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สารบัญตาราง 
 

หนา 
 

ตารางที่ 1.1 ปริมาณของเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในวัสดทุางการเกษตร 6 
ตารางที่ 1.2 ปริมาณน้ําตาล Xylose และ Furfural จากการไฮโดรไลซิสเสนใยปาลม 9 
  ขนาดตางๆ ที่เตรียมดวยวิธีตางๆ ดวยกรดซัลฟวริก 
ตารางที่ 3.1 ปริมาณฟางขาวขนาดตางๆ ที่ไดจากการบดดวยเครื่องสับผักตบชวา 33 
ตารางที่ 3.2 องคประกอบทางเคมีของฟางขาว 34 
ตารางที่ 3.3 ปริมาณสารตางๆ ที่ไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 0.00-30.00 มิลลิเมตร 39 
  ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยความกรดซัลฟวริก 
  เขมขน 1.00% (w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที 
ตารางที่  3.4.   ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  42 
  ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความ 
  เขมขน 0.00-1.75 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที 
ตารางที่  3.5   ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  43 
  ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความ 
  เขมขน 1.00 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 7-60 นาท ี
ตารางที่  3.6   ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  45 
  ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความ 
  เขมขน 1.00 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 110-121๐ซ. เปนระยะเวลา 15 นาท ี
ตารางที่  3.7 ปริมาณตางๆ หลังจาการเตรยีมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  46 
  ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความ 
  เขมขน 1.00 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที โดยมีการแช 
  ตัวอยางที่อุณหภูมหิองเปนระยะเวลา 0-24 ช่ัวโมง กอนเตรียม 
ตารางที่  3.8  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอ สารละลาย 48 
  กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry  
  residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที  
  เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ตารางที่  3.9   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสาร 49 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  20 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.10   ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัมตอสาร 52 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 20  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.11  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัม 53 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ  
  20 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.12  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 55 
  กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 10-50 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160  
  รอบตอนาที 
ตารางที่  3.13  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสาร 56 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 10-50  
  FPU/g Dry  residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.14  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสาร 58 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
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ตารางที่  3.15  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 59 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.16  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสาร 61 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.17 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 62 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.18 ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15 กรัมตอสารละลาย 63 
  กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry  
  residue substrate ที่พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที  
  เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
ตารางที่  3.19 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15 กรัมตอสาร 64 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.20 ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสาร 66 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.21  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 68 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  10-50 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 



 ฉ

สารบัญตาราง (ตอ) 
หนา 

 
ตารางที่  3.22  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 69 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.23   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 71 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.24  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสาร 72 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.25   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอ 73 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  3.34  ปริมาณตางๆที่ไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v) 78 
  H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที และ 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที 
ตารางที่  3.27  สรุปปริมาณตางๆ เมื่อมีการเพิ่มความรุนแรงในการเตรียม  83 
  และปริมาณฟางขาวเริ่มตน 
ตารางที่  3.28  ไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต  88 
  3 สายพันธุ  จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก  
  1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
  เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส  
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ตารางที่  3.29 ไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต  93 
  3 สายพันธุ จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก  
  3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
  เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส  
ตารางที่  3.30   ไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis  101 
  ปริมาณเชื้อเริม่ตนตางๆ จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรด 
  ซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา 
  เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส  
ตารางที่  3.31   การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)  103 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสต 
ตารางที่  3.32   การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)  104 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 1 (Inducing yeast step I) 
ตารางที่  3.33   การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)  106 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) 
ตารางที่  3.34  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 3.0%(w/v)  106 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) 
ตารางที่  3.35   การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)  107 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อสาร 
  ละลายกอนการหมัก 
ตารางที่  3.36   การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 3.0%(w/v)  108 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อสาร 
  ละลายกอนการหมัก 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
หนา 

 
ตารางที่  ง1.  ปริมาณตางๆ ที่ไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 0.00-30.00 มิลลิเมตร  123 
  ดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 1.00%(w/v) ที่อุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 15 นาที 
ตารางที่  ง2.  ปริมาณตางๆ ที่ไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  123 
  ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 0.00-1.75%(w/v) ที่อุณหภูมิ 121°ซ.  
  เปนเวลา 15 นาที 
ตารางที่  ง3.  ปริมาณตางๆ ที่ไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  124 
  ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) ที่อุณหภูมิ 121°ซ.  
  เปนเวลา 7-60 นาที 
ตารางที่  ง4.  ปริมาณตางๆ ที่ไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  124 
  ดวยกรดซัลฟวริก ความเขมขน 1.00%(w/v) ที่อุณหภูมิ 110-121°ซ.  
  เปนเวลา 15 นาที 
ตารางที่  ง5.  ปริมาณตางๆ ที่ไดจากการแชฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  124 
  ในกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) เปนเวลา 0-24 ช่ัวโมง  
  ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นใหความรอนที่อุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 15 นาที 
ตารางที่  ง6.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม  125 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ  
  ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ.  
  อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง7.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสาร 125 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  20 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง8.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัม 126 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  20 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
หนา 

