
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย  :  วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 

2. โครงการวิจัย  :  การผลิตพลังงานทดแทนจากชีวมวลโดยใช้เทคโนโลยีชวีภาพ 

              กิจกรรม   :   การผลิตไบโอเอทานอลจากมวลชีวภาพ 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :   การผลิตเอทานอลจากชานอ้อยและฟางข้าวในระดับชุมชน 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Production of ethanol from bagasse and straw at    

                                           community level. 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง นางบุญเรือนรัตน์   เรืองวิเศษ  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

ผู้ร่วมงาน   นายพินิจ       จิรคัคกุล   ศูนย์วิจัยเกษตรวิศวกรรมขอนแก่น            
              นางสาวภรณี  สวา่งศรี              ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ            
              นายวุฒิพล       จันทร์สระคู ศูนย์วิจัยเกษตรวิศวกรรมขอนแก่น   
              นางสาวรุ่งนภา  พิทักษ์ตันสกุล ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ   
             นายพยุงศักดิ์ รวยอาร ี ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  

 

5. บทคัดย่อ 

การศึกษาการย่อยฟางข้าวด้วยเอนไซม์เพ่ือใช้เป็นสับสเตรทในการผลิตเอทานอลด้วยเชื้อยีสต์มี

วัตถุประสงค์คือ 1) เพ่ือศึกษาผลของการปรับสภาพของฟางข้าว โดยใช้กรด /ด่าง ร่วมกับ เอนไซม์เซลลู

เลสทางการค้า (Aspergillus niger) 2) เพ่ือศึกษาความสามารถของ Pichia pastoris X-33 และ 

Sacharomyces cerevisiae Sc90  ในกระบวนการหมักเอทานอลโดยใช้ไฮโดรไลเสทฟางข้าวเป็น

สับสเตรท จากผลการทดลองพบว่า การปรับสภาพด้วยกรดไฮโดรคลอริค 1% (v/v) ร่วมกับเอนไซม์ 

เซลลูเลส ทางการค้า 0.5 ยูนิต ได้น ้าตาลกลูโคส 1.576 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลังจากนั้นท าการก าจัด

สารพิษในไฮโดรไลเสทด้วย activated charcoal และหมักด้วยเชื้อยีสต์ Sacharomyces cerevisiae 

Sc90 เป็นเวลา 7 วัน ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่าความเร็วรอบ 200 rpm 

ปริมาณเอทานอลสูงสุดอยู่ที่ 5 ชั่วโมง เท่ากับ 3.000 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 



6. ค าน า   

พลังงานจากชีวมวล คือ พลังงานสะอาดที่ได้จากอินทรี ย์สารของพืชหรือสัตว์ ได้แก่พืช

เกษตรกรรม วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและอุตสาหกรรม พืชพลังงาน รวมทั้งขยะอินทรีย์และมูลสัตว์ มี

การหมุนเวียนเกิดขึ้นใหม่ตลอดเวลา จัดเป็นพลังงานสีเขียวที่จะเข้ามาแทนที่เชื้อเพลิงจากฟอสซิลที่ก าลัง

จะหมดไปในไม่ช้านี้ การใช้เชื้อเพลิงจากชีวมวลยังช่วยรักษาสิ่งแวดล้อมเนื่องจากพลังงานจากชีวมวลมี

การปลดปล่อยมลพิษทางอากาศและสารพิษต่างๆ ออกมาน้อยกว่าพลังงานจากเชื้อเพลิงฟอสซิล อีกท้ังยัง

เป็นการช่วยลดปริมาณขยะลงได้อีกมาก การน าชีวมวลเหล่านี้มาใช้ประโยชน์โดยน ามาแปรรูปเป็น

พลังงานนั้นท าได้หลายวิธีขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบและวัตถุประสงค์ที่จะน าไปใช้งาน ในบรรดาแหล่ง

พลังงานชีวมวลทั้งหลายที่มีศักยภาพมากที่สุดนั้น แหล่งวัตถุดิบที่มีลิกโนเซลลูโลสสูง ซึ่งได้แก่ พวกเศษ

วัสดุจากการเกษตรเช่น ซังข้าวโพด (corn stover) เส้นใยข้าวโพด (corn fibre) ชานอ้อย (sugar cane 

bagasse) วัสดุเหลือทิ้งจากไม้ เช่น ขี้เลื่อยจากทั้งไม้เนื้ออ่อนและไม้เนื้อแข็ง พวกขยะจากกระบวนการ

