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บทคัดย่อ 
  

ฟางข้าวเป็นวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสที่เหลือทิ้งทางการเกษตรที่สามารถน ามาใช้เป็นวัตถุดิบ
ส าหรับการผลิตเอทานอล เนื่องจากวัสดุเหล่านี้หาได้ง่าย ราคาถูก และมีศักยภาพในการผลิต 
เอทานอลด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae โดยงานวิจัยนี้มุ่งศึกษาคัดเลือกสภาวะที่เหมาะสม
ในการปรับสภาพฟางข้าว เพ่ือเพ่ิมการผลิตน้ าตาลจากการย่อยฟางข้าวด้วยเอนไซม์ ซึ่งองค์ประกอบ
ของฟางข้าวที่ ใช้ประกอบด้วยเซลลูโลส  43.21% เฮมิเซลลูโลส  23.00% และลิกนิน 4.30% 
ในการศึกษาจะเปรียบเทียบการปรับสภาพฟางข้าวในกรดอะซิติก และกรดซัลฟูริกที่ความเข้มข้น 0.5, 
1.0, 2.5 และ 5.0% (v/v) โดยผ่านการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 120 oC เป็นเวลา 120 min ด้วย 
ตู้อบลมร้อน และที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ 
ความดันไอน้ า พบว่า การปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น 2.5% (v/v) ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ 
ความดันไอน้ า ให้ความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดสูงสุดเท่ากับ 20.11 g/L น้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 9.50 g/L 
ซึ่งเป็นความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสและไซโลสเท่ากับ 3.70 และ 4.21 g/L ตามล าดับ จากนั้นศึกษา
การปรับสภาพฟางข้าวที่ผ่านกรดในสภาวะด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ แคลเซียมไฮดรอกไซด์ และ
โซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น คือ  5, 10, 15 และ 20% (w/v) ที่ อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 
15 lb/in2 เป็นเวลา15 min ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า พบว่า โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
15% (w/v) ให้ความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดสูงสุดเท่ากับ 40.61 g/L น้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 23.11 g/L 
ซึ่งมีความเข้มข้มของน้ าตาลกลูโคสและไซโลสเท่ากับ  20.10 และ 0.15 g/L ตามล าดับ โดยหลัง 
การปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่าง พบว่า เซลลูโลสเพ่ิมขึ้นสูงถึง  90.92% ขณะที่ลิกนิน 
ลดลงเหลือ 1.83% จากนั้นน าฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างย่อยด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส Trichoderma reesei  มีปริมาณการโหลดเอนไซม์เท่ากับ 20 FPU/g substrate ที่
อุณหภูมิ 42 oC อัตราการเขย่า 200 rpm เวลา 16 hrs พบว่า ความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดหลัง 
การย่อยด้วยเอนไซม์เท่ากับ 202.11 g/L ซึ่งมีปริมาณน้ าตาลที่ได้มากกว่า 29.94 เท่าของฟางข้าว 
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ที่ไม่ได้ผ่านการปรับสภาพ ทั้งนี้ หลังจากการศึกษาการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae บนฟางข้าวที่
ผ่านการปรับสภาพ พบว่า การตรึงรูปเซลล์ยีตส์ด้วยเทคนิค Adsorption บนฟางข้าวปริมาณ 3 g ที่
อุณหภูมิ 37 oC เวลา 24 hrs ให้ผลการเกาะติดของเซลล์ดีที่สุด โดยมีจ านวนเซลล์ที่ถูกตรึงเท่ากับ 
2.97x107 cell/ml จากนั้นท าการหมักเอทานอลแบบ repeated batch เทียบกับการหมักเอทานอล
แบบอิสระ ที่จ านวนเซลล์ยีสต์เริ้มต้นเท่ากับ 1.8x106 cell/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เวลา 24 hrs 
พบว่า การหมักเอทานอลแบบ repeated batch ที่ใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูปสามารถหมักซ้ าเป็นจ านวน 
11 รอบ มีความเข้มข้นเอทานอลที่เกิดขึ้นเฉลี่ยโดยรวม 14.23% (v/v) คิดเป็นผลได้เอทานอลเท่ากับ 
0.56 g/g และจ านวนเซลล์ยีสต์ที่เหลือหลังการหมักเอทานอลเฉลี่ยโดยรวม 1.90x107 cell/ml 
จากการประเมินต้นทุนเบื้องต้น พบว่า การผลิตเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์บนฟางข้าวที่ผ่าน
การปรับสภาพด้วยสารกรดและด่าง จะส่งผลในเชิงเศรษฐศาสตร์ที่คุ้มค่ากว่าการผลิตเอทานอล 
แบบเซลล์อิสระ เนื่องจากสามารถช่วยลดค่าใช้จ่ายในกระบวนการผลิตของส่วนจุลินทรีย์ที่ใช้เตรียมใน
การหมักเอทานอล และเม่ือประเมินปริมาณชีวมวลของฟางข้าวในประเทศไทย พบว่า ประเทศไทยจะ
มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลจากฟางข้าวได้ประมาณ  24.54 ล้านลิตรต่อวัน ซึ่งมีปริมาณ 
มากพอและเป็นไปตามที่คาดการณ์ส าหรับแผนพัฒนาพลังงานทดแทนและพลังงานทางเลือกใน 
พ.ศ. 2558 – 2579 ดังนั้น การผลิตเอทานอลจากฟางข้าวด้วยเทคนิคการตรึงรูปเซลล์ จึงเป็นอีก
แนวทางหนึ่งที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้และพัฒนาต่อยอดเพ่ือเพ่ิมผลได้ในการผลิตเอทานอล ส าหรับ
พัฒนาพลังงานทดแทนที่ยั่งยืนในประเทศไทย 
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ABSTRACT 
  

Rice straw is a lignocellulosic from agriculture waste, which is interesting to be 
used as a raw material for ethanol production. Since these materials are plentiful, cost 
effective and source of sugar, they can be used to produce sugar as substrate for 
ethanol production by Saccharomyces cerevisiae.  The aim of this research were 
selection of pretreatment conditions of rice straw and enhancing sugar production 
from rice straw with enzymatic hydrolysis.  The composition of rice straw before 
pretreatment contains cellulose 43. 21% , hemicellulose 23. 00% and lignin 4. 30%. 
The study was carried out to compare two acid pretreatments, acetic acid and 
sulfuric acid were used 0.5, 1.0, 2.5 and 5.0% (v/v) of both acid at 120 oC for 120 min  
by hot air oven and at 121 oC, 15 lb/ in2 for 15 min by autoclave.  The results showed 
that the rice straw pretreatment with 2.5% (v/v) of sulfuric acid by autoclave produced 
the highest amount of total sugars and reducing sugars showing 20.11 g/L of total sugar 
and reducing sugar 9. 50 g/ L.  These had glucose and xylose at 3. 70 and 4. 21 g/ L 
respective. After that, pretreated rice straw at 2.5% (v/v) of sulfuric acid were used for 
alkaline pretreatment by using sodium hydroxide, calcium hydroxide and sodium 
chloride at of 5, 10, 15 and 20% (w/ v)  at 121 oC, 15 lb/ in2 for 15 min by autoclave. 
Sodium hydroxide pretreatment at 15% (w/v) showed the highest sugar amount when 
compared with other alkaline solutions.  The pretreatment gave total sugar 
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concentration at 40.61 g/L and reducing sugar at 20.11 g/L.  These were gave glucose 
and xylose at 20.10 and 0.15 g/L respective.  After that the composition of two steps 
pretreated rice straw result of cellulose increased 90.29% and lignin decreased 1.83%. 
After that the optimum condition of rice straw pretreatment with the commercial 
enzyme cellulase is at  20 FPU/ g substrate hydrolyzed at  42 oC, 200 rpm for 16 hrs. 
The results showed total sugar was 202. 11 g/ L, which was 29. 94 times more than 
untreated rice straw.  After determining the optimal condition for immobilization of  
S.  cerevisiae on pretreated rice straw, the result showed that immobilization of 
yeast cell on the pretreated rice straw of 3 g at 37 oC for 24 hrs exhibited the ability 
to promote cell binding up to 2. 97x107 cell/ml.  After that the ethanol production 
by yeast cells immobilized compared with free cell at initial infection of 
1.8x106 cell/ml incubation at 37 oC for 24 hrs showed that the Immobilized yeast cells 
can be reused 11 times by repeated batch fermentation and higher ethanol 
concentration than free cells fermentation for the same length of time.  Repeated 
batch fermentation was 14.23% (v/v) or ethanol yield 0.56 g/g and the remaining yeast 
cells averaged 1. 90x107 cell/ml.  However, from preliminary cost estimates based on 
fermentation showed that the production of ethanol by yeast cells immobilized on 
rice straw pretreatment is economically more worthwhile to produce ethanol than the 
free cells. Because it can reduce the cost of microorganism production that is used in 
ethanol fermentation with the estimated quantity of rice straw found in Thailand, 
it has the potential to produced ethanol from rice straw about 24. 54 million- liters 
per day.  Which is according to the expectations of the Alternative Energy and 
Alternative Energy Developmet Plan for 2015- 2036.  Therefore, the production 
of ethanol from rice straw by using immobilized cells can be applied and developed 
to increase the production of ethanol for sustainable alternative energy in Thailand. 
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บทที่ 1  
บทน า 

  
ความส าคัญและที่มา 

 
พลังงานเป็นปัจจัยที่ส าคัญในการตอบสนองความต้องการขั้นพ้ืนฐานของประชาชน และเป็น

ปัจจัยการผลิตที่ส าคัญในภาคธุรกิจและอุตสาหกรรมด้วย รัฐบาลจึงต้องมีการจัดหาพลังงานให้มี
ปริมาณที่เพียงพอ มีราคาท่ีเหมาะสม และมีคุณภาพที่ดีสอดคล้องกับความต้องการของผู้ใช้ เนื่องจาก
อัตราการใช้พลังงานภายในประเทศมีอัตราการเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง จึงท าให้ต้องพ่ึงพาพลังงาน 
จากต่างประเทศ อย่างเช่น น้ ามันเชื้อเพลิงที่มีการน าเข้าปริมาณ 5,365 ล้านลิตร ท าให้สูญเสีย
เงินตราต่างประเทศในการน าเข้าน้ ามันเชื้อเพลิงเป็นมูลค่า 97,809 ล้านบาท (ส านักบริการธุรกิจและ
การส ารองน้ ามันเชื้อเพลิง กรมธุรกิจพลังงาน กระทรวงพลังงานพลังงาน, 2557) เพราะฉะนั้น เพ่ือให้
มั่นใจว่าภายในอนาคตประเทศไทยจะมีพลังงานเพียงพอต่อความต้องการใช้ และลดความเสี่ยงใน 
การพ่ึงพาพลังงานฟอสซิลจากต่างประเทศที่มีราคาสูงและหาได้ยาก จึงเริ่มมองหาแนวทางการพัฒนา
แหล่งพลังงานทดแทนจากพืชหรือวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่สามารถหาได้ง่าย ราคาถูก และ 
มีศักยภาพที่จะน ามาใช้ให้เกิดประโยชน์สูงสุด ซึ่งเอทานอลเป็นพลังงานทดแทนที่น่าสนใจ เพราะ
น าไปใช้เป็นส่วนประกอบในอุตสาหกรรมประเภทต่างๆ รวมถึงการน าไปผสมกับน้ ามันเชื้อเพลิง ท าให้
สามารถช่วยลดมูลค่าการน าเข้าน้ ามันได้ ส าหรับประเทศไทยการผลิตเอทานอลจะใช้วัตถุดิบหลัก
ได้แก่ อ้อย และมันส าปะหลัง ซึ่งเป็นพืชอาหารท าให้มีความกังวลว่าวัตถุดิบดังกล่าวอาจมีอัตราการ
ผลิตไม่เพียงพอต่อความต้องการใช้พลังงานในอนาคต อีกทั้งการน าพืชอาหารมาใช้ผลิตเอทานอลยัง
ส่งผลให้ราคาอาหารและสินค้าภายในประเทศปรับตัวสูงขึ้น  ในปัจจุบัน การพัฒนาเทคโนโลยี 
การผลิตเอทานอลจึงมุ่งเน้นไปที่วัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส ซึ่งเป็นเศษวัสดุเหลือใช้ที่ได้จากพืชและ
เนื่องด้วยประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมที่มีวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจ านวนมาก โดยเฉพาะ
ฟางข้าวที่มีปริมาณสูงถึง 26.9 ล้านตันต่อปี (ส านักจัดการคุณภาพน้ า กรมควบคุมมลพิษ , 2556) 
เกษตรกรจะใช้วิธีการเผาเพ่ือก าจัดและท าลายทิ้ง ซึ่งหากเผาทิ้งจะสร้างก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
ประมาณ 27x106 kgCO2 (หมอดิน, 2557) ท าให้เกิดมลภาวะที่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมทั้งทางดิน น้ า 
และอากาศ (กลุ่มระบบงานวิจัย กองแผนงาน ร่วมกับกลุ่มวิจัยและพัฒนาอินทรียวัตถุเพ่ือการเกษตร
ส านักวิจัยและพัฒนาการจัดการที่ดิน, 2555) ดังนั้น การน าฟางข้าวที่เป็นวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส
มาเป็นวัตถุดิบตั้งต้นในการผลิตเอทานอล ซึ่งเป็นกระบวนการทางชีวภาพที่เกิดจากการเปลี่ยนน้ าตาล
จากเซลลูโลสเป็นเอทานอล จ าเป็นต้องมีขั้นตอนการปรับสภาพวัตถุดิบเพ่ือลดความเป็นผลึกภายใน
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โครงสร้างพร้อมก าจัดองค์ประกอบของลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส ท าให้ปริมาณของเซลลูโลสเพ่ิมขึ้น 
และช่วยให้การท างานของเอนไซม์ง่ายขึ้น  โดยวัตถุดิบที่ผ่านการปรับสภาพสามารถลดค่าใช้จ่าย
ส าหรับการใช้เอนไซม์ถึง 33% ของต้นทุนการผลิตเอทานอลทั้งหมด (Ibrahim, 2012) ในขณะที่
วัตถุดิบไม่ท าการปรับสภาพนภาพจะมีค่าใช้จ่ายส าหรับเอนไซม์ถึง 25% ของต้นทุนการผลิตเอทานอล
ทั้งหมด (Brodeur et al., 2011) อย่างไรก็ตาม กระบวนการปรับสภาพมีความส าคัญในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล วิธีการปรับสภาพสามารถแบ่งได้เป็น 4 วิธีหลัก คือ วิธีทางกายภาพ
ชีวภาพเคมี และกายภาพร่วมกับทางเคมี ซึ่งแต่ละวิธีมีจุดเด่นและจุดด้อยของเทคนิคการปรับสภาพ 
ที่ส่งผลต่อองค์ประกอบวัตถุดิบแตกต่างกัน (สุภาวดี, 2557) จึงท าให้ต้องมีการศึกษาคัดเลือกวิธ ี
การปรับสภาพที่เหมาะสมเพ่ือช่วยลดต้นทุนในกระบวนการผลิตเอทานอล  
 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงศึกษาการปรับสภาพฟางข้าวด้วยสารเคมีร่วมกับความร้อน เพ่ือหา
ปริมาณความเข้มข้นที่ เหมาะสมของสารละลายกรด ได้แก่ กรดอะซิติก และกรดซัลฟิวริก  
และสารละลายด่าง ได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์ โซเดียมคลอไรด์ และแคลเซียมไฮดรอกไซด์  
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายฟางข้าวด้วยเอนไซม์จากเชื้อรา โดยผลิตเอทานอลด้วยเทคนิค 
การตรึงรูปเซลล์ Saccharomyces cerevisiae บนฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพ โดยใช้กระบวน 
การหมักแบบแยกกระบวนการผลิต (Separation hydrolysis and fermentation, SHF) เพ่ือเป็น
แนวทางหรือเทคนิคทางเลือกส าหรับพัฒนาการผลิตเอทานอลในเชิงพาณิชย์ของเชื้อเพลิงไทย 
ภายในอนาคต นอกจากนี้ ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าของฟางข้าวเพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบทางเลือกแทนการใช ้
มันส าปะหลัง อ้อย หรือกากน้ าตาล อีกท้ัง ยังเป็นแนวทางให้กับชุมชนในการประยุกต์ใช้กับภูมิปัญญา
ท้องถิ่นเพ่ือสร้างแหล่งพลังงานขึ้นมาใช้เอง และอาจช่วยท าให้เกิดการพ่ึงพาตนเองทางด้านพลังงาน
ของประเทศได ้ 
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วัตถุประสงค์ 
 

1. เพ่ือคัดเลือกชนิดของสารปรับสภาพฟางข้าวที่เหมาะสม ส าหรับย่อยสลายฟางข้าวด้วย
เอนไซม์  

2. เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากฟางข้าว โดยใช้กระบวนการหมักแบบ
แยกกระบวนการผลิต (Separation hydrolysis and fermentation, SHF)  

 
ขอบเขตการศึกษา 

 
 งานวิจัยนี้ท าการศึกษาการปรับสภาพฟางข้าว ดังนี้ 
 1. น าฟางข้าวขนาดประมาณ 2.5-3 cm ท าการปรับสภาพที่อัตราส่วนพืช 1 g ต่อสารละลาย 
20 ml โดยการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพฟางข้าว มีดังนี้ 
 1.1 การปรับสภาพด้วยกรด ได้แก่ กรดซัลฟิวริก และกรดอะซิติก ที่ความเข้มข้น 0.5, 1.0,  
2.5, และ 5.0% (v/v) และท าการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 120 oC ด้วยตู้อบลมร้อน เป็นเวลา  
120 min และที่อุณหภูมิ 121 oC ความดันบรรยากาศ 15 lb/in2 ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า 
เป็นเวลา 15 min จากนั้นคัดเลือกวิธีการปรับสภาพที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากผลปริมาณเซลลูโลส  
เฮมิเซลลูโลส และความเข้มข้นน้ าตาลที่เกิดข้ึน จากนั้นท าการปรับสภาพในสภาวะด่าง 
 1.2 น าฟางข้าวตามข้อ 1.1 ปรับสภาพด้วยสารละลายด่าง ได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
โซเดียมคลอไรด์ และแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% (w/v) จากนั้น 
ท าการคัดเลือกชนิดและความเข้มข้นของด่างที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากผลปริมาณเซลลูโลส และ
ความเข้มข้นน้ าตาลที่เกิดข้ึน เพ่ือท าการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 
 1.3 น าฟางข้าวที่ปรับสภาพแล้วตามข้อ 1.1 และ 1.2 มาย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสจากเชื้อ 
Trichoderma reesei 
 2. วิเคราะห์องค์ประกอบและปริมาณน้ าตาลที่ได้จากฟางข้าวก่อน และหลังการปรับสภาพ 
เช่น ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และความเข้มข้นน้ าตาลที่เกิดขึ้น ได้แก่ น้ าตาลทั้งหมด 
น้ าตาลรีดิวซ์ น้ าตาลกลูโคส และน้ าตาลไซโลส 
 3. ท าการผลิตเอทานอลด้วยเทคนิคการตรึงรูปเซลล์ S. cerevisiae บนฟางข้าวที่ผ่าน 
การปรับสภาพ โดยใช้กระบวนการหมักแบบแยกกระบวนการผลิต (Separation hydrolysis and 
fermentation, SHF) 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1. ด้านการอนุรักษ์พลังงานและพลังงานทดแทน 
1.1 เป็นการใช้ประโยชน์จากการน าฟางข้าว ซึ่งเป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นวัตถุดิบ