 
ตารางที่  ง9.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัม ตอสาร 126 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง10.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอ 127 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  10-50 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง11.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 127 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  10-50 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง12.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม  128 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60°ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง13.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 128 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60°ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง14.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม  129 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ  
  ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50°ซ.  
  อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง15.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 129 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
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ตารางที่  ง16.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 130 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง17.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม  131 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ  
  ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง18.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสาร 131 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง19.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม  132 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ  
  ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ.  
  อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง20.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 132 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง21.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม  133 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ  
  ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60°ซ.  
  อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
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ตารางที่  ง22.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 133 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60°ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง23.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม  134 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ  
  ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50°ซ.  
  อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง24.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 134 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง25.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 135 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตรา 
  การเขยา 160 รอบตอนาที 
ตารางที่  ง26.  การเปลี่ยนแปลงระหวางการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย  135 
  1.00%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที และฟางขาวที่เตรียมดวย  
  3.00%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที 
ตารางที่  ง27.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย S.cerevisiae TISTR 5596 จาก  136 
  hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซลัฟวริก 1.0%(w/v) ให 
  ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
  และไฮโดรไลซิสดวเอนไซมเซลลูเลส 
ตารางที่  ง28.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P.stipitis จาก hydrolysate จาก 136 
  ฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่อง 
  ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีและไฮโดรไลซิส 
  ดวยเอนไซมเซลลูเลส 
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ตารางที่  ง29.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย C.shehatae จาก hydrolysate จาก 137 
  ฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่อง 
  ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีและไฮโดรไลซิส 
  ดวยเอนไซมเซลลูเลส 
ตารางที่  ง30.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย S.cerevisiae TISTR 5596 จาก  137 
  hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซลัฟวริก 3.0%(w/v) ให 
  ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 
ตารางที่  ง31.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P.stipitis จาก hydrolysate จาก 138 
  ฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่อง 
  ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ีและไฮโดรไลซิส 
  ดวยเอนไซมเซลลูเลส 
ตารางที่  ง32.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย C.shehatae จาก hydrolysate จาก 138 
  ฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่อง 
  ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ีและไฮโดรไลซิส 
  ดวยเอนไซมเซลลูเลส 
ตารางที่  ง33.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อเริ่มตน  139 
  5 x 106 เซลลตอลิตร จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรด 
  ซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  
  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส  
ตารางที่  ง34.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อเริ่มตน  139 
  1 x 107 เซลลตอลิตร จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรด 
  ซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  
  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 
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ตารางที่  ง35.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อเริ่มตน  140 
  5 x 107 เซลลตอลิตร จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรด 
  ซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  
  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 
ตารางที่  ง36.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อเริ่มตน  140 
  8 x 108 เซลลตอลิตร จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรด 
  ซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  
  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส  
ตารางที่  ง37.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)  141 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสต 
ตารางที่  ง38.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)  141 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 1 (Inducing yeast step I) 
ตารางที่  ง39.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)  142 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) 
ตารางที่  ง40.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 3.0%(w/v)  142 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) 
ตารางที่  ง41.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)  143 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อสาร 
  ละลายกอนการหมัก 
ตารางที่  ง42.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 3.0%(w/v)  143 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชือ้ยีสตที่มีการ 
  ปรับสภาพในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อสาร 
  ละลายกอนการหมัก 
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รูปที่ 1.1. ฟางขาว 5   
รูปที่ 1.2. การเผาฟางขาว 6 
รูปที่ 1.3. การแยกองคประกอบของผนังเซลลพืช 7 
รูปที่ 1.4. ปริมาณน้ําตาลไซโลสจากการไฮโดรไลซิสทะลายปาลมเปลาดวยกรด 10 
  ซัลฟวริกความเขมขน และระยะเวลาตางๆ 
รูปที่ 1.5. การเปลี่ยนแปลงของน้ําตาลไซโลสเปนฟูเฟอรรัล 10 
รูปที่ 1.6. ปริมาณฟูเฟอรรับจากการไฮโดรไลซิสทะลายปาลมเปลาดวยกรด 11 
  ซัลฟวริกความเขมขน และระยะเวลาตางๆ 
รูปที่ 1.7. ปริมาณของกรดแอซีติกจากการไฮโดรไลซิสของทะลายปาลมเปลาดวย 12 
  กรดซัลฟวริกความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 
รูปที่ 1.8. กลไกการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสในการยอยสลายเซลลูโลส 14 
รูปที่ 1.9. การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมของเซลลูโลสดวยอัตราการเขยาที่แตกตางกัน 19 
รูปที่ 1.10 การเปลี่ยนแปลงของน้ําตาลกลูโคสเปนเอทานอล 
รูปที่ 1.11. การเปลี่ยนแปลงของน้ําตาลไซโลสเปนเอทานอล 20 
รูปที่ 2.1. กระบวนการเหนี่ยวนํายีสตใหสามารถเจริญเติบโตและหมักเอทานอลใน 31 
  สารละลายที่ไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาว 
รูปที่ 2.2. การปรับสภาพเชื้อดวยสารอาหารที่ไดจากการไฮโดรไลซีสฟางขาวดวย 32 
  กรดความเขมขนตางๆ 
รูปที่ 3.1. ฟางขาว (Rice straw) 35 
รูปที่ 3.2. เครื่องสับผักตบชวา 35 
รูปที่ 3.3. ฟางขาวหลังบดดวยเครื่องสับผักตบชวา 35 
รูปที่ 3.4. ลักษณะของฟางขาวขนาดตางๆ ปริมาณ 10 กรัม หลังบดดวยเครื่อง 36 
  สับผักตบชวา และรอนผานตะแกรงขนาดตางๆ 
รูปที่ 3.5. กระบวนการลดขนาดของฟางขาว 37 
รูปที่ 3.6. ปริมาณตางๆ จากการเตรยีมฟางขาวขนาด 0.00-30.00 มิลลิเมตร ปริมาณ  40 
  10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยความกรดซลัฟวริกเขมขน  
  1.00 % (w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที 
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รูปที่  3.7. ลักษณะของฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  40 
รูปที่  3.8.  ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  42 
  ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความ 
  เขมขน 0.00-1.75 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที 
รูปที่  3.9.   ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  44 
   ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความ 
   เขมขน 1.00%(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 7-60 นาที 
รูปที่  3.10.  ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  45 
  ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความ 
  เขมขน 1.00 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 110-121๐ซ. เปนระยะเวลา 15 นาท ี
รูปที่  3.11.  ปริมาณตางๆ หลังจาการเตรยีมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร  47 
  ปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริก 
  ความเขมขน 1.00 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที โดยม ี
  การแชตัวอยางที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 0-24 ช่ัวโมง กอนเตรียม 
รูปที่  3.12. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสาร 48 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.13.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัม ตอสาร 51 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 20 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.14.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัม 53 
  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ  
  20 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.15.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 54 
  กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 10-50 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 
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รูปที่  3.16.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสาร 56 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 10-50  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.17.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 58 
  กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.18.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 59 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.19.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 60 
  กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160  
  รอบตอนาที 
รูปที่  3.20.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 61 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.21. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15 กรัมตอสาร 64 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20  
  FPU/g  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
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รูปที่  3.22.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 66 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50  
  FPU/g Dry residue substrate ที่พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.23.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 67 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.24.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลาย 69 
  กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g  
  Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160  
  รอบตอนาที 
รูปที่  3.25.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 70 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.26.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสาร 72 
  ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.27.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอ 73 
  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45  
  FPU/g Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.28.   ขวดดแูรนขนาด 250 มิลลิลิตร และถังหมกัขนาด 5,000 มิลลิลิตร 74 
รูปที่  3.29.   ลักษณะของฟางขาวหลังเตรยีมดวยกรด 75 
รูปที่  3.30.   ลักษณะของฟางขาวหลังบด 75 
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รูปที่  3.31.  ขั้นตอนในการผลิตน้ําตาลจากฟางขาว ดวยการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม 76 
  ในระดบัถังหมักขนาด 5000 มิลลิลิตร 
รูปที่  3.32.   การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4,  77 
  121๐ซ., 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม (Accellerase 1000TM) ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry residue substrate ที่พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการกวน  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.33.   การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของฟางขาวที่เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4,  77 
  121๐ซ., 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม (Accellerase 1000TM) ปริมาณ  
  45 FPU/g Dry  residue substrate ที่พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการกวน  
  160 รอบตอนาที 
รูปที่  3.34.   การไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมโดย (              ) 1.00%(w/v)H2SO4, 1210ซ.,  79 
             15 นาที  (              ) 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที ดวยเอนไซม  
  Accellerase 1,000 ปริมาณ 45 FPU/g Dry substrate residues 
รูปที่  3.35.  สมดุลมวลของฟางขาวที่เตรยีม  81 
รูปที่  3.36. การเปลี่ยนแปลงของปริมาณตางๆ ที่ไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาว 82 
  ที่เตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที เมื่อใชปริมาณฟางขาว 
  สูงกวา 15.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 มลิลิลิตร 
รูปที่  3.37.  การเปลี่ยนแปลงองคประกอบในระหวางการหมักเอทานอลระดับฟลาสก 86 
  จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ให 
  ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส เปรียบเทียบการผลิตเอทานอล  
  โดย S. cerevisiae TISTR 5596 (A), P. stipitis (B) และ C. shehatae  
  TISTR 5843(C) 
รูปที่  3.38.   เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ จาก  87 
  hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซลัฟวริก 1.0%(w/v) ให 
  ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 



 ถ

สารบัญรูป (ตอ) 
หนา 

 
รูปที่  3.39.  การเปลี่ยนแปลงองคประกอบในระหวางการหมักเอทานอลระดับฟลาสก 90 
  จาก  hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ให 
  ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส เปรียบเทียบการผลิตเอทานอล  
  โดย S. cerevisiae TISTR 5596 (A), P. stipitis (B) และ C. shehatae  
  TISTR 5843(C) 
รูปที่  3.40.  เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ จาก  93 
  hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซลัฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอน 
  ดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีและ 
  ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 
รูปที่  3.41. เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ  94 
  จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ให 
  ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
  และ 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
  เปนเวลา 30 นาทีและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 
รูปที่  3.42.  การเปลี่ยนแปลงองคประกอบในระหวางการหมักเอทานอลระดับฟลาสก 97 
  จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ให 
  ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส เปรียบเทียบการผลิตเอทานอล  
  โดย P. stipitis  ปริมาณเชื้อเริม่ตน 5 x106 (A), 1 x107 (B), 5 x107 (C)  
  และ 1 x108 (D) เซลลตอมิลลิลิตร 
รูปที่  3.43.  เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis  ปริมาณเชือ้ 100 
  เริ่มตน 5 x106, 1 x107, 5 x107 และ 1 x108  เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  
  จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ให 
  ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา-เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 