แปรรูปอาหาร และเศษกระดาษ ฯลฯ เป็นแหล่งพลังงานทางเลือกที่น่าสนใจมากที่สุดเนื่องจากมีอยู่มาก

โดยเฉพาะพวกชานอ้อยและฟางข้าวพบว่ามีจ านวนมากหลายล้านตันในแต่ละปีในประเทศไทย ส่วนใน

ระดับโลกเศษแหลือทิ้งจากอาหารที่เป็นพวกลิกโนเซลลูโลสิกมีมากถึง 3 พันล้านเมกากรัมต่อปี (Kusch 

at al., 2009)  และเนื่องจากงานวิจัยเพ่ือใช้ประโยชน์จากลิกโนเซลลูโลสิกยังมีน้อย น่าจะถึงเวลาแล้วที่

งานวิจัยควรจะหันทิศทางมาเพ่ือพัฒนาการแปรรูปวัสดุที่มีเซลลูโลสเหล่านี้มาผลิตเป็นพลังงานทดแทน 

และผลิตภัณฑ์เพ่ิมมูลค่า (value-added products) ต่างๆ ให้มากยิ่งขึ้น (อรุณี, 2555) 

กระบวนการผลิตเอทานอลที่ผลิตได้จากเซลลูโลส เป็นเอทานอลที่ผลิตได้จากวัตถุดิบจากวัสดุ

เหลือทิ้งทางการเกษตร ฟางข้าว  กากอ้อย ซังข้าวโพด  เปลือกไม้ หรือจากต้นพืชที่ไม่เกี่ยวข้องกับพืชที่

มนุษย์บริโภค ได้แก่ ต้นเลา  หญ้าเนเปีย  ข้าวฟ่างหวาน  สาหร่าย  สบู่ด า อ้อยพลังงาน (อรพิมพ์, 2553)  

วัตถุดิบดังกล่าวประกอบไปด้วยลิกนิน  เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส  และเรียกวัตถุดิบประเภทนี้ว่า  วัสดุ

ลิกโนเซลลูโลส  ซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์ประเภทคาร์โบไฮเดรตที่เป็นส่วนประกอบส าคัญของพืช  ซึ่ง

เกิดขึ้นจากหน่วยย่อยของน้ าตาลกลุโคสเชื่อมต่อกันเป็นสายยาวหรือพอลิเมอร์ของน้ าตาลกลูโคส  เอ

ทานอลที่ผลิตจากเซลลูโลสจึงมีคุณสมบัติและลักษณะทางเคมีเช่นเดียวกับเอทานอลที่ผลิตจากวัตถุดิ บ

ประเภทน้ าตาลและแป้งที่ได้จากอ้อยหรือมันส าปะหลัง 

กระบวนการผลิตเซลลูโลซิกเอทานอลจากพืชชีวมวล มีขั้นตอนตั้งแต่การปรับสภาพเบื้องต้น 

(pretreatment)  ซึ่งเป็นกระบวนการก าจัดสารประกอบจ าพวกลิกนินที่ห่อหุ้มเฮมิเซลลูโลสและ



เซลลูโลสออกไป (Ververis et al., 2007)   เนื่องจากสารประกอบเหล่านี้จะท าให้มีผลต่อขั้นตอน

กระบวนการย่อยสลาย  ถ้าไม่ก าจัดออกจะท าให้การย่อยสลายได้ยาก หรือออาจท าให้เกิดสารอนุพันธ์ที่

อาจมีผลต่อกระบวนการผลิตได้ (Mussatto et al., 2008)   ซึ่งการปรับสภาพเบื้องต้นสามารถแบ่งได้

เป็น 4 วิธี ได้แก่ 1. การปรับสภาพด้วยวิธีทางกายภาพ  (physical pretreatment)  เป็นการท าให้เส้น

ใยเซลลูโลสแตกออก เช่น การบด และใช้ความร้อน เป็นต้น  2. การปรับสภาพด้วยวิธีทางเคมี 

(chemical pretreatment)  โดยใช้สารละลายกรดหรือด่างเพ่ือเพ่ิมความสามารถในการย่อยสลายเฮมิ

เซลลูโลสและลิกนิน  3.  การปรับสภาพด้วยวิธีทางเคมี-ฟิสิกส์ (physic-chemical pretreatment)  

เป็นการใช้วิธีทางกายภาพร่วมกับสารเคมี เช่นการใช้สารละลายเบสเจือจางและความร้อนภายใต้ความดัน