ในการผลิตเอทานอลโดยใช้กระบวนการหมักแบบแยกกระบวนการผลิต  
1.2 การผลิตเอทานอลจากฟางข้าวที่เหลือทิ้งในแปลงข้าว โดยเลือกใช้วิธีการปรับสภาพด้วย

สารละลายกรดและด่างท่ีหาง่าย ราคาถูก ส ำหรับประยุกต์ใช้ในระดับชุมชน 
 

2. ทางเศรษฐกิจ 
2.1 สร้างรายได้ให้กับชาวเกษตรกรในการเพ่ิมมูลค่าฟางข้าว เนื่องจากน ามาเป็นวัตถุดิบใน

การผลิตเอทานอลเป็นพลังงานเชื้อเพลิงเพื่อทดแทนการใช้ฟอสซิล 
2.2 สนับสนุนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบที่เป็นวัสดุเหลือทิ้งทางเกษตรแทนการใช้วัตถุดิบ

ที่เป็นพืชอาหาร เช่น อ้อย มันส าปะหลัง ข้าวโพด เป็นต้น  
 

3. ด้านสังคม 
3.1 เป็นการส่งเสริมให้คนในชุมชนตระหนักถึงปัญหามลพิษจากหมอกควันที่เกิดจากการเผา

วัสดุเหลือทิ้งในแปลงข้าว เพ่ือให้ชุมชนพ่ึงตนเองได้ และสร้างคุณภาพชีวิตที่ดีให้แก่ชุมชน 
 

4. ทางด้านสิ่งแวดล้อม   
4.1 ลดปัญหามลพิษทางดิน น้ า และอากาศ ที่เกิดจากการเผาไหม้วัสดุเหลือทิ้งการเกษตรใน

แปลงข้าวที่เป็นการสร้างมลภาวะให้กับสิ่งแวดล้อม 
 

5. ทางวิชาการ 
 5.1 น าวิธีการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างไปประยุกต์ใช้ ในการเตรียมวัตถุดิบ
ส าหรับการผลิตเอทานอลจากชีวมวลหรือวัตถุดิบชนิดอ่ืน เพ่ือประสิทธิภาพการย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ ส าหรับลดต้นทุนการใช้เอนไซม์ 
   5.2 น าเทคนิคการตรึงรูปเซลล์ที่ได้ไปพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตเพ่ือเพ่ิมผลผลิตเอทานอล 
และเป็นแนวทางในการพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตเอทานอล เพ่ือช่วยเพิ่มอัตราการผลิตเอทานอลให้มี
ประสิทธิภาพที่ดีข้ึน 

 



บทที่ 2 
ทฤษฎีและการตรวจเอกสาร 

 
ฟางข้าว 

 
 ฟางข้าว เป็นผลพลอยได้หรือวัสดุเหลือทิ้งจากภาคอุตสาหกรรมทางการเกษตรที่ไดจ้ากล าต้น
แห้งของธัญพืชหลังการเก็บเกี่ยว เช่น ฟางข้าวเจ้า ฟางข้าวสาลี ฟางข้าวบาร์เลย์ ฟางข้าวโอ๊ต เป็นต้น
ซึ่งเป็นเศษวัสดุเหลือใช้ที่ได้จากการท านามีปริมาณสูงถึง 26.9 ล้านตันต่อปี (ส านักจัดการคุณภาพน้ า 
กรมควบคุมมลพิษ, 2556) โดยทั่วไปฟางข้าว คือ พืชชีวมวลที่จัดเป็นวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสมี
ส่วนประกอบหลัก ได้แก่ เซลลูโลส 32-47% เฮมิเซลลูโลส 19-27% และลิกนิน 5-24% นอกจาก 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ยังมีองค์ประกอบอ่ืนอยู่ในผนังเซลล์ของพืชดังตารางที่ 1 
(Yoswathana et al., 2010) 
 
ตารางท่ี 1 ส่วนประกอบทางเคมีของฟางข้าว 

ส่วนประกอบทางเคมีของฟางข้าว (%wt)  

โปรตีน 
ไขมัน 
เยื่อใย 
แป้งและน้ าตาล 
เซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส 
ลิกนิน 
เถ้า 
ซิลิกา 

    3.7-9.5  
          - 
          - 
          - 
32.0-47.0 

19.0-27.0 

 5.0-24.0 
16.0-23.0 
14.0-19.0 

 
ที่มา: Yoswathana et al. (2010) 
 
 โดยพืชชีวมวลแต่ละชนิดจะมีอัตราส่วนระหว่างเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ไม่เท่ากัน
จะขึ้นอยู่กับชนิดและอายุของไม้ ซึ่งพืชที่มีลิกนินมากจะมีความแข็งแรงสูง และไม้ที่มีอายุมาก 
จะมีปริมาณลิกนินมาก (Bharathi, 2006) ในการจัดเรียงตัวของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
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จะเป็นดังภาพที่ 1 เซลลูโลสแต่ละโมเลกุลจะเกิดการรวมตัวเป็นมัด (Cellulose bundles) โดยมี 
เฮมิเซลลูโลสท าหน้าที่เชื่อมต่อระหว่างเซลลูโลสกับลิกนินเข้าไว้ดัวยกัน จึงท าให้เส้นใยภายในผนัง
เซลล์มีความแข็งแรง 
 

 
ภาพที่ 1 ลักษณะโครงสร้างพืชลิกโนเซลลูโลส 

 
ที่มา: Gnansounou (2010) 
 
1. เซลลูโลส  
 เป็นสารพอลิเมอร์ของน้ าตาลกลูโคส ซึ่งประกอบด้วยกลูโคส 2 โมเลกุลที่ต่อกันเป็นเส้นยาว
ด้วยพันธะแบบ ß(1-4)-glycosidic ดังภาพที่ 2 สายพอลิเมอร์แต่ละสายจะเรียงขนานกันและสร้าง
พันธะไฮโดรเจนเชื่อมต่อกัน ซึ่งอาจจะสูงถึง3 พันธะต่อหน่วยกลูโคส แต่เมื่อรวมกันหลายสายจะ
เรียกว่า ไมโครไฟบริล (Microfibril) ซึ่งเป็นโครงสร้างแบบโครงผลึกสามมิติ ส่วนที่เป็นเซลลูโลส
โครงสร้างแบบผลึก (Crystalline) จะมีความคงทนต่อเอนไซม์และกรดมาก ส่วนที่ไม่ได้เชื่อมต่อกัน
ด้วยพันธะไฮโดรเจนแต่มีการจัดเรียงตัวแบบสุ่มจะเรียกว่า  เซลลูโลสแบบหลวม (Amorphous)
(Johnathan E., 2007) โดยทั่วไปเซลลูโลสในธรรมชาติส่วนใหญ่จะเป็นเซลลูโลสแบบผลึกหรือ
โครงสร้างแบบระเบียบ ซึ่งเรียงแน่นเป็นมัดไมโครไฟบริล มีความแข็งแรงและไม่ละลายน ้าหรือ
สารอินทรีย์ใด ๆ เซลลูโลสจะพบนบริเวณผนังเซลล์ของพืชประมาณ 40-50% จะไม่ละลายน้ า และใน
ตัวท าละลายอินทรีย์หรือสารละลายด่างอ่อน แต่จะละลายในกรดและด่างแก่ ในการปรับสภาพ 
เพ่ือท าลายโครงสร้างจะต้องใช้กรดเข้มข้นและอุณหภูมิสูง (พรเทพ, 2538) และเมื่อย่อยสลายโดย
สมบูรณ์ด้วยกรดหรือเอนไซม์จะได้น้ าตาลกลูโคสอย่างเดียว แต่ถ้าการย่อยสลายเกิดไม่สมบูรณ์จะได้
เซลโลไบโอส ซึ่งเป็นไดแซ็กคาไรด์และโอลิโกแซ็กคาไรด์ 

   



 7 

 
ภาพที่ 2 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส 

 
ที่มา: อภิศรา (ม.ป.ป.) 
 
2. เฮมิเซลลูโลส 
 เป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตประเภทพอลิแซคคาไรด์  (Amorphous polymeric 
carbohydrate) พบมากในพวกไม้ใบกว้างและพวกพืชตระกูลหญ้า ดังภาพที่ 3 ซึ่งเป็นอินทรีย์สารใน
เนื้อเยื่อของพืชที่พบมากเป็นอันดับสองรองมาจากเซลลูโลสและมักรวมอยู่กับลิกนิน โดยส่วนใหญ่จะ
พบในผนังเซลล์ประมาณ 20-30% เฮมิเซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ของน้ าตาลที่มีคาร์บอน 5 หรือ  
6 โมเลกุล น ้าตาลที่ประกอบอยู่ภายในเฮมิเซลลูโลส ได้แก่ ไซโลส อะราบิโนส กลูโคส กาแลกโตส 
และแมนโนส ซึ่งชนิดของน้ าตาลและปริมาณที่พบจะขึ้นอยู่กับชนิดและแหล่งของพืช (รัชพล, 2558) 
เฮมิเซลลูโลสสามารถถูกย่อยด้วยสารละลายกรดเจือจาง ที่อุณหภูมิสูง และสามารถละลายได้ใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 17.5% (w/v) (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์
พลังงาน, 2555)  

 

 
ภาพที่ 3 โครงสร้างทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส 

 
ที่มา: Gibson (2013)  
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3. ลิกนิน 
 เป็นสารประกอบที่มีอยู่ในพืชรองลงมาจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ประกอบด้วย 
คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนรวมกันเป็นหน่วยย่อยหลายชนิด ซึ่งเป็นสารอะโรมาติกดังภาพที่ 4 
ลิกนินไม่มีสมบัติทางการยืดหยุ่นและไม่ละลายน้ า แต่สามารถละลายได้ในตัวท าละลายอินทรีย์ 
บางชนิด เช่น ในเมทานอลหรือเอทานอลที่ร้อน และในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เป็นต้น โดยใน
ไม้ใบแคบจะมีลิกนินอยู่ประมาณ 26-32% และไม้ใบกว้างจะมีลิกนินอยู่ประมาณ 20-28% ซึ่งลิกนิน
จะพบได้ในส่วนผนังเซลล์ชั้นที่สอง และ middle lamella ของพืชชั้นสูง โมเลกุลของลิกนินจะแทรก
อยู่ในช่องว่างระหว่าง cellulose fibrils และเฮมิเซลลูโลสจะท าหน้าที่เสริมสร้างความแข็งแรงโดย
การเชื่อมระหว่างเซลลูโลสและลิกนินในผนังเซลล์เข้าไว้ด้วยกัน จึงท าให้โครงสร้างของลิกนิน 
มีความต้านทานต่อจุลินทรีย์ ส่งผลให้จุลินทรีย์ต้องใช้เวลาในการเข้าท าปฏิกิริยาเพ่ือย่อยสลาย
โครงสร้าง (พชรภณ, 2556)  

 

 
ภาพที่ 4 โครงสร้างทางเคมีของลิกนิน 

 
ที่มา: Gregg (n.d.)  
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การผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
 
 การผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลักๆ ดังนี้ 
 
1. การปรับสภาพ (Pretreatment) 
 เป็นขั้นตอนการเปลี่ยนโครงสร้างหรือก าจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ที่เป็นอุปสรรค 
ต่อการย่อยสลายของเอนไซม์ โดยการปรับสภาพมีจุดประสงค์เพ่ือลดความเป็นผลึกของเฮมิเซลลูโลส 
ท าให้โครงสร้างที่เป็นระเบียบของเซลลูโลสและลิกนินที่ติดอยู่แตกออกจากกัน ดังภาพที่ 5 สามารถ
ท าให้เอนไซม์เข้าไปย่อยเซลลูโลสได้ง่ายขึ้น และเปลี่ยนเป็นน้ าตาล ส าหรับน าไปใช้ในการผลิต 
เอทานอล (Devendra, et al., 2015) ดังนั้น การผลิตเอทานอลจากวัสดุลิกโนเซลลูลสจ าเป็นต้องมี
ขั้นตอนการปรับสภาพ เพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างให้เอนไซม์เพ่ิมสามารถในการผลิตน้ าตาลได้สูงขึ้น  
  

 
ภาพที่ 5 โครงสร้างเส้นใยพืชก่อนและหลังการปรับสภาพ 

 
ที่มา: Mosier et al. (2005)   
 
 วิธีการปรับสภาพแบ่งได้เป็น 4 วิธีหลัก (Zheng, Pan, & Zhang, 2009) คือ  
 1.1 วิธีทางกายภาพ (Physical pretreatment) 
 เป็นวิธีการท าให้วัตถุดิบมีขนาดเล็กลง เพ่ือท าการลดขนาดสามารถท าได้หลายวิธี เช่น  
การทุบ การบด การโม่ และการเขย่าวัตถุดิบ เป็นต้น ซึ่งจะมีผลท าให้เส้นใยเซลลูโลสแตกออกและ
เพ่ิมพ้ืนที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยามากข้ึน โดยจะข้ึนอยู่กับชนิด สัดส่วน และคุณสมบัติของพืช  
 1.2 วิธีการทางเคมี (Chemical pretreatment)  

เป็นการใช้สารลายกรดและด่าง โดยการใช้กรดจะเพ่ิมความสามารถในการย่อยเฮมิเซลลูโลส 
เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสสามารถย่อยสลายในสารละลายกรดได้ดีกว่าเซลลูโลส ชนิดของกรดที่น ามา
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ปรับสภาพ ได้แก่ กรดซัลฟิวริก ไฮโดรคลอริก หรือฟอสฟอริก ขณะที่การใช้ด่างจะสามารถเพ่ิม 
การละลายเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน โดยด่างที่นิยมใช้ในการแยกลิกนิน ได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์และ
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 
 1.3 วิธีทางกายภาพร่วมกับทางเคมี (Physico-chemical pretreatment)  
 เป็นวิธีใช้ทางกายภาพร่วมกับการใช้สารเคมี เช่น การระเบิดด้วยไอน้ า และการระเบิดด้วย
แอมโมเนีย ซ่ึงมีผลท าให้เกิดการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสและลิกนินได้ดี เนื่องจากความร้อนส่งผลท าให้
ความเข้มข้นของกรดเพ่ิมมากขึ้น จึงสามารถลดความเป้นผลึกของเฮมิเซลลูโลสที่เชื่อมระหว่าง
เซลลูโลสท าให้เพิ่มการเข้าถึงของเอนไซม์ในการย่อยสลายเซลลูโลสเป็นน้ าตาลได้ง่ายขึ้น  
 1.4 วิธีการทางชีวภาพ (Biological pretreatment)  
 เป็นการปรับสภาพที่ใช้เอนไซม์จากเชื้อจุลินทรีย์ต่างๆ ที่เป็นแบคทีเรียและเชื้อรา โดยเชื้อรา
ทั้งชนิดที่เป็น white-rot, brown-rod และชนิด soft-rot สามารถย่อยสลายเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนินได้ดี ส่วนชนิดที่เป็น brown-rod จะสามารถย่อยสลายพวกเซลลูโลส ขณะที่ white-rot 
และ soft-rot จะเข้าย่อยสลายพวกลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ส่วนเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลาย 
ลิกโนเซลลูโลส ได้แก่ cellulases, glucuronidase, acetylesterase, feruloylesterase,xylanese,  
laccase, lignin peroxidase และ manganese peroxidase เป็นต้น  
 โดยวิธีการปรับสภาพดังกล่าวข้างต้น มีผลต่อโครงสร้างเซลลูโลสต่างกัน จึงท าให้แต่ละวิธีมี
จุดเด่นจุดด้อยแตกต่างกันดังตารางที่ 2  
 
ตารางท่ี 2 จุดเด่นและจุดด้อยแต่ละวิธีการปรับสภาพ 

วิธีการปรับสภาพ จุดเด่น จุดด้อย 

วิธีทางกายภาพ  
(Physical pretreatment) 

- เพ่ิมพ้ืนที่ผิวของวัตถุดิบ 
- ลดความเป็นผลึกของเซลลูโลส 
- ไม่ต้องใช้สารเคมี 

- ไม่สามารถก าจัดลิกนิน 
   และเฮมิเซลลูโลส 
- ใช้พลังงานสูง 
- ต้องใช้ร่วมกับกระบวน 
  การปรับสภาพอ่ืน ๆ 

วิธีการทางเคมี 
(Chemical pretreatment) 
 

- ก าจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 
- เพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยเซลลูโลส 
- เพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลาย   
  ด้วยเอนไซม์ในขั้นต่อไป 

- เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) 

วิธีการปรับสภาพ จุดเด่น จุดด้อย 

วิธีทางกายภาพร่วมกับทางเคมี 
(Physico-chemical 
pretreatment) 
 

- ก าจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 
- ช่วยเพิ่มอัตราการเปลี่ยนแป้ง
เป็น 
  น้ าตาล  
- ประสิทธิสูง ใช้พลังงานต่ า 

- เป็นพิษต่อสภาวะ 
  สิ่งแวดล้อม 
- ต้องใช้สารเคมี  
- มีสภาวะรุนแรง 

วิธีการทางชีวภาพ  
(Biological pretreatment) 