 ท

สารบัญรูป (ตอ) 
หนา 

 
รูปที่  3.44.   กระบวนการปรับสภาพเชื้อยสีตในขั้นตน (Inducing yeast step I) 103 
รูปที่  3.45.   กระบวนการปรับสภาพเชื้อยสีตในขั้นที่ 2 (Inducing yeast step II) 105 
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TECHNOLOGICAL RESEARCH AND DEVELOPMENT OF 
ETHANOL PRODUCTION FROM RICE STRAW AND OTHER 

CELLULOSIC MATERIALS 

Teerapatr Srinorakutara, Yuttasak Subkaree, Nantana Bamrungchue, Yuttasak 
Ratanasong, Suthkamol Suttikul, Vishnu Panphan, Tepparit Kanhanont, 

Piyawan Dechkong, and Suthapong Pongpoot 
 

ABSTRACT 
 

The effects of rice straw (0.00-30.00 mm) pretreatment with diluted sulfuric 
acid (H2SO4) from 0.50 to 1.75%(w/v), autoclaving temperature from 110 to 121oC, 
and autoclaving time from 7 to 60 min were investigated in this study. The results 
showed that rice straw sizes of 2.00-5.00 mm pretreated with 1.00% (w/v) H2SO4, at 
1210C for 15 min were the optimal conditions for pretreatment. At these conditions, 
reducing sugar of 28.68±1.62 g/l, holocellulose conversion of 41.59±2.47%(w/w), 
furfural of 0.13 g/l and solid residue after pretreatment of 64.81±0.50%(w/w) were 
obtained. The reducing sugar and holocellulose conversion increased to 49.87±0.15 
g/l and 48.21±0.16%(w/w), respectively, and solid residue decreased to 54.79± 
0.93%(w/w) when pretreated with 3.0%(w/v) H2SO4 at 1210C for 30 min as amount 
of furfural, a weak point of these conditions, increased to 0.62 g/l. 

  
However, both pretreatment methods gave the similar optimal conditions for 

enzyme hydrolysis by using Accellerase 1,000TM 45 FPU/g dry residue substrate at 
50oC, pH 5.0 with agitation of 160 rpm. It was found that rice straw pretreated with 
3.0%(w/v) H2SO4 gave the reducing sugar (77.12±4.38 g/l) and holocellulose 
conversion (69.43±2.34%, w/w) which were higher than those of using 1.00%(w/v) 
H2SO4 (reducing sugar 68.04±1.77 g/l and holocellulose conversion 56.07±2.09%, 
w/w) as cellulose conversion was similar.  

 
When rice straw pretreated with 3.0%(w/v) H2SO4 was crushed using fruit 

blender, it gave lower viscosity than 1.00%(w/v) H2SO4 leading to easy processing of 
hydrolysis in the fermenter and could increase the initial amount of rice straw. In case 
of increased rice straw to 17.5 g/100 ml H2SO4 solution, the reducing sugar increased 
to 96.00±3.14 g/l as holocellulose conversion did not increase (70.22±1.92%, w/w). 
The reducing sugar was, however, not increased although amount of rice straw was 
added up 20.0 g/100 ml H2SO4 solution as holocellulose and cellulose conversion 
were decreased. 

 
The reducing sugar obtaining from pretreatment with 1.00%(w/v) H2SO4 and 

Accellerase 1,000TM hydrolysis was fermented using Pichia stipitis and Candida 
shehatae. It was found that it could produce 23.71 and 22.49 g/l of ethanol, 
respectively, as both yeasts could not grow and produce ethanol from solution 
pretreated with 3.0%(w/v) H2SO4 and Accellerase 1,000TM hydrolysis. However, 
when Saccharomyces cerevisiae was replaced, it could grow in the both solutions 
(Solutions pretreated with 1.00% and 3.0%(w/v) H2SO4 and Accellerase 1,000TM 
hydrolysis) but it could produce ethanol only 19.54 and 23.28 g/l, respectively.  
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วิจัยและพฒันาเทคโนโลยกีารผลิตเอทานอลจากฟางขาว 
และวัสดุเซลลูโลสอืน่ๆ 

 
ธีรภัทร ศรีนรคุตร1, ยุทธศักดิ์ สุบการี1, นนัทนา บํารงุเชือ้1, ยุทธศักดิ์ รัตนสงฆ1,  
สุทธ์ิกมล สุทธิกุล1, วิษณุ ปนพันธุ1, เทพฤทธิ์ กัณหานนท1, ปยะวรรณ เดชคง1  

และสุทธพงศ พงศพุฒ1ิ 

 
บทคัดยอ 

 
ฟางขาว วัสดุเซลลูโลสและเปนของเหลือทิ้งทางเกษตร, ถูกนํามาบดยอยเพ่ือใหไดขนาดที่

เหมาะสม กอนนําเตรียมดวยการใชกรดเจือจางและความรอน, แลวนําไปไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม, 
ไดเปนน้ําตาลและทดลองหมักดวยยีสต จนไดผลิตภัณฑเอทานอล. จากงานวิจัยนี้พบวา ฟางขาว
ขนาดเหมาะสม 2.00-5.00 มิลลิเมตร ถูกเตรียมดวยกรดซัลฟวริก (H2SO4) เขมขน 1.0% (w/v) ที่
อุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 15 นาที, จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 28.68 ± 1.62 กรัมตอลิตร, 
Holocellulose conversion  41.59±2.47%(w/w), ปริมาณฟูเฟอรรัล 0.13 กรัมตอลิตร และเหลือ
ปริมาณฟางขาวหลังเตรียม 64.81±0.50% (w/w). เมื่อเพิ่มระดับความรุนแรงของการเตรียมกรด
ซัลฟวริกเขมขน 3.0%(w/v) อุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 15 นาที สามารถเพิ่มน้ําตาลรีดิวซและ 
Holocellulose conversion เปน 49.87±0.15 กรัมตอลิตรและ 48.21±0.16%(w/w), ตามลําดับ และ
ปริมาณฟางขาวเหลือ 54.79±0.93% (w/w). แตมีจุดดอยคือปริมาณฟูเฟอรรัลเพิ่มขึ้นเปน 0.62 กรัม
ตอลิตร.  

 
อยางไรก็ตาม การเตรียมทั้งสองวิธี จะมีสภาวะที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสเหมือนกัน 

คือ ใชเอนไซม Accellerase 1000TM ในปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate, พีเอช 5.0, 
อุณหภูมิ 50°ซ., ดวยอัตราการเขยา 160 รอบตอนาที, พบวา ฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก
เขมขน 3.0%(w/v) จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (77.12±4.38 กรัมตอลิตร) และ Holocellulose 
conversion (69.43±2.34%, w/w) สูงกวาการเตรียมดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 1.0% (w/v), ซ่ึงให
น้ําตาลรีดิวซและ Holocellulose conversion เพียง 68.04±1.77 กรัมตอลิตร และ 56.07± 
2.09%(w/w) ตามลําดับ แต Cellulose conversion จะใกลเคียงกัน. 

 
 
 
 
 

------------------------------ 
1ฝายเทคโนโลยีพลังงาน, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
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สายละลายที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 3.0%(w/v) เมื่อปนดวยเครื่องปนผลไม พบวา 
มีความหนืดนอยกวาสายละลายที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 1.0%(w/v), ทําใหงายตอการ
ไฮโดรไลซิสในถังหมัก และสามารถเพิ่มปริมาณฟางขาวเร่ิมตนใหสูงขึ้นได. จากการเพิ่มปริมาณ
ฟางขาวเริ่มตนเปน 17.5 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร จะสงผลใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เพิ่มขึ้นสูงถึง 96.00±3.14 กรัมตอลิตร, แตปริมาณ Holocellulose conversion ไมเพิ่มขึ้น 
(70.22±1.92%, w/w). เมื่อเพิ่มปริมาณฟางขาวเปน 20.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร พบวา 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซไมเพิ่มขึ้น สงผลใหปริมาณ Holocellulose conversion และ Cellulose 
conversion ลดลง. 