สูงในการปรับสภาพ ที่นิยมใช้กันมากท่ีสุด คือ NaOH ซึ่งเป็นการก าจัดลิกนิน  เฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลส

บางส่วนออกไปด้วย  ดังนั้น การใช้ NaOH จึงจ าเป็นต้องใช้อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมกับพืชชนิดนั้นๆ 

ผลผลิตที่ได้จึงจะมีประสิทธิภาพมากที่สุด (Wang et al., 2010) และ 4. การปรับสภาพด้วยวิธีทาง

ชีวภาพ (Biological pretreatment)  เป็นการใช้เอนไซม์เพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างที่ซับซ้อนของเซลลูโลสให้

อยู่ในรูปโซ่ตรง    (ประเวศ และคณะ, 2551)  

กระบวนการย่อยสลาย (hydrolysis)  คือการย่อยสลายเซลลูโลสให้กลายเป็นน้ าตาลกลูโคส  

และการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสซึ่งเป็นโคพอลิเมอร์ของน้ าตาลคาร์บอน 5 และ 6 อะตอม จะได้น้ าตาล

ไซโลส  แมนโนส  อะราบิโนส  และกลูโคส  ขึ้นอยู่กับชนิดของพืช (Bosch et al., 2010)  ซึ่งการย่อย

สลายสามารถย่อยด้วยกรด เป็นการใช้กรดเจือจางภายใต้อุณหภูมิและความดันสูง หรือ ย่อยสลายด้วย

เอนไซม์ ซึ่งเอนไซม์ที่ใช้จึงต้องใช้เอนไซม์หลายชนิด ได้แก่ เอนไซม์เซลลูเลส จะช่วยย่อยสารในกลุ่ม

เซลลูโลสให้มีโมเลกุลเล็กลง  เอนไซม์ไซลาเนส  จะช่วยย่อยสารในกลุ่มลิกนิน  เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการ

ย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสถูกเรียกรวม ๆ กันว่าเฮมิเซลลูเลส ซึ่งแบ่งย่อยออกเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ตัดอย่าง

จ าเพาะตามชนิดของสารตั้งต้นซึ่งมีเอนไซม์หลายชนิดเกี่ยวข้องเช่น อะราบิเนส ได้น้ าตาลอะราบิโนส กา

แลกตาเนส แมนนาเนส ได้น้ าตาลแมนแนนและเอนไซม์ไซลาเนสได้น้ าตาลไซโลส ซึ่งเป็นเอนไซม์หลัก 

เนื่องจากโครงสร้างของเซลล์พืชบกมีไซแลนถึง 80-95 % ซึ่งการย่อยด้วยเอนไซม์จะเป็นวิธีที่นิยมกันมาก  

เนื่องจากให้ปริมาณน้ าตาลที่สูงจึงเหมาะแก่การหมัก เอทานอล หลังจากการย่อยสลายได้น้ าตาลแล้วจะ

เข้าสู่กระบวนการหมัก (fermentation) เป็นการย่อยสลายน้ าตาลโดยใช้จุลินทรีย์ เช่น ยีสต์  ท าให้เกิด

เป็นเอทานอล  จุลินทรีย์ที่นิยมใช้ในการหมักในปัจจุบัน  ได้แก่ เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 

ซึ่งจุดเด่นของ S. cerevisiae  คือสามารถเจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิกว้าง 30-40 องศาเซลเซียส  และทน

อุณหภูมิสูงได้ (ธราพงษ์ และคณะ, 2553)  Jeffries et al. (2007)  ได้ศึกษายีสต์ Pichia stipitis  ใน



การหมักน้ าตาลไซโลส  ซึ่งเป็นน้ าตาลที่ได้จากการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลส  พบว่า  สามารถผลิตเอทา

นอลได้ 41 กรัม ต่อน้ าตาล  1 ลิตร  ปัจจุบันมีเทคโนโลยีการหมัก 2 แบบ ธราพงษ์ และคณะ (2553)  

ได้แก่ 1.  การหมักแบบไม่ต่อเนื่อง (batch fermentation) ดังภาพที่ 2  เป็นการผสมหัวเชื้อลงในน้ า

หมัก โดยเกิดข้ึนในถังหมักเพียงใบเดียว จนเสร็จสิ้นการหมักภายในเวลา 72 ชั่วโมง 

Balat, M (2011)  ได้ศึกษาการผลิตเอทานอลจากวัสดุที่มีลิกโนเซลลูโลสิกเป็นองค์ประกอบ

