน้ําตาลกลูโคสในปริมาณท่ีสูงกวา (Morjanoff และ Gray, 1987) 

 จากการวิ เคราะหแอคทิวิตีของเอ็นไซม เซลลูเลสพบวา แอคทิวิตีของเอ็นโดกลูคาเนสและ 

เบตากลูโคซิเดส มีคาหนวยเอ็นไซม(5.84 และ 4.66 หนวยเอ็นไซม/กรัมเสนใยมันสําปะหลังฯ ตามลําดับ) 

ใกลเคียงกัน หรือ มีสัดสวนเทากับ 1: 1 ซ่ึงสงผลตอตอระบบการทํางานของเอ็นไซมเซลลูเลส 

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 

สงผลใหการยับยั้งอันเนื่องมาจากผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึน(Product inhibition) ลดลง เพราะปริมาณของเซลโลไบโอส 

ท่ีเปน ตัวยับยั้งทุติยภูมิ (Secondary inhibition) และ ตัวยับยั้งปฐมภูมิ (Primary inhibition)คือกลูโคส 

มี ป ริ ม า ณ ใ ก ล เ คี ย ง กั น 

และทําใหระบบการยอยเสนใยมันสําปะหลังดวยเอ็นไซมเซลลูเลสท่ีมีสัดสวนของเอ็นไซมกลุมยอย 2 

ชนิดเทากับ 1 : 1  ดําเนินไปอยางสมดุลมากกวาการใชเอ็นไซมเซลลูเลส ท่ีมีสัดสวนของเอ็นไซมกลุมยอย 2 

ชนิดท่ีแตกตางกัน(Duff และคณะ, 1986) เพราะอาจทําให ปริมาณของตัวยับยั้งทุติยภูมิอยางเซลโลไบโอส 



   

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 

แตไดปริมาณของกลูโคสตํ่ากวาเม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีใชเสนใยมันสําปะหลังเปนแหลงผลิตเอทานอล 

เชนเดียวกับการศึกษาคร้ังนี้(Kesornsit, 2007) อาจเปนเพราะเสนใยมันสําปะหลังท่ีใชในงานวิจัยนี้ 

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 

ทําใหพรีทรีตทเมนทไฮโดรไลเซตท่ีไดภายหลังการปรับสภาพ เปนไปไดวา 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 

สามารถตอเอ็นไซมเซลลูเลส โดยลดอัตราการยอยสลายดวยเอ็นไซมไดอีกดวย (Xiao และคณะ, 2004) 

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

ท่ีใชยอยเสนใยมันสําปะหลังฯซ่ึงผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก พบวาการเพ่ิมปริมาณ 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 

จะทําใหไดน้ําตาลกลูโคสเพิ่มข้ึนเปน 0.13 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง ตองเพิ่มDigestion เร่ืองสัดสวนβ-glucosidase 

นอกจากนี้หากทําการยอยเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกในสภาพท่ีเสนใยมันสําปะ

หลังฯยังคงแขวนลอยอยูในพรีทรีตเมนทไฮโดรไลเซต (pretreatment hydrolysate) และเพ่ิมปริมาณ 

AccellleraseTM1500 ท่ีใชยอยเปน 16.35 หนวยเอ็นไซมซีเ อ็มซี /กรัมน้ํ าหนักแหงดวย 

พบวาทําใหปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีไดจากการยอย เพิ่มข้ึนเปน 0.15 กรัม/กรัมน้ําหนักแหง 

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 

ไฮโดรไลเซตท่ีเกิดข้ึนจากข้ันตอนการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริก เปนน้ําตาลกลูโคส 

  เม่ือเทียบกับความเปนจริง จากการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเสนใยมันสําปะหลังฯ 

พบว า มี เซลลูโลสปริมาณ 40%(w/w) (หรือ 0.4กรัม /กรัม  เสนใยมันสําปะหลังฯ ) ห รือ 

กลูโคสท่ีไดสูงสุดจากเสนใยมันสําปะหลัง พบวาได 15%(w/w) หรือ(0.15 กรัม/กรัมเสนใยมันสําปะหลัง) 

แสดงวาเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีใชในการวิจัยนี้ใหกลูโคสเทียบจากตามคาท่ีควรไดความจริง(%conversion)เทา

กับ 37.5%(w/w) ของเซลลูโลสในเสนใยมันสําปะหลังฯ 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 

เพราะโรงงานผลิตเอทานอลดังกลาวใชกระบวนการผลิตเอทานอลท่ีตางจาก 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 

จะไดเสนใยมันสําปะหลังออกมาภายหลัง 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 

เนื่องจากไปลดความจําเพาะระหวางเอ็นไซมกับสารตั้งตนได (McMillan, 1994) 

 การเล้ียงS. cerevisiae G 5-7 (2) ท่ี 40°ซ ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 

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

และเม่ือพิจารณาเสนโคงของการเจริญเทียบกับสายพันธุควบคุมพบวา สายพันธุทนรอน S. cerevisiae G 5-7(2) 

เจริญเติบโตเร็วกวาสายพันธุควบคุม ผลการหมักเอทานอลจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ดวย S. cerevisiae G 5-

7 (2)  ท่ีระยะการเจริญ mid log phase จํานวน 10%(v/v) พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลคือ 40°ซ 

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0  

 ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯท่ีปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 

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

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 โดยแปรผัน เวลาการปลูกเช้ือ (inoculate) หลังการเติมเซลลูเลสและระยะเวลา 

การหมักแบบท่ีละปจจัย พบวาการปลูกเช้ือทันทีหลัง การเติมเซลลูเลส หมักนาน 96 ช่ัวโมง 

จะไดเอทานอลสูงสุด 2.72 กรัม/ลิตรหรือ 2.72%(w/w) โดยน้ําหนักของเสนใยมันสําปะหลัง 

เม่ือเปรียบเทียบงานวิจัยท่ีเอามันสําปะหลังมีแปง มายอยแปงออก แลวนําสวนกากมันสําปะหลังท่ีได 

มา ยอ 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 

เนื่องจากเอนไซมท่ีใชในงานวิจัยนี้ มีปริมาณมากกวา และสายพันธุ                  S. cerevisiae G 5-7 (2) 

ท่ีใชในการหมักเอทานอล สามารถทนตอความรอนไดมากกวาสายพันธุ  S. cerevisiae 

ท่ีใชรวมถึงใชเวลาการหมักมากกวา (Kesornsit, 2007)  



   

 เ ม่ือศึกษาผลของการแปรผัน เวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมเซลลูเลส คาความเปนกรด-ดาง 

และอุณหภูมิการหมักท่ีมีตอปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักเสนใยมันสําปะหลังฯดวย S. cerevisiae G 5-7 

(2) โดยกระบวนการหมักแบบ SSF แบบหลายปจจัยรวม (factor combination) ท้ังนี้คาความเปนกรด-

ดางท่ีเหมาะสมของการทํางานของAccelleraseTM1500 และการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7 (2) คือ 

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

ตอการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G 5-7(2) คือ 40°ซ และประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของ S. 

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

 เ ม่ือพิจารณาจากปริมาณเอทานอลท่ีไดจาก 2 สายพันธุ  พบวา เ ม่ือหมักเอทานอลดวย 

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ใหผลเอทานอลท่ีตางกันระหวาง 2 สายพันธุอยางชัดเจน คือ สายพันธุทนรอน S. 

cerevisiae             G 5-7 (2) ใหผลเอทานอลดีกวา (ภาพท่ี4.10 และ 4.11) แตเม่ือหมักเอทานอล 

ดวยพรีทรีตเมนทไฮโดรไลเซต พบวา ผลเอทานอลจาก 2 สายพันธุ ไมแตกตางกัน(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 

แมความเขมขนเอทานอลท่ีไดจากสายพันธุทนรอน S. cerevisiae G 5-7 (2) สูงกวาสายพันธุควบคุมก็ตาม 