 
น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการเตรียมดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 1.0% (w/v) และไฮโดรไลซสิดวย

เอนไซม เมื่อหมักดวยเชื้อยีสต P. stipitis และ C. shehatae พบวา ผลิตเอทานอลได 23.71 และ 
22.49 กรัมตอลิตร, ตามลําดับ. แตเชื้อทั้งสองชนิดไมสามารถเจริญและใชน้ําตาลที่ไดจากการเตรียม
ดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 3.0% (w/v) และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมได. หากเปลี่ยนไปใชเชื้อยีสต 
S. cerevisiae พบวา สามารถเจริญเติบโตไดดี ทั้งในสารละลายที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 1.0 
และ 3.0% (w/v) แตสามารถผลิตเอทานอลไดเพียง 19.54 และ 23.28 กรัมตอลิตร, ตามลําดับ.  
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 1. บทนํา 
 

1.1 ท่ีมาและปญหา 
ปจจุบัน ปญหาการขาดแคลนพลังงานและเชื้อเพลิงถือวาเปนปญหาสําคัญทั่วโลก รวมทั้ง

ประเทศไทยกําลังเผชิญกับปญหานี้เชนกัน, ทั้งนี้ เนื่องจากประเทศไทยมีแหลงทรัพยากรดาน
พลังงานที่จํากัด จึงไมเพียงพอตอความตองการในประเทศ, โดยเฉพาะน้ํามันเชื้อเพลิงจากแหลง
ปโตรเลียมประเภทน้ํามันเบนซินและดีเซลที่มีอัตราการใชเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง. ปจจุบันประเทศ
ไทยตองสูญเสียเงินตราจากการนําเขาน้ํามันสําเร็จรูปสูงกวารายไดจากการสงออกขาวและมัน
สําปะหลังรวมกัน, อีกทั้งราคาน้ํามันมีแนวโนมจะสูงขึ้น ทําใหมีความพยายามหาแหลงพลังงาน
ทดแทนจากแหลงอื่น. จากการที่ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมที่มีพืชผลทางการเกษตร
มากมาย การผลิตเชื้อเพลิงจากผลิตผลทางการเกษตรจึงนับวาเปนประโยชนอยางยิ่ง, โดยการนํา
ผลผลิตทางการเกษตรที่มีปญหาราคาตกต่ํามาแปรรูปเปนน้ํามันเชื้อเพลิงหรือสารปรับปรุงคุณรูป
น้ํามันเชื้อเพลิง เชน การผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลัง, ออย และธัญพืชอ่ืนๆ เปนตน. 
 

อยางไรก็ตาม การนํามันสําปะหลัง, ออย และธัญพืชตางๆ มาใชเปนวัตถุดิบในการ
ผลิตเอทานอล จะเปนการแยงอาหารของมนุษย, อาจจะทําใหเกิดปญหาตางๆ ขึ้นในอนาคต, เชน 
ปญหาการขาดแคลนอาหารหรือราคาอาหารที่สูงขึ้น เปนตน. ดังนั้น จึงควรหาวัตถุดิบชนิดอื่นๆ ที่
ไมใชเปนอาหารของมนุษย มาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล เชน ชีวมวลตางๆ. 

 
หญาชนิดตางๆ วัชพืช และวัสดุเศษเหลือจากการเกษตร เชน ฟางขาว, ใบออย, ทะลาย

ปาลม เปนตน เปนชีวมวลที่มีจุดเดนคือ สามารถนํามาใชใหมไดอีกและมีอยูในปริมาณมาก. เศษ
วัสดุเหลานี้มีองคประกอบที่สําคัญคือ เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส, ซ่ึงสามารถจะเปลี่ยนแปลงเปน
เอทานอลได. ดังนั้น ในการนําวัสดุเหลานี้เปนวัตถุดิบเริ่มตนในการผลิตเอทานอล จะมีขอดมีากมาย 
เชน เปนการกําจัดและเพิ่มมูลคาใหวัสดุเศษเหลือ ซ่ึงอาจเปนการเพิ่มรายไดใหแกเกษตรกรอีกทาง
หนึ่งดวย และเปนเสนทางหนึ่งในการผลิตเอทานอลโดยไมมีผลกระทบตออาหารของมนุษย. 

 
สําหรับงานวิจัยฉบับนี้ จะมุงเนนการศึกษาวิจัยหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต

น้ําตาลจากฟางขาว เพื่อใชในการผลิตเอทานอล และมีความมุงหวังที่จะใชฟางขาวเปนวัตถุดิบ
เริ่มตนในการผลิตเอทานอลตอไป. 
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1.2 ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
1.2.1 ฟางขาว (Rice straw) 

 ฟางขาว (รูปที่ 1.1) เปนผลพลอยไดจาการปลูกขาว ซ่ึงประเทศไทยเปนประเทศที่มีการ
ผลิตขาวนาปและนาปรังเปนหลัก สามารถผลิตขาวไดปริมาณปละ 21 – 25 ลานตัน ทําใหมีวัสดุ
เหลือจากการเกษตร ที่เรียกวา ฟางตอซัง ประมาณ 3 เทาของเมล็ดขาว หรือจะไดฟางคิดเปนปรมิาณ 
63- 75 ลานตัน (สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 2548). 

 
 

รูปท่ี 1.1.  ฟางขาว. 
 

จํานวนฟางขาวที่ เหลือจากการผลิตไดสามารถนํามาใชประโยชนไดหลากหลาย 
ตัวอยางเชน ใชเปนวัสดุการเกษตรเชน ใชทําปุย เปนตน, ใชปรับปรุงดิน, ใชทํากระดาษ, ใชทํา
ผลิตภัณฑเครื่องจักสาน, ใชผลิตสารใหความหวานไซลิทอล (xylitol) (กรมการขาว กระทรวง
เกษตรและสหกรณ 2552). แตฟางขาวจํานวนมหาศาลที่ไดนี้แทบจะไมไดนํามาใชประโยชนเพื่อ
เพิ่มคุณคาและมูลคาในเชิงเศรษฐกิจ ยังผลใหเกษตรกรนิยมเผาทําลายฟางขาว (รูปที่ 1.2), เพื่อ
ประโยชนในการเตรียมดินทํานาในปตอไปเปนสําคัญ. การเผาฟางขาวทิ้งของเกษตรกรนี้ ทําใหเกิด
การสูญเสียคุณคาและมูลคาเชิงเศรษฐกิจอยางมาก, ทั้งยังกอใหเกิดกาซเรือนกระจกชนิดตาง ๆ 
นํามาซึ่งมลพิษทางอากาศ, เกิดผลเสียตอระบบนิเวศในบริเวณที่มีการเผาฟางทิ้ง. ทั้งนี้ เนื่องจาก
ความรอนจากการเผาฟาง จะทําลายสิ่งมีชีวิตตางๆ ที่อยูในผิวดิน, รวมทั้งอินทรียวัตถุที่เปนแหลง 
อาหารและแหลงพลังงานของสิ่งมีชีวิตนานาชนิดที่อยูในดินและบนผิวดิน. นอกจากนี้ การเผาฟาง
ยังทําใหธาตุอาหารพืชสูญเสียออกไปจากระบบนิเวศเกษตร, การเผาฟางทิ้งทําใหเกิดฝนกรด, ทําให
ภูมิอากาศเปลี่ยน, ทัศนวิสัยเลวลงในการเดินทางบก และการจราจรทางอากาศ. ดังนั้น การศึกษา
คนควาวิจัยการใชประโยชนจากฟางขาวในดานตางๆ จึงเปนการเพิ่มมูลคาและคุณคาทางเศรษฐกิจ 
ทั้งยังเพิ่มคุณรูปสิ่งแวดลอมและระบบนิเวศไดอีกดวย (สถาบันวิจัยและพัฒนาแหง
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 2548). 
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รูปท่ี 1.2. การเผาฟางขาว. 