- ไม่ต้องใช้สารเคมี 
- ใช้พลังงานต่ า 
- เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

- ใช้เวลานาน 

 
ที่มา: Ibrahim (2012)           
 

วิธีการปรับสภาพที่ทางกายภาพและทางเคมี เป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้ เนื่องจากความร้อน  
มีผลต่อความเข้มข้นของสารเคมีในการปรับสภาพของวัตถุดิบ พบว่า ประสิทธิภาพการย่อยสลาย
ขึ้นอยู่กับ ความเข้มข้น ชนิดของสารละลาย และความร้อนที่เพ่ิมขึ้น อีกทั้ง การใช้ความร้อนภายใต้
สภาวะความดันจะส่งผลให้การแตกตัวของน้ าตาลเพ่ิมขึ้น และอาจเกิดการเปลี่ยนไปเป็นสารประเภท
ฟูเฟอรอล สารฟอร์มัลดีไฮด์หรือกรดฟอร์มิก เมื่ออยู่ภายใต้สภาวะความดันที่สูง ซึ่งเป็นตัวขัดขวาง
การท างานของเอนไซม์ (Hsu et al., 2010) จากงานวิจัยที่ผ่านอย่างในงานวิจัยของ 

 Szczodrak (1988) ท าการเปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพทางกายภาพและทางเคมีของฟาง
ข้าวสาลีร่วมกับการใช้ความร้อนที่อุณหภูมิ 200 oC เป็นเวลา 10 min พบว่า การปรับสภาพฟางข้าว
สาลีด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 8% (w/v) สามารถก าจัดลิกนินในฟางข้าวสาลีสูงกว่า 
5.4% ของฟางข้าวสาลีที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ 

Okeke (1995) ศึกษาการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.5 M ที่อุณหภูมิ 115 oC เป็นเวลา 10 min พบว่า การปรับสภาพ
สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยด้วยเอนไซม์เพ่ิมสูงขึ้น 53% 

ศุภกิจ และคณะ (2538) ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพฟางข้าวพันธุ์ กข 23 
ที่บดลดขนาดของฟางเท่ากับ 2.0 mm ด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจางที่ความเข้มข้น 0.5 , 1.0 และ  
1.5% (w/v) เป็นเวลา 30 min ที่อุณหภูมิ 121 oC พบว่า กรดซัลฟูริกที่ความเข้มข้น 0.5% (w/v) 
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เหมาะสมที่สุดในการย่อยเฮมิเซลลูโลส โดยสารละลายที่ได้มีความเข้มข้นของน้ าตาลไซโลสเท่ากับ 
11.97 g/L  

Xu et. al. (2010) ไดท้ าการปรับสภาพหญ้าสวิตซ์ด้วยปูนขาว หรือแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ที่
อุณหภูมิ 50 oC พบว่า ปูนขาวจ านวน 0.1 g เวลา 24 h ให้ผลดีที่สุด โดยมีผลได้ของกลูโคส ไซโลส 
และผลรวมน้ าตาลรีดิวซ์ คือ 239.6, 127.2, and 433.4 mg/g และเมื่อเทียบกับที่ไม่ผ่านการปรับ
สภาพผลได้เป็น 3.15, 5.78, and 3.61 mg/g ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า การปรับสภาพด้วยปูนขาว
มีผลต่อการละลายของเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ซึ่งสามารถน าไปปรับปรุงเพื่อเพ่ิมการย่อยของเอนไซม์ 

นันทิกา และคณะ (2554) น้ าตาลรีดิวซ์จากซางข้าวฟ่างหวานโดยกระบวนการไฮโดรไลซิส
ด้วยกรด พบว่า เฮมิเซลลูโลส 25.42 เซลลูโลส 58.23 และลิกนิน 14.95%wt หลังท าการปรับสภาพ
ซางข้าวฟ่างหวานด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น  10% (w/w) ที่อุณหภูมิ 121 oC เป็นเวลา 
25 min เพ่ือก าจัดลิกนิน พบว่า มีปริมาณของเซลลูโลสเพ่ิมขึ้นเป็น 90.37 %wt ขณะที่ปริมาณของ 
เฮมิเซลลูโลสและลิกนินลดลงเป็น 5.97 และ 3.56%wt ตามล าดับ 

Kang et. al. (2013) ศึกษาผลของเกลืออนินทรีย์ในการปรับสภาพฟางหญ้ามิสแคนทัส เพ่ือ
เ พ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายของ เอนไซม์  โดยการปรับสภาพหญ้า มิสแคนทัสด้วย  
NaCl, KCl, CaCl2, ZnCl2, และ FeCl3 ที่ความเข้มข้น 0.5% (w/v) อุณหภูมิ 200 oC เวลา 15 min 
พบว่า FeCl3 สามารถลดละลายเฮมิเซลลูโลสได้ 100% และเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายสูงถึง 
71.6% โดยมีการประสิทธิภาพการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ตามล าดับต่อไปนี้ FeCl3 > ZnCl2 >  
CaCl2 > KCl > NaCl 

อับดุลลาตีฟ และคณะ (2557) ท าการปรับสภาพเปลือกกล้วยด้วยโซเดียมคลอไรด์ที่
อัตราส่วนเปลือกกล้วย 1 kg ต่อ 0.09 kg ในปริมาตร 3 L โดยใช้กรดอ่อนอินทรีย์ คือ น้ าส้มสายชู
หรือกรดอะซิติกแทนการใช้ จากนั้นน าเปลือกกล้วยที่ผ่านการปรับสภาพย่อยด้วยสารละลาย
น้ าส้มสายชูหรือกรดอะซิกติ พบว่า การย่อยสลายเปลือกกล้วยด้วยกรดอะซิติกเข้มข้ม 0.74% (v/v) 
ที่อุณหภูมิ 70 oC เป็นเวลา 40 min ให้ผลผลิตปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 7.043 g/L 
 Banerjee et. al. (2016) ได้ท าการปรับสภาพฟางร่วมกับก้านมัสตาร์ด (MSS) โดยใช ้
เกลือแกงหรือโซเดียมคลอไรด์ ทีค่วามเข้มข้นแตกต่างกันตั้งแต่ 0.1-5 N ที่อุณหภูมิ 121 oC เป็นเวลา 
60 min และน ามาเปรียบเทียบกับการปรับสภาพด้วยน้ าร้อน พบว่า โซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้ม 1 N 
สามารถก าจัดลิกนินถึง 26%wt ซึ่งใกล้เคียงกับโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่นิยมน ามาใช้ปรับสภาพ ขณะที่ 
ฟางร่วมกับก้านมัสตาร์ด (MSS) ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพสามารถก าจัดลิกนินได้ 16%wt ดังนั้น  
การใช้โซเดียมคลอไรด์ปรับสภาพวัตุดิบถือเป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถลดต้นทุนในการผลิตเอทานอล
จากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ซึ่งมีราคาที่ถูกและไม่เป็นพิษเมื่อเทียบกับการปรับสภาพด้วย
สารละลายด่างอื่นๆ  
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2. การย่อยหรือการไฮโดรไลซีส (Hydrolysis)  
 เป็นการเปลี่ยนโครงสร้างเหล่านี้ให้อยู่ในรูปน้ าตาลสามารถท าได้โดยการย่อย ซึ่งการย่อยเป็น
กระบวนการเปลี่ยนเซลลูโลสไปเป็นน้ าตาลกลูโคส ส าหรับในงานวิจัยนี้ได้เลือกวิธีการย่อยด้วย
เอนไซม์ เนื่องจากการย่อยด้วยกรดเครื่องมือที่ใช้ต้องทนต่อการกัดกร่อน และปฏิกิริยาการย่อยสลาย
เซลลูโลสด้วยกรด มีผลท าให้กลูโคสบางส่วนที่เกิดขึ้นอาจมีสารประกอบที่เป็นพิษซึ่งผลิตภัณฑ์ 
ที่ไม่ต้องการ ส่วนการใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่มีความจ าเพาะจงเจาะและไม่รุนแรง ท าให้  
ผลผลิตที่ได้มีความบริสุทธิ์สูง อีกทั้งอุปกรณ์ที่ใช้ก็ไม่จ าเป็นต้องเป็นอุปกรณ์ที่ทานต่อการกัดกร่อน
อย่างเช่นการย่อยด้วยกรด นอกจากนี้ไม่ก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม (Remil, 2014) 
 การย่อยด้วยเอนไซม์ เอนไซม์จะท าปฏิกิริยาย่อยสลายเซลลูโลสเพ่ือเปลี่ยนผลผลิตได้เป็น
น้ าตาลกลูโคส เอนไซม์ที่ใช้ย่อยสลายเซลลูโลส คือ เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase) พบในจุลินทรีย์
หลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งพบมากในพวกเชื้อราและแบคทีเรีย ซึ่งที่นิยมน ามาใช้ คือ เซลลูเลส  
ได้จาก Trichoderma viride ภายหลังเปลี่ยนชื่อเป็น Trichoderma reessi (พักตร์ประไพ, 2546) 
 2.1 เอนไซม์เซลลูเลส  
 เอนไซม์เซลลูเลสเป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะ  
ß(1-4)-glycosidic ภายในโครงสร้างโมเลกุลของเซลลูโลสให้ผลผลิตสุดท้าย คือ น้ าตาลกลูโคส จ าเป็น 
ต้องอาศัยระบบเอนไซม์เซลลูเลสที่มีองค์ประกอบ (Component) แตกต่างกัน เอนไซม์เซลลูเลส 
มีองค์ประกอบหน้าที่แตกต่างกัน 2 องค์ประกอบ คือ C1 –component เป็นส่วนที่เกี่ยวข้องกับ 
การย่อยสลายโครงสร้างเซลลูโลสที่มีอยู่ในธรรมชาติ (native cellulose) ให้เกิดเป็นโครงสร้างที่ง่าย
ต่อการย่อยสลาย (Reactive cellulose) ต่อไป และ CX –component คือ ส่วนที่เกี่ยวข้องกับ 
การย่อยสลาย reactive cellulose ผลผลิตสุดท้ายที่ ได้จากการย่อย  reactive cellulose คือ 
สารประกอบ cellobiose ซึ่งละลายน้ าได้และจุลินทรีย์สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ ทั้งนี้ยังมี
องค์ประกอบของเอนไซม์ส่วนที่สาม คือ beta - glucosidase ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย
สารประกอบ cellobiose ให้เป็นน้ าตาลกลูโคส ลักษณะของปฏิกิริยาดังภาพที่ 6 (พรเทพ, 2538) 
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ภาพที่ 6 ลักษณะปฏิกิริยาของเอนไซม์เซลลูเลส 

 
ที่มา: พรเทพ (2538) 
 

จากการศึกษาโครงสร้างของเอนไซม์เซลลูเลส พบว่า เซลลูเลส เป็นไกลโคโปรตีนประกอบ 
ด้วยโปรตีนและคาร์โบไฮเครต มีสมบัติละลายน้ าได้ดี โดยทั่วไป เอนไซม์เซลลูเลสที่ได้จากจุลินทรีย์  
จะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท างานประมาณ 50  oC ยกเว้นจุลินทรีย์ทนร้อนบางชนิด นอกจากนี้
เอนไซม์เซลลูเลสยังมีความทนต่ออุณหภูมิสูง คงทนต่อค่าความเป็นกรดและด่าง (pH) ในช่วงกว้าง
ประมาณ 4.8 ถึง 8.0 และคงทนต่อสารเคมีได้ดี สามารถเก็บที่อุณหภูมิที่ 4 oC (Fernando et al., 
2005)   

จากการศึกษางานวิจัยดังตารางที่ 3 แสดงให้เห็นว่า คุณสมบัติทางด้านอุณหภูมิ และ pH  
ของเอนไซม์เซลลูเลสทางการค้า ที่น ามาใช้มีผลต่อน้ าตาลกลูโคสและการผลิตเอทานอล 
 
ตารางท่ี 3 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับสภาวะในขั้นตอนต่างๆ ของการผลิตเอทานอล 

งานวิจัย การผลิตเอทานอล กลูโคส เอทานอล 

Xia et al. 
(2013) 
 

ผักตบชวา 
ปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริว 1% (v/v) 
ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส T.reesei ที่อุณหภูมิ 45 oC 
และ pH 5 

- - 

ยุทธศักดิ์  
(2551) 

เส้นใยปาล์ม 
ปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 10% (w/v) 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ)  

งานวิจัย การผลิตเอทานอล กลูโคส เอทานอล 

ยุทธศักดิ์  
(2551) 

ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 6 FPU และเบต้ากลูโค 
ซิเดส 3 IU ที่อุณหภูมิ 50 oC และ pH 5 
หมักด้วย S. cerevisiae 10%(v/v) ที่อุณหภูมิ 35 oC 

11.21 g/L 0.38 g/L 

Abedinifar 
et al. 
(2009) 
 

ฟางข้าว 
ปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริก 5% (v/v) 
ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 15 FPU ที่อุณหภูมิ 45 oC 
และ pH 5 
หมักด้วย S. cerevisiae 

 
 

0.718 g/g 
 

 
 

0.41 g/g 
 

Ma et al. 
(2009) 
 

ฟางข้าว 
ปรับสภาพด้วยไมโครเวฟ 800 W, 2.45 GHz 
ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส T.reesei ที่อุณหภูมิ 50 oC 
และ pH 4.8 

 
- 
 

 
- 
 

Belal 
(2013) 
 

ฟางข้าว 
ปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริก 1% (v/v) และอัลตร้าซาวน์ 
ย่อยด้วยเอนไซม์ เซลลู เลส  T. reesei 0.495 U ที่
อุณหภูมิ 50 oC และ pH 4.8 
หมักด้วย S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 30 oC 

- 11 g/L 

Farzad  
et al. 
(2013) 
 
 

ฟางข้าว 
ปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 12% (w/v)  
ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลู เลส T.reesei 25 FPU และ 
เบต้ากลูโคซิเดส 50 IU ที่อุณหภูมิ 45 oC และ pH 4.8 
หมักด้วย S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 37 oC 

163.5 
g/kg 

1.2 g 
ethanol 
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3. การผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการหมัก 
 3.1 เอทานอลและการผลิตเอทานอล 
 เอทานอล (Ethanol หรือ Ethyl Alcohol) คือแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่ งที่มีสูตรโมเลกุล 
CH3CH2OH หรือ C2H5OH มีลักษณะเป็นของเหลวใส ไม่มีสี ดังตารางที่ 4 คุณสมบัติติดไฟง่าย  
มีความไว และค่าออกเทนสูง ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน เป็นไฮดรอกซิล  
ดิริเวทีฟของไฮโดรคาร์บอน เกิดจากการแทนที่ไฮโดรเจนอะตอมด้วย hydroxyl group (OH) 
สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ เช่น ใช้ผลิตอาหารและเครื่องดื่ม ใช้เป็นตัวท าละลายในอุตสาหกรรมยา 
การผลิตเครื่องส าอาง และใช้เป็นเชื้อเพลิงในเครื่องยนต์ เป็นต้น (วิโรจน์, 2553) 
 
ตารางท่ี 4 สมบัติทางกายภาพและเคมีของเอทานอล 

     สถานะ 
     ส ี
     กลิ่น 
     น้ าหนักโมเลกุล (g/mol) 
     จุดเดือด (oC) 
     จุดหลอมเหลว/จุดเยือกแข็ง (oC) 
     ความถ่วงจ าเพาะ (g/cm3) 
     ความหนาแน่นไอ 
     ความหนืด (cP) 
     ความดันไอ (mmHg) 
     ความสามารถในการละลายน้ า (g/100 mL) 

     ของเหลว 
     ใส ไม่มีสี 
     เฉพาะตัว 
     46.07 
     78.4 
     -114.3 
     0.789 
     1.6 
     1.41 
     43 (ท่ี 20 oC) 
     ละลายน้ าได้ดี 

  
ที่มา: วิโรจน์ (2553)   
 

ปัจจุบันมีการน าเอทานอลใช้เป็นเชื้อเพลิงในเครื่องยนต์ โดยน าเอทานอลที่เป็นแอลกอฮอล์ 
ที่มีความบริสุทธิ์ตั้งแต่ 95% ไปผสมกับน้ ามันเบนซินหรือน้ ามันดีเซลในสัดส่วนต่างๆ ตามการเลือกใช้
ของแต่ละประเทศ ซึ่งหากผสมกับน้ ามันเบนซินในอัตราส่วน 10% จะเรียกว่า แก๊สโซฮอล์ (Gasohol) 
ถ้าผสมกับน้ ามันดีเซลในอัตราส่วน 15% เรียกว่า ดีโซฮอล์ (Diesohol) ซึ่งใช้เป็นสารเพ่ิมค่าออกทน
ในน้ ามันเบนซิน เนื่องจากเอทานอลมีค่าออกเทนสูง โดยค่าออกเทนจะเพ่ิมขึ้นตามค่าสัดส่วนของ 
เอทานอลที่ผสมในน้ ามันเบนซิน (อาคม, 2556) 
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 การผลิตเอทานอลโดยทั่วไปมีอยู่ 2 วิธี คือ วิธีการสังเคราะห์ทางเคมี เป็นกระบวนทางเคมี  
ที่ใช้เอทิลีนจากปิโตรเลียมเป็นวัตถุดิบ โดยเอทานอลที่ผลิตได้จะไม่สามารถน ามาบริโภค ส่วนวิธ ี
การหมัก เป็นกระบวนการผลิตเอทานอล โดยใช้จุลินทรีย์จ าพวกยีสต์หมักในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน
กับวัตถุดิบที่มีน้ าตาลกลูโคสเป็นองค์ปะกอบ ซึ่งจุลินทรีย์ที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการหมัก 
เอทานอล คือ Saccharomyces cerevisiae เพราะสายพันธุ์ชนิดนี้สามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็ว  
และยังสามารถใช้น้ าตาลได้หลากหลาย  
 ตามทฤษฎีการหมักเอทานอลโดยใช้น้ าตาลกลูโคส ถ้าใช้น้ าตาลกลูโคสเริ่มต้น 100% ยีสต์จะ
ถูกเปลี่ยนเป็นเอทานอล 51.11% และคาร์บอนไดออกไซด์ 48.89% ดังสมการที่ 1 (สิริวุทธิ์, 2552)  
          เชื้อยีสต ์
   C6H12O6   2CH3CH2OH  +  2CO2    (1) 
        กลูโคส     เอทานอล    คาร์บอนไดออกไซด์ 
   100%     51.11%   48.89%  
 แต่ในทางปฏิบัติการผลิตเอทานอลจะเกิดสมารถเกิดเป็นสารประกอบอ่ืนๆ ที่ได้จากการหมัก
ของยีสต์ ดังตารางที่ 5  
 
