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ABSTRACT

5081004063: Petrochemical Technology Program
Akarin Boonsombuti: Alcohol Fuels Production by Fermentation 
from Chemical Pretreatment and Enzymatic Saccharification of 
Corncob.
Thesis Advisors: Assoc. Prof. Apanee Luengnaruemitchai, Asst.
Prof. Charnwit Kositanont 125 pp.

Keywords: Biobutanol/ Clostridium acetobutylicum! Clostridium beijerinckii/
Corncob/ Pretreatment

T his study was aiming for produce biobutanol from corncob to substitute 
fossil fuel, which approach the shortage in the near future. The first work focused in 
the optimization of biobutanol production using 2 bacterial strains, Clostridium 
beijerinckii TISTR1461 and Clostridium acetobutylicum TISTR1462, provided by 
Thailand Institute of Scientific and Technological Research (TISTR). They were 
chosen as they have a potential in the excretion of solventogenic products. The 
fermentation was performed via the ABE (Acetone-Butanol-Ethanol) fermentation 
or Weizmann process under the anaerobic condition. The comparison between 2 
strains were studied in the typical condition and further investigated in the regulation 
of ammonium acetate and D-xylose consumption which was expected to increase the 
biobutanol production. The studied condition was applied to corncob hydrolysate 
obtained from dilute sulfuric acid pretreatment instead of synthetic medium to 
monitor the possibility of carbon source substitution (mainly glucose and xylose). 
The positive result of acid pretreated corncob substitution led to the second work of 
base pretreatment (Sodium hydroxide). The base pretreatment and enzymatic 
hydrolysis of corncob was studied using microwave irradiation as a heating source 
which was expected to hydrolyse better than conventional heating source. The 
characterization of corncob after base pretreatment was evaluated along with the 
result of total monomeric sugar after enzymatic hydrolysis using Celluclast 1.5L. 
Obtained sugars were used as a substrate for ethanol production using 
Saccharomyces cerevisiae instead of c. beijerinckii since it was inhibited by salt



IV

from base pretreatment. Then, acid pretreatment of corncob was promised to be the 
better route than base pretreatment. The third part of this work then involved with the 
optimization condition of acid pretreatment by sulfuric acid using Response Surface 
Methodology (RSM). The characterization of corncob before and after pretreatment 
under the optimum condition was carried out to observe surface morphology of 
corncob and its relation to enzymatic hydrolysis. Sugars obtained from sulfuric 
pretreatment combined with enzymatic hydrolysis were subjected to use as a 
substrate for ABE fermentation. However, due to the inhibitors from sulfuric 
pretreatment, sulfuric hydrolysed corncob cannot be applied as a substrate for ABE 
fermentation without the detoxification process which consume cost and time. The 
alternate type of acid, nitric and phosphoric acid, were studied in the fourth work. 
Since it was found that phosphoric pretreated corncob could be used as a substrate 
for ABE fermentation, the condition of enzymatic saccharification was optimized 
using RSM and confirmed by non-commercial enzyme from Siam Victory Company. 
The effect of cellobiase loading was studied to enhance the released sugars of 
cellulase at the optimum condition. Then the hydrolysate was used as a substrate for 
ABE fermentation under different conditions to define its limitation for bacterial 
growth and biobutanol production.
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บทคัดย่อ

อัครินทร์ บุญสมบัติ : การผลิตเชือเพลิงแอลกอฮอลล์ด้วยกระบวนการหมักจากการย่อย 
ชังข้าวโพดด้วยวิธีการทางเคมีและเอนไซม์ (Alcohol Fuels Production by Fermentation 
from Chemical Pretreatment and Enzymatic Saccharification of Corncob)
อ. ท่ีปรึกษา : รศ.ดร.อาภาณีเหลืองนฤมิตชัย,ผศ.ดร.ชาญวิทย์ โฆษิตานนท์ 125 หน้า

ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อผลิตไบโอบิวทานอลจากซังข้าวโพดเพื่อทดแทนการ 
ใช้พลังงานจากแหล่งฟอสซิลที่ม ีแนวโน้มว่าจะหมดไปในอนาคตอันใกล้ ในงานแรกของ 
การศึกษานี้มุ่งเน้นไปที่การทาสภาวะที่ดีที่สุดในการผลิตไนโอบัวทานอลจากเชื้อแบคทีเรีย 2 ชนิด 
คอ C lo s tr id iu m  b e ije r in c k ii TISTR1461 และ C lo str id iu m  a ce to b u ty licu m  TISTR1462 โดย 
แบคทีเรียดังกล่าวได้รับจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตไบโอบัวทานอลในงานวิจัยปีจจุบัน การผลิตไบโอ 
บัวทานอลผ่านกระบวนการหมักที่เร ียกว่า การหมักอะซีโตน-บัวทานอล-เอทานอล หรือ 
กระบวนการของวีชมานน้ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน การศึกษาเริ่มต้นด้วยการเปรียบเทียบ 
ความสามารถในการผลิตไบโอบัวทานอลจากเชือแบคทีเรีย 2 สายพันธุในสภาวะที่ศึกษาและ 
ศึกษาต่อในเรื่องของผลการใช้แอมโมเนียมอะซีเตตและนำตาลไซโลส ซึ่งการแปรค่าของทั้งสอง 
ตัวแปรส่งผลต่อการเพิ่มขึนของการผลิตใบโอบัวทานอล ค่าที่เหมาะสมของทังการเพิ่มของทังสอง 
ตัวแปรในอาหารเลียงเชือจะถูกนำมาใช้ในของเหลวที่ไต้จากการย่อยชังข้าวโพดด้วยกรดซัลฟูริก 
เจือจางซึ่งไต้นำตาลเป็นส่วนประกอบ (โดยมีนำตาลไซโลสและกลูโคสเป็นหลัก) แทนการใช้ 
อาหารเลียงเชือสังเคราะห์เพื่อศึกษาความเป็นไปไต้ในการนำมาใช้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งสรุปไต้ 
ว่าของเหลวที่ได้จากการย่อยชังข้าวโพดด้วยกรดสามารถนำมาใช้เป็นอาหารเลียงเชือไต้จึงนำไปสู่ 
งานท่ี 2 ซึ่งใช้เบสในการย่อยชังข้าวโพดแทนการใช้กรด ในการศึกษานีใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ใน 
การย่อยชังข้าวโพดกอปรกับการใช้เอนไซม์ช่วยย่อยเพิ่มอีกหนึ่งขั้นตอน โดยในขั้นตอนของการ 
ย่อยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์จะย่อยโดยใช้แหล่งความร้อนจากไมโครเวฟซึ่งคาดว่าจะสามารถ 
ย่อยได้ดีกว่าการใช้แหล่งความร้อนปกติ นอกจากนียังมีการประเมินสมบัติทางกายภาพของชัง 
ข้าวโพดที่เปลี่ยนแปลงไปหลังจากการย่อยด้วยเบส รวมถึงปริมาณนี้าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ได้จาก 
การย่อยด้วยเอนไซม์ Celluclast 1.5L จากนันนำตาลในสารละลายดังกล่าวจึงถูกนำมาใช้เป็น 
อาหารเลียงเชือสำหรับ S a cc h a ro m yce s  c e r e v is ia e  ในการผลิตไบโอเอทานอล (แทนการใช้ C. 
b e ije r in c k i i  เนื่องจากเกลือที่เกิดจากการย่อยด้วยเบสมีผลยันยังการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย) จาก