พบว่ามีความเป็นไปได้สูงมากส าหรับการใช้วัสดุเหล่านี้มาผลิตเอทานอล 

Alya Limayem และ Steven C. Ricke (2012) ชี้ว่าผลจากการขึ้นราคาน้ ามันดิบท าให้รัฐบาล

ของอเมริกาหันมาให้ความสนใจการผลิตเอทานอลจากพืชซึ่งเป็นแหล่งพลังงานที่มีความยั่งยืนมากกว่า 

มวลชีวภาพก าลังมีบทบาทส าคัญในการผลิตไบโอเอทานอลในช่วงหลายปีที่ผ่านมาและการผลิตระดับ

อุตสาหกรรมจะมุ่งเน้นไปยังขยายขนาดการผลิตด้วยต้นทุนต่ าโดยใช้วัสดุที่มีลิกโนเซลลูโลสิกเป็น

องค์ประกอบโดยเฉพาะจากการเกษตรและป่าไม้ แม้ว่าการผลิตเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลสมีความ

เหมาะสมแต่ยังมีสิ่งรบกวนในกระบวนการหมักท าให้มีความสนใจลงทุนน้อย ในการวิจัยได้ชี้ให้เห็นถึง

ความคุ้มค่าและความส าคัญของการน าลิกโนเซลลูโลสิกมาใช้ในการผลิตไบโอเอทานอลโดยการน า

เทคโนโลยีต่าง  ๆมาช่วยเช่น การดัดแปลงพันธุกรรม การศึกษาเทคนิคการพรีทรีตเมนต์เพ่ือให้เกิดความ

คุ้มทุน 

M. Vishnu (2012) ชี้ให้เห็นว่าการผลิตพลังงานทดแทนจากมวลชีวภาพชนิดลิกโนเซลลูโลสิก 

ก าลังได้รับความสนใจจากนักวิจัยทั่วโลก โดยมุ่งเน้นไปยังวัสดุธรรมชาติที่เกี่ยวข้องกับสิ่งแวดล้อม การ

พัฒนาการผลิตไบโอเอทานอลเข้าสู่ยุคที่ 2 ได้แก่ลิกโนเซลลูโลสิกไบโอแมสซึ่งสนับสนุนทั้งด้านพลังงาน

และสิ่งแวดล้อมเป็นชีวมวลที่มีราคาถูก มีความยั่งยืน น ากลับมาใช้ใหม่ได้อย่างไม่มีขีดจ ากัดและมี

ศักยภาพในการทดแทนพลังงานจากฟอสซิลได้อย่างหลากหลายในกลุ่มของพลังงานต่าง ๆ เช่นความร้อน  

พลังง่านไฟฟ้า น้ ามัน วัสดุและสารเคมีต่าง ๆ ลิกโนเซลลูโลสเป็นโครงสร้างหลักของเนื้อไม้และพืชที่ไม่ใช่

เนื้อไม้ ให้ส่วนประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน  การใช้องค์ประกอบหลักทั้ง 3 อย่าง

ครบถ้วนจะเกิดความคุ้มค่าในทางเศรษฐศาสตร์ในการผลิตเอทานอลจากมวลชีวภาพ ขบวนการหมัก    

ไบโอแมสประกอบด้วยขั้นตอนหลัก 5 ประการคือ การคัดเลือกชนิดของไบโอแมสที่เหมาะสม การท า   

พรีทรีตเมนต์ที่มีประสิทธิภาพ การผลิตเอนไซม์ช่วยย่อยเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส การหมักน้ าตาล 5 

และ 6 โมเลกุลของคาร์บอนและขบวนการกลั่น ซึ่งปัจจุบันพบปัญหาด้านการพรีทรีตเมนต์และการขาด

เอนไซม์ที่มีประสิทธิภาพ 



ประเทศไทยมีวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรปริมาณมากได้แก่ ฟางข้าว ชานอ้อย ใบอ้อย กากมัน

ส าปะหลัง ทะลายปาล์ม เปลือกยูคาลิปตัส เป็นต้น หากน ามาเพ่ิมมูลค่าโดยการหมักให้เป็นน้ าตาลแล้ว

เปลี่ยนเป็นเอทานอล ก็จะช่วยด้านการผลิตพลังงานทดแทนได้ดียิ่งขึ้น การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือ

ทิ้งทางการเกษตรประสบความส าเร็จในหลายประเทศเช่นสหรัฐอเมริกา แคนาดา ยุโรป เป็นต้น  ส าหรับ