ตารางท่ี 5 สารที่ได้จากการผลิตเอทานอลโดยยีสต์ 

สารที่ได้จากการผลิตเอทานอลโดยยีสต์ ความเข้มข้น (%) 

เอทานอล (Ethanol)  
คาร์บอนไดออกไซด์ (Carbondioxide)  
แอซีทัลดีไฮด์ (Acetaldehyde)  
กรดอะซิติก (Acetic acid)  
กลีเซอรอล (Glycerol)  
กรดแลคติก (Lactic acid)  
กรดซักซิเนต (Succinic acid)  
ฟูเซลออยล์ (Fusel oil)  
เฟอร์ฟูรัล (Furfural)  

48.40 
46.50 

0.00-0.03 
0.05-0.25 
2.50-3.60 
0.00-0.20 
0.50-0.77 
0.25-0.50 
(เล็กน้อย) 

 
ที่มา: ชุติมา (2548) 
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 3.2 ยีสต์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอล 
 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอล คือ เชื้อยีสต์ โดยเฉพาะพวก S. cerevisiae โดยบางชนิด
สามารถหมักเอทานอลได้สูงถึง 20% บางชนิดหมักเอทานอลได้เพียง 2-3% ซึ่งยีสต์เป็นรากลุ่มหนึ่ง 
ที่มีรูปร่างหลายแบบ เช่น กลม รี สามเหลี่ยม รีและปลายด้ายหนึ่งแหลม ทรงกระบอกที่มีปลายมน 
รูปร่างแบบมะนาว ดังภาพที่ 7 ในการเลือกใช้จุลินทรีย์จะขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบ อย่างกรณี 
Zymomonas mobilis ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่ให้ผลผลิตเอทานอลสูงแต่มีชีวมวลต่ า และมีความทนต่อ
ความเข้มข้นเอทานอลต่ า ดังนั้น เมื่อค านึงถึงแง่เศรษฐศาสตร์โรงงานอุตสาหกรรมทั่วไปจะนิยมใช้  
S. cerevisiae ในการผลิตเอทานอล เนื่องจากยีสต์สายพันธุ์นี้สามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็ว และยัง
สามารถใช้น้ าตาลได้หลากหลาย (อนุสิษฐ์, 2554) 
  

 
ภาพที่ 7 ลักษณะเซลล์ของ Saccharomyces cerevisiae 

 
ที่มา: Arroyo et al. (2009)   
 
 3.3 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของยีสต์และการผลิตเอทานอล 

3.3.1 ความเขม้ข้นของน้ าตาล 
แหล่งคาร์บอนที่ยีสต์ใช้ได้ดี ได้แก่ น้ าตาล โดยเฉพาะน้ าตาลกลูโคสเป็นอาหารส าหรับ

หมักที่มีน้ าตาลสุงกว่า 15% (w/v) ท าให้การหมักเอทานอลของยีสต์ลดลง ดังนั้น การใช้ยีสต์ 
S.cerevisiae มาหมักในสภาวะเช่นนี้ จึงมีผลท าให้อัตราการหมักเลดต่ าลง ดังตารางที่ 6 คือ เมื่อ
กลูโคสมีความเข้มข้นสูงขึ้น อัตราการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae ลดต่ าลง  
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ตารางท่ี 6 การเจริญและการหมักเอทานอลของยีสต์ S. cerevisiae ที่มีกลูโคสความเข้มข้นต่าง ๆ 

กลูโคส 
(g/L) 

อัตราการเจริญ 
(mg/ml.h) 

การหมัก  
(mol ethanol /ml.h) 

ผลผลิตเอทานอลทางทฤษฎี 
(%) 

100 
200 
300 
400 

0.33 
0.24 
0.11 
0.03 

54.0 
52.7 
42.5 
14.2 

93.5 
66.4 
59.0 
23.6 

 
ที่มา: Panchal (1990) 
 

3.3.2 อุณหภูมิ 
ยีสต์แต่ละชนิดเติบโตได้ดีที่ อุณหภูมิแตกต่างกัน ยีสต์ส่วนใหญ่เป็นพวกมีโซไฟล์ 

มีอุณหภูมิที่เหมาะสม ส าหรับการเจริญเติบโตอยู่ระหว่าง 35-47 oC (สาวิตรี, 2540) ซึ่งยีสต์แต่ละ
ชนิดต้องการช่วงอุณหภูมิในการเจริญที่แตกต่างกัน ส่วนใหญ่ยีสต์จะไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 
สูงกว่า 50 oC  

3.3.3 ออกซิเจน 
ในการเจริญเติบโตของยีสต์ต้องการออกซิเจนส าหรับสังเคราะห์เยื่อหุ้มเซลล์ เพ่ือให้

โครงสร้างที่เป็นไขมันมีเสถียรภาพ และเพ่ือรักษาสภาพของกระบวนการต่าง ๆ ขณะที่การเอทานอล
จะไม่ใช้ออกซิเจน เนื่องจากออกซิเจนมีผลท าให้การผลิตเอทานอลลดลง  

3.3.4 ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 
ยีสต์สามารถเจริญได้ค่อนข้างดีที่ pH ระหว่าง 3.6-6.0 แต่ pH ที่เหมาะสมในการเจริญ

อยู่ระหว่าง 4.5-5.5  ส าหรับ pH เริ่มต้นที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลควรมีค่าเท่ากับ 5.0 (Reed 
& Nagodawithana, 1991)   

3.3.5 สารอาหารและโคแฟกเตอร์  
สารอาหารบางอย่างอาจไม่เพียงพอส าหรับการหมัก  ซึ่งรวมถึงแหล่งไนโตรเจนที่มีมวล

โมเลกุลต่ า เช่น แอมโมเนียมไอออน วิตามิน เกลือแร่ แร่ธาตุต่างๆ เช่น สังกะสี  ฟอสฟอรัส
แมกนีเซียม แคลเซียม ซึ่งสารอาหารที่มีความจ าเป็นมีดังนี้ (Rose & Harrison, 1970) 

3.3.5.1 ไนโตรเจน   
เป็นธาตุอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญของยีสต์ และเป็นสารตั้งต้นส าหรับ 

การสังเคราะห์โปรตีนท าให้จ านวนเซลล์เพ่ิมขึ้น นับว่าเป็นส่วนส าคัญที่กระตุ้นการหมักหรือการผลิต 
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เอทานอล โดยในตัวของยีสต์จะมีปริมาณไนโตรเจนประมาณ 10%wt ซึ่งยีสต์ S. cerevisiae สามารถ
ใช้แอมโมเนียมไอออนได้ เนื่องจากแอมโมเนียมไอออนจัดเป็นแหล่งไนโตรเจนที่มีมวลโมเลกุลต่ า  

3.3.5.2 ฟอสฟอรัส  
ปกติใส่ในรูปของฟอสเฟต ซึ่งเป็นไอออนิกแฟคเตอร์  จัดเป็นธาตุอาหารที่มี

ความส าคัญต่อการเจริญของยีสต์ แต่ความเข้มข้นไม่ควรเกิน 4% ของน้ าหนกัแห้ง 
3.3.5.3 ซัลเฟอร์  
ปกติในอุตสาหกรรมใช้ในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟต จัดเป็นธาตุอาหารที่มี

ความจ า เป็นต่อการเจริญของยีสต์เช่นเดียวกับฟอสฟอรัส และความเข้มข้นโดยทั่วไปไม่ควรเกิน 
1%wt 

3.3.5.4 แร่ธาตุอาหารอื่นๆ 
เป็นแร่ธาตุที่มีความเข้มข้นเฉลี่ยน้อยกว่า 100 ppm ความต้องการแร่ธาตุของ

ยีสต์ค่อนข้างหลากหลาย โดยเฉพาะพวกที่เป็นประจุบวก ได้แก่ สังกะสี แมงกานีส แมกนีเซียม 
แคลเซียม ทองแดง และเหล็ก สารเหล่านี้ท าหน้าที่เป็นโคแฟคเตอร์ของเอนไซม์ ที่ช่วยกระตุ้นให้
เกิดปฏิกิริยาหรืออยู่ในสภาวะที่เสถียร 

3.3.6 ความเข้มข้นเอทานอล 
ในสภาพที่มีเอทานอลสูงการเจริญและการหมักยีสต์จะถูกยับยังเพราะเอทานอลมีผลต่อ

เอนไซม์และสรีรวิทยาของเซลล์เมื่อเอทานอลมากกว่า 1% โดยน้ าหนักมีผลท าให้การเจริญลดลง และ
จะหยุดลงเมื่อมีเอทานอล 4.7-7.8% ซึ่งต่อจากนั้นจะเป็นการหมักเอทานอลจนถึงเอทานอลความ
เข้มข้น 14% โดยน้ าหนัก การที่ยีสต์ไม่เจริญท าให้อัตราการหมักลดลงด้วย S.cerevisiae เป็นยีสต์ที่
ทนเอทานอลมากท่ีสุด  
  
4. เทคนิคการตรึงเซลล์ 
 4.1 การตรึงเซลล์ 

4.1.1 ความหมายของการตรึงเซลล์ 
การตรึงเซลล์ได้ดัดแปลงมาจากการตรึงเอนไซม ์โดยเป็นการจ ากัดขอบเขตของจุลินทรีย์

ให้อยู่ที่บริเวณใดบริเวณหนึ่ง หรือท าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ โดยที่เซลล์จุลินทรีย์ไม่สูญเสีย
คุณสมบัติการท างาน มีความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาและสามารถน าเซลล์กลับมาใช้ใหม่ 
ได้อย่างต่อเนื่อง โดยสภาพของเซลล์ที่ถูกตรึงนั้นอาจจะก าลังเจริญหรือก าลังพักตัว  

4.1.2 วิธีการตรึงเซลล์ 
การตรึงเซลล์ คือ การยึดหรือเกาะติดของเซลล์จุลินทรีย์ไว้กับวัสดุตรึงรูป ดังภาพที่ 8 

วิธีการตรึงเซลล์สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 วิธี (Kok & Hasirci, 2000) ดังนี้ 
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4.1.2.1 การยึดติดผิวทางกายภาพและยึดติดด้วยประจุ (Physical adsorption 
and Ionic binding) 

วิธีนี้เป็นการดูดหรือยึดเซลล์จุลินทรีย์ที่ผิวของวัสดุตรึงรูป วัสดุตรึงรูปที่นิยมใช้ 
ในวิธีนี้ ได้แก่ แผ่นพลาสติกที่มีรูพรุน วัสดุเหลือใช้จากธรรมชาติ เป็นต้น วิธีนี้มีโอกาสเกิดผลกระทบ
ในแง่ลบต่อเซลล์น้อยเนื่องจากเป็นกระบวนการทางกายภาพ แต่ความคงทนในการยึดเกาะ หรือดูด
ซับของเซลล์บนวัสดุตรึงก็น้อยเช่นกัน เทคนิคนี้มีการใช้อย่างแพร่หลายในงานทางสิ่งแวดล้อม เช่น 
การบ าบัดน้ าเสียด้วยระบบการกรองแบบชีวภาพ (Trickling filter) เป็นต้น 

4.1.2.2. การยึดติดด้วยพันธะโควาเลนท์ (Covalent binding) 
วิธีนี้เป็นกระบวนการสร้างพันธะระหว่างเซลล์จุลินทรีย์กับวัสดุตรึงรูป มีพันธะ 

ที่แข็งแรงส่งผลให้เซลล์มีความเสถียรสูง แต่มีข้อเสียส าหรับวัสดุตรึงรูปในกลุ่มนี้จ าเป็นต้องเร่งสภาพ
ก่อนการใช้งาน  

4.1.2.3 การเชื่อมแบบไขว้ (Cross-linking) 
เป็นการใช้สารเคมีเชื่อมเซลล์จุลินทรีย์เข้าไว้ด้วยกัน โดยใช้สารเคมีประเภทพวก 

glutaraldehyde toluene การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้จะใช้ปฏิกิริยาที่ต่างกัน ได้แก่ การเชื่อมเซลล์กับ
สารตัวกลาง การดูดเกาะเซลล์ที่ผิวหน้าสารยึดเกาะ และการเชื่อมเซลล์กับเซลล์ หรือการกักเซลล์ไว้
ในสารที่มีรูพรุน ซ่ึงวิธีนี้ไม่เป็นที่นิยมเนื่องจากกระบวนการตรึงรูปสามารถส่งผลเสียต่อจุลินทรีย์  

4.1.2.4 การดักติด (Entrapment) 
วิธีนี้ เป็นการดักติดจุลินทรีย์ด้วยวัสดุตรึงรูป  ประเภทสารพอลิเมอร์  หรือ 

แผ่นเมมเบรน ซ่ึงวิธีนี้แตกต่างจากวิธีอ่ืนข้างต้น โดยจุลินทรีย์ไม่ได้เกิดปฏิกิริยาโดยตรงกับวัสดุตรึงรูป  
แต่จุลินทรีย์จะถูกดักติดอยู่ในวัสดุ ดังนั้น จึงสามารถประยุกต์ใช้งานได้ทั้งจุลินทรีย์และสารโปรตีน
ชนิดอ่ืนอ่ืนๆ วัสดุที่นิยมใช้ในการตรึงรูปประกอบด้วยพอลิเมอร์จากธรรมชาติและสังเคราะห์ เช่น 
สารประกอบอัลจีเนต สารพอลิไวนิลแอลกอฮอลล์ วิธีการนี้เป็นวิธีการที่นิยมใช้ในงานหลายประเภท 
เช่น อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมอาหาร เป็นต้น  
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ภาพที่ 8 การตรึงเซลล์ด้วยวิธตี่างๆ 

 

ที่มา: Adams (2009)   
 

งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
  

ปัจจุบันเอทานอลมีบทบาทส าคัญในการใช้ เป็นพลังงานทดแทน และประเทศไทย  
มีความต้องการเอทานอลเพ่ิมมากขึ้น จากการรายงานการใช้เอทานอลในปี 2014 พบว่า มีการใช้ 
เอทานอลเฉลี่ย 3.2 ล้านลิตรต่อวัน และคาดว่าในปี 2021 จะมีการใช้มากถึง 9 ล้านลิตรต่อวัน  
(กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2558) ท าให้มีความต้องการเอทานอลเพ่ิมมากขึ้น 
จึงมีการศึกษาพัฒนากระบวนการผลิตเอทานอล เพ่ือเพ่ิมปริมาณการผลิตและความเข้มข้นเอทานอล 
โดยกระบวนการหมักแบบแยกกระบวนการผลิต (Separation hydrolysis and fermentation, 
SHF) จะมีขั้นตอนการย่อยเพ่ือให้ได้น้ าตาลกลูโคส จากนั้นน าน้ าตาลที่ได้มาท าการหมักเพ่ือเปลี่ยน
น้ าตาลเป็นเอทานอลด้วยยีสต์หรือจุลินทรีย์ภายใต้สภาวะที่ปราศจากอากาศ อย่างเช่นในงานวิจัยของ 
 ผ่องศรี และคณะ (2551) ได้ศึกษาการใช้ประโยชน์เอนไซม์เซลลูเลสจากการหมักฟางข้าวใน
อาหารเหลวด้วย T. reesei RMUTT01 ในการย่อยสลายกากมันส าปะหลังเพ่ือผลิตน้ าตาลรีดิวซ์และ
การหมักเอทานอลจากน้ าตาลรีดิวซ์ด้วย S. cerevisiae RIT02 โดยเปรียบเทียบกับการหมักเอทานอล
จากกากมันส าปะหลังแบบรวมปฏิกิริยา (Simultaneous saccharification fermentation, SSF) 
และแบบแยกกระบวนการผลิต (Separate enzymatic hydrolysis and fermentation, SHF)  
พบว่า ผลผลิตน้ าตาลรีดิวซ์จากการใช้เอนไซม์เซลลูเล 4% (w/v) ที่ pH 5 และอุณหภูมิห้อง (28 oC) 
สามารถผลิตน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 6 g/L ซึ่งการหมักเอทานอลแบบ SSF ใช้เวลาหมักเท่ากับ 4 วัน 
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สามารถผลิตเอทานอลมีความเข้มข้นสูงสุดเท่ากับ 2 g/L ขณะที่การหมักแบบ SHF  ใช้เวลาหมัก
เท่ากับ 5 วัน มีความเข้มข้นเอทานสูงสุดประมาณ 2.7 g/L 
 Saha and Cotta (2008) ท าการหมักเอทานอลจากแกลบที่ผ่านการปรับสภาพด้วยปูนขาว
ที่อัตราส่วนแกลบ 1 g ต่อปูนขาว 100 mg ที่อุณหภูมิ 121 oC เวลา 1 h จากนั้นย่อยด้วยเอนไซม์
เซลลูเลสปริมาณ 0.15 ml/g substarte pH 5 อุณหภูมิ 45 oC เป็นเวลา 72 h และท าการหมักด้วย 
recombinant E. coli สายพันธุ์ FBR5 เมื่อเปรียบเทียบการหมักแบบ SHF และแบบ SSF พบว่า การ
หมักแบบ SHF ใช้เวลาหมัก 16 h มีความเข้มข้นของเอทานอล 9.8±0.5 g/L ขณะที่การหมักแบบ 
SSF ใช้เวลา 53 h มีความเข้มข้นสูงเอทานอลถึง 11.0±1.0 g/L  
 ขนิษฐา และคณะ (2558) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae 
TISTR 5339 บนล าต้นแก่นตะวันที่ผ่านการปรับสภาพ พบว่า การตรึงรูปเซลล์บนล าต้นแก่นตะวันที่
ผ่านการปรับสภาพ 1 g ที่อุณหภูมิ 50 oC เป็นเวลา 180 min มีประสิทธิภาพในการตรึงเซลล์สูงสุด
เท่ากับ 7.48±0.07x108 cell/g substarte ที่ระยะเวลาการหมัก 15 h สามารถผลิตเอทานอลที่ให้ 
ความเข้มข้นสูงถึง 9.98±0.19 g/L คิดเป็นอัตราการผลิตเอทานอล 0.67±0.01 g/L.h และ
ประสิทธิภาพการหมัก 91.49±2.40% ซึ่งการหมักด้วยเซลล์ตรึงรูปนี้สามารถท าการหมักซ้ า 
ได้อย่างน้อย 3 ครั้ง ซึ่งมปีระสิทธิภาพการหมักเฉลี่ยสูงกว่า 50% 
 Edita et al. (2010) ศึกษาการผลิตเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae  
บนแกลบเทียบกับเซลล์อิสระ พบว่า แกลบปริมาณ 2.5 g ที่ อุณหภูมิ 30 oC เป็นเวลา 24 h  
มีประสิทธิภาพการตรึงเซลล์สูงสุดเท่ากับ 0.9x107 cell/ml จากนั้นท าการหมักเอทานอลเป็นเวลา 
48 h พบว่า มีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลเท่ากับ 62.7% โดยสูงกว่าการหมักด้วยเซลล์อิสระ 
0.23 เท่า  
 Pongthep et al. (2012) ศึกษาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ S. cerevisiae NP 01 บน
ฟางข้าวฟ่างหวานด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ โดยศึกษาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์เริ่มต้นตั้งแต่ 
5×107 ถึง 2×108 cells/ml เพ่ือผลิตเอทานอล พบว่า ที่ความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้น 1.0×108 cells/ml 
เหมาะสมในการผลิตเอทานอล ซึ่งท าการหมักบ่มที่อุณหภูมิ 30 oC ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น
เท่ากับ 230 g/L สามารถผลิตเอทานอลที่มีความเข้มข้นสูงเท่ากับ 99.28±3.53 g/L  
  