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ผลการศึกษาดังกล่าวจึงสามารถสรุปได้ว่าการย่อยชังข้าวโพดด้วยกรดสามารถนำมาใช้เป็นอาหาร 
เลี้ยงเชื้อให้แก่แบคทีเรียได้ในทางปฏิบัติในขณะที่การย่อยด้วยเบสมีเกลือละลายอยู่ในสารละลาย 
นาตาลซ่ึงมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ในการศึกษาส่วนที่ 3 จึงเน้นไปที่การหาสภาวะ 
ที่ดีที่สุดในการย่อยชังข้าวโพดด้วยกรดโดยใช้กระบวนการการตอบสนองต่อพืนผิวมาช่วยในการ 
ออกแบบการทดลองและสรุปผล เช่นเดียวกับการศึกษาการย่อยชังข้าวโพดด้วยเบส, สมบัติทาง 
กายภาพที่เปลี่ยนแปลงไปของชังข้าวโพดก่อนและหลังการย่อยชังข้าวโพดด้วยกรดที่สภาวะที่ดี 
ที่สุดที่ได้จากกระบวนการการตอบสนองต่อพืนผิวก็มีการประเมินควบคู่ไปกับนำตาลที่ได้จากการ 
ย่อยด้วย จากบันนำตาลที่ได้จากการย่อยด้วยกรดและเอ็นไซม์จะถูกนำมาใช้เป็นอาหารเลียงเชือแก่ 
กระบวนการหมักอะชีโตน-บิวทานอล-เอทานอล อย่างไรก็ตามการนำมาใช้เป็นอาหารเลียงเชือ 
บันไม,สามารถนำมาใช้ได้โดยตรงแต่ต้องผ่านกระบวนการ Overliming ในการกำจัดสารที่มีฤทธ 
ยับยังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่เกิดจากการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริก มีผลในการเพิ่มทั้ง 
ค่าใช้จ่ายและเวลา รวมถึงค่าใช้จ่ายในการกำจัดตะกอนที่เกิดขึนจำนวนมากจากกระบวนการ 
ดังกล่าว ดังบันในการศึกษาส่วนที่ 4 จึงเน้นไปที่ชนิดของกรดที่ใช้ในการย่อยเทียบกับกรด 
ซัลฟิวริก ได้แก่ กรดไนตริกและกรดฟอสฟอริก จากการเปรียบเทียนชนิดของกรดที่ใช้ในเบืองด้น 
พบว่าการย่อยชังข้าวโพดด้วยกรดฟอสฟ่อริกสามารถนำมาใช้เป็นอาหารเลียงเชื้อได้ทันที โดยไม, 
ต้องผ่ในกระบวนการ Overliming ในการศึกษาถัดมาจึงเป็นการหาสภาวะที่ดีที่สุดในการย่อยชัง 
ข้าวโพดด้วยเอนไซม์ ซึ่งใช้ชังข้าวโพดที่ได้จากการย่อยด้วยกรดฟอสฟ่อริก โดยใช้กระบวนการ 
ตอบสนองต,อพืนผิวเช่นเดียวกับในการศึกษาก่อนหน้า จากบันจึงทำการทดลองเพื่อยืนยันผลอีก 
ครังโดยใช้เอนไซม์จากบริษัท Siam Victory เพื่อให้มั่นใจว่าสภาวะที่ได้จากการศึกษาดังกล่าว 
สามารถใช้ได้กับเอนไซม์ที่ผลิตได้เองในประเทศ นอกจากบันยังมีการศึกษาผลของการเพิ่ม 
เอนไซม์เซลโลไบเอสในการทำงานร่วมกับเอ็นไซม์เซลลูเลสด้วย ท้ายท่ีสุด นำตาลที่ได้จากการ 
ย่อยด้วยกรดฟอสฟ่อริกและเอนไซม์จึงถูกนำมาใช้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อในกระบวนการหมักอะซี 
โตน-บิวทานอล-เอทานอล โดยมีการแปรสภาวะที่ใช้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียเพื่อหา 
ข้อจำกัดที่เกิดฃึนในกระบวนการดังกล่าว
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