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บทคัดย่อ 
 

การทดลองนี้ได้ท าการศึกษาการทดสอบพืชและสาหร่ายชีวมวลในประเทศไทยเพ่ือทดแทนพืชพลังงาน
เปรียบเทียบกับสาหร่ายน าเข้าจากต่างประเทศท่ีเหมาะสมส าหรับผลิตไบโอเอทานอล  โดยเริ่มด าเนินการตั้งแต่ปี 
2557-2558 รวบรวมชนิดพืช/สาหร่ายที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลจ านวน 6 ชนิด ได้แก่ ต้นเลา หญ้าเน
เปียร์ (ขอนแก่น) หญ้าคิงเนเปียร์ (ปากช่อง1)  อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa 
(ADOA4)  เปรียบเทียบกับ Chlorella  sp. (J1) จากประเทศญี่ปุ่น  ท าการ Pre-treatment ของพืช 4 ชนิด 
ส่วนสาหร่าย 2 สายพันธุ์ ไม่ได้ Pre-treatment  จากนั้นทดสอบการย่อยโดยกระบวนไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์
เซลลูเลสและไซแลนเนสที่ความเข้มข้น 15 FPU/g substrate เพ่ือย่อยให้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ พบว่าสาหร่ายขนาด
เล็กที่ไม่ผ่านการ Pre-treatment มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงที่สุดในวันที่ 9 มีค่าเท่ากับ 4,236.25 mg/l รองลงมา
คือ Chlorella  sp. (J1)  มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดในวันที่ 8 มีค่าเท่ากับ 2,874.25 mg/l  ซึ่งมีค่าไม่แตกต่าง
จากหญ้าคิงเนเปียร์ ปากช่อง 1 มีค่าเท่ากับ 2,814.63 mg/l   รองลงมาคือ ต้นเลา หญ้าคิงเนเปียร์ (ขอนแก่น) 
และอ้อยพลังงาน ตามล าดับ   และน าตัวอย่างช่วงวันที่ 6-9 ที่มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงไปทดสอบกระบวนการ
หมักด้วยยีสต์ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่าChlorella pyrenoidosa (ADOA4) มีการย่อย
สลายเป็นน้ าตาลกลูโคสได้เร็วที่สุดในวันที่ 2 มีค่าน้ าตาลกลูโคสสูงสุด เท่ากับ 2.284 mg/ml  รองลงมาคือ 
Chlorella  sp. (J1) หญ้าคิงเนเปียร์ (ปากช่อง 1) หญ้าเนเปียร์ (ขอนแก่น) ต้นเลา และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม 
KJ) ตามล าดับ 
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Abstract 
 
 This experiment was conducted to test the plant and algae biomass for renewable 
energy plants in comparison with algae imported from abroad for the production of bio-ethanol 
that it conducted since 2014-2015. The collection of plants/algae had been the potential to 
produce six types of ethanol such as Lao grass, Napier grass (Khonkaen), King Napier grass 
(Pakchong 1) energy cane (hybrid KJ), Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) compared with Chlorella 
sp. (J1).  Pre-treatment of the four species of plants but two species of algae were not Pre-
treatment. Then test the reducing sugar by the enzyme cellulase and xylanase 15 FPU/g 
substrate. The result of Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) has the highest reducing sugar in nine 
days content of 4,236.25 mg/l. Chlorella sp. (J1) has the reducing sugar content of 2,874.25 
mg/l that non significant with King Napier grass (Pakchong 1) content of 2,814.63 mg/l, followed 
King Napier grass (Khonkaen) and energy cane respectively. The samples had been the highest a 
reducing sugar within 6-9 days for test the yeast in anaerobic conditions in five days. The results 
showed that Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) to be reduced into glucose, the fastest in two days 
content of 2.284 mg/ml, followed by Chlorella sp. (J1), King Napier grass (Pakchong 1), Napier 
grass (Khonkean), Lao grass and energy cane (hybrid KJ) respectively. 

 
ค าน า 

 
พลังงานจัดเป็นปัจจัยส าคัญและมีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของมนุษย์  หลายๆประเทศทั่วโลกจึง