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 

สงผลดีตอการผลิตเอทานอลของสายพันธุควบคุม  แตผลเสียตอการผลิตเอทานอลของสายพันธุทนรอน S. 

cerevisiae        G 5-7 (2)  ซ่ึงองคประกอบใน พรีทรีตเมนทไฮโดรไลเซตเปนปจจัยท่ีควรศึกษาตอไป 

เพราะเปนไปไดท่ีมีสารยับยั้งละลายอยูในพรีทรีทตเมนทไฮโดรไลเซตและสงผลตอการหมักดวยเช้ือสายพันธุท

นรอน S. cerevisiae      G 5-7 (2) เพราะอาจสงผลตอแรงดันออสโมซิสของเช้ือ 

รวมถึงยับยั้งการเจริญของเช้ือได (Maiorella และคณะ, 1983) 

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

เนื่องจาก กระบวนการ SSF โดยท่ัวไปจะปลูกเช้ือลงไปทันทีพรอมกับเอ็นไซมเซลลูเลส แต 

ในชวงเร่ิมตนการหมักเอทานอล อาจจะมีน้ําตาลกลูโคสนอยเกินไปท่ีจะเพียงพอตอการหมักเอทานอลของเช้ือ 

S. cerevisiae G 5-7 (2) ได จึงตองการใหเอ็นไซมทํางานระยะหนึ่งเพ่ือใหไดกลูโคสออกมา กอนการปลูกเช้ือ 

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 

ลําดับความสําคัญของปจจัยท่ีศึกษาตอปริมาณเอทานอลท่ีผลิตพบวาปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิผลการผลิต 



   

เปนดังนี้  คือเวลาการปลูกเ ช้ือ  S. cerevisiae G 5-7 (2) 

หลังการเติมเซลลูเลส>อุณหภูมิการหมัก>คาความเปนกรด-ดาง และเม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการแปรผัน 

แสดงใหเห็นวา การปลูกเช้ือ S. cerevisiae G 5-7 (2) หลังการเติมเซลลูเลส จะสงผลทางลบตอเอทานอลท่ีได 

ดังนั้น ควรศึกษาถึงการลดระยะการปลูกเช้ือ S. cerevisiae G 5-7 (2) หลังการเติมเซลลูเลสนอยกวา 10 นาที  

 การแปรผันเวลาการปลูกเช้ือหลังการเติมเซลลูเลส(0, 10 นาที) คาความเปนกรด-ดาง (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 

เม่ือกําหนดใหปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณเอทานอลท่ีผลิตอยางมีนัยสําคัญ เม่ือคา P-value กําหนดใหมีคานอยกวา 

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

 

1.Alkaline Copper Reagent 1ลิตร ประกอบดวย 

  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 ประกอบดวย 

  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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

การสรางกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 

 

 เตรียมสารละลายกลูโคสท่ีมีความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8  และ1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลายอัลคาไลน คอปเปอร รีเอนเจนต 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

นําไปตมในน้าํเดือดนาน 15 นาที เม่ือครบเวลานําไปแชในน้ําเย็นนาน 5 นาที เติมเนลสันรีเอเจนต 1 มิลลิลิตร 



   

ท้ิงไว 30 นาที จากนั้น เติมน้ํากล่ันหลอดละ 5 มิลลิลิตร เขยาให  เขากัน 

นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 520 นาโนเมตร 

นําคาท่ีไดมาสรางกราฟระหวางคาการดดูกลืนแสงกับปริมาณน้ําตาลกลูโคส  

 

 

รูปท่ี ก : กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคส (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และคา    

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร 

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยาง 

 

 ทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยางเชนเดียวกับการวิเคราะหในสารละลายกลูโค

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
R2 = 0.9979

y = 0.0051x - 0.0189
R2 = 0.9979
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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 

และความเขมขนของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ทําการเจือจางตัวอยางในกรณีท่ีมีความเขมขนสูงกวา 1 

มิลลิลิตรตอมิลลิลิตร 

 