 
 
  
 
 



บทที่ 3  
วัตถุดิบ อุปกรณ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

 
วัตถุดิบ 

 
1. การเตรียมตัวอย่างวัตถุดิบ 
 ฟางข้าว ที่ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นฟางข้าวจากพ้ืนที่ทางการเกษตร อ าเภอแม่ริม จังหวัดเชียงใหม่ 
ประเทศไทย (18°56'29"N, 98°53'12"E) น ามาตากแดดให้แห้ง และท าการลดขนาดด้วยเครื่องบดให้
มีขนาดประมาณขนาดประมาณ 2.5-3 cm ดังภาพที่ 9  

 

ภาพที่ 9 ฟางข้าวหลังการลดขนาด 
 

2. เชื้อจุลินทรีย์ 
 จุลินทรีย์ที่นิยมใช้ในการหมักเอทานอล คือ Saccharomyces cerevisiae เพราะสามารถ
เจริญเติบโตได้รวดเร็ว และยังสามารถใช้น้ าตาลได้หลากหลาย ดังภาพที่ 10  

 

ภาพที่ 10 ยีสต์ S. cerevisiae ที่ส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 20 เท่า 
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อุปกรณ์ 
 
 1. อุปกรณ์ และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง มีดังนี้ 
 1. เครื่องปั่น (Blender) 
 2. ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
 3. หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า (Autoclave) 
 4. เครื่องชั่งไฟฟ้า (Electronic balance) 
 5. เครื่องแก้ว (Glasswaer) 
 6. เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) 
 7. เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
 8. ชุดกรองสารด้วยเครื่องปั๊มอากาศ (Suction pump)  
 9. ตู้เขี่ยเชื้อ (Laminar flow) 
 10. ตู้แช่เย็น (Refrigerator) 
 11. ตู้บ่มเพาะแบบเขย่า (Incubator shaker) 
 12. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
 13. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
 14. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 
 15. กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) 
 16. ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Haemacytometer) 
 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 
1. การศึกษาการปรับสภาพฟางข้าว 
 1.1 การปรับสภาพฟางข้าวด้วยสารละลายกรด  
 น าฟางข้าวที่บดจ านวน 1 g มาปรับสภาพด้วยกรดกรดอะซิติก และกรดซัลฟูริกที่ 
ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 2.5 และ 5.0% (v/v) อัตราส่วนพืช 1 g ต่อสารละลาย 20 ml ดังภาพที่ 11 
แล้วน าไปปรับสภาพที่อุณหภูมิ 120 oC เป็นเวลา 120 min ด้วยตู้อบลมร้อน และที่อุณหภูมิ 121 oC 
ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า จากนั้นท าการวิเคราะห์
ปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ด้วยวิธี น้ าตาลทั้งหมด (total sugar) ด้วยวิธี Phenol sulfuric 
acid (Dubois et al., 1956) น้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) ด้วยวิธี somogyi-nelson (Nelson, 
1994) และน้ าตาลกลูโคสและไซโลส ด้วยวิธี o-Toluidine (Jesse, 1970) ดังแสดงในภาคผนวก ก 
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เพ่ือน าผลปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และความเข้มข้นของน้ าตาลที่ได้มาเปรียบเทียบ ส าหรับ
คัดเลือกวิธีการปรับสภาพที่เหมาะสม ก่อนท าการปรับสภาพฟางข้าวในสารละลายด่าง 

 

ภาพที่ 11 ฟางข้าวในสารละลายกรดอะซิกติก และกรดซัลฟูริก ที่ใช้ปรับสภาพ 
 
1.2 การปรับสภาพฟางข้างด้วยสารละลายด่าง 
น าของแข็ง ซึ่งเป็นกากของฟางข้าวที่ได้คัดเลือกจากการปรับตามข้อที่ 1.1 ล้างด้วยน้ ากลั่น

จน pH เท่ากับ 7 น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 105 oC เป็นเวลา 24 h เก็บฟางข้าวที่อบแห้ง และน ามา
ปรับสภาพด้วยสารละลายด่าง ได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์ แคลเซียมไฮดรอกไซด์ และโซเดียมคลอไรด์ 
ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% (w/v) อัตราส่วนพืช 1 g ต่อสารละลาย 20 ml ดังภาพที่ 12 
จากนั้นท าการวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ด้วยวิธี น้ าตาลทั้งหมด (total sugar) ด้วย
วิธี Phenol sulfuric acid (Dubois et al., 1956) น้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) ด้วยวิธี somogyi-
nelson (Nelson, 1994) และน้ าตาลกลูโคสและไซโลส ด้วยวิธี o-Toluidine (Jesse, 1970) ดัง
แสดงในภาคผนวก ก เพ่ือน าผลปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และความเข้มข้นของน้ าตาลที่ได้มา
เปรียบเทียบ เพ่ือท าการคัดเลือกชนิดและความเข้มข้นของด่าง จากนั้นน าฟางข้าวท าการย่อยด้วย
เอนไซม์เซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei 
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ภาพที่ 12 การปรับสภาพฟางข้าวในสารละลายด่างที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 5-20% (w/v) 
(ก) โซเดียมไฮดรอกไซต์  (ข) แคลเซียมไฮดรอกไซต์  (ค) โซเดียมคลอไรด์ 

2. การย่อยสลายฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 
 น าฟางข้าวที่ได้คัดเลือกจากการปรับสภาพตามข้อที่ 1.2 มาย่อยสลายด้วยเอนไซม์เซลลูเลส
ทางการค้าที่ปริมาณการโหลดเอนไซม์ 20 FPU/g substrate โดยใช้ปริมาณฟางข้าวเท่ากับ 5 g 
 ใน 0.05 M โซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ (pH 4.8) ปริมาตรทั้งหมด 100 ml ดังภาพที่ 13 และน าไปท า 
การฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 oC เป็นเวลา 15 min ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 42 oC 
อัตราการเขย่า 200 rpm เป็นเวลา 16 h จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง เพ่ือแยกสารละลายส่วนใส 
มาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 
 

 

ภาพที่ 13 การย่อยสลายฟางข้าวด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 
 
3. การเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
 น าเชื้อยีสต์ที่ เพาะเลี้ยงไว้บนอาหารแข็ง YMA (Yeast malt extract agar) ดังแสดง 
ในภาคผนวก ค ท าการเขี่ยยีสย์จ านวน 1 colony ลงในอาหารเหลว YM (Yeast malt extract 
medium) ปริมาตร 100 ml ประกอบด้วย กลูโคสปริมาณเท่ากับ 10 g/L เพปโทนปริมาณเท่ากับ  

 
(ก) 

  
(ข)  

  
(ค)  
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5 g/L มอลต์สกัดปริมาณเท่ากับ 3 g/L และยีสต์สกัดปริมาณเท่ากับ 3 g/L จากนั้นปรับ pH เท่ากับ 5 
และท าการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ าที่อุณหภูมิ 121 oC เป็นเวลา 15 min หลังจากนั้นน าไป
ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 37 oC ด้วยความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 18 h  
ดังภาพที่ 14 เพ่ือใช้เป็นกล้าเชื้อในการตรึงเซลล์ยีสต์ ส าหรับหมักเอทานอล 
 

 

ภาพที่ 14 เชื้อยีสต์ S. cerevisiae ส าหรับตรึงรูปเซลล์และหมักเอทานอล 
 
4. การเตรียมน้ าหมัก 
 น าฟางข้าวที่ย่อยน้ าตาลที่ได้จากข้อที่ 2 ท าการปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 oC ด้วยความเร็วรอบ 
4,200 rpm เป็นเวลา 20 min ดัดแปลงจาก (Belal, 2013) เพ่ือแยกส่วนใสที่เป็นสารละลาย ส าหรับ
ท าการหมักเอทานอล โดยมีความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 200 g/L ปริมาตรที่ใช้ในการหมักเอทานอล
เท่ากับ 100 ml จากนั้นเติมแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณเท่ากับ 5 g/L ยีสต์สกัดปริมาณเท่ากับ 3 g/L 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาณเท่ากับ 2 g/L และแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรตปริมาณ
เท่ากับ 1 g/L และปรับ pH เท่ากับ 5 หลังจากนั้นน าไปท าการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ า 
ที่อุณหภูมิ 121 oC เป็นเวลา 15 min  
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ภาพที่ 15 น้ าตาลที่ได้จากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 
 
5. การหมักเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae  
 5.1 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการตรึงรูปเซลล์ยีสต์  S. cerevisiae บนฟางข้าว 
ที่ผ่านการปรับสภาพ 
 น าเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ทีจ่ านวนเซลล์เริ่มต้นประมาณ 1.8x106 cell/ml ท าการตรึงรูป
เซลล์ยีสต์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM ปริมาตรเท่ากับ 100 ml ที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ า 
ที่อุณหภูมิ 121 oC เป็นเวลา 15 min โดยใช้ฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพตามข้อที่ 1.2 ที่ปริมาณ
เท่ากับ 1, 2, 3 และ 4 g เปรียบเทียบกับเซลล์อิสระ ดังภาพที่ 16 จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC 
เป็นเวลา 24 h และท าการนับจ านวนเซลล์อิสระที่เหลืออยู่ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์ เพ่ือค านวณจ านวน
เซลล์ที่ถูกตรึง 

 

ภาพที่ 16 การศึกษาปริมาณฟางข้าวที่เหมาะสมในการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae 
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 5.2 การหมักเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae 
น าส่วนสารละลายที่เป็นน้ าหมักตามข้อที่ 4 ปริมาตรเท่ากับ 100 ml เติมลงในฟลากส์กที่มี 

การตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae บนฟางข้างที่ผ่านการปรับสภาพ ท าการหมักบ่มที่อุณหภูมิ  
37 oC เป็นเวลา 24 h ด้วยระบบ Air locked เพ่ือป้องกันอากาศเข้าภายในฟลาสก์ระหว่างการหมัก
เอทานอล โดยเปรียบเทียบกับการหมักด้วยเซลล์อิสระ ดังภาพที่ 17 ซึ่งการหมักเอทานอลด้วย 
การตรึงรูปเซลล์ยีสต์จะท าการหมักแบบ repeated batch โดยในรอบต่อไปของการหมักจะท า 
การเก็บสารละลายน้ าหมักของเอทานอล เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มข้นเอทานอลด้วยวิธี Dichomate 
(Seo et al., 2009)  และผลได้การผลิตเอทานอล ดังแสดงในภาคผนวก ง ส่วนฟางข้าวที่มีการตรึงรูป
อยู่จะท าการล้างด้วยน้ าหมักตามข้อที่ 4 ปริมาตรเท่ากับ 25 ml จ านวน 2 ครั้ง ก่อนท าการเติม 
น้ าหมักส าหรับการหมักในแต่ละครั้ง  

 

(ก)    (ข)  

ภาพที่ 17 การหมักเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae 
(ก) ชุดควบคุม (เซลล์อิสระ) (ข) เซลล์ตรึงรูปยีสต์ S. cerevisiae 
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7. การประเมินต้นทุนเบื้องต้นในการผลิตเอทานอลจากฟางข้าว 
 การประเมินต้นทุนจากการผลิตเอทานอลในงานวิจัยนี้ พิจารณาจากสภาวะที่ดีที่สุดของแต่
ละขั้นตอน เพ่ือน ามาท าการประเมินค่าใช้จ่ายจะประกอบด้วย ค่าสารเคมีในการปรับสภาพฟางข้าว
ตามสภาะที่คัดเลือก และค่าเอนไซม์เซลลูเลสส าหรับขั้นตอนการย่อย 

 
8. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 ในแต่ละชุดการทดลองจะท าการทดลอง 3 ซ้ า ส าหรับการายงานผลการทดลองทางสถิติ  
จะรายงานด้วยการหาค่าเฉลี่ย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของผลการทอดลอง และใช้การวิเคราะห์
ความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองด้วย One way Analysis of Variance (ANOVA) ดังแสดงใน
ภาคผนวก ง 
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 ภาพรวมส าหรับการด าเนินงานวิจัยจะประกอบด้วยขั้นตอนการปรับสภาพ การย่อยสลาย
ด้วยเอนไซม์ และการหมักเอทานอล ดังภาพที่ 18  

 

 

ภาพที่ 18 ขั้นตอนการด างานวิจัย 
 

โซเดียมคลอไรด์ 



บทที่ 4    
ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย 

 
ผลการศึกษาการปรับสภาพฟางข้าว 

 
1. ผลการศึกษาการปรับสภาพฟางข้าวในสภาวะกรด 
 ในงานวิจัยนี้เลือกใช้การปรับสภาพวิธีการทางเคมีร่วมกับความร้อน โดยการน าฟางข้าวมา
ปรับสภาพในสารละลายกรดอะซิติก และกรดซัลฟูริก ที่ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 2.5 และ 5.0% (v/v) 
พบว่า การให้ความร้อนด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า มีผลต่อการผลิตน้ าตาลสูงกว่าฟางข้าวที่ผ่าน
การให้ความร้อนด้วยตู้อบลมร้อน เนื่องจากการใช้สารละลายกรดเจือจางและความร้อนภายใต้สภาวะ
ความดันสูงในการปรับสภาพจะมีประสิทธิภาพการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลโลสได้ดี ซึ่งมีผลท าให้
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสแตกตัวออกจากกัน ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้จะเปลี่ยนเป็นน้ าตาลดังสมการที่ 2 
และสมการที ่3 (วิทยา, 2553) 

เซลลูโลส               กลูแคน  กลูโคส        (2) 
เฮมิเซลลูโลส      ไซแลน       ไซโลส         ฟูเฟอรอล   (3) 

เมื่อพิจารณาชนิด และความเข้มข้นของกรด ที่ผ่านการให้ความร้อนด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ  
ความดันไอน้ า จะสังเกตเห็นว่า กรดซัลฟูริกมีผลต่อการลดความเป็นผลึกของเฮมิเซลลูโลสได้ดีกว่า
กว่าการใช้กรดอะซิกติก ซึ่งสอดคล้องต่อผลความเข้มข้นของน้ าตาลที่เกิดขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ  
(p < 0.05)  ดังแสดงในภาคผนวก ง เนื่องจากกรดซัลฟูริกเป็นกรดแก่ จึงมีความสามารถ 
ในการละลายเฮมิเซลลูโลสได้ดีกว่ากรดอะซิติกที่เป็นกรดอ่อน โดยกรดซัลฟูริกที่ความเข้มข้น  
2.5% (v/v) ให้ผลผลิตน้ าตาลทั้งหมดสูงสุดเท่ากับ 20.11 g/L คิดป็น 0.40 g/g dry plant ขณะทีก่ารใช้
กรดซัลฟูริกเข้มข้น 5% (v/v) ผลผลิตน้ าตาลทั้งหมดที่เกิดขึ้นมีค่าลดลง ดังภาพที่ 19 ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากการปรับสภาพวัตถุดิบด้วยกรดภายใต้อุณหภูมิและความดันสูง มีผลท าให้ความเข้มข้น  
ของกรดเพ่ิมขึ้นจนมีมากเกิน จึงส่งผลต่อการท าลายโครงสร้างของน้ าตาลท าให้สูญเสียโมเลกุล 
ของน้ าตาลและเกิดเป็นสารประกอบชนิดอ่ืนที่เป็นพิษ ได้แก่ เฟอร์ฟูรอล ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรอล 
และสารประกอบฟีนอลลิกที่เกิดจากการก าจัดน้ าของน้ าตาล จึงท าให้ปริมาณน้ าตาลที่ได้ลดลง 
(Rahman et al., 2006) ทั้งนี้ จากการวิเคราะห์หากลูโคส ไซโลส และน้ าตาลรีดิวซ์ ดังตารางที่ 7 จะ
เห็นว่า ผลผลิตของไซโลสมีมากกว่ากลูโคส ทั้งนี้เนื่องจากสารละลายกรดเจือจางมีผลในการละลายเฮ
มิเซลลูโลสได้ดี เพราะว่าเฮมิเซลลูโลส ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มีคาร์บอน 5 และ  
6 อะตอม อย่างเช่น ไซโลส และอะราบิโนส เป็นต้น (ชัชนันท์, 2557) 
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 เพราะฉะนั้น สภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรด คือ การใช้กรดซัลฟูริก 
เข้มข้น 2.5% (v/v) ภายใต้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min  
ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า สามารถย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสออกจากเซลลูโลสได้ดี ซึ่งเกิดเป็น
ผลผลิตน้ าตาลที่ประกอบด้วยกลูโคสเท่ากับ 3.70 g/L ไซโลสเท่ากับ 4.21 g/L และน้ าตาลรีดิวซ์รีดิวซ์
เท่ากับ 9.50 g/L หรือคิดเป็น 0.19 g/g dry plant   
 