แสวงหาแหล่งพลังงานทดแทนรูปแบบใหม่เพ่ือเป็นหลักประกันความม่ันคงด้านพลังงานในระยะยาว ทั้งยังเป็นการ
ลดปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ จากการใช้พลังงานที่ได้จากฟอสซิล เช่น น้ ามัน และ ถ่านหิน อันเป็นสาเหตุ
ส าคัญที่ท าให้เกิดภาวะโลกร้อน การผลิตไบโอเอทานอลได้รับความสนใจทั่วโลก เนื่องจากเป็นอีกวิธีการหนึ่งใน
การลดภาวะโลกร้อนและยังเป็นการรักษาความมั่นคงของพลังงานทั่วโลกอีกด้วย ในช่วงแรกนั้นการผลิตไบโอเอทา
นอลผลิตจากน้ าตาลและแป้งที่ได้จากพืชผลและธัญพืชจากการเกษตร แต่ในปัจจุบันไบโอเอทานอลสามารถผลิต
ได้จากวัสดุทดแทนประเภทอ่ืนๆ นอกเหนือจากแป้งและน้ าตาล เช่น วัสดลุิกโนเซลลูโลส ที่เรียกว่า ลิกโนเซลลู
โลสิกเอทานอล ตัวอย่างเช่นเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เศษไม้ เศษวัสดุเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและ
เศษขยะ และพืชพลังงานต่างๆ อย่างไรก็ดี รัฐบาลมีนโยบายทางด้านเศรษฐกิจที่จะส่งเสริมและผลักดันให้ปลูกพืช
พลังงาน ซึ่งกระทรวงพลังงานได้ท าการวิจัยหญ้าที่เหมาะเป็นพืชพลังงาน จ านวน 20 ชนิด พบว่าหญ้าเนเปียปาก
ช่อง 1 ให้ผลผลิตต่อไร่สูงสุดประมาณ 70-80 ตันสดต่อปีต่อไร่ ซึ่งมากกว่าหญ้าชนิดอื่นเกือบ 7 เท่า จึงเป็นพืชที่
เหมาะสมในการน ามาผลิตเป็นพลังงานทดแทน นอกจากนี้คณะกรรมการนโยบายพลังงานแห่งชาติ (กพช.) ได้
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ปรับเป้าหมายของแผนพลังงานทดแทนและพลังงานทางเลือกในระยะเวลา 10 ปี (พ.ศ.2555-2564) ของประเทศ
ไทยโดยใช้พลังงานทดแทนจากหญ้าเนเปีย (ไกรลาศ, 2556 ; http://webkc.dede.go.th/testmax/node/152) 
นอกจากพืชพลังงานดังกล่าวแล้ว สาหร่ายเป็นจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งที่มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อสภาพแวดล้อมของโลก
และความเป็นอยู่ของมนุษย์  เป็นส่วนหนึ่งของต้นทางห่วงโซ่อาหารในระบบนิเวศน์ เป็นตัวการในการรักษาสมดุล
ทางธรรมชาติ สามารถสร้างสารพิเศษบางชนิดที่มีประโยชน์และโทษต่อมนุษย์  เป็นสิ่งมีชีวิตที่สามารถสร้าง
อาหารได้ด้วยตนเองโดยกระบวนการสังเคราะห์แสงเช่นเดียวกับพืชทั่วไปและโดยกระบวนการออโทรฟ สาหร่าย
ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม Procaryote และ eukaryote กลุ่ม Procaryote ได้แก่ สาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน กลุ่มนี้มี
ลักษณะเหมือนแบคทีเรีย ส่วนกลุ่ม eukaryote เป็นสาหร่ายแท้  มีขนาดเล็กตั้งแต่มองด้วยตาเปล่าไม่เห็น
จนกระทั่งถึงขนาดใหญ่มีความยาวหลายเมตร สาหร่ายมีรูปร่างหลายแบบ อาจเป็นแบบเซลล์เดี่ยว หลายเซลล์มา
รวมกลุ่มกันเรียกว่าโคโลนี เป็นเส้นสายทั้งแตกแขนงและไม่แตกแขนง เป็นทัลลัสที่มีราก ล าต้นและใบคล้ายพืช
ชั้นสูงแต่ไม่มีระบบท่อล าเลียง ทุกเซลล์ท าหน้าที่สังเคราะห์แสงเพ่ือการด ารงชีวิตเหมือนๆกัน (ยุวดี, 2548 ลัดดา, 
2544 และ Edward and Sigee, 2010)   สาหร่ายมีคลอโรฟิลล์สูง ทั้งยังอุดมไปด้วยคุณค่าทางอาหารไม่ว่าจะ
เป็นคาร์โบไฮเดรต โปรตีน แร่ธาตุ และวิตามินหลายชนิด ที่ส าคัญคือมีน้ ามันในปริมาณมาก และมีอัตราการ
เจริญเติบโตเร็วกว่าพืชหลายเท่า  ซึ่งข้อมูลจากการศึกษาเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในบ่อพ้ืนที่ขนาด
เท่ากับพื้นที่ปลูกสบู่ด า 1 ต้น เป็นเวลา 7 ปี สบู่ด าจะให้น้ ามันร้อยละ 25 ในขณะที่สาหร่ายให้น้ ามันมากถึงร้อยละ 
1,000 ปริมาณน้ ามันนี้อาจเพียงพอกระทั่งผลิตเพ่ือส่งออกต่างประเทศได้     (นิรนาม, 2552)  ท าให้สาหร่ายมี
ศักยภาพมากต่อการผลิตพลังงานทดแทนน้ ามันดิบ ซึ่งคาดการณ์ว่าจะหมดไปภายใน 30 ปีข้างหน้า Lali (2008) 
และ Anonymous (2009) ได้กล่าวว่า วิวัฒนาการของการผลิตพลังงานชีวมวล (biomass) ได้มาถึงยุคที่ 4 แล้ว
คือ  การผลิตพลังงานจากสาหร่ายหรือสาหร่ายดัดแปรพันธุกรรม น้ ามันดิบเข้ามามีบทบาทส าคัญต่อการด าเนิน
ชีวิตของมนุษย์และนับวันยิ่งมีบทบาทมากยิ่งขึ้น ท าให้เกิดวิกฤตน้ ามันและปัญหาสิ่งแวดล้อมสืบเนื่องมาจากน้ ามัน 
ท าให้หลายประเทศทั่วโลกพยายามคิดค้นพลังงานใหม่ๆ ซึ่งหนึ่งในนั้นคือ พลังงานจากพืช หรือพลังงานสะอาด