1.2.2  องคประกอบของฟางขาว 
ฟางขาวเปนทรัพยากรธรรมชาติประเภทหนึ่ง ที่ใชแลวสามารถเกิดกลับมาใชใหมไดอีก. 

สวนประกอบหลักของฟางขาวไดแก เซลลูโลส (cellulose), เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และ
ลิกนิน (lignin) หรือเรียกรวมกันวา ลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) (รูปที่ 1.3). จากการรายงานที่
ผานมา ฟางขาวมีปริมาณเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนินประมาณ 32-47, 19-27 และ 5-24, 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก, ตามลําดับ (Karimi et al. 2006). เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสในฟางขาวกับวัตถุดิบชนิดอื่นแลว (ตารางที่ 1.1), ฟางขาวมีปริมาณเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสที่สูง, มีศักยภาพเพียงพอที่จะสามารถนํามาผลิตเอทานอลได และดวยลักษณะทางกายรูป 
(รูปที่ 1.1) ซ่ึงฟางขาวมีขนาดไมใหญมากและงายตอการลดขนาดใหเล็กลงตามที่ตองการ ทําให
ตนทุนในการลดขนาดถูกลง.  

ตารางที่ 1.1.  ปริมาณของเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในวัสดุทางการเกษตร 
สวนประกอบทางเคมี (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) ชนิดของวัสดุเศษเหลือ 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา 
เศษไมเหลือทิ้ง 45-56 10-25 18-30 - 

ฟางขาว 32-47 19-27 5-24 17.5 
ฟางขาวสาลี 30.5 28.4 18.0 2.4 
ชานออย 33.4 30.0 18.9 2.4 
ซังขาวโพด 45 35 15 - 

ตนมันสําปะหลัง 32.2 13.85 26.96 - 
ที่มา:  กิ่งสุวรรณรัตน (2545). 
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รูปท่ี 1.3.  การแยกองคประกอบของผนังเซลลพืช. 
 

ที่มา:  Greulch (1973) อางโดย กิ่งสุวรรณรัตน (2545). 

1.2.3 การผลิตเทานอลจากฟางขาว (Ethanol production from rice straw) 
สําหรับขั้นตอนในการผลิตเอทานอลจากฟางขาวหรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

ประกอบดวยขั้นตอนหลัก คือ การเตรียมวัตถุดิบ (Pretreatment) เปนการทําลายโครงสรางที่
แข็งแรงของลิกโนเซลลูโลส เพื่อใหเอนไซม, กรด และจุลินทรีย สามารถเขาถึงและยอยไดงายขึ้น. 
การยอย (Hydrolysis) เปนการเปลี่ยนเฮมิเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลเพนโทส และเปลี่ยนเซลลูโลสให
เปนน้ําตาลเฮกโซส. ขั้นตอนการหมัก (Fermentation) เปนขั้นตอนการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทา-
นอล (ปยะจอมขวัญและคณะ 2548). 

องคประกอบสวนใหญในผนังเซลลพืช 
(ลิกโนเซลลูโลส) 

ลิกนิน พอลิแซกคาไรด 
(โฮโลเซลลูโลส) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 

ยอยสลายไดน้ําตาลดีกลูโคส ยอยสลายใหสาร 

หมูแอซีทิล กรดยูนิกและกรดเมต 
อกซิลยูโรนิก 

น้ําตาลเพนโทส 
(ไซโลส) 

(อะราบิโนส) 

น้ําตาลเฮกโซส 
(กลูโคส) 

(แมนโนส) 
(กาแลกโทส) 
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1.2.3.1 การเตรียมฟางขาว  (Rice straw pretreatment) 
การเตรียมฟางขาวหรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส เพื่อใหไดน้ําตาล ที่สามารถใชใน

การผลิตเอทานอลนั้น มีหลายวิธี ไดแก การเตรียมดวยกรด, การเตรียมดวยดาง, เปนตน ซ่ึงในแตละ
วิธีจะมีขอดีขอเสียแตกตางกันไป. การเตรียมฟางขาวหรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยกรด
เจือจาง เปนวิธีที่มีการประยุกตใชกันอยางมากมาย, ที่สามารถใชในการเตรียมวัตถุดิบกอน
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม หรือสามารถใชในการไฮโดรไลซิสลิกโนเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลได
โดยตรง. การใชกรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอริกในการเตรียมลิกโนเซลลูโลส ถึงแมวากรด
เปนสารเคมีที่ไฮโดรไลซิสเซลลูโลสไดดี, แตกรดเขมขนมีฤทธิ์การกัดกรอนและเปนอันตราย จึง
ตองการถังปฏิกรณที่ทนตอการกัดกรอน. ปจจุบัน ไดมีการพัฒนาโดยใชกรดเจือจางในการเตรียม
ลิกโนเซลลูโลส จนสามารถเพิ่มการไฮโดรไลซิสเซลลูโลสได, แตการใชกรดจะทําใหตนทุนสูง 
และพีเอชจะมีผลในขั้นตอนการหมักดวย (Sun and Cheng 2002).  ดังเชนในการเตรียมทะลาย
ปาลมเปลาโดยวิธีการแชทะลายปาลมเปลาในสารละลายกรดไนตริกที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร  เปนระยะเวลา 4 ช่ัวโมง. จากนั้น นําไปตมโดยใชเครื่องนึ่งฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส, ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว, เปนระยะเวลา 5 นาที, ปรากฏวา ทะลายปาลมเปลา
หลังจากการเตรียมมีปริมาณเซลลูโลส 62.9±0.9 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก, ปริมาณเฮมิเซลลูโลส 
4.6±0.2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และปริมาณลิกนิน 4.5±0.4 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จากทะลาย
ปาลมเปลาที่มีปริมาณเซลลูโลส 50.4±1.2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก, ปริมาณเฮมิเซลลูโลส 12.9±1.4 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และปริมาณลิกนิน 10.0±1.7 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก (Umikalsom et al. 
1997). ในการตมฟางขาวที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ในสารละลายกรดซัลฟวริก ความเขมขน 
0.75 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง, แลวใชฟางขาวที่ตมเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลโดยใช
ระบบ SSF ทําใหผลิตเอทานอลได 19±1 กรัมตอลิตรและผลผลิต 0.24 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหง 
(Saha et al. 2005). 

 
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเมื่อถูกเตรียมดวยกรดเจือจาง จะทําใหไดน้ําตาลเกิดขึ้น ซ่ึง

จะมีทั้งน้ําตาลที่มีคารบอน 5 อะตอม (ไซโลส) และน้ําตาลที่มีคารบอน 6 อะตอม (กลูโคส). น้ําตาล
เหลานี้สามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได. การเตรียมฟางขาวหรือวัตถุดิบประเภทลิก
โนเซลลูโลสท่ีใหปริมาณน้ําตาลสูงขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ขนาดของฟางขาว, ปริมาณกรด, 
อุณหภูมิ, ระยะเวลา, เปนตน. 
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การลดขนาดของวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส จะสามารถเพิ่มอัตราการไฮโดรไลซิสได 
จากการที่เปนการเพิ่มพื้นที่ผิวสําหรับทําปฏิกิริยา. กรดความเขมขนปานกลางจะไฮโดรไลซิสเฮมิ
เซลลูโลสใหเปนไซโลส. ขั้นตอนนี้เปนการเตรียมวัตถุดิบอยางหนึ่ง โดยการยอยเฮมิเซลลูโลสให
เปนไซโลส และยอยสารโมเลกุลต่ําอื่นๆ จะทําใหเซลลูโลสมีความออนตัวและนุมตอการยอยดวย
สารเคมีหรือเอนไซมตอไป (Aziz et al. 2002). อยางไรก็ตาม จากการทดลองของ Aziz et al. (2002) 
เองพบวา ในการไฮโดรไลซิสของเสนปาลมขนาดตางๆ, เสนใยปาลมขนาดใหญกวา 0.4 มิลลิเมตร 
จะใหปริมาณน้ําตาลไซโลสสูงสุด ดังแสดงในตารางที่ 1.2.  
 