 
ภาพที่ 19 ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดของฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรดอะซิติก และกรดซัลฟูริก
ที่ความเข้มข้นต่างๆ ภายใต้อุณหภูมิ 120 oC เวลา 120 min ด้วยตู้อบลมร้อน และอุณหภูมิ 121 oC  

ความดัน 15 lb/in2 เวลา 15 min ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า 
 

 

 

 

 

 

 

0.32 1.110.91
2.24

1.94

17.37

1.38 1.86 2.22

18.68

1.66

7.84

1.96

20.11

1.28

3.90

1.88

18.30

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

น  ำกลั่น กรดอะซิกติก กรดซัลฟูริก น  ำกลั่น กรดอะซิกติก กรดซัลฟูริก

ตู้อบลมร้อน หม้อนึ่งฆ่ำเชื อควำมดันไอน  ำ
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ตารางที่ 7 ผลการวิเคราะห์เซลลูโลสแ เฮมิเซลลูโลส กับกลูโคส ไซโลส และน้ าตาลรีดิวซ์ ที่เกิดจาก
การปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรด 

การปรับสภาพ 
เซลลูโลส 

(%) 
เฮมิเซลลูโลส 

(%) 
กลูโคส  
(g/L) 

ไซโลส 
(g/L) 

น้ าตาลรีดิวซ์  
(g/L) 

ตู้อบลมร้อน 
น้ ากลั่น 45.91 24.29 0.09 0.09 0.01 

กรดอะซิติก % (v/v) 
0.5 
1.0 
2.5 
5.0 

28.00 
44.01 
25.91 
22.23 

14.52 
8.50 
19.60 
16.68 

0.42 
0.39 
0.33 
0.38 

0.22 
0.19 
0.20 
0.14 

0.43 
0.49 
0.51 
0.36 

กรดซัลฟูริก % (v/v) 
0.5 
1.0 
2.5 
5.0 

38.17 
31.59 
54.79 
50.30 

15.77 
10.88 
9.74 
12.39 

0.81 
0.67 
0.70 
0.30 

1.18 
0.86 
0.44 
0.16 

0.56 
0.68 
0.70 
0.38 

หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า 
น้ ากลั่น 45.80 18.92 0.91 0.28 0.43 

กรดอะซิติก % (v/v) 
0.5 
1.0 
2.5 
5.0 

48.34 
59.74 
53.07 
53.98 

17.55 
12.77 
15.10 
14.84 

0.37 
0.45 
0.38 
0.40 

0.30 
0.42 
0.29 
0.33 

0.44 
0.76 
0.63 
0.62 

กรดซัลฟูริก % (v/v) 
0.5 
1.0 
2.5 
5.0 

56.58 
58.73 
70.85 
68.84 

2.41 
0.63 
0.49 
2.29 

3.06 
3.43 
3.70 
3.54 

3.06 
2.92 
4.21 
3.70 

6.94 
8.33 
9.50 
8.42 
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2. ผลการศึกษาการปรับสภาพฟางข้าวในสภาวะด่าง 
  จากผลการปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรดตามสภาวะที่ ได้คัดเลือกคือ การปรับสภาพฟางข้าว
ด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น 2.5% (v/v) ภายใต้อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15  lb/in2 เป็นเวลา 15 min 
ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ าที่ น ามาปรับสภาพด้วยสารละลายด่าง ได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ และโซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% (w/v) จาก 
การวิเคราะห ์พบว่า ผลปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากการปรับสภาพด้วยสารละลายด่างแต่ละชนิดมี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ โดยฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
15%v (w/v) จะให้ปริมาณน้ าตาลสูงที่สุด รองลงมาคือ โซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 10% (w/v) และ
แคลเซียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 5% (w/v) จะให้ปริมาณน้ าตาลน้อยสุด ดังภาพที่ 20 และเมื่อพิจารณา 
ที่ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 15% (w/v) พบว่า ให้ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดสูงสุด
เท่ากับ 40.61 g/L หรือคิดเป็น 0.81 g/g dry plant ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยที่ศึกษาการผลิตเอทานอล
จากฟางข้าวที่ปรับด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 12% (w/v) ที่มีปริมาณน้ าตาล 0.64 g/g dry plant 
(Moridi et al., 2013)   
  

 
ภาพที่ 20 ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดจากการปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรด 2.5% (v/v) ร่วมกับสารละลาย

ด่างที่ความเข้มข้นต่างๆ ภายใต้อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15  lb/in2 เป็นเวลา 15 min  
ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า 
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ตารางท่ี 8 ผลการวิเคราะห์เซลลูโลสแ เฮมิเซลลูโลส กับกลูโคส ไซโลส และน้ าตาลรีดิวซ์ ที่เกิดจาก
การปรับสภาพฟางข้าวด้วยสารละลายด่าง 

การปรับสภาพ 
เซลลูโลส  

(%) 
เฮมิเซลลูโลส 

(%) 
กลูโคส 
(g/L) 

ไซโลส  
(g/L) 

น้ าตาลรีดิวซ์  
(g/L) 

แคลเซียมไฮดรอกไซด์ % (w/v) 
5 
10 
15 
20 

68.39 
67.62 
68.21 
67.94 

0.22 
0.25 
0.35 
0.35 

0.36 
0.32 
0.22 
0.19 

0.20 
0.17 
0.13 
0.13 

0.92 
0.88 
0.85 
0.85 

โซเดียมคลอไรด์ % (w/v) 
5 
10 
15 
20 

45.71 
49.32 
44.42 
29.59 

0.45 
0.19 
0.43 
0.20 

0.26 
0.36 
0.29 
0.17 

0.04 
0.04 
0.05 
0.11 

0.34 
0.49 
0.42 
0.34 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ % (w/v) 
5 
10 
15 
20 

73.14 
75.75 
90.14 
84.65 

0.41 
0.38 
0.19 
0.40 

12.44 
18.15 
20.10 
9.13 

1.66 
0.21 
0.15 
0.12 

19.26 
20.36 
23.11 
11.81 

 
 จากการวิเคราะห์หาเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ดังตารางที่ 8 พบว่า 
เฮมิเซลลูโลสมีปริมาณลดลง ในขณะที่สัดส่วนของเซลลูโลสเพ่ิมขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับสารละลายความ
เข้มข้นของกลูโคสและไซโลสที่เกิดขึ้น เนื่องจากสารละลายด่างสามารถก าจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน
ที่เกาะแทรกอยู่กับเซลลูโลส และยังช่วยเพ่ิมพ้ืนผิวของเซลลูโลส (Ibrahim, 2012) ทั้งนี้ ภายหลังการ
ปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 15% (w/v)  จะเห็นว่า ฟางข้าวหลังการปรับ
สภาพมีลักษณะเป็นเส้นใยพองตัวที่มีความอ่อนนุ่ม และมีสีขาวขุ่น ดังภาพที่ 21  
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(ก) (ข) (ค) 

ภาพที่ 21 ลักษณะฟางข้าว (ก) ก่อนการปรับการสภาพ, (ข) หลังการปรับสภาพด้วยกรด และ  
(ค) หลังการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดร่วมกับด่าง ภายใตอุ้ณหภูมิ 121 oC  

ความดัน 15  lb/in2 เป็นเวลา 15 min ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า 
 

จากการส่งวิเคราะห์องค์ประกอบเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยใช้วิธีการตาม  
Detergent method ดังตารางที่  9 พบว่า ฟางข้าวหลังผ่านการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริก  
2.5% (v/v) ไม่มีเหลืออยู่ และสัดส่วนของลิกนินเพ่ิมขึ้นเท่ากับ 15.30%wt ขณะที่ฟางข้าวหลังผ่าน
การปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 15% (w/v) มีสัดส่วนเซลลูโลสเพ่ิมขึ้นเท่ากับ 
90.29%wt และลิกนินลดลงเท่ากับ 1.83%wt เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสถูกลดความเป็นผลึก จึงท าให้
การจัดเรียงโครงสร้างไม่เป็นระเบียบ และเม่ือให้ความร้อนภายใต้ความดันสูงร่วมกับการใช้สารละลาย
กรดและด่างที่มีความเข้มข้นมากพอ เป็นผลท าให้สามารถดึงลิกนินออกจากเซลลูโลสท าให้  
เกิดการแตกพันธะออก จะส่งผลท าให้เอนไซม์ง่ายต่อการเข้าไปย่อยเซลลูโลสเพ่ิมมากขึ้น (Brodeur 
et al., 2011) โดยจะสังเกตการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างที่เกิดได้จากลักษณะพ้ืนผิวของฟางข้าว
ก่อนและหลังผ่านการปรับสภาพตามการคัดเลือกที่ได้จากภาพถ่ายอิเล็กตรอนไมโครกราฟ (Scaning 
Electron Microscope, SEM) ดังภาพที่ 22 

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงเลือกสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเข้มข้น 2.5% (v/v) ร่วมกับ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้น 15% (w/v) ภายใต้การให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 
15 lb/ in2 เป็นเวลา 15 min ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า เป็นวิธีการปรับสภาพฟางข้าว 
ที่เหมาะสม  
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ตารางที่ 9 องค์ประกอบฟางข้าวก่อนและหลังปรับสภาพ ภายใต้อุณหภูมิ 121 oC ความดัน  
15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า 

วิธีการปรับสภาพ 
องค์ประกอบของฟางข้าว (%wt) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 

ก่อนปรับสภาพ 43.21 23.00 4.37 
หลังการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น 2.5% (v/v) 71.99 0.00 15.30 
หลังการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น 2.5% (v/v) 
ร่วมกับโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 15% (w/v) 

90.29 0.00 1.83 

 

ภาพที่ 22 ลักษณะพ้ืนผิวของฟางข้าว (ก) ก่อนปรับสภาพ, (ข) หลังปรับสภาพด้วยกรด,  
(ค) หลังปรับสภาพด้วยสารละลายกรดร่วมกับด่าง และ (ง) หลังการย่อยด้วยเอนไซม์ 

  
 
 
  

(ก) (ข
) 

(ค
) 

(ง) 
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ผลการย่อยสลายฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 
 
 น าฟางข้าวที่ได้จากการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างตามการคัดเลือก โดยใช้
น้ าหนักฟางปริมาณเท่ากับ 5 g แช่ในสารละลายโซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ pH 4.8 ปริมาตรเท่ากับ 
100 ml และเติมเอนไซม์เซลลูเลสที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ 20 FPU/g substrate จากนั้นน าไปบ่ม 
ที่อุณหภูมิ 42oC อัตราการเขย่า 200 rpm เป็นเวลา 16 h น าส่วนที่เป็นสารละลายมาวิเคราะห์ 
หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กลูโคส) ดังตารางที่ 10 พบว่า หลังการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส ฟางข้าว
ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพมีความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 6.75 ขณะที่ฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพ 
มีความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 202.11 g/L ซึ่งจะเห็นได้ว่า ฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพมีความ
เข้มข้นน้ าตาลมากกว่าฟางข้าวที่ไม่ผ่านการปรับสภาพถึง 29.94 เท่า เนื่องมาจากฟางข้าวที่ผ่าน 
การปรับสภาพมีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง ส่งผลท าให้ลดความเป็นผลึกของเซลลูโลส และช่วยเพ่ิม
พ้ืนที่ในการย่อยด้วยเอนไซม์มีผลท าให้เอนไซม์สามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Remill et al., 
2014) 
 
ตารางท่ี 10 ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากฟางข้าวโดยการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 

ตัวอย่าง 
น้ าตาลทั้งหมด (g/L) 

ก่อนย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส หลังย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 

ฟางข้าวที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ 0.07 6.75 
ฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพ 0.93 202.11 

  
จากภาพที่ 22 เมือ่เปรียบเทียบลักษณะพ้ืนผิวฟางข้าว จะเห็นว่า ก่อนการปรับสภาพฟางข้าว

มีลักษณะผิวที่หยาบและจัดเรียบงอย่างเป็นระเบียบ ซึ่งหลังการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกที่ความ
เข้มข้น 2.5% (v/v) ผิวของฟางข้าวจะมีรอยแตกเป็นลักษณะฉีกหลุดออกตรงบริเวณขอบผิว และเมื่อ
หลังผ่านการปรับสภาพต่อด้วยโซเดียมไฮดรอกไซต์ที่ความเข้มข้น 15% (w/v) มีผลท าให้ 
การจัดเรียงโครงสร้างไม่เป็นระเบียบ โดยฟางข้าวจะเกิดการขยายตัวออกมาซึ่งจะเห็นเป็นลักษณะ
คล้ายเส้นใยที่ก าลังฉีก ทั้งนี้เนื่องมาจากลิกนินที่ผิวของฟางข้าวได้ถูกก าจัดออกไป ซึ่งเป็นผลดีส าหรับ
การท างานของเอนไซม์ให้สามารถเข้าไปท างานได้ง่ายขึ้น และเมื่อน าฟางข้าวมาท าการย่อยต่อด้วย
เอนไซม์ จะเห็นได้ว่า ฟางข้าวมีลักษณะคล้ายแท่งเส้นใยเล็กๆ ที่ขาดออกจากกัน และแตกแยกออกมา
อย่างกระจัดกระจายอย่างไม่เป็นระเบียบ 
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ผลการผลิตเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
 
1. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae บนฟางข้าวที่ผ่าน 
การปรับสภาพ 
 จากการศึกษาปริมาณฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพจ านวน 1, 2, 3 และ 4 g พบว่า ฟางข้าว
ปริมาณเท่ากับ 3 g ส่งผลให้การเกาะติดของเซลล์ดีที่สุด ดังภาพที่ 23 และเมื่อเพ่ิมปริมาณฟางข้าวที่
ปริมาณเท่ากับ 4 g การยึดเกาะติดของเซลล์ยีสต์มีจ านวนลดลง ทั้งนี้ อาจเนื่องมาจากปริมาณของ
ฟางข้าวทีเ่พ่ิมมากเกินไปจะท าให้มีพ้ืนที่ของวัสดุตรึงมีมากกว่าจ านวนเซลล์ ซึ่งส่งผลต่อการคลื่อนย้าย
และการเจริญเติบโตของยีสต์ (Edita et al., 2010)  
 

 

ภาพที่ 23 จ านวนเซลล์ยีสต์ที่ถูกตรึงบนฟางข้าวทีผ่่านการปรับสภาพ 
 
2. ผลการหมักเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae 
 การหมักเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลที่ได้จากการย่อยฟางข้าวด้วยเอนไซม์เซลลูเลส  
มีความเข้มข้นประมาณ 200 g/L ปรับ pH เท่ากับ 5 แล้วท าการหมักด้วยเซลล์ยีสต์ตรึงรูปในฟางข้าว
ที่ผ่านการปรับสภาพจ านวน 3 g ปริมาตร 100 ml มีเชื้อเริ่มต้น 1.8x106 cell/ml จากนั้นน าไปบ่ม 
ที่ อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 h และท าการลงหมักเก็บตัวอย่างทุก 24 h ผลการวิเคราะห์ 
ความเข้มข้นเอทานอล น้ าตาลกลูโคสและจ านวนของเซลล์ยีสต์ที่เหลือ ดังตารางที่ 11  
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ตารางที่ 11 ค่าพารามิเตอร์ ที่ได้จากการหมักแบบด้วยเซลล์อิสระ และการหมักแบบ repeated 
batch ในฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพ ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 h  

การหมัก 
ปริมาณเอทานอล 

(% v/v) 
ผลได้เอทานอล 

(g/g) 
กลูโคสที่เหลือ 

(g/L) 
จ านวนเซลล์ยีสต์ที่เหลือ 

(cell/ml) 

เซลล์อิสระ 14.58 0.57± 15.77 3.73x107 
เซลล์ตรึงรูป 
1 
2 
3 
4 

 
16.70 
16.24 
16.28 
16.06 

 
0.65 
0.63 
0.64 
0.63 

 
13.06 
11.95 
11.02 
12.77 

 
1.18x107 
1.14x107 
1.13x107 
1.66x107 

5 14.74 0.58 16.25 1.99x107 
6 13.57 0.53 17.63 2.06x107 
7 13.35 0.52 17.74 2.11x107 
8 12.48 0.49 19.17 2.23x107 
9 12.50 0.49 19.42 2.38x107 
10 12.42 0.48 21.76 2.41x107 
11 12.17 0.48 21.02 2.58x107 

ค่าเฉลี่ย 14.23 0.56 16.53 1.90x107 

 
 จากการหมักเอทานอลแบบ repeated batch จ านวน 11 ครั้ง พบว่า เอทานอลที่เกิดขึ้น 
มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 12.17 ถึง 16.70% (v/v) มีค่าเฉลี่ยโดยรวม 14.23% (v/v) คิดเป็นผลได้ 
เอทานอลเท่ากับ 0.56 g/g ซึ่งมีความเข้มข้นกลูโคสที่เหลือเฉลี่ยโดยรวม  16.53 g/L และจ านวน
เซลล์ยีสต์ที่เหลือเฉลี่ยโดยรวม 1.90x107 cell/ml ทั้งนี้ เอทานอลที่เกิดขึ้นยังคงมีความเข้มข้น 
เอทานอลที่สูงและไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับงานวิจัยที่หมัก 
เอทานอลโดยใช้รากไม้คอร์กเป็นวัสดุตรึงรูปเซลล์สามารถท าการหมักเอทานอลได้จ านวน 10 ครั้ง  
มีความเข้มข้นเอทานอลเพียง 10.51±0.021% (v/v) (Tang et al., 2013) นอกจากนี้ จะเห็นได้ว่า 
การหมักเอทานอลในครั้งที่ 5 ถึงครั้งที่ 11 จ านวนเซลล์ยีสต์ที่เหลือมีค่าเพ่ิมขึ้น ในขณะที่ความเข้มข้น
เอทานอลลดลง ทั้งนี้อาจเนื่องจากฟางข้าวเกิดการเปื่อยจึงท าให้เซลล์ยีสต์ในฟางข้าวสามารถ 
หลุดออกจากการยึดเกาะขณะที่ท าการล้าง เพ่ือเติมน้ าหมักส าหรับหมักในแต่ละรอบถัดไป จึงส่งผล
ท าให้การผลผลิตเอทานอลลดลง (Pongthep et al., 2012) อย่างไรก็ตาม ในการหมักเอทานอลแบบ 
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repeated batch ยีสต์จะสามารถใช้น้ าตาลเพ่ือเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้มากขึ้นเมื่อเทียบกับ 
การหมักเอทานอลแบบเซลล์อิสระ   
 