ขึ้นมาทดแทนพลังงานจากน้ ามันดิบท ี่ก าลังจะหมดไป     แม้ว่าสถานการณ์ปัจจุบันราคาน้ ามันจะปรับตัวลดลง
อย่างต่อเนื่อง  แต่ความส าคัญของพลังงานทดแทนยังคงไม่แปรเปลี่ยน ซึ่งเป็นเพราะซัพพลายน้ ามันโลกที่เหลือ
น้อย กลายเป็นแรงผลักดันให้หลายประเทศท่ัวโลกวิจัยและพัฒนาพลังงานทดแทนต่อไป  ในส่วนของประเทศไทย
สัญญาณที่เห็นได้ชัดเจน คือ บริษัทการปิโตรเลียมแห่งประเทศไทย จ ากัด (มหาชน) (ปตท.) ซึ่งเป็นบริษัทน้ ามัน
แห่งชาติ ได้ทุ่มเงินไม่น้อยกว่าปีละ 1,000 ล้านบาท ท าการวิจัยพลังงานทดแทนโดยใช้วัตถุดิบที่ไม่ใช่พืชอาหาร 
การเพราะไม่ต้องการสร้างปัญหาการแย่งชิงทรัพยากร ซึ่งจะเกิดปัญหาต่างๆตามมามากมาย โดยเฉพาะจะท าให้
เกิดปัญหาขาดแคลนพืชอาหาร ส่งผลให้ราคาผันผวนมาก และหากเปรียบเทียบศักยภาพของสาหร่ายกับชีวมวล
จากพืชที่ให้เซลลูโลส เช่น มันส าปะหลัง พบว่าสาหร่ายมีศักยภาพสูงกว่า เนื่องจากไม่ใช่พืชอาหาร ตลอดจน
กระบวนการผลิตมีความบริสุทธิ์ สามารถย่อยสลายได้ เป็นเทคโนโลยีที่สะอาดอย่างแท้จริง ขณะที่ชีวมวลจากพืช 
มีโครงสร้างท าลายยาก ท าให้มีของเสียหลงเหลือจากกระบวนการผลิต    ปัญหาส าคัญของการผลิตพลังงาน
ทดแทนจากสาหร่ายให้มีคุณภาพดีและปริมาณมาก คือ สายพันธุ์สาหร่ายที่เหมาะสมต่อการผลิต  การเพาะเลี้ยง 
และปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย (Patrick et al., 2015)  ดังนั้นวัตถุประสงค์ในการทดลองนี้ เพื่อ
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ศึกษาและทดสอบพืช/สาหร่ายชีวมวลที่มีอยู่ในประเทศไทยเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ของต่างประเทศว่ามีความ
เหมาะสมส าหรับผลิตไบโอเอทานอลแตกต่างกันหรือไม่ เพ่ือเป็นประโยชน์และแนวทางในการคัดเลือกพืช/สาหร่าย
ชีวมวลในการน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเป็นไบโอเอทานอลต่อไปในอนาคต 
  

วิธีด าเนินการ 
 

อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างพืชชีวมวลจ านวน 6 ชนิด ได้แก่ ต้นเลา  หญ้าเนเปียร ์(ขอนแก่น)  หญ้าคิงเนเปียร ์ 

(ปากช่อง1)  อ้อยพลังงาน  สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) (รุ่งนภา, 2556)  และ
สาหร่าย Chlorella  sp. (J1) จากประเทศญี่ปุ่น  

2. เชื้อยีสต์  Saccharomyces cerevisiae 
3. เครื่องบดตัวอย่างพืช ยี่ห้อ FOSS รุ่น CyclotecTM1093 
4. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer ยี่ห้อ PERKIN ELMER รุ่น MBA 2000) 
5. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิต่ าได้ (Refrigerated Centrifuge) 
6. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าพร้อมอบแห้ง (Autoclave) 
7. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)  
8. ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Incubator shaker)  
9. ตู้เขี่ยเชื้อ (Laminar flow) 
10. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส 
11. เครื่องควบคุมการสั่นของคลื่น Ultrasonic  (Ultrasonic Processor) ใช้ส าหรับท าให้เซลล์สาหร่าย

แตก รุ่น VCX130 PB 
12. เครื่องวิเคราะห์สารชีวภาพ (Multiparameter Bioanalytical System YSI 7100) พร้อม

สารละลายที่ใช้วิเคราะห์ปริมาณกลูโคส 
13. อุปกรณ์ที่ใช้คัดเลือกและเลี้ยงสาหร่ายให้บริสุทธิ์ ได้แก่ ชั้นเลี้ยงสาหร่ายที่ควบคุมแสงได้  จานเขี่ย

เชื้อ (petridish)   ลูปเขี่ยเชื้อ    ฟลาสกข์นาด 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร   หลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  จานอาหารเลี้ยงเชื้อ (petridish) 

14. อุปกรณ์ที่ใช้หมักตัวอย่างพืช ได้แก่ ฟลาสกข์นาด 2,000 มิลลิลิตร  จุกยางพร้อมชุดหลอดแก้ว
ส าหรับหมักตัวอย่างพืชในสภาพไร้ออกซิเจน (Airlock)   

15. Micropipette ขนาด 200,  1,000  และ 5,000 ไมโครลิตร 
16. โซเดียมไฮดรอกไซด์ เพื่อใช้ในการปรับสภาพเนื้อเยื่อ (Pre-treatment) 
17. เอนไซม์เซลลูเลส  และไซแลนเนส เพ่ือใช้ในกระบวนการไฮโดรไลซิสให้เป็นน้ าตาล 
18. อาหาร Yeast Peptone Dextrose (YPD) อบฆ่าเชื้อแล้วที่ 121 ๐C  15 ปอนด์ เป็นเวลา 30 นาที 
19. อาหารที่ใช้เลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Bold’s Basal medium (ภาคผนวก) 
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วิธีการ      
 
1.  รวบรวมชนิดพืชที่มีศักยภาพในการผลิตไบโอเอทานอล สาหร่ายท้ังในและต่างประเทศ   

ท าการเก็บพันธุ์พืชที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลจ านวน 4 ชนิด ได้แก่ ต้นเลา  หญ้าเนเปียร์ 
(ขอนแก่น)  หญ้าคิงเนเปียร์ (ปากช่อง1)  และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ)   และน าท่อนพันธุ์ปลูกไว้ที่
ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และบดตัวอย่างพืชด้วยเครื่องบด ยี่ห้อ FOSS รุ่น CyclotecTM1093 ไว้
ส าหรับทดสอบการปรับสภาพเนื้อเยื่อพืช (Pre-treatment) และเก็บเพ่ือใช้ส าหรับหมักเป็นเอทานอล เปรียบ
เทีบบกับสาหร่ายขนาดเล็ก 2 ชนิด คือ Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) (รุ่ งนภา, 2556)  และ 
Chlorella sp. (J1) จากประเทศญี่ปุ่น 

  
2.  ท าการปรับสภาพเนื้อเยื่อพืช (Pre-treatment) เพ่ือแยกลิกนินออก ดังนี้  

 2.1  การระเบิดด้วยไอน้ า  (Steam explosion) 