ประเทศไทยเรายังคงมีวัตถุดิบกลุ่มแป้งและน้ าตาลปริมาณมาก ท าให้ประเทศไทยมีแหล่งพลังงานทดแทน

ที่มั่นคง  แต่ในอนาคตเราก็จ าเป็นต้องหาทางผลิตจากแหล่งอ่ืน  ดังนั้นเราจึงต้องเร่งกระบวนการวิจัยด้าน

นี้ให้มากขึ้นเพ่ือรองรับปัญหาการขาดแคลนวัตถุดิบพวกแป้งและน้ าตาลซึ่งเป็นพืชอาหารในอนาคต 

นอกจากนี้การผลิตเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลสก าลังได้รับความสนใจจากหลายประเทศทั่วโลก มีการ

วิจัยอย่างกว้างขวาง มีโอกาสประสบความส าเร็จสูง เป็นเทคโนโลยีที่เราพัฒนาขึ้นเองได้โดยใช้วัสดุใน

ท้องถิ่นและองค์ความรู้ที่มีในปัจจุบัน องค์ความรู้ที่ได้สามารถพัฒนาต่อยอดเข้าสู่วิสาหกิจชุมชนได้ เกิด

การสร้างงานลดการน าเข้าประชาชนพึ่งตนเองได้ 

 

7. วิธีด าเนินการ                 

การปรับสภาพวัสดุชีวมวลด้วยด่าง 

น าวัสดุชีวมวลที่บดและท าให้แห้งแล้วจ านวน 50 กรัมละลายใน 5%NaOH ในอัตราส่วน 1 : 10 

(W/V) บ่มตัวอย่างในอ่างน้ าร้อน 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  แล้วน าไปกรองด้วยผ้า น ามาวัด

ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ด้วยเทคนิค DNS 

   

การปรับสภาพวัสดุชีวมวลด้วยกรด 

น าวัสดุชีวมวลที่บดและท าให้แห้งแล้วจ านวน 50 กรัมละลายใน 1%HCl ในอัตราส่วน 1 : 10 

(W/V) น าส่วนผสมที่ได้ไปบ่มที่ 121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที กรองด้วยผ้าแล้ว น าสารละลายที่

ได้มาวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ด้วยเทคนิค DNS 

 

การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์ที่เหมาะสมในการเปลี่ยนวัสดุชีวมวลให้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ 

น าฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพวัสดุชีวมวลจ านวน 1 กรัม มาหมักด้วยเอนไซม์เฮมิเซลลูเลสที่

ผลิตได้จากฟางข้าวหรือกากมันส าปะหลังปริมาณเริ่มต้น 0.5 ยูนิต ในสารละลาย 10 ml ซิเตรตบัฟเฟอร์

ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์  ที่ค่าความพีเอ็ช 4.8  ลงในฟลาสก์ขนาด 100 มิลลิลิตร โดยปรับปริมาตรของ

สารละลายเป็น 50 มิลลิลิตร กวนด้วยแท่งแม่เหล็ก  น าไปบ่มที่ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 



ในเครื่องเขย่า เก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง การก าจัดสารพิษน าตัวอย่างที่ผ่านการปรับสภาพวัสดุชีวมวล

ด้วยด่าง กรดและเอนไซม์มาผสมกับผงถ่าน activated charcoal ในอัตราส่วน 20:1 w/w  น าไปเขย่า

บนแมกเนติกเสตอเรอร์เป็นเวลา 2 วันที่อุณหภูมิห้อง น าตัวอย่างมากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 5 เพ่ือ

แยกเอาผงถ่านออกไป น ามาวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ด้วยเทคนิค DNS  

 

การหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยสลายฟางข้าวโดยใช้ยีสต์ 

การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ 

ท าการหมักสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยยีสต์  2 สายพันธุ์  คือ  Pichia pastoris  และ 

Saccharomyces cerevisae โดยเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ ในอาหารเหลว YEPD  เลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เขย่าความเร็ว 200 rpm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับปริมาณเซลล์ยีสต์ให้ได้ 8 x 10-9 cfu/ml  

 

การหมัก 

น าน้ าตาลรีดิวซ์ที่ผลิตได้จากข้างต้น มาเติมสารอาหารดังนี้  1%KH2PO4,  0.5% (NH4)2SO4, 

0.05% MgSO4.7H2O, และ 0.1% yeast extract  ปรับค่าพีเอชเป็น 5.0 โดยการเตรียมสารละลาย

ปริมาตรรวม 100 มล. ในฟลาสก์แก้วขนาด 250 มล. น าไปบ่มที่  30 องศาเซลเซียส เขย่า 200 rpm 

เป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง วัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยเทคนิค DNS วัดปริมาณเอทานอล

ที่ได้ด้วยเทคนิค Flash distillation  

 

สถานที่ท าการทดลอง  ห้องปฏิบัติการ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ อ. ธัญบุรี จ. ปทุมธานี 
 ระยะเวลาท าการทดลอง ปี  2559 – 2560   

 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

ผลการทดลองการปรับสภาพวัสดุชีวมวลด้วยด่างและกรด 

การปรับภาพด้วยวิธีทางเคมี  โดยใช้สารละลายกรด สารละลายด่าง เพ่ือเพ่ิมความสามารถใน

การย่อยเฮมิเซลลูเลส ถ้าเป็นสารละลายกรดจะสามารถท าให้เฮมิเซลลูโลสละลายน้ าออกมา ส่วน

สารละลายด่างมีส่วนท าให้เฮมิเซลลูโลสและลิกนินละลายน้ าออกมา เพ่ิมความสามารถในการพองตัวซึ่ง

เป็นการเพ่ิมพ้ืนที่ผิวให้แก่วัตถุดิบ นอกจากเป็นการสลายโครงสร้างเพ่ือให้ง่ายต่อการไฮโดรซิสแล้ว ยังท า

ให้ทราบปริมาณน้ าตาลกลูโคสที่ได้จากการสลายพันธะ  



จากผลการทดลองผลกระทบของการใช้กรดและด่างในการปรับสภาพวัสดุชีวมวล โดยใช้ฟางข้าว

เป็นตัวอย่างชีวมวล พบว่าการปรับสภาพวัสดุชีวมวลด้วยด่าง 5% NaoH ในอัตราส่วน ด่าง:ชีวมวล 1:10 

เมื่อน ามาวัดหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยเทคนิค DNS method แล้วน าค่า OD ที่ได้เปรียบเทียบกับค่า

มาตรฐานน้ าตาลกลูโคส พบว่า มีน้ าตาลรีดิวซ์ 1.280 mg/ml และการปรับสภาพวัสดุชีวมวลด้วยกรด 

1% HCL ในอัตราส่วน กรด:ชีวมวล 1:10 เมื่อน ามาวัดหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยเท คนิค DNS 

method แล้วน าค่า OD ที่ได้เปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานน้ าตาลกลูโคส พบว่า มีน้ าตาลรีดิวซ์ 1.587 

mg/ml  ซึ่งให้น้ าตาลกลูโคสมากกว่าการรับสภาพด้วยด่าง ดังนั้น การปรับสภาพวัสดุชีวมวลด้วยกรด 

1% HCL ในอัตราส่วน กรด:ชีวมวล 1:10 จึงเป็นการปรับสภาพชีวมวลที่เหมาะสมกับชีวมวลฟางข้าว 

ผลการทดลองความเข้มข้นของเอนไซม์ที่เหมาะสมในการเปลี่ยนวัสดุชีวมวลให้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ 

ผลการทดลองพบว่า กระบวนการปรับสภาพที่เหมาะสมที่สุด คือ ปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรด

ไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 1% (v/v) ร่วมกับเอนไซม์เซลลูเลส 0.5 (Unit/ml)  ปริมาตร 500 ul และใช้

ปริมาณวัสดุชีวมวล   1:10 (g/ml) ได้ปริมาณน้ าตาลกลูโคส เท่ากับ 1.576 mg/ml เนื่องจากการปรับ

สภาพด้วยกรดซัลฟิวริกสามารถย่อยเฮมิเซลลูโลสได้ดีจึงให้ปริมาณน้ าตาลไซโลสสูง การย่อยฟางข้าวโดย

ใช้กรดที่มีความเข้มข้นต ่าร่วมกับเอนไซม์จะสามารถเปลี่ยนลิกโนเซลลูโลสเป็นน้ าตาลท า ให้ได้น้ าตาลเป็น

จ านวนมาก ได้แก่ กลูโคส,อะราบิโนส และไซโลส นอกจากนี้ยังมีผลพลอยได้อ่ืน ๆ ได้แก่ กรดอะซีติก , 

เฟอร์ฟูรอล  

 

ตารางที่ 1 ผลการทดลองการปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรด 1% HCL และ 5% NaoH ร่วมกับเอนไซม์

เซลลูเลส 

ตัวอย่าง ชั่วโมง ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 

(mg/ml) 

ฟางข้าว 

ปรับสภาพด้วย 

5% NaoH 

0 1.154 

24 1.321 

48 1.368 

72 1.393 

ฟางข้าว 

ปรับสภาพด้วย 

1% HCL 

0 1.307 

24 1.372 

48 1.416 

72 1.576 



ผลการทดลองการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยสลายฟางข้าว 

สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากฟางข้าวหลังจากถูกน าไปหมักด้วยยีสต์ P.pastoris x-33 มีค่า

ลดลง จาก 1.314 เป็น 1.077 mg/ml ในวันที่ 7 ของการหมักเอทานอล ผลของการวิเคราะห์ปริมาณ  

เอทานอลด้วยเทคนิค Flash distillation ได้ปริมาณเอทานอลเท่ากับ 2.886 mg/ml ดังตารางที่ 2 

สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากฟางข้าวหลังจากถูกน าไปหมักด้วยยีสต์ S.cerevisiae Sc90 มีค่าลดลง 

จาก 1.314 เป็น 1.056 mg/ml ในวันที่ 5 ของการหมักเอทานอล ผลของการวิเคราะห์ปริมาณ  เอ

ทานอลด้วยเทคนิค Flash distillation ได้ปริมาณเอทานอลเท่ากับ 3.000 mg/ml ดังตารางที่ 3 

ดังนั้น สภาวะที่เหมาะสมของการหมักน้ าตาลรีดิวซ์จากการย่อยสลายฟางข้าว ด้วยเชื้อยีสต์ 

P.pastoris X-33 คือ น าไปบ่มที่  37 องศาเซลเซียส เขย่า 200 rpm เป็นเวลา 7 วัน และ การหมัก

น้ าตาลรีดิวซ์จากการย่อยสลายฟางข้าว ด้วยเชื้อยีสต์ S.cerevisiae Sc90 คือ น าไปบ่มที่  37 องศา

เซลเซียส เขย่า 200 rpm เป็นเวลา 5  วัน 

ตารางท่ี 2 ผลการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยสลายฟางข้าวโดยใช้ยีสต์ P.pastoris X-33 

ระยะเวลาหมัก 

(hr) 

ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 

(mg/ml) 

ปริมาณเอทานอล 

(mg/l) 

0 1.314 0.000 

24 1.102 1.072 

48 1.098 1.412 

72 1.091 2.244 

96 1.085 2.384 

120 1.081 2.588 

144 1.072 2.686 

168 1.077 2.886 

 

 

 

 

 

 



ตารางท่ี 3 ผลการหมักน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยสลายฟางข้าวโดยใช้ยีสต์ S.cerevisiae Sc90 

ระยะเวลาหมัก 

(hr) 

ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 

(mg/ml) 

ปริมาณเอทานอล 

(mg/l) 

0 1.314 0.000 

24 1.186 1.265 

48 1.184 1.603 

72 1.090 2.000 

96 1.066 2.825 

120 1.056 3.000 

144 1.066 2.855 

168 1.056 2.928 

 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

ฟางข้าวมี องค์ประกอบของเซลลูโลส 30%  เฮมิเซลลูโลส  50% และลิกนิน  15% ใน

กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลสนั้น จ าเป็นต้องมี

ขั้นตอนการปรับสภาพ (Pretreatment) เพ่ือเป็นการท าลายโครงสร้างที่แข็งของลิกโนเซลลูโลส ส่งผลให้

เอนไซม์หรือจุลินทรีย์ สามารถเข้าถึงและย่อยได้ง่ายวัสดุได้มากขึ้นในขั้นตอนการย่อย (Hydrolysis) ซึ่ง

เป็นการเปลี่ยนเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลในรูปแบบของน้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) เช่น น้ าตาลกลูโคส 

น้ าตาลไซโลส เป็นต้น  

การศึกษาผลของการปรับสภาพของฟางข้าว โดยใช้กรด /ด่าง ร่วมกับ เอนไซม์เซลลูเลสทาง

การค้า (Aspergillus niger) จากผลการทดลองพบว่า การปรับสภาพด้วยกรดไฮโดรคลอริค 1% (v/v) 

ร่วมกับเอนไซม์ เซลลูเลส ทางการค้า 0.5 ยูนิต ได้น ้าตาลกลูโคส 1.576 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การศึกษา

ความสามารถของ Pichia pastoris X-33 และ Sacharomyces cerevisiae Sc90  ในกระบวนการ

หมักเอทานอลโดยใช้ไฮโดรไลเสทฟางข้าวเป็นสับสเตรท พบว่าเชื้อยีสต์ Sacharomyces cerevisiae 

Sc90 ที่เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 7 วัน ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่าความเร็วรอบ 

200 rpm ปริมาณเอทานอลสูงสุดอยู่ที่ 5 ชั่วโมง เท่ากับ 3.000 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 



จากผลการทดลองในครั้งนี้ ท าให้ทราบถึงการน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทฟางข้าวที่มี

อยู่อย่างแพร่หลายในท้องถิ่นมาใช้ให้เกิดประโยชน์และเพ่ิมมูลค่าจากวัสดุต้นทุนต ่า นอกจากนี้ยังสามารถ

น า ข้อมูลที่ได้เป็นพ้ืนฐานในการต่อยอดงานวิจัยในการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเพ่ิมผลได้เอทานอลและ

การหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูงเพ่ือลดต้นทุนในการหล่อน ้าเย็นในการหมักระดับถังหมัก 
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11. ภาคผนวก 

การวิเคราะห์ ปริมาณกลูโคสโดยใช้ สาร Dinitrosalicylic acid (DNS) 

1 เตรียมสารละลายตัวอย่าง หรือ สารละลายมาตรฐานกลูโคส โดยชั่งกลูโคส มา 0.1 กรมั ละลายน้ ากลั่น

ปรับริมาตรสุดท้ายเป็น 100 ml จะได้ความเข้มข้นของสารละลายกลูโคส 1.0 mg/ml จากนั้นน ามาเจือ

จางให้ได้ความเข้มข้นตั้งแต่ 0.2-1.0 mg/ml 

2 เติมสารละลายตัวอย่างปริมาตร 0.5 ml ในหลอด 

3 เติม DNS reagent 0.5 ml ลงไปในหลอด 

4 ต้มในน้ าเดือด 5 นาที เพ่ือท าปฏิกิริยาแล้วท าให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยการแช่น้ าแข็ง 5 นาที เพ่ือหยุด

ปฏิกิริยา 

5 น าไปวัดค่า OD520  น าค่าที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน  

6 น าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพ่ือหาความเข้มข้นของกลูโคสในสารละลายตัวอย่าง 

หรือค านวณจาก 

                   ความเข้มข้นกลูโคส =   (ค่า OD520 นาโนเมตร) x (อัตราการเจือจาง) 

                                                   (ความชันของกราฟมาตรฐาน) 



 

 

 

 

 

 

 

* จัดส่งขอ้มูลไปยัง กลุ่ม 

 

สารเคมีและวิธ 

การวิเคราะห์ ปริมาณเอทานอลโดยวิธี Flash distillation 

สารเคมี 

สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ในกรดซัลฟิวริ ก 0.5 โมลาร์ละลาย

โพแทสเซยีมไดโครเมตหนัก 29.4 กรัม ในสารละลายกรดซัลฟิวริก 98% ปริ มาตร 25.6 มิลลิลิตร ปรับ

ปริ มาตร 1 ลิตรด้วยน้ ากลัน่ 

แอลกอฮอล์บริสุทธิ์ เพ่ือใช้เตรียมสารละลายแอลกอฮอล์มาตรฐานค่าความเข้มข้นในช่วง 2 ถึง 

10กรัมต่อลิตร 

        วิธีเตรียม: เจือจางแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ ด้วยน้ ากลันให้มีความเข้มข้นในช่วง 0 ถึง 10 กรัมต่อลิตร 

 

วิธีการวิเคราะห์  

ปริมาณแอลกอฮอล์ : ท าการเจือจางสารละลายตัวอย่างให้มี ความเข้มข้นขอแอลกอฮอล์ 

โดยประมาณให้มีในช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 10 กรัมต่อลิตร แล้วจึงปิเปตสารละลายตัวอย่างที่ทาการเจือ

จางแล้วปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ในกรด

ซัลฟิวริก 0.5 โมลาร์ ปริ มาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ ลงในหลอดฝาเกลียวปิดสนิท เติมน้ ากลันลงไป 2 มิลลิลิตร 

ปิดฝาให้แน่นนาไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบระยะเวลานาไปแช่ในน้ าเย็นเป็นเวลา 2 นาที 

ทันที จากนั้นจึงนาสารละลาย ที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร บันทึกค่า

การดูดกลืนแสงโดยเทียบกับสารละลายแบลงค์ น าไปอ่านค่าความเข้นข้นของแอลกอฮอล์บนกราฟของ

สารละลายแอลกอฮอล์มาตรฐาน 