ผลการประเมินต้นทุนเบื้องต้นในการผลิตเอทานอลจากฟางข้าว 
 
 ส าหรับการประเมินต้นทุนจากการผลิตเอทานอล ในงานวิจัยนี้พิจารณาจากสภาวะที่ดีที่สุด
ของแต่ละข้ันตอน เพ่ือน ามาท าการประเมินค่าใช้จ่าย ซึ่งประกอบด้วย ค่าสารเคมีในการปรับสภาพ
ฟางข้าวตามสภาะที่คัดเลือก และค่าเอนไซม์เซลลูเลส ดังตารางที่ 1  
 ราคาสารเคมีที่ใช้มีดังนี้ 
 1. กรดซัลฟูริกเข้มข้น 98% ขนาด 2.5 L ราคา 475 บาท 
 2. โซเดียมไฮดรอกไซต์เข้มข้น 99% ขนาด 1 kg ราคา 590 บาท 
 3. เอนไซม์เซลลูเลส Trichoderma reesei ขนาด 100 g ราคา 2,500 บาท 
  
ตารางท่ี 1 ต้นทุนเบื้องต้นในการผลิตเอทานอลจากฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพเป็นวัสดุตรึงรูปเซลล์
ยีสต์  S. cerevisiae โดยใช้กระบวนการหมักแบบแยกกระบวนการผลิต 

รายการต้นทุน หน่วย 

กรดซัลฟูริกเข้มข้น 98% ที่ความเข้มข้น 2.5% (v/v) ใช้ 10.20 ml 
โซเดียมไฮดรอกไซต์เข้มข้น 99% ที่ความเข้มข้น 15% (w/v) ใช้ 60.60 g 
เอนไซม์เซลลูเลส  1.40 g 

  1.94 bath 
  35.75 bath 
  35.00 bath 

ราคารวมต่อเอทานอลที่ผลิตได้ (เอทานอล 86.50 ml)   72.69 bath 
ราคาต้นทุนการผลิตเอทานอล     0.84 bath/ml 

  
จากการประเมินต้นทุนเบื้องต้นของการหมักสามารถผลิตเอทานอลได้ปริมาณ 86.50 ml 

จากการใช้ปริมาณฟางข้าวเริ่มต้น 30 g พบว่า ราคาต้นทุนการผลิตเอทานอลเท่ากับ 0.84 bath/ml 
หรือ 840 bath/L ซึ่งเมื่อพิจารณาการหมักแบบ repeated batch ที่สามารถหมักเอทานอลซ้ า 
เป็นจ านวน 11 ครั้ง จะมีความคุ้มค่าในเชิงเศรษฐศาสตร์กว่าการผลิตเอทานอลแบบเซลล์อิสระ 
เนื่องจากผลผลิตเอทานอลที่ได้จากการหมักด้วยเทคนิคการตรึงรูปเซลล์สามารถเพ่ิมความเข้มข้น 
เอทานอลที่เกิดข้ึน และยังช่วยลดต้นทุนในส่วนของจุลินทรีย์ที่ใช้เตรียมในกระบวนการผลิตเอทานอล 
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ผลการประเมินศักยภาพการผลิตเอทานอลจากฟางข้าว 
 

จากการวิเคราะห์ตามสภาวะการผลิตเอทานอลจากฟางข้าวปริมาณ 1 ตัน สามารถผลิต 
เอทานอลประมาณ 604.17 ลิตรต่อวัน เมื่อพิจารณาจากศักยภาพปริมาณฟางข้าวในประเทศ พบว่า 
ปริมาณฟางข้าวที่เกิดขึ้นมีประมาณ 19 ล้านตัน โดยมีสัดส่วนการน าไปใช้ประโยชน์ 22% ส่วนที่ยัง 
ไม่มีการใช้ประโยชน์ 48% และถูกเผาทิ้งประมาณ 30% (รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ โครงการความ
ยั่งยืนด้านสิ่งแวดล้อมด้านเศรษฐกิจสังคมของการใช้ฟางข้าว ส าหรับอาหารสัตว์ พลังงานและปุ๋ยใน
ประเทศไทย, 2559) จากการประเมินศักยภาพการผลิตเอทานอลของฟางข้าวที่มีปริมาณคงเหลือ  
9.12 ล้านตัน จะสามารถผลิตเอทานอลประมาณ 24.54 ล้านลิตรต่อวัน ดังตารางที่ 12 ซึ่งเอทานอล
ที่ผลิตได้มีปริมาณสูงกว่า 53.95% เมื่อเทียบตามแผนพัฒนาพลังงานทดแทนและพลังงานทางเลือกท่ี
คาดว่าในปี 2579 จะสามารถผลิตเอทานอลได้ประมาณ 11.30 ล้านลิตรต่อวัน (กรมพัฒนาพลังงาน
ทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2558) เพราะฉะนั้น ฟางข้าวจึงมีศักยภาพที่จะน ามาใช้เป็นวัตถุดิบ 
ตั้งต้นส าหรับการผลิตเอทานอล และการผลิตเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์เป็นอีกวิธีหนึ่งที่น่าสนใจ
น าไปการประยุกต์ใช้และพัฒนาต่อยอดส าหรับเพ่ิมผลได้ในการผลิตเอทานอล 
 
ตารางท่ี 12 ปริมาณชีวมวล (ฟางข้าว) ในประเทศไทย  

ฟางข้าว 
แต่ละภูมิภาค 

พ้ืนที่ 
เก็บเก่ียว 

(ไร่) 

ปริมาณ 
ผลผลิต  
(ตัน/ไร่) 

ปริมาณฟางข้าว 
ที่เกิดขึ้น  

(ตัน) 

ปริมาณฟางข้าว 
ทีเ่หลือ  
(ตัน)* 

ศักยภาพ 
การผลิตเอทานอล  
(พันลิตรต่อวัน)** 

ภาคเหนือ 41,874 13,417,106 6,574,382 5,128,018 8,488 

ภาคตะวันออก 
เฉียงเหนือ 

14,566 14,019,942 6,869,772 
5,358,422 8,869 

ภาคกลาง 196,451 5,210,976 2,553,378 1,991,635 3,296 

ภาคตะวันตก 29,693 3,631,162 1,779,269 1,387,830 2,297 

ภาคตะวันออก 105,649 1,848,101 905,569 706,344 1,169 

ภาคใต้ 4,883 659,709 323,257 252,141 417 

รวมทั้งหมด 393,116 38,786,996 19,005,628 14,824,390 24,538 

 
หมายเหตุ: *  คือ สัดส่วนฟางข้าวที่ไม่มีการใช้ประโยชน์ 78%  
       ** คือ เทียบจากปริมาณการผลิตเอทานอล 604.17 ลิตรต่อวัน  (ฟางข้าวปริมาณ 1 ตัน)



บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

 
ในการรผลิตเอทานอลจากฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพด้วยด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ 

Saccharomyces cerevisiae จะเห็นได้ว่า ฟางข้าวก่อนการปรับสภาพฟางข้าวประกอบด้วย 
เซลลูโลส 43.21% เฮมิเซลลูโลส 23.00% และลิกนิน 4.30% เมื่อน าฟางข้าวมาผ่านการปรับสภาพ
ด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น 2.5% (v/v) ภายใต้การให้ความร้อนด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า 
 ที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min พบว่า สารละลายกรดสามารถละลาย 
เฮมิเซลลูโลสส่งผลให้ปริมาณเซลลูโลสและและลิกนินเพ่ิมขึ้นเท่ากับ 71.99 และ 15.30%wt 
ตามล าดับ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเฮมิเซลลูโลสมีการจัดเรียงโครงสร้างที่ไม่เป็นระเบียบ และเมื่ออยู่
ภายใต้ความร้อนสูงและกรดที่มีความเข้มข้นมากพอเป็นผลท าให้สามารถท าให้ลิกนินแตกพันธะออก 
ท าให้มีความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 20.11g/L หรือคิดเป็น 0.40 g/g dry plant และน้ าตาลรีดิวซ์
เท่ากับ 9.50 g/L หรือคิดเป็น 0.19 g/g dry plant ซึ่งมีกลูโคสและไซโลสเท่ากับ 3.70 g/L และ  
4.21 g/L ตามล าดับ 

จากนั้นท าการปรับสภาพด้วยสารละลายด่าง พบว่า ฟางข้าวหลังผ่านการปรับสภาพด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 15% (w/v) มีปริมาณเซลลูโลสเพ่ิมขึ้นเท่ากับ 90.29% และลิกนินลดลง
เท่ากับ 1.83% เนื่องจากสารละลายด่างสามารถดึงลิกนินออกจากเซลลูโลส ท าให้เกิดการแตกพันธะ
ออกจากกัน โดยให้ความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 40.61 g/L หรือคิดเป็น 0.81 g/g dry plant และ
น้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 23.11 g/L หรือคิดเป็น 0.46 g/g dry plant ซึ่งมีกลูโคสและไซโลสเท่ากับ 20.10 
และ 0.15 g/L ตามล าดับ 

หลังจากนั้นน าฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างดังกล่าวข้างต้น  
มาย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส Trichoderma reesei มีกิจกรรมของเอนไซม์ 20 FPU/g substrate  
ที่อุณหภูมิ 42 oC อัตราการเขย่า 200 rpm เป็นเวลา 16 h พบว่า มีความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมด
เกิดขึ้นเท่ากับ 202.11 g/L โดยความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากฟาวช้าวที่ผ่านการปรับสภาพมี
มากกว่า 29.94 เท่าของฟางข้าวที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ  

ต่อมาได้ศึกษาการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae บนฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพ 
ในปริมาณต่างๆ พบว่า ฟางข้าวปริมาณ 3 g ให้ผลการเกาะติดของเซลล์ดีที่สุด โดยมีจ านวนเซลล์ 
ที่ถูกตรึงเท่ากับ 2.97x107 cell/ml จากนั้นท าการหมักเอทานอลด้วยวิธีการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ 
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บนฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพเทียบกับการหมักด้วยเซลล์อิสระ ที่มีความเข้มข้นเชื้อเริ่มต้น  
1.8x106 cell/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 h พบว่า การหมักเอทานอลด้วยวิธีการตรึงรูป
เซลล์ยีสต์บนฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพมีความเข้มข้นเอทานอลที่สูงกว่าการหมักแบบอิสระ โดย
สามารถหมักซ้ าได้เป็นจ านวน 11 ครั้ง และมีความเข้มข้นเอทาานอลเฉลี่ยโดยรวม 14.23% (v/v)  
คิดเป็นผลได้เอทานอลเท่ากับ 0.56 g/g  
 จากการประเมินต้นทุนเบื้องต้น พบว่า ราคาต้นทุนการผลิตเอทานอลเท่ากับ 0.84 bath/ml 
ซึ่งเมื่อพิจารณาการหมักแบบ repeated batch ที่สามารถหมักเอทานอลซ้ าเป็นจ านวน 11 ครั้ง จะมี
ความคุ้มค่าในเชิงเศรษฐศาสตร์กว่าการผลิตเอทานอลแบบเซลล์อิสระ เนื่องจากผลผลิตเอทานอลที่ได้
จากการหมักด้วยเทคนิคการตรึงรูปเซลล์สามารถเพ่ิมความเข้มข้นเอทานอลที่เกิดขึ้น และยังช่วยลด
ต้นทุนในส่วนของจุลินทรีย์ที่ใช้เตรียมในกระบวนการผลิตเอทานอล 
 และจากการประเมินศักยภาพการผลิตเอทานอลที่ปริมาณฟางข้าวคงเหลือ 9.12 ล้านตัน  
จะสามารถผลิตเอทานอลประมาณ 24.54 ล้านลิตรต่อวัน โดยเอทานอลที่ผลิตได้มีปริมาณสูงกว่า 
53.95% เมื่อเทียบตามแผนพัฒนาพลังงานทดแทนและพลังงานทางเลือกที่คาดว่าในปี 2579 จะ
สามารถผลิตเอทานอลได้ประมาณ 11.30 ล้านลิตรต่อวัน ดังนั้น การน าฟางข้าวมาใช้เป็นวัตถุดิบตั้ง
ต้นส าหรับการผลิตเอทานอลด้วยเทคนิคการตรึงรูปเซลล์ จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่น่าสนใจน าไป
ประยุกต์ใช้ และพัฒนาต่อยอดส าหรับเพ่ิมผลได้ในการผลิตเอทานอล เพ่ือพัฒนาพลังงานทดแทนที่
ยั่งยืนส าหรับประเทศไทย 
  

ข้อเสนอแนะ 
 
 1. สามารถน าวิธีการปรับสภาพที่ได้ไปช่วยในการเตรียมวัตถุดิบส าหรับการผลิตเอทานอล
จากชีวมวลหรือวัตถุดิบชนิดอื่น 

2. สามารถน าเทคนิคการตรึงรูปเซลล์ที่ได้ไปพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตเพ่ือเพ่ิมผลผลิต 
เอทานอลในการต่อยอดสู่ระดับอุตสาหกรรม 

3. ในกระบวนการผลิตเอทานอลควรรูปแบบมีวิธีการผลิตเอทานอลที่หลากหลาย  
4. ควรมีการศึกษาปัจจัยอ่ืนนอกเหนือจากชนิด และความเข้มข้นของสารละลาย เพ่ือเป็น

แนวทางในการออกแบบระบบส าหรับการย่อยของเอนไซม์และการผลิตเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลส 
  
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก  
วิธีวิเคราะห์ และกราฟมาตรฐาน 
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การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยวิธี Phenol sulfuric (Dubois et al., 1956) 
1. สารเคมี 
 1. สารละลายฟีนอล 5% (w/v) เตรียมโดยละลายฟีนอล 5 g ในน้ ากลั่น 100 ml 
 2. กรดซัลฟูริกเข้มข้น 98% (v/v) 
 
2. วิธีวิเคราะห์ 
 1. น าสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 ml ใส่ในหลอดทดหลอด (ใช้น้ ากลั่นเป็น blank) 
 2. เติมสารละลายฟีนอล 1 ml ลงในหลอดทดลองข้อ 1. 
 3. เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 98% (v/v) 5 ml ลงในสารผสมข้อ 2. ตั้งทิ้งไว้ 10 min จากนั้น
น าไปเขย่าผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลายแล้วตั้งทิ้งไว้ประมาณ 20 min 
 4. น าตัวอย่างที่ท าการทดลองไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 nm เทียบกราฟ
มาตรฐาน (standard curve) ระหว่างความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสมาตรฐานกับค่าการดูดกลืนแสง 
 
3. การสร้างกราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส 
 
ตารางผนวกท่ี 1 ค่าการดูดกลืนแสงของน้ าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยวิธี Phenol sulfuric 

ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคส (mg/l) ค่าการดูดกลืนแสง (490 nm) 

   0 0.0000 
 20 0.1894 
 40 0.4276 
 60 0.5719 
 80 0.8035 
100 0.8935 
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ภาพผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส (น้ าตาลทั้งหมด) 
 
4. การค านวณปริมาณน้ าตาลทั้งหมด   
 สามารถค านวณได้โดยอาศัยความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ส าหรับวิเคราะห์
หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมด คือ  y = 0.0095x 

เมื่อ  y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความยาวคลื่น 490 nm  
และ  x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (mg/L) 
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การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยวิธี Somogi-Nelson (Nelson, 1994) 
  
1. สารเคมี 
 1. Low-alkalinity reagent of Somogyi 
  สารละลาย A: เตรียมโดยชั่ง Na2CO3 25 g, Rochelle salt 25 g, anhydrous 
NA2SO4 200 g และ NaHCO3 20 g ละลายในน้ ากลั่นประมาณ 1,000 ml 
  สารละลาย B: เตรียมโดยชั่ง CuSO4.5H2O 7.5 g ละลายในน้ ากลั่น 50 ml และเติม
กรดซัลฟูริกเข้มข้น 1-2 หยด  
  สารละลาย C: ผสมสารละลาย B ลงในสารละลาย A ที่อัตราส่วน 1:25 พร้อมคนให้
เข้ากัน ส าหรับน าไปใช้ในการวิเคราะห์แตะละชุดการทดลอง 
 2. Arsenomolybdate reagent of nelson  
  สารละลาย D: เตรียมโดยชั่ง (NH4)6Mo7O24.4H2O 25 g ละลายในน้ ากลั่น 450 ml 
แล้วเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 98% (v/v) ลงไป 21 ml  
  สารละลาย E: เตรียมโดยชั่ง Na2HAsO4.7H2O 3 g ละลายในน้ ากลั่น 25 ml 
หลังจากนั้นน าสารละลาย E เติมลงในสารละลาย D แล้วท าการเติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 
1,000 ml แล้วน าสารละลายผสมนี้ไปเก็บที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 h เก็บไว้ในขวดสีชา 
 
2. วิธีวิเคราะห์ 
 1. น าสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 ml ใส่ในหลอดทดหลอด (ใช้น้ ากลั่นเป็น blank) 
 2. เติมสารละลาย C 1 ml ลงในหลอดทดลองข้อ 1 แล้วน าไปต้มในอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ  
80 oC เป็นเวลา 15 min  
 3. เติม Arsenomolybdate reagent 1 ml ลงในสารผสมข้อ 2 ตั้งทิ้งไว้ 5 min แล้วเติมน้ า
กลั่นปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 ml จากนั้นน าไปเขย่าผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย  
ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 10 min 
 4. น าตัวอย่างที่ท าการทดลองไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 nm เทียบกราฟ
มาตรฐาน (standard curve) ระหว่างความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสมาตรฐานกับค่าการดูดกลืนแสง 
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3. การสร้างกราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส 
 
ตารางผนวกท่ี 2 ค่าการดูดกลืนแสงน้ าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยวิธี Somogyi-Nelson 

ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคส (mg/l) ค่าการดูดกลืนแสง (490 nm) 

   0 0.0000 
 20 0.0577 
 40 0.1397 
 60 0.2049 
 80 0.3009 
100 0.3647 

 
 

 

ภาพผนวกที่ 2 กราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส (น้ าตาลรีดิวซ์) 
 