  น าวัตถุดิบที่เตรียมไว้มาบรรจุลงในเครื่องระเบิดเยื่อด้วยไอน้ า  โดยใส่วัตถุดิบครั้งละ 200 กรัมต่อหนัก
แห้ง เข้าเครื่องระเบิดเยื่อที่พร้อมใช้งานแล้ว โดยใช้สภาวะในการระเบิดเยื่อที่อุณหภูมิ  210 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 นาที เก็บตัวอย่างเยื่อที่ได้เฉพาะส่วนที่เป็นเส้นใยให้ได้มากที่สุด  สุ่มตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีส่วนที่เหลือบรรจุลงในถุงพลาสติกโดยมัดปากถุงให้มิดชิด  เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเพ่ือน าไปใช้สกัดด้วยน้ า ในขั้นต่อไป 

 2.2 การสกัดด้วยน้ า (Water extraction) 

  ชั่งตัวอย่างเยื่อที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน้ าแล้ว โดยเติมน้ ากลั่นในสัดส่วนของปริมาณเยื่อต่อน้ า เท่ากับ 
1:8 (กรัมเยื่อต่อมิลลิลิตรน้ า ) ให้ความร้อนคงที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เก็บส่วนที่เป็นเส้นใยไว้ 
น ามาล้างด้วยน้ า ประปาจนกระทั่งน้ า ที่ผ่านออกมาใสไม่มีสี เก็บเยื่อในถุงพลาสติกปิดปากถุงด้วยยางรัดให้
แน่นที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปสกัดด้วยด่างต่อไป โดยสุ่มตัวอย่างส่วนหนึ่งเพ่ือวิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคม ี

 2.3 การสกัดดว้ยด่าง (Alkaline extraction) 

  ชั่งตัวอย่างเยื่อที่ผ่านการสกัดด้วยน้ า ใส่ในบีกเกอร์ โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 20 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักโดยปริมาตร) เติมด่างในสัดส่วนของปริมาณเยื่อต่อด่างเท่ากับ 1:8 (กรัมเยื่อต่อมิลลิลิตร
ด่าง) ให้ความร้อนคงที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เก็บส่วนที่เป็นเส้นใยไว้ น ามาล้างด้วยน้ าประปา 
จนกระทั่งน้ าที่ผ่านออกมามีค่าความเป็นกรดด่างเป็นกลาง เก็บเยื่อที่ได้ในถุงพลาสติกปิดปากถุงด้วยยางรัด
ของให้แน่นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพ่ือใช้ในการศึกษาการหมักโดยกระบวนการย่อยเป็นน้ าตาลและหมัก
พร้อมกันข้ันต่อไป และท าการสุ่มตัวอย่างส่วนหนึ่งเพ่ือวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
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3.  ทดสอบการย่อยสลายเนื้อเยื่อพืชท่ีผ่านการปรับสภาพแล้ว โดยกระบวนไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ 
  ท าการทดสอบพืชทดสอบทั้ง 4 ชนิด  ได้แก่ ต้นเลา  หญ้าเนเปียร์ (ขอนแก่น)  หญ้าคิงเนเปียร์ (ปาก

ช่อง1) อ้อยพลังงาน  และสาหร่ายขนาดเล็ก 2 ชนิด คือ Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) (รุ่งนภา, 2556)  
และ Chlorella  sp. จากประเทศญี่ปุ่น (J1)  โดยใช้เยื่อพืชทดสอบที่ผ่านการปรับสภาพแล้วเป็นแหล่ง
คาร์บอนแทนกลูโคส โดยใช้ปริมาณเยื่อ 10% (w/v)  ท าการย่อยสลายเนื้อเยื่อพืชด้วยเอนไซม์เซลลูเลสและ 
ไซแลนเนส อย่างละ 15 FPU/g substrate ของแต่ละตัวอย่างพืช จากนั้นตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในที่มืด  เป็น
ระยะเวลาประมาณ 10 วัน และวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (Reducing Sugar) ทุกวันในเวลาเดียวกัน ตาม
วิธีการของ DNS Method 

 

4. ทดสอบกระบวนการหมักของเนื้อเยื่อพืชท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่างและเอนไซม์ในระดับห้องปฏิบัติการ 

     4.1  การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์  Saccharomyces cerevisiae  

  เขี่ยเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ Yeast Peptone Dextrose 
(YPD)  ซึ่งประกอบด้วยกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร เพปโทน 20 กรัมต่อลิตร และยีสต์สกัด 10 กรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 125 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  แล้วถ่ายเชื้อลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหม่ปริมาตร 
270 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นน าไปใช้เป็นกล้าเชื้อ (inoculum) ของการหมักเอทานอลต่อไป 

  4.2  การทดสอบหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เพ่ือการลิตเอทานอลพืชทดสอบทั้ง 6 ชนิด  ได้แก่ ต้นเลา  
หญ้าเนเปียร์ (ขอนแก่น)  หญ้าคิงเนเปียร์  (ปากช่อง1) อ้อยพลังงาน สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa 
(ADOA4)  และ สาหร่าย Chlorella  sp. จากประเทศญี่ปุ่น (J1) ศึกษาการผลิตเอทานอลปริมาตรการท างาน 
500 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 2,000 มิลลิลิตร โดยใช้เยื่อพืชทดสอบที่ผ่านการปรับสภาพแล้วเป็นแหล่ง
คาร์บอนแทนกลูโคส โดยใช้ปริมาณเยื่อ 10% (w/v) และเติมเพปโทน 20 กรัมต่อลิตร และยีสต์สกัด 10 กรัม
ต่อลิตร ปรับค่า pH เท่ากับ 5 ด้วยซิเทรทบัฟเฟอร์ 0.05 M และท าการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที เติมเอนไซม์ Cellulase และ Xylanase  อย่างละ 15 FPU/g substrate ใช้ความเข้มข้น
ของเซลล์ยีสต์ 10% ภายใต้สภาวะการหมักที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าการ
เก็บตัวอย่างที่ได้จากการหมักวัดหาปริมาณน้ าตาลกลูโคสและแอลกอฮอล์ 