 การคํานวณ 

  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร)  = คา O.D.520 x dilution  

 

 

 

 

 

 

 

  

slope 



   

2.การเตรียมสารละลายของซิเตรท บัฟเฟอรความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ท่ีคาความเปนกรดดาง ตางๆ ตัง้แต 

3.0-6.2(Dawson และคณะ 1986) 

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

บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร ประกอบดวยกรดซิตริค โมโนไฮเดรต 21.01 g ใน 1 ลิตร 

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

.บัฟเฟอรเขมขน 1 โมลาร ประกอบดวยไตรโซเดียม 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.  วิธวีิเคราะหปริมาณเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสใชวิธใีน TAPPI 203 om-88 (พรรณวิไล 

กิ่งสุวรรณรัตน, 2545) 

 

การเตรียมสารเคม ี

1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH)  ความเขมขน 17.5 % 

 โซเดียมไฮดรอกไซด 175 กรัม  

 น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร  

2. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ความเขมขน 0.5 นอรมัล 

 โพแทสเซยีมไดโครเมต 24.52 กรัม 

 น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร 

3. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต มาตรฐานเขมขน 0.100 นอรมัล 

 โพแทสเซยีมไดโครเมต 4.904 กรัมในน้าํกล่ัน  

 ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร 

4. สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต(Fe(NH4)(SO4).6H2O)  เขมขน 0.100 นอรมัล 

 ละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซลัเฟต 40.5 กรัมในน้ํากล่ัน เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 10 มลิลิลิตร 

ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้าํกล่ัน   การหาคาเขมขนที่แนนอนกอนใชทุกคร้ัง 

โดยการนาํไปไตเตรทกับสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 

  

 การหาความเขมขนที่แนนอน  ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน 10 มลิลิลิตร 

ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 90 มิลลิลิตร คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 12 มิลลิลิตร 



   

ลงในขวด ต้ังทิ้งไวใหเยน็ หยดอินดิเคเตอร 2 ถึง 4 หยด นาํไปไตไตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต 

ที่ตองการทราบความเขมขนที่แนนอน 

 การคํานวน   

N2V2   =   N1V1 

 

เมื่อ  N1  =  ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซยีมไดโครเมต, นอรมัล 

 N2  =  ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต, นอรมัล 

 V1  =  ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต, มิลลิลิตร 

 V2  =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต, มิลลิลิตร 

 

5. สารละลายอินดิเคเตอร (indicator) 

 ละลาย 1,10-ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต (C12H8N2.H2O) 1.5 กรัม กับเฟอรรัสซัลเฟต     (FeSO4.H2O) 0.7 

กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร ใชเปนอินดิเคเตอร ในการไตเตรท 

6. กรดซัลฟูริก [H2SO4] เขมขน 98 % (คาความถวงจําเพาะเทากับ 1.84) 

7. สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 3 นอรมัล 

 คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 83.5 มิลลิลิตรลงบีกเกอรที่มีน้าํกล่ันบรรจุอยู ปรับปริมาตรเปน 1000 

มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

 

การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 



   

1. ใสวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 1.5 กรัมน้ําหนกัแหง ลงในบีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร บันทกึน้ําหนักไว 

เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 % 100 มิลลิลิตร ปดบีกเกอรดวยกระจกนาฬิกา 

จับเวลาทนัททีี่เติมสารละลาย นําไปกวนบนเคร่ืองกวนสารเปนเวลา 30 นาที เติมน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร 

หลังครบเวลากวนใหเทากัน ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ี

2. กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนออกโดยทิ้งสารละลายใส 10 มิลลิลิตรแรกของการกรอง 

เก็บสารละลายใสเพื่อนาํไปวิเคราะห 100 มิลลิลิตร 

3. การวิเคราะหปริมาณ แอลฟา-เซลลูโลส (เซลลูโลส) 

3.1. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.5 นอรมัล 10 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 50 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนั 