4. การค านวณปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  
 สามารถค านวณได้โดยอาศัยความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ส าหรับวิเคราะห์
หาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ คือ  y = 0.0036x 

เมื่อ  y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความยาวคลื่น 660 nm  
 และ  x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (mg/L) 
 
 
 

y = 0.0036x
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การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลกลูโคสและไซโลส โดยวิธี o-Toluidine (Jesse, 1970) 
 
1. สารเคมี 

1. สาร o-Toluidine เตรียมโดยชั่ง ไทโอยูเรีย 1.50 g ละลายในกรดอะซิติกเข้มข้น 940 ml 
และผสมสาร o-toluidine ลงไป 60 ml จากนั้นน าไปเขย่าผสมให้เข้ากัน 
  
2. วิธีวิเคราะห์ 
 1. น าสารละลายตัวอย่างปริมาตร 0.1 ml ใส่ในหลอดทดหลอด (ใช้น้ ากลั่นเป็น blank) 
 2. เติมสาร o-Toluidine 5 ml ลงในหลอดทดลองข้อ 1 แล้วน าไปต้มเดือดในอ่างน้ าร้อน 
เป็นเวลา 20 min และตั้งน าออกมาตั้งทิ้งไว้ประมาณ 10 min 
 3. น าตัวอย่างที่ท าการทดลองไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 630 nm และ 480 nm 
ส าหรับน้ าตาลกลูโคสและน้ าตาลไซโลส ตามล าดับ โดยน ามาเทียบกับกราฟมาตรฐาน ( standard 

curve) ระหว่างความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสและไซโลสมาตรฐานกับค่าการดูดกลืนแสงนั้นๆ 
 
3. การสร้างกราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสแลไซโลส 
 
ตารางผนวกท่ี 3 ค่าการดูดกลืนแสงของกลูโคสและไซโลส ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยวิธี o-Toluidine 

ความเข้มข้นน้ าตาล  
(g/l) 

ค่าการดูดกลืนแสงของกลูโคส 
(630 nm) 

ค่าการดูดกลืนแสงของไซโลส 
(480 nm) 

0.0 0.0000 0.0000 
0.1 0.0328 0.0850 
0.2 0.0593 0.1604 
0.3 0.0889 0.2353 
0.4 0.1176 0.316 
0.5 0.1478 0.3918 
0.6 0.1745 0.4910 
0.7 0.1996 0.5711 
0.8 0.2266 0.6230 
0.9 0.2690 0.7324 
1.0 0.3047 0.8162 
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ภาพผนวกที่ 3 กราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส โดยวิธี o-Toluidine 
 

 

ภาพผนวกที่ 4 กราฟมาตรฐานน้ าตาลไซโลส โดยวิธี o-Toluidine 
 
4. การค านวณปริมาณน้ าตาลกลูโคสและไซโลส  
 สามารถค านวณได้โดยอาศัยความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ส าหรับวิเคราะห์
หาปริมาณน้ าตาลกลูโคส คือ  y = 0.2949x และน้ าตาลไซโลส คือ y = 0.8056x 

เมื่อ  y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความยาวคลื่น 630 nm 
และค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความยาวคลื่น 480 nm 
 และ  x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคสและไซโลส (g/L) ตามล าดับ 
 
 
 

y = 0.2949x
R² = 0.9973
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การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลโดยวิธี Dichomate (Seo et al., 2009)  
 
1. สารเคมี 

1. สาร Dichomate acid เตรียมโดยชั่ง K2Cr2O7 34 g ละลายในกรดอะซิติกเข้มข้น  
500 ml และเติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 ml จากนั้นน าไปเขย่าผสมให้เข้ากัน 
  
2. วิธีวิเคราะห์ 
 1. น าสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 ml ใส่ในหลอดทดหลอด (ใช้น้ ากลั่นเป็น blank) 
 2. เติมสาร Dichomate acid 5 ml l ลงในหลอดทดลองข้อ 1 และเติมน้ ากลั่น 4 ml 
จากนั้นน าไปต้มในอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 60 oC  เป็นเวลา 20 min และตั้งน าออกมาตั้งทิ้งไว้ประมาณ 
10 min 
 3. น าตัวอย่างที่ท าการทดลองไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm เทียบกับกราฟ
มาตรฐาน (standard curve) ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล 
 
3. การสร้างกราฟมาตรฐานเอทานอล 
 
ตารางผนวกท่ี 4 ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยวิธี Dichomate 

ความเข้มข้นเอทานอล (%v/v) ค่าการดูดกลืนแสง (600 nm) 

0.0 0.0000 
0.2 0.0763 
0.4 0.1567 
0.6 0.2315 
0.8 0.3146 
1.0 0.3680 
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ภาพผนวกที่ 5 กราฟมาตรฐานเอทานอล โดยวิธี Dichomate 
 
4. การค านวณปริมาเอทานอล  
 สามารถค านวณได้โดยอาศัยความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ส าหรับวิเคราะห์
หาปริมาณเอทานอล คือ  y = 0.3802x 

เมื่อ  y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความยาวคลื่น 600 nm  
 และ  x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเอทานอล (% v/v) 
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การวิเคราะห์ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์โดย Haemacytometer  
 

1. วัสดุอุปกรณ์ 
 1. Haemacytometer 
 2. Coverslip 
 3. Microscope 
 
2. วิธีวิเคราะห์ 
 1. ท าความสะอาดวัสดุอุปกรณ์ด้วยกระดาษเช็ดเลนส์ 
 2. ท าการเจือจางสารละลายตัวอย่าง โดยใช้น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ 
 3. ดูดสารละลายตัวอย่างที่เจือจางแตะบนบริเวณช่องว่าง Haemacytometer แล้วปิดทับ
ด้วย Coverslip ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ 
 4. น าไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 40X นับจ านวนเซลล์ยีสต์จากช่องสี่เหลี่ยมใหญ่
ทั้งหมด 5 ช่อง โดยท าการนับเซลลืที่คร่อมอยู่บนเส้นเฉพาะด้านบนและด้านซ้านล่างของช่อง เพื่อกัน
การสับสนที่จะเกิดข้ึน จากนั้นค านวณหาค่าเฉลี่ยของเซลล์ที่มีอยู่ในช่องสี่เหลี่ยมใหญ่ 1 ช่อง 
 
3. การค านวณปริมาณเซลล์ยีสต์ 
 ขนาดความลึกของ Haemacytometer  = 0.1           mm 
 ขนาดพ้ืนที่ 1 ช่องใหญ่ของ Haemacytometer = 0.2 x 0.2           mm 
 ปริมาตร 1 ช่องใหญ่ของ Haemacytometer = 0.2 x 0.2 x 0.1          mm3 
       = 0.000004          cm3 
       = 4 x 10-6                    ml 

 
ปริมาณเซลล์ยีสต์ (cell/ml) = จ านวนเซลล์เฉลี่ยที่นับได้ใน 1 ช่องใหญ่ x (1/4) x 106 x Dilution 

 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข  
ข้อมูลผลการทดลอง 
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ข้อมูลองค์ประกอบของฟางข้าวก่อนและหลังการปรับสภาพตามสภาวะท่ีคัดเลือก 
 

 

ภาพผนวกที่ 6 ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ของฟางข้าวก่อนการปรับสภาพ 
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ภาพผนวกที่ 7 ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ของฟางข้าวหลังการปรับสภาพด้วย
กรดซัลฟูริก 2.5% (v/v) ภายใต้อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min  

ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า 
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ภาพผนวกที่ 8 ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ของฟางข้าวหลังการปรับสภาพด้วย
กรดซัลฟูริก 2.5% (v/v) ร่วมกับโซเดียมไฮดรอกไซด์ 15% (w/v) ภายใต้อุณหภูมิ 121 oC  

ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค  
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
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อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ Saccharomyces cerevisiae  
 
1. Yeast Malt medium (YM)  

  Malt extract      3  g 
Yeast extract       3  g 
Peptone      5  g 
Glucose    10  g 
Distilled water          1,000  ml 

น าส่วนผสมทั้งหมดละลายในน้ ากลั่น ปรับ pH เท่ากับ 5 กรณีอาหารแข็งให้เติมผงวุ้น (Agar) 
20 g แบ่งใส่ฟลาสก์ละ 100 ml จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ าที่อุณหภูมิ 121 oC 
ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min 
 
2. Yeast Fermentation medium (YFM) 

Yeast extract       6  g 
Peptone      5  g 
KH2PO4      4 g 
(NH4)2SO4      2 g 
MgSO4.7H2O      1 g 
Glucose            150  g 
Distilled water          1,000  ml 

น าส่วนผสมทั้งหมดละลายในน้ ากลั่น ปรับ pH เท่ากับ 5 กรณีอาหารแข็งให้เติมผงวุ้น (Agar) 
20 g แบ่งใส่ฟลาสก์ละ 100 ml จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ าที่อุณหภูมิ 121 oC 
ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 15 min 
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สารละลายบัฟเฟอร์ 
 
1. การเตรียมสารละลายโซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตาม pH ที่ต้องการและปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml 
สารละลาย A: 0.05 M citric acid (C6H8O.7H2O 10.51 g ละลายในน้ ากลั่น 1,000 ml) 
สารละลาย B: 0.05 M sodium citrate (Na3C6H5O7.2H2O 14.7 g ละลายในน้ ากลั่น 1,000 ml) 
 
ตารางผนวกท่ี 5 การเตรียมสารละลายโซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ที่ pH ต่างๆ 

pH สารละลาย A (ml) สารละลาย B (ml) 

3.0 
3.2 
3.4 
3.6 
3.8 
4.0 
4.2 
4.4 
4.6 
4.8 
5.0 
5.2 
5.4 
5.6 
5.8 
6.0 

46.5 
43.7 
40.0 
37.0 
35.0 
33.0 
31.5 
28.0 
25.5 
23.0 
20.5 
18.0 
16.0 
13.7 
11.8 
9.5 

3.5 
6.3 
10.0 
13.0 
15.0 
17.0 
18.5 
22.0 
24.5 
27.0 
29.5 
32.0 
34.0 
36.3 
38.2 
40.5 

 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง  
ข้อมูลทางสถิติ 
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ข้อมูลทางสถิติของการปรับสภาพฟางข้าวในสภาวะกรด 
 
ตารางผนวกท่ี 6 การศึกษารูปแบบการให้ความร้อนต่อผลปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการปรับสภาพฟาง
ข้าวในสภาวะกรด 
 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Total 
Sugar 

Between Groups 214.818 1 214.818 5.109 .038 

Within Groups 672.763 16 42.048   

Total 887.581 17    

Reducing 
Sugar 

Between Groups 56.498 1 56.498 6.639 .020 

Within Groups 136.164 16 8.510   

Total 192.663 17    

Glucose Between Groups 8.040 1 8.040 5.300 .035 

Within Groups 24.271 16 1.517   

Total 32.311 17    

Xylose Between Groups 8.201 1 8.201 6.583 .021 

Within Groups 19.934 16 1.246   

Total 28.135 17    
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ตารางผนวกท่ี 7 การศึกษาชนิดกรดต่อผลปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการปรับสภาพฟางข้าว 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Total 
Sugar 

Between Groups 430.099 2 215.049 7.051 .007 

Within Groups 457.483 15 30.499   

Total 887.581 17    

Reducing 
Sugar 

Between Groups 69.989 2 34.994 4.279 .034 

Within Groups 122.674 15 8.178   

Total 192.663 17    

Glucose Between Groups 14.735 2 7.368 6.288 .010 

Within Groups 17.576 15 1.172   

Total 32.311 17    

Xylose Between Groups 11.601 2 5.800 5.262 .019 

Within Groups 16.535 15 1.102   

Total 28.135 17    

 
Multiple Comparisons 

Dependent Variable 

 

(I) Acid (J) Acid 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Total 
Sugar 

DI Acetic -.93725  4.36598 .833 -10.2431 8.3686 
Sulfuric -10.57100* 4.36598 .029 -19.8769 -1.2651 

Acetic DI .93725 4.36598 .833 -8.3686 10.2431 
Sulfuric -9.63375* 2.76129 .003 -15.5193 -3.7482 

Sulfuric DI 10.57100* 4.36598 .029 1.2651 19.8769 
Acetic 9.63375* 2.76129 .003 3.7482 15.5193 
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ตารางผนวกท่ี 7 (ต่อ) 
Multiple Comparisons 

Dependent Variable 

 

(I) Acid (J) Acid 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Reducing 
Sugar 

DI Acetic -.28000 2.26085 .903 -5.0989 4.5389 
Sulfuric -4.18875 2.26085 .084 -9.0076 .6301 

Acetic DI .28000 2.26085 .903 -4.5389 5.0989 
Sulfuric -3.90875* 1.42988 .015 -6.9565 -.8610 

Sulfuric DI 4.18875 2.26085 .084 -.6301 9.0076 
Acetic 3.90875* 1.42988 .015 .8610 6.9565 

Glucose DI Acetic -.07625 .85576 .930 -1.9003 1.7478 
 Sulfuric -1.88125* .85576 .044 -3.7053 -.0572 
Acetic DI .07625 .85576 .930 -1.7478 1.9003 
 Sulfuric -1.80500* .54123 .005 -2.9586 -.6514 
Sulfuric DI 1.88125* .85576 .044 .0572 3.7053 
 Acetic 1.80500* .54123 .005 .6514 2.9586 

Xylose DI Acetic .11000 .83002 .896 -1.6592 1.8792 
  Sulfuric -1.52625 .83002 .086 -3.2954 .2429 
 Acetic DI -.11000 .83002 .896 -1.8792 1.6592 
  Sulfuric -1.63625* .52495 .007 -2.7552 -.5173 
 Sulfuric DI 1.52625 .83002 .086 -.2429 3.2954 
  Acetic 1.63625* .52495 .007 .5173 2.7552 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ตารางผนวกท่ี 8 การศึกษาความเข้มข้นกรดต่อผลปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการปรับสภาพฟางข้าว 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Total 
Sugar 

Between Groups 70.705 4 17.676 .281 .885 

Within Groups 816.877 13 62.837   

Total 887.581 17    

Reducing 
Sugar 

Between Groups 10.014 4 2.503 .178 .946 

Within Groups 182.649 13 14.050   

Total 192.663 17    

Glucose Between Groups 1.809 4 .452 .193 .938 

Within Groups 30.502 13 2.346   

Total 32.311 17    

Xylose Between Groups .932 4 .233 .111 .976 

Within Groups 27.203 13 2.093   

Total 28.135 17    
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ข้อมูลทางสถิติของการปรับสภาพฟางข้าวในสภาวะด่าง 
 
ตารางผนวกท่ี 9 การศึกษาชนิดสารละลายด่างต่อผลปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการปรับสภาพฟางข้าว 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Total 
Sugar 

Between Groups 3128.282 2 1564.141 123.008 .000 

Within Groups 114.442 9 12.716   

Total 3242.725 11    

Reducing 
Sugar 

Between Groups 912.999 2 456.500 51.426 .000 

Within Groups 79.891 9 8.877   

Total 992.891 11    

 
Multiple Comparisons 

Dependent Variable  

 

(I) Alkaline (J) Alkaline 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Total 
Sugar 

NaOH Ca2OH 34.51500* 2.52149 .000 28.8110 40.2190 

NaCl 33.98000* 2.52149 .000 28.2760 39.6840 

Ca2OH NaOH -34.51500* 2.52149 .000 -40.2190 -28.8110 

NaCl -.53500 2.52149 .837 -6.2390 5.1690 

NaCl NaOH -33.98000* 2.52149 .000 -39.6840 -28.2760 

Ca2OH .53500 2.52149 .837 -5.1690 6.2390 
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ตารางผนวกท่ี 9 (ต่อ) 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable  

 

(I) Alkaline (J) Alkaline 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Reducing 
Sugar 

NaOH Ca2OH 18.26000* 2.10675 .000 13.4942 23.0258 

NaCl 18.73750* 2.10675 .000 13.9717 23.5033 

Ca2OH NaOH -18.26000* 2.10675 .000 -23.0258 -13.4942 

NaCl .47750 2.10675 .826 -4.2883 5.2433 

NaCl NaOH -18.73750* 2.10675 .000 -23.5033 -13.9717 

Ca2OH -.47750 2.10675 .826 -5.2433 4.2883 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
 

ตารางผนวกท่ี 10 การศึกษาความเข้มข้นสารละลายด่างต่อผลปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการปรับสภาพ
ฟางข้าว 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Total 
Sugar 

Between Groups 42.131 3 14.044 .035 .991 

Within Groups 3200.594 8 400.074   

Total 3242.725 11    

Reducing 
Sugar 

Between Groups 27.234 3 9.078 .075 .972 

Within Groups 965.656 8 120.707   

Total 992.891 11    
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ข้อมูลทางสถิติของการหมักเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ในฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพ 
 
ตารางผนวกท่ี 11 ผลการหมักเอทานอลด้วยการตรึงรูปเซลล์ยีสต์ในฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพ 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Ethanol Between Groups .113 1 .113 .035 .856 

Within Groups 32.738 10 3.274   

Total 32.851 11    

Glucose Between Groups .524 1 .524 .037 .852 

Within Groups 143.102 10 14.310   

Total 143.626 11    
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ภาคผนวก จ  
การเผยแพร่ผลงานวิจัย 
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บทความทางวิชาการที่ 1 
 

ชื่อผู้แต่ง:   อภิสรา แซ่จันทร์ 
   ณัฐต์ณิชา สุขเกษม 
ชื่อบทความ:  การปรับสภาพฟางข้ าวด้วยกรดและด่าง เ พ่ือผลิต เอทานอลโดย 

Saccharomyces cerevisiae 
 Pretreatment of Rice Straw with Acid and Alkaline for Ethanol 

Production by Saccharomyces cerevisiae 
ชื่อวารสาร:   การประชุมวิชาการเครือข่ายพลังงานแห่งประเทศไทยครั้งที่ 13 
เล่มที่:   หน้า 1191-1198 ระหว่างวันที่ 31 พฤษภาคม – 2 มิถุนายน 2560  

ณ โรงแรม ดิเอ็มเพรส เชียงใหม่ 
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การน าผลงานแพร่เผยภายในชุมชนหมู่บ้านวังป้อง ต าบลเหมืองแก้ว อ าเภอแม่ริม  
จังหวัดเชียงใหม่ ส าหรับการน างานสร้างสรรค์ไปใช้ประโยชน์ 
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