 
ระยะเวลา 
 เดือน ตุลาคม  2557 – กันยายน 2558 
 
สถานที่ด าเนินการ 
 ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  ต.รังสิต  อ. ธัญบุรี  จ. ปทุมธานี 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 

1.  รวบรวมชนิดพืชที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอล สาหร่ายท้ังในและต่างประเทศ   
ได้พันธุ์พืชที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลจ านวน 4 ชนิด ได้แก่ ต้นเลา  หญ้าเนเปียร ์(ขอนแก่น)  

หญ้าคิงเนเปียร ์(ปากช่อง1)  และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) สามารถน าท่อนพันธุ์ปลูกไว้ได้ที่ส านักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร จ.ปทุมธานี (ภาพที่ 1 และ 2)  สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa 
(ADOA4) (รุ่งนภา, 2556)  และสาหร่าย Chlorella  sp. จากประเทศญี่ปุ่น (J1) (ภาพที่ 3) 

 

       
 

ภาพที่ 1 ท่อนพันธุ์ของพืชชีวมวล 4 ชนิด ได้แก่ เลา หญ้าเนเปียร ์(ขอนแก่น)  หญ้าคิงเนเปียร ์(ปากช่อง1)  และ 
อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ)  เก็บไว้ขยายพันธุ์ 

 

     
 

ภาพที่ 2  ตัวอย่างพืชชีวมวลตากแห้งและบดให้ละเอียดส าหรับไว้ผ่านขั้นตอน Pre-treatment 
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               สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa (ADOA4)      Chlorella  sp. จากประเทศญี่ปุ่น (J1)      

 

  
 

ภาพที่ 3  สาหร่ายขนาดเล็กชนิด Chlorella spp. ทั้งในและต่างประเทศที่น ามาใช้ทดสอบเลี้ยงและเพ่ิมปริมาณ
ในอาหารอาหารสูตร Bold Basal medium เป็นระยะเวลา 5 วัน 



 10 

 
 
 

2.  การทดสอบการปรับสภาพเนื้อเยื่อพืช (Pre-treatment)   
 การปรับสภาพพืชด้วยเบสแก่เป็นการก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสที่เป็นองค์ประกอบที่เกาะแทรกอยู่
กับเซลลูโลสเนื่องจากโครงสร้างของลิกนินจะขัดขวางการเข้าท าปฏิกิริยาของกรดในกระบวนการไฮโดรไลซิส  
นอกจากนี้ลิกนินยังรบกวนการหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ต้องท าการวิเคราะห์ภายใต้สภาวะเบสอีกด้วย 
(Palmqvist et al, 2000) ขณะที่เฮมิเซลลูโลสจะท าให้ประสิทธิภาพของการย่อยเซลลูโลสลดลงเนื่องจาก
โครงสร้างเฮมิเซลลูโลสสามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยกรดได้ดีกว่าเซลลูโลส (Obembe et al., 2006) จาก
การทดลองการปรับสภาพเนื้อเยื่อพืช (Pre-treatment)  พบว่า พืชทั้ง 4 ชนิดปรับสภาพด้วยด่าง (Alkaline 
extraction) ดีที่สุด โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ ในสัดส่วนเยื่อต่อด่าง 1 :8  (กรัมเยื่อต่อมิลลิลิตร
ด่าง)  และให้ความร้อนคงที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที พบว่าเส้นใยพืชนุ่มและเปื่อยไม่แตกต่างกัน (ภาพที่ 
5) พร้อมที่จะน าไปเป็นตัวอย่างในการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส และไซแลนเนส เพ่ือให้โครงสร้างของพืชแตกเป็น
น้ าตาลโมเลกุลเล็กๆซึ่งเหมาะสมต่อการน าไปใช้ในกระบวนการหมักเอทานอลต่อไป  ได้มีรายงานของ McMillan 
(1994)  วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลนั้น ต้องนามาผ่านกระบวนการปรับสภาพ (pretreatment) เพ่ือให้ได้
น้ าตาลชนิดต่างๆ เช่น น้ าตาลกลูโคส ไซโลส แมนโนส อะราบิโนส กาแลกโตส ก่อนจากนั้นจึงหมักด้วยยีสต์หมัก
น้าตาลให้เป็นเอทานอล  และสอดคล้องกับ  จักรพงศ์ และคณะ (2555) ได้รายงานว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ปรับสภาพตัวอย่างล าต้นธูปฤาษีแยกสกัดลิกนินออกจากตัวย่างให้ได้มากที่สุดคือการปรับสภาพด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที โดยใช้
อัตราส่วนของตัวอย่างล าต้นธูปฤาษี 1 ต่อ 20 (น้ าหนักต่อปริมาตร) สามารถแยกสกัดลิกนินออกมาได้มากที่สุด 
โดยพิจารณาจากค่าปริมาณลิกนินที่เหลืออยู่ หรือ ค่า Kappa number ที่ต่ าที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะการ
ปรับสภาพอ่ืนๆ โดยมีค่าเท่ากับ 3.55 ยังมีค่าเปอร์เซ็นต์การแยกสกัดลิกนินสูงสุด เท่ากับ 0.67 เปอร์เซ็นต์  
นอกจากนี้ประมุข (2555)  ได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการพรีทรีตเมนต์ชีวมวล 4 ชนิด คือไม้ยูคาลิปตัส            
ไม้กระถินเทพา ล าต้นปาล์ม และทางใบปาล์ม โดยน าไปผ่านการพรีทรีตเมนต์โดยการสกัดด่างที่ความเข้มข้น
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 15,  20  และ 25 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิที่ 70, 80  และ 90  องศาเซลเซียส ที่เวลา 30,  60 
และ 90 นาที พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดด่างของไม้ยูคาลิปตัสและกระถินเทพา คือ ความเข้มขันของ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 25 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิที่ 70 องศาเซลเซียส ที่เวลา 90 นาที โดยสัดส่วนเซลลูโลสสูงสุดและ
ลิกนินต่ าสุด คือ 76.84, 16.79 เปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้ง และ 61.54,  29.86 เปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้ง ตามล าดับ 
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ภาพที่ 4  ปรับสภาพด้วยด่าง (Alkaline extraction) โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ ในสัดส่วนเยื่อต่อ