3.2. คอยๆเทกรดซลัฟูริกเขมขน 30 มิลลิลิตรลงไป โดยเอียงขวดทํามมุ 30 องศากับพื้น 

เพื่อปองกันการเดือดอยางรุนแรงของสารละลาย ต้ังทิ้งไวใหเยน็ 

3.3. หยดอินดิเคเตอร 2–4 หยด นาํไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซลัเฟต 

ที่ทราบความเขมขนแนนอน จนกระทัง่สารละลาย เปล่ียนจากสีเหลืองอมสมเปนสีน้าํตาลอมมวง 

บันทกึปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียซัลเฟต 

3.4. เตรียมสารละลายแบลงค (blank) โดยปเปตโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 %            5 

มิลลิลิตรใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรทีม่ีน้ํากล่ันบรรจุอยู ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

แลวนําไปทําวธิีเดียวกบัสารละลายตัวอยางในขอ 3.1-3.3 

3.5. การคํานวน 

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

เมื่อ  V1 =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ 

 สารละลายตัวอยาง, มิลลิลิตร 

 V2      =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ 

 สารละลายแบลงค, มิลลิลิตร 

  N   =  ความเขมขนทีแ่นนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟต, นอรมัล 



   

  A    =  ปริมาตรของสารละลายตัวอยางที่ใช, มิลลิลิตร 

 W    =  น้ําหนกัของวสัดุเหลือใชทางการเกษตรแหง, กรัม 

           6.85  =  มิลลิกรัมสมมลูของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ทาํปฏิกิริยา 

 พอดีกับเซลลูโลส 

4. การวิเคราะหปริมาณ แกมมา-เซลลูโลส 

4.1. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในกระบอกตวงที่มจีุกปด 

เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 3 นอรมัล 50 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกนั 

นําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 70–90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 นาที 

เพื่อใหเกิดการตกตะกอนอยางสมบูรณ กรองสารละลายโดยเก็บสวนใสไววิเคราะห 

4.2. นําสารละลายใสที่กรองไดไปวิเคราะหวิธกีารเดียวกันกบัขอ 3.1 ถึง 3.3 

 

4.3. การคํานวน 

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

เมื่อ V3     =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ  

 สารละลายตัวอยาง, มิลลิลิตร 

 V4     =  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับ  

 สารละลายแบลงค, มิลลิลิตร 

 

5. การวิเคราะหปริมาณ บีตา-เซลลูโลส (เฮมิเซลลูโลส) 

การคํานวน 

  บีตา-เซลลูโลส = 100 – (แอลฟา-เซลลูโลส + แกมมา-เซลลูโลส) 

 



   

3.อาหารเล้ียงเชื้อ 

 Yeast  Peptone  Dextrose (YPD)  Agar 

 

สารสกัดจากยสีต  10 กรัม เปปโตน   20 กรัม  

กลูโคส    150 กรัม วุน   18 กรัม      

น้ํากล่ัน   1000  มิลลิลิตร                 

ปรับพีเอช  5.0  ฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ  ความดัน 15 ปอนด/ตร.นิ้ว  เปนเวลา 15 นาที 

 

Isolation  medium 

 

กลูโคส   100 กรัม สารสกัดจากยสีต  3 กรัม    

เปปโตน  3 กรัม     

วุน   20 กรัม   น้ํากล่ัน   1000 มิลลิลิตร   

               

ปรับคาความเปฯกรด-ดาง 5.0  ฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 °ซ  ความดัน 15 ปอนด/ตร.นิ้ว  เปนเวลา 10 นาที 

 

 

 

 



   

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นางสาวภณิดา นิ่มศึกษา เกิดวันท่ี 4 กันยายน พ.ศ. 2529 ท่ีจังหวัดอุดรธาน ี

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต คณะวิทยาศาสตร สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ 

มหาวิทยาลัยรามคําแหง ในป พ.ศ. 2550 

เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตท่ีจฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย ในสาขาเทคโนโลยีชีวภาพ เม่ือป 

พ.ศ. 2552 
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