ตารางที่ 1.2.  ปริมาณน้าํตาล Xylose และ Furfural จากการไฮโดรไลซิสเสนใยปาลมขนาดตางๆ  
                      ท่ีเตรียมดวยวิธีตางๆ ดวยกรดซัลฟวริก 

 
ที่มา: Aziz et al. (2002). 
 

ไดเคยมีการใชกรดซัลฟวริกและกรดไฮโดรคลอริกเขมขนในการเตรียมวัตถุดิบประเภทลิก
โนเซลลูโลส, ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงในการไฮโดรไลซิสเซลลูโลส. อยางไรก็ตาม กรดเขมขนเปน
พิษ, กัดกรอน, เปนอันตราย และตองการถังปฏิกรณที่ทนตอการกัดกรอน. กรดเขมขนตองมีการนํา
กลับมาใชใหมอีกครั้งหลังจากการไฮโดรไลซิสแลว (Sun and Cheng 2002). กรดเจือจางมีการใชใน
การเตรียมวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสสําเร็จแลว การเตรียมดวยกรดซัลฟวริกเจือจาง มีอัตรา
การเกิดปฏิกิริยาสูง และเพิ่มการไฮโดรไลซิสของเซลลูโลส. 



 

 10

ในการไฮโดรไลซิสของทะลายปาลมเปลาดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน  2-6 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก (รูปที่ 1.3), จะเห็นไดวา ปริมาณน้ําตาลไซโลสจะเพิ่มอยางรวดเร็ว เมื่อ
ความเขมขนกรดเพิ่มขึ้น. อยางไรก็ตาม การไฮโดรไลซิสดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 2 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จะใหปริมาณน้ําตาลไซโลสสูงที่สุด 31.1 กรัมตอลิตร (91.2 เปอรเซ็นต). 
สวนที่ความเขมขนกรดซัลฟวริก 4 และ 6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 30.7 
และ 30.27 กรัมตอลิตร, ตามลําดับ. ทั้งนี้ กรดที่มีความเขมขนสูงจะมีขอเสียคือ เมื่อระยะเวลาการ
ไฮโดรไลซิสนานขึ้น กรดจะยอยน้ําตาลไซโลสที่ไดตอไปเปนฟูเฟอรรัล (รูปที่ 1.4 และ 1.5), ทําให
ปริมาณน้ําตาลไซโลสที่ไดลกลง (Rahman et al. 2006). 

 

รูปท่ี 1.4.  ปริมาณน้ําตาลไซโลสจากการไฮโดรไลซิสทะลายปาลมเปลาดวยกรดซัลฟวริกความ 
                     เขมขน และระยะเวลาตางๆ. 
ที่มา: Rahman et al. (2006) 

 
รูปท่ี 1.5.  การเปล่ียนแปลงของน้ําตาลไซโลสเปนฟูเฟอรรัล. 

ที่มา: Aziz et al. (2002). 
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จากขางตน จะเห็นไดวา การเตรียมฟางขาว หรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส นอกจาก
จะใหน้ําตาลเกิดขึ้นแลว ยังมีสารตัวอ่ืนเกิดขึ้นตามมาดวย อยางเชน กรดแอซีติก, ฟูเฟอรรัล และไฮ
ดรอกซีเมทิลฟูเฟอรรัล, เปนตน. ในสวนของฟูเฟอรรัล จะเกิดมาจากการแตกตัวของไซเลน ให
น้ําตาลไซโลส และมีการสลายตัวเปนฟูเฟอรรัลขึ้น (Aziz et al. 2002). ในสวนของน้ําตาลกลูโคส 
จะสลายตัวเปนไฮดรอกซีเมทิลฟูเฟอรรัล. ทั้งนี้ปริมาณที่ไดจะขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ ไดแก ความ
เขมขนของกรด, อุณหภูมิ, ความดัน และระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา, เปนตน. จากการรายงานของ 
Rahman et al. (2006) ในการไฮโดรไลซิสของทะลายปาลมเปลาดวยกรดซัลฟวริก พบวา เมื่อความ
เขมขนของกรดซัลฟวริกเพิ่มขึ้นจาก 2 เปน 6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ปริมาณฟูเฟอรรัลจะเพิ่มขึ้น
เชนกัน ตามรูปที่ 1.6. ปริมาณฟูเฟอรรัลมากที่สุด 3.3 กรัมตอลิตร เมื่อใชกรดซัลฟวริกความเขมขน 
6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก, จึงเปนสาเหตุใหปริมาณน้ําตาลไซโลสลดลงตามรูปที่ 1.4. 

 

รูปท่ี 1.6.  ปริมาณฟูเฟอรรับจากการไฮโดรไลซิสทะลายปาลมเปลาดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 
                  และระยะเวลาตางๆ. 
ที่มา: Rahman et al. (2006). 

สวยกรดแอซีติกจะเกิดมาจากกลุมแอซีทิลของเฮมิเซลลูโลส, โดยในระหวางการไฮโดรไลซิส 
ดวยกรดซัลฟวริก จะไฮโดรไลซิสกลุมแอซีทิลใหกลายเปนกรดแอซีติก (รูปที่ 1.7). ปริมาณมาก
หรือนอยขึ้นอยูกับความเขมขนของกรดซัลฟวริกที่ใช, โดยกรดซัลฟวริกความเขมขน 6 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนัก จะทําใหเกิดกรดแอซีติกสูงสุด 3.93 กรัมตอลิตร, แตเมื่อลดปริมาณกรดซัลฟวริกเปน 2 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ปริมาณกรดแอซีติกจะเหลือเพียง 0.59 กรัมตอลิตร. 
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รูปท่ี 1.7.  ปริมาณของกรดแอซีติกจากการไฮโดรไลซิสของทะลายปาลมเปลาดวย 
                               กรดซัลฟวริกความเขมขนและระยะเวลาตางๆ. 
ที่มา: Rahman et al. (2006). 

สารที่เกิดขึ้นเหลานี้จะยับยั้งการเจริญเติบโตและการหมักเอทานอลโดยจะลดอัตราการ
เจริญจําเพาะ, ลดอัตราและปริมาณการผลิตเอทานอล, ลดปริมาณเซลล (Oliva et al. 2005), โดยกรด
แอซีติกและฟูเฟอรรัล เปนตัวยับยั้งตออัตราการเจริญจําเพาะที่รุนแรง. 

 
สารฟูเฟอรรัลเปนตัวยับยั้งที่รุนแรงตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของ K.marxianus, 

โดยปริมาณฟูเฟอรรัล 2 กรัมตอลิตรทําใหเชื้อตองใชระยะเวลาพักตัวนานขึ้น และการเจริญจะไม
เกิดขึ้นจนกระทั่งเชื้อจุลินทรียจะรีดิวซฟูเฟอรรัล เปนฟูเฟอรริลแอลกอฮอล. 

 
ฟูเฟอรรัลเปนสารหลักในการยับยั้งอัตราการเจริญเติบโตของเซลล ซ่ึงปริมาณฟูเฟอรรัล 2 

กรัมตอลิตร ทําใหเชื้อ K. marxianus CECT 10875 จะมีการพักตัวประมาณ 8 ช่ัวโมง. 
 
ฟูเฟอรรัลและกรดแอซีติกเปนสารยับยั้งตอการเจริญเติบโตและการหมักเอทานอล ดวยเชื้อ 

K. marxianus CECT 10875.  
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1.2.3.2 การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม (Enzyme hydrolysis) 
ลิกโนเซลลูโลสมีองคประกอบสําคัญคือ เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน แต

องคประกอบที่สําคัญที่จะนํามาใช คือเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส. ทั้งสององคประกอบนี้มี
โครงสรางที่แตกตางกัน จึงตองใชเอนไซมในการยอยสลายที่แตกตางกัน. เซลลูโลสจะมีโครงสราง
ที่เปนกลูโคสตอกันดวยพันธะ β-1, 4-Glucosidic linkage. ดังนั้น ในการยอยสลายเซลลูโลส จึง
ตองใชเอนไซมกลุมเซลลูเลส ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมเชิงซอน 3 สวน ดังนี้. 

Endoglucanase (1, 4-β-D-glucan-4-glucanohydrolase; EC 3.2.1.4) ทําหนาที่ยอย β-1, 4-
glucosidic linkage โดยจะตัดแบบสุมภายในสายจะได Cello-oligosaccharide, Glucose, 
Cellobilose. 

Exoglucanase (1, 4-β-D-glucan cellobiohydrolase; EC 3.2.1.91) ทําหนาที่รวมกับ 
Endoglucanase ในการยอยเซลลูโลสจากปลายดาน non-reducing ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลาย
สวนใหญคือ Cellobiose. 

β–Glucosidase  (β-D-glucohydrolase;  EC 3.2.1.21) ทําหนาที่ยอย Cellobiose และCello-
oligosaccharide ไดเปนกลูโคส. 

 
สําหรับขั้นตอนในการไฮโดรไลซิสจะมีอยู 3 ขั้นตอน คือ 1) เกิดการแพรของเอนไซมใน

ของเหลว, 2) เกิดการเคลื่อนยายของเอนไซมจากของเหลวไปที่ผิวหนาของสารตั้งตน และ 3) เกิด
การดูดซับของเซลลูโลสเขาไปหาเอนไซมเกิดเปน Enzyme-cellulose complex (Cao and Tan 
2002).        จากนั้น จะเกิดการยอยสลายเซลลูโลส ดังแสดงในรูปที่ 1.8.  โดย Petterson  อางโดย  
ยงสุวรรณไพศาล (2546) อธิบายวา เสนใยเซลลูโลสจะประกอบดวย สวนที่เปนระเบียบและสวนที่
ไมเปนระเบียบ, เอนไซม Cx (Endoglucanase) เขาไปยอยสลายสวนที่ไมเปนระเบียบตามรูป ก. ทํา
ใหเสนใยเซลลูโลสขาดเปนชวงๆ. เอนไซม C1 (Exoglucanase) เขาไปยอยสวนปลายของเสนใยที่
ขาดออกมาตามรูป ข. จากนั้น สายโซโมเลกุลของเซลลูโลสจะถูกยอยสลายใหเปนโมเลกุลที่ส้ันลง
โดยเอนไซม Cx และ C1 ดังรูป ค.  และสายโซโมเลกุลที่ส้ันลงนั้นถูกยอยสลายดวยเอนไซมบีตา-
กลูโคซิเดส ใหผลผลิตสุดทายเปนกลูโคส ดังรูป ง. 
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รูปท่ี 1.8.  กลไกลการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสในการยอยสลายเซลลูโลส. 
ที่มา:  ยงสุวรรณไพศาล (2546). 
 

สําหรับการใชเอนไซมในการยอยสลายนั้น จะตองทราบปริมาณของเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลส. ในวัตถุดิบบางชนิดอาจจะมีปริมาณเฮมิเซลลูโลสนอย จึงไมจําเปนที่จะตองเติมเอนไซม
ที่ไปยอยสลายเฮมิเซลลูโลส เพื่อเปนการลดตนทุน. แตสําหรับเซลลูโลสซึ่งเปนองคประกอบหลักที่
ตองการและมีอยูมาก จําเปนที่จะตองเติมเอนไซมที่ยอยสลายเซลลูโลสโดยเฉพาะเซลลูเลสและ
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บีตา-กลูโคซิเดส. สวนประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซิสเซลลูโลสดวยเอนไซมเซลลูเลสจะขึ้นอยู
กับปจจัยหลายชนิด ดังตอไปนี้.  

1. ปริมาณสารตั้งตน (Substrate concentration) 
ในการศึกษาปริมาณใบออยที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสชวง 2.5-25 เปอรเซ็นต ของ 

Krishna et al. (1998) พบวา ปริมาณสารตั้งตนที่เหมาะสมคือ 2.5 เปอรเซ็นต ที่จะทําใหเกิดการ
ไฮโดรไลซิสที่ดีที่สุด. แตถาเพิ่มปริมาณสารตั้งตนจาก 5 เปน 25 เปอรเซ็นต จะไปจํากัดการ
ไฮโดรไลซิส เนื่องจากเกิดการยับยั้งจากผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น. 

 
2. ชนิดและปริมาณของเอนไซม (Type and concentration of enzyme) 
เอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสเปนเอนไซมที่สามารถเปลี่ยนน้ําตาลเซลลูไบโอสเปนน้ําตาล

กลูโคส. ถาในเอนไซมเซลลูเลสมีเอนไซมชนิดนี้อยูมาก จะทําใหในระบบลดตวัยับยั้งเอนไซม 
Endoglucanase และ Exoglucanase สงผลใหการไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นไดดี. จากการเปรียบเทียบการ
ใชเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อ Chaetomium  globosum  กับเอนไซมทางการคาของ Umikalsom et al. 
(1998) ในการไฮโดรไลซิสทะลายปาลมเปลาที่เตรียมดวยวิธี 2.0% NaOH/Soaking 30°C/Autoclaving 
121°C, 15psi, 5min., ผลปรากฏวา การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมจากเชือ้ Chaetomium  globosum  
จะใหน้ําตาลรดีิวซและน้ําตาลกลูโคสสูงกวาการใชเอนไซมทางการคา, เนื่องจากในเอนไซมที่ผลิต
จากเชื้อ Chaetomium  globosum มีปริมาณบีตา-กลูโคซิเดสสูงกวา. จากการศึกษาของ Chen et al. 
(2006) ในการไฮโดรไลซิส corn cob ที่เตรยีมดวยวิธี 1% H2SO4/Boiling 108°C, 3 hr.  ดวยเอนไซม
เซลลูเลสจากเชื้อ  Trichoderma  reesei  ZU-02 โดยไมเติมเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส, ผลปรากฏวา 
ไดผลผลิตเพียง 67.5 เปอรเซ็นต. ในการไฮโดรไลซิสครั้งนี้ พบวา เกิดการสะสมของน้ําตาลเซลลู
ไบโอส จึงไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม β-1,4-endoglucanase และ β-1,4-exoglucanase. แตเมือ่
เติมเอนไซมบตีา-กลูโคซิเดสจากเชื้อ Aspergillu  niger ZU-07 ลงไป สามารถที่จะเพิ่มผลผลิตไดถึง 
83.9 เปอรเซ็นต ดวยการเพิ่มบีตา-กลูโคซิเดสเพียง 6.5 CBU/g substrate.  