ด่าง 1:8  (กรัมเยื่อต่อมิลลิลิตรด่าง)  และให้ความร้อนคงท่ี 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
3. ทดสอบการย่อยสลายเนื้อเยื่อพืชที่ผ่านการปรับสภาพแล้ว โดยกระบวนไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ 
 จากการปรับสภาพเนื้อเยื่อพืชเพ่ือก าจัดลิกนิน และปรับโครงสร้างของเซลลูโลสให้อยู่ในสภาพที่เหมาะสม
ต่อการไฮโดรไลซิสแล้ว ซึ่งกระบวนการไฮโดรไลซิสอาจจะใช้กรดหรือเอนไซม์  Huang et al. (2013)  จึงน า
เนื้อเยื่อที่ได้เข้าสู่กระบวนการย่อยสลายด้วยเอนไซม์  และในการทดลองนี้ใช้เอนไซม์เป็นตัวช่วยเร่งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสเนื้อเยื่อพืช 2 ชนิดด้วยกัน คือ เอนไซม์เซลลูเลส และเอนไซม์ไซแลนเนส  เนื่องจากเซลลูโลสเป็น
องค์ประกอบที่พบมากในเนื้อเยื่อพืช โดยพบในส่วนของผนังเซลล์ของพืช อยู่รวมกับเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
ปริมาณที่พบแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดและส่วนของพืช เช่น เนื้อไม้พบประมาณร้อยละ 40-50 และเส้นใยฝ้าย
พบประมาณร้อยละ 98 (Eriksson et al., 1990; Goshadrou et al., 2011)  และผลการทดลองพบว่า จากการ
ใช้เอนไซม์ Cellulase และ Xylanase  อย่างละ 15 FPU/g substrate กับตัวอย่างพืชจ านวน 6 ชนิด ได้แก่ ต้น
เลา  หญ้าเนเปียร์ (ขอนแก่น)  หญ้าคิงเนเปียร์ (ปากช่อง1)  อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) และสาหร่ายขนาดเล็ก 2 
ชนิ ด  คื อ  Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) และ  Chlorella  sp. (J1)  เป็ น ระยะเวลา 10 วัน  พบว่ า 
Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) ที่ไม่ผ่านการ Pre-treatment มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงที่สุดในวันที่ 9 มีค่า
เท่ากับ 4,236.25 mg/l รองลงมาคือ Chlorella  sp. (J1)  มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดในวันที่ 8 มีค่าเท่ากับ 
2,874.25 mg/l  ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างจากหญ้าคิงเนเปียร์ ปากช่อง 1 ที่ผ่าน Pre-treatment มีปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์สูงสุดในวันที่ 8 เช่นเดียวกัน มีค่าเท่ากับ 2,814.63 mg/l   รองลงมาคือ ต้นเลา Pre-treatment มีปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดในในช่วงวันที่ 7-9 มีค่าสูงสุดเท่ากับ 2,698.37 mg/l  รองลงมาคือ หญ้าคิงเนเปียร์ (ขอนแก่น) 
และอ้อยพลังงาน ที่ผ่านการ Pre-treatment  มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 2,566.37 mg/l  และ 
2,021.15 mg/l ตามล าดับ   (ตารางที่ 1 และ ภาพที่ 5)  ซึ่งสอดคล้องกับได้มีรายงานว่า ความจ าเป็นที่จะต้องท า
การปรับสภาพพืช (pretreatment) เพ่ือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางกายภาพและทางเคมีของลิกโนเซลลูโลสให้
เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส อีกทั้งยังช่วยเพ่ิมอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาอีกด้วย (Alvira et al., 
2010 และ Taherzadeh et al., 2008)  กระบวนการปรับสภาพพืชจะช่วยก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสที่เป็น
องค์ประกอบที่แทรกอยู่ในเซลลูโลสโดยลดความเป็นผลึกของโครงสร้างเซลลูโลสและเพ่ิมลักษณะความเป็นรูพรุน
ของวัสดุลิกโนเซลลูโลสให้มากขึ้น  (Huang et al., 2013)  การปรับสภาพพืชด้วยเบสจัดเป็นวิธีหนึ่ งที่มี
ประสิทธิภาพและสามารถท้าได้ที่อุณหภูมิปกติและช่วยลดอัตราการสลายตัวของน้ าตาลที่มีในพืชได้ สารละลาย
เบสที่เหลือใช้จากการปรับสภาพพืชสามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้หรือน าไปปรับเปลี่ยนสารด้วยกระบวนการทาง
เคมีก่อนน ามาใช้ใหม่อีกครั้งได้ซึ่งเป็นการช่วยลดต้นทุนการผลิต  (Balat, 2011) อย่างไรก็ตามก็ยังคงต้องมี
การศึกษา และปรับเปลี่ยนสภาวะต่างๆ ให้มากขึ้น เช่นเรื่องอุณหภูมิ ระยะเวลาเพ่ือให้ได้ระยะเวลาที่เหมาะสมใน
การผลิตน้ าตาลรีดิวซ์อย่างมีประสิทธิภาพ  นอกจากนี้หากมีการน าเอนไซม์ที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์สายพันธุ์ที่มีการ
พัฒนาในการย่อยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินได้ ก็จะช่วยลดขั้นตอนในการปรับสภาพ (Pre-treatment) 
ท าให้กระบวนการผลิตไบโอเอทานอลเป็นไปได้รวดเร็วยิ่งขึ้นและช่วยลดต้นทุนในการผลิตได้ค่อนข้างมาก 
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ตารางที่ 1  แสดงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ของพืช/สาหร่ายทดสอบ รวมทั้งหมด 6 ชนิด ที่ผ่านการย่อยสลายด้วย

เอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนส (mg/l) เป็นระยะเวลา 10 วัน 
 

 

ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์จากการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนส (mg/l) 

ตัวอย่าง  
วันที ่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1. ต้นเลา Pre-
Treatment 

1,280.00 1,456.27 1,613.33 2,116.67 2,216.67 1,940.23 2,613.48 2,563.00 2,698.37 2,553.73 

2. หญ้าเนเปียร ์
(ขอนแก่น)  Pre-
Treatment 

765.23 1,218.45 1,542.05 1,760.00 2,120.00 2,117.69 2,566.37 2,516.38 2,363.33 2,420.00 

3. หญ้าคิงเนเปียร ์
ปากช่อง 1  Pre-
Treatment 

841.32 1,856.47 1,916.67 1,720.36 2,110.00 2,326.67 2,786.37 2,814.63 2,461.53 2,520.00 

4. อ้อยพลังงาน   
Pre-Treatment 

686.29 865.13 1,367.90 1,523.28 1,846.28 2,021.15 1,738.21 1,462.43 1,358.34 1,287.16 

5. สาหรา่ย 
Chlorella 
pyrenoidosa 
(ADOA4) ไม่ Pre-
Treatment   

1,968.47 2,240.00 2,543.33 2,560.40 2,683.33 2,793.33 3,750.00 3,916.67 4,236.25 4,124.61 

6. สาหรา่ย 
Chlorella sp. (J1) 
ไม่ Pre-Treatment   

1,128.22 1,355.50 1,421.46 1,387.62 1,556.41 1,687.33 2,133.83 2,874.25 2,587.66 2,133.46 
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ภาพที่ 5  แสดงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ของพืชทดสอบ 6 ชนิด ที่ผ่านการย่อยสลายด้วยเอนไซม์เซลลูเลสและ      
            ไซแลนเนส (mg/l) เป็นระยะเวลา 10 วัน 
 
4. ทดสอบกระบวนการหมักของเนื้อเยื่อพืชท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่างและเอนไซม์ในระดับห้องปฏิบัติการ 

ผลจากการหมักพืชทดสอบ 4 ชนิด ได้แก่ ต้นเลา  หญ้าเนเปียร ์(ขอนแก่น)  หญ้าคิงเนเปียร ์(ปากช่อง1)  
อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) และสาหร่ายขนาดเล็ก 2 ชนิด คือ Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) และ 
Chlorella  sp. (J1)   เป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่าสาหร่าย Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) มีการย่อยสลาย
เป็นน้ าตาลกลูโคสได้เร็วที่สุดในวันที่ 2 มีค่าน้ าตาลกลูโคสสูงสุด เท่ากับ 2.284 mg/ml  รองลงมาคือ Chlorella  
sp. (J1) หญ้าคิงเนเปียร์ (ปากช่อง 1) หญ้าเนเปียร์ (ขอนแก่น) ต้นเลา และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) ตามล าดับ 
(ตารางท่ี 2) จะสังเกตได้ว่าสาหร่ายขนาดเล็กสายพันธุ์ในประเทศและต่างประเทศ และไม่ได้ผ่านการ Pre-
treatment พบว่า มีการย่อยสลายเป็นน้ าตาลกลูโคสได้อย่างรวดเร็วในวันที่ 1-3 ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสาหร่าย
ขนาดเล็กมีผนังเซลไม่หนามากเท่ากับเส้นใยของพืชทดสอบ 4 ชนิด  และจะสังเกตได้ว่าพืชทดสอบ 4 ชนิด ได้แก่ 
ต้นเลา  หญ้าเนเปียร ์ (ขอนแก่น)  หญ้าคิงเนเปียร ์ (ปากช่อง1)  อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) วันที่ 1-5 มีค่าเฉลี่ย

2,698.37

2,566.37
2,814.63

2,021.15

4,236.25

2,874.25

0

500

1,000

1,500

2,000

2,500

3,000

3,500

4,000

4,500

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ต้นเลา Pre-Treatment หญ้าเนเปียร์ (ขอนแก่น)  Pre-Treatment

หญ้าคิงเนเปียร์ ปากช่อง 1  Pre-Treatment อ้อยพลังงาน   Pre-Treatment

สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) ไม่ Pre-Treatment  สาหร่าย Chlorella sp. (J1) ไม่ Pre-Treatment  
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ปริมาณน้ าตาลรีดวิซ์ (mg/l)
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น้ าตาลรีดิวซ์อยู่ในช่วง 0.402-0.787 mg/ml ใกล้เคียงกันทั้ง 4 ชนิด น้อยกว่าสาหร่ายขนาดเล็กทั้ง 2 ชนิด
ประมาณ 3 เท่า แต่มีแนวโน้มของปริมาณน้ าตาลกลูโคสสูงขึ้นในวันที่ 4-5 ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากปริมาณเอนไซม์ท่ี
ใช้ย่อยกับตัวอย่างพืชยังไม่สามารถย่อยโครงสร้างพืชได้หมด ดังนั้นยังคงต้องมีการศึกษาและปรับเปลี่ยนสภาวะ
ต่างๆ ให้มากขึ้น เช่นเรื่องปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ย่อยสลายโครงสร้างพืช ระยะเวลา เพ่ือให้ได้ระยะเวลาที่เหมาะสม
ในการผลิตน้ าตาลอย่างมีประสิทธิภาพ  นอกจากนี้ควรมีการศึกษาปริมาณแอลกอฮอล์ควบคู่ไปพร้อมๆกัน 
 
ตารางท่ี 1  ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการหมักของพืช 6 ชนิด ได้แก่ ต้นเลา  หญ้าคิงเนเปีย (ขอนแก่น)  

หญ้าคิงเนเปีย (ปากช่อง1) อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) Chlorella pyrenoidosa (ADOA4)  และ 
Chlorella  sp. (J1) เป็นระยะเวลา 5 วัน  

 

ตัวอย่างพืช 
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (mg/ml) 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 
ต้นเลา 0.431 0.555 0.555 0.545 0.402 
หญ้าคิงเนเปีย (ขอนแก่น) 0.582 0.530 0.605 0.687 0.610 
หญ้าคิงเนเปีย (ปากช่อง 1) 0.569 0.570 0.650 0.787 0.710 
อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) 0.445 0.449 0.531 0.579 0.529 
Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) 1.929 2.284 2.112 1.880 1.655 
Algae (J1) 1.533 1.585 1.755 1.258 1.147 

 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
1. การทดสอบการย่อยสลายเนื้อเยื่อพืช 4 ชนิดที่ผ่านการปรับสภาพแล้วและสาหร่ายขนาดเล็ก 2 ชนิด คือ 

Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) และ Chlorella  sp. (J1)  โดยกระบวนไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เซลลู
เลสและไซแลน เนส  ที่ ค วาม เข้ มข้น  15 FPU/g substrate ให้ เป็ นน้ าตาล รีดิ วซ์  พบว่ าChlorella 
pyrenoidosa (ADOA4) ที่ไม่ผ่านการ Pre-treatment มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงที่สุดในวันที่ 9 มีค่าเท่ากับ 
4,236.25 mg/l รองลงมาคือ Chlorella  sp. (J1)  มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดในวันที่ 8 มีค่าเท่ากับ 
2,874.25 mg/l  ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างจากหญ้าคิงเนเปียร์ ปากช่อง 1 ที่ผ่าน Pre-treatment มีปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์สูงสุดในวันที่ 8 เช่นเดียวกัน มีค่าเท่ากับ 2,814.63 mg/l   รองลงมาคือ ต้นเลา Pre-treatment มี
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดในในช่วงวันที่ 7-9 มีค่าสูงสุดเท่ากับ 2,698.37 mg/l  รองลงมาคือ หญ้าคิงเนเปียร์ 
(ขอนแก่น) และอ้อยพลังงาน ที่ผ่านการ Pre-treatment  มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 2,566.37 mg/l  
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และ 2,021.15 mg/l ตามล าดับ และจากทุกตัวอย่างพบว่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงเฉลี่ยอยู่ในช่วงวันที่ 6-9 จึง
เป็นช่วงเวลาที่เหมาะต่อการน าไปใช้หมักเป็นเอทานอลต่อไป 

2.  การหมักพืชพลังงาน ได้แก่ ต้นเลา หญ้าเนเปียร์ (ขอนแก่น) หญ้าคิงเนเปียร์ (ปากช่อง1)  อ้อยพลังงาน 
(ลูกผสม KJ) และสาหร่ายขนาดเล็ก 2 ชนิด คือ สายพันธุ์ของประเทศไทย Chlorella pyrenoidosa 
(ADOA4) เปรียบเทียบกับสายพันธุ์จากประเทศญี่ปุ่น Chlorella  sp. (J1)   เป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่า
Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) มีการย่อยสลายเป็นน้ าตาลกลูโคสได้เร็วที่สุดในวันที่ 2 มีค่าน้ าตาล
กลูโคสสูงสุด เท่ากับ 2.284 mg/ml  รองลงมาคือ Chlorella  sp. (J1) หญ้าคิงเนเปียร์ (ปากช่อง 1) หญ้าเน
เปียร์ (ขอนแก่น) ต้นเลา และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) ตามล าดับ ดังนั้นสาหร่ายขนาดเล็กสายพันธุ์ทั้งใน
และต่างประเทศที่น ามาใช้ทดสอบมามีแนวโน้มที่ให้น้ าตาลกลูโคสสูงใกล้เคียงกัน และสูงกว่าพืชพลังงานทั้ง 4 
ชนิด น่าจะเป็นทางเลือกหนึ่ งที่น ามาขยายแทนพืชพลังงานได้ง่าย ใช้ พ้ืนที่น้อย  สามารถลดก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ในชั้นบรรยากาศได้ และลดสภาวะโลกร้อน 

        
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

 
1. สามารถน าข้อมูลพื้นฐานการทดสอบพืช/สาหร่ายสายพันธุ์จากต่างประเทศเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ท้องถิ่น ซึ่ง

จะน าไปใช้เป็นพืชพลังงานทางเลือกต่อไปได้ในอนาคต 
2.  สามารถน าเทคโนโลยีการย่อยสลายเซลลูโลส  ลิกโนเซลลูโลส จากเอนไซม์ และกระบวนการหมักเป็นเอทา

นอลจากเชื้อยีสต์ไปใช้ทดสอบกระบวนการหมักเป็นเอทานอลที่มีขนาดใหญ่และปริมาณมากขึ้นได้ 
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ภาคผนวก 
 

 
ตารางผนวก อาหารเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวสูตร Bold’s Basal medium (Bold และ Wynne, 1978) 

 
สารอาหาร ความเข้มข้น 
NaNo3 
K2HPO4.3H2O 
KH2PO4 
MgSO4.7H2O 
CaCl2.2H2O 
NaCl 
Ethylene diaminetetra acetic acid (EDTA) 
KOH 
FeSO4 
H3BO3 
Trace element 
น้ ากลั่น 
pH 

0.025  กรัม/ลิตร 
0.075  กรัม/ลิตร 
0.175  กรัม/ลิตร 
0.075  กรัม/ลิตร 
0.025  กรัม/ลิตร 
0.025  กรัม/ลิตร 
0.050  กรัม/ลิตร 
0.031  กรัม/ลิตร 
0.050  กรัม/ลิตร 
0.0114  กรัม/ลิตร 

1.000  มิลลิลิตร/ลิตร 
999  มิลลิลิตร 

7.0   
Trace element 

MnCl2.4H2O 
ZnSO4.7H2O 
MoO3 
CuSO4.5H2O 
Co(NO3)2.6H2O 
น้ ากลั่น 

0.0014  กรัม/ลิตร 
0.0088  กรัม/ลิตร 
0.0007  กรัม/ลิตร 
0.0016  กรัม/ลิตร 
0.0005 กรัม/ลิตร 
1,000  มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 