Hang and Woodams (2001) ไดทําการศึกษาการไฮโดรไลซิส corn cob ดวยเอนไซมเซลลู
เลสทางการคา 3 ชนิด ไดแก Rapidase  Pomalig, Celluclast 1.5L และ Clarex ML, ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส, พีเอช 5.0 ในเวลา 48 ช่ัวโมง, พบวา เอนไซมชนิด Rapidase Pomalig ไฮโดรไลซิส
ไดน้ําตาลรีดิวซมากกวา Celluclast 1.5L และClarex ML. โดย Rapidase Pomalig  สามารถที่จะเพิ่ม
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจาก 106±8 กรัมตอกิโลกรัมเปน 550±10 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักแหง ซ่ึง
น้ําตาลรีดิวซที่ไดจะเปนไซโลส, กลูโคส, อะราบิโนส และเซลลูไบโอส ปริมาณ 35, 45, 3 และ 17 
เปอรเซ็นต, ตามลําดับ. 
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นอกจากปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส ที่ทําใหการไฮโดรไลซิสสามารถเกิดขึ้นไดดีแลว, 
ชนิดของเอนไซมเซลลูเลสจะมีผลตอการไฮโดรไลซิสดวย, เชน เอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตจากแหลง
ของคารบอนแตกตางกันจะสามารถไฮโดรไลซิสวัตถุดิบแตละชนิดไดแตกตางกัน. จากรายงานของ 
Juhasz et al. (2005), เมื่อนําเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตไดจากเชื้อ Trichoderma reesei RUT C30 โดย
ใชแหลงคารบอนแตกตางกัน (Solka floc, Spruce, Willow และ Corn strover) ไปทําการไฮโดรไล
ซิส พบวา เอนไซมที่ผลิตจากแหลงคารบอนแตกตางกันจะสามารถไฮโดรไลซิสไดปริมาณที่
แตกตางกัน. โดยเอนไซมที่ผลิตจากการใช corn strover จะสามารถไฮโดรไลซิสไดดีที่สุด. จาก
การศึกษาของ Liming and Xueliang (2004) โดยการไฮโดรไลซิส corn cob residue ดวยเอนไซม
เซลลูเลสที่ผลิตจากเชื้อ Trichoderma reesei ZU-02 ปริมาณเอนไซมเพียง 20 IU/g substrate ได
ผลผลิตของการไฮโดรไลซิสถึง 90.4 เปอรเซ็นต. จากการเปรียบเทียบการไฮโดรไลซิส Diary 
manure ดวยเอนไซมเซลลูเลสจากทางการคา ที่ผลิตจากเชื้อ Trichoderma reesei และเชื้อ 
Trichoderma reesei ผสมกับ Aspergillus phoenicis, ปรากฏวา เอนไซมที่ผลิตไดจากการเลี้ยงเชื้อ
แบบผสม (Trichoderma reesei ผสมกับ Aspergillus phoenicis) มีประสิทธิภาพสูงกวาเอนไซมทาง
การคา และเอนไซมที่ผลิตดวยเชื้อ Trichoderma reesei  เพียงชนิดเดียว  (Wen et al. 2005).  

 
ในการศึกษาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสใบออยชวง 10-100 FPU/g 

substrate ของ Krishna et al. (1998) พบวา ที่ปริมาณเอนไซม 100 FPU/g substrate จะใหปริมาณ
การไฮโดรไลซิสมากที่สุด. แตเนื่องจากการใชเอนไซมตั้งแต 40-100 FPU/g substrate  มีการ
ไฮโดรไลซิสเพิ่มขึ้นเพียง 13 เปอรเซ็นตเทานั้น. การใชเอนไซมที่สูงจะเปนการเพิ่มตนทุนในการ
ไฮโดรไลซิส, ดั้งนั้น จึงเลือกใหที่ 40 FPU/g subdtrate เปนปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการ
ไฮโดรไลซิส. จากการทดลองหาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในชวง 0.8-140 FPU/g substrate  ของ 
กิ่งสุวรรณรัตน (2545) พบวา ที่ปริมาณเอนไซม 4.079 FPU/g substrate เปนปริมาณที่เหมาะสมใน
การเปลี่ยนแปงของเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาล. เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น การเปลี่ยนเปน
น้ําตาลของเหงามันสําปะหลังมีคาเพิ่มขึ้น. แตเมื่อใชปริมาณเอนไซมมากเกินไป จะเกิดปฏิกิริยา
อยางรวดเร็วในชวงแรก จนกระทั่งมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงพอที่จะยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
ปฏิกิริยาจึงหยุด ไมมีปริมาณน้ําตาลเพิ่มขึ้นอีก. 
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3. พีเอช (pH) 
ในการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสใบออยชวง 3.5-6.0 ของ Krishna et al. 

(1998) พบวา ที่พีเอช 4.5 จะเปนพีเอชที่ทําให เกิดการไฮโดรไลซิสไดมากที่สุด. แตจากการศึกษาพี
เอชที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสเหงามันสําปะหลังชวง 4.0-6.0 ของกิ่งสุวรรณรัตน (2545) พบวา 
ที่พีเอช 4.8 จะเปนพีเอชที่ใหคาการเปลี่ยนเหงามันสําปะหลังเปนน้ําตาลรีดิวซมากที่สุด เนื่องจากคา
ความเปนกรดเบสมีผลทําใหกรดแอมิโนบริเวณเรงของเอนไซมมีการแตกตัวของอิออนใหอยูในรูป
ที่เหมาะสมตอการจับของเอนไซมกับสารตั้งตน. 

 
4. อุณหภูมิ (Temperature) 
จาการศึกษาอุณหภูมิในการไฮโดรไลซิสใบออยชวง 35-65 องศาเซลเซียส ของ Krishna et 

al. (1998) พบวา ที่อุณหภูมิ 50 องสาเซลเซียส การไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นไดเร็ว และไดปริมาณน้ําตาล
มากที่สุด. แตเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นเปน 60 และ 65 องศาเซลเซียส การไฮโดรไลซิสลดลง. สวน
อุณหภูมิต่ําวา 50 องศาเซลเซียส (35-50 องศาเซลเซียส) การไฮโดรไลซิสจะเพิ่มขึ้นตามอุณภูมิที่
เพิ่มขึ้น. จากการรายงานของของกิ่งสุวรรณรัตน (2545) ในการศึกษาอุณหภูมิในการไฮโดรไลซิส
เหงามันสําปะหลังชวง 35-60 องศาเซลเซียส, ปรากฏวา ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการไฮโดรไลซิส เนื่องจาก เปนอุณหภูมิที่ทําใหทั้งเอนไซมและสารตั้งตนมีพลังงาน
จลนเพิ่มขึ้น, ทําใหการชนกันตอหนวยเวลาเพิ่มขึ้น. แตเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียสจะได
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง เนื่องจาก ที่อุณภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส จะมีผลตอโครงสรางของ
เอนไซม ทําใหเอนไซมทํางานไดไมดีหรือยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา. 

 
5. อัตราการเขยา (Stering) 
Ingesson et al. (2001)  กลาววา ในการไฮโดรไลซิสโดยใชความเขมขนของสารตั้งตน 2.5 

เปอรเซ็นต  ดวยอัตราการเขยาที่แตกตางกัน 3 ระดับ (25, 100, 150 รอบตอนาที) จะมีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงสุดทายเล็กนอย (72 ช่ัวโมง) แตจะมีผลตออัตราการไฮโดรไลซิสเริ่มตนมาก ดังแสดง
ในรูปที่ 16a. สําหรับอัตราการเขยาสูงสุด (150 รอบตอนาที) จะมีอัตราการไฮโดรไลซิสเริ่มตน
สูงสุด และมีการเปลี่ยนแปลงสุดทายมากสุด (82 เปอรเซ็นต), ตามดวยอัตราการเขยาปานกลางและ
อัตราการเขยาต่ําสุด (100 และ 25 รอบตอนาที ตามลําดับ) และทั้งสองมีอัตราการไฮโดรไลซิส
สุดทายเปน 79 เปอรเซ็นต. 
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เมื่อเพิ่มความเขมขนของสารตั้งตนเปน 7.5 เปอรเซ็นต (รูปที่ 1.9b) อัตราการไฮโดรไลซิส
เริ่มตนและการเปลี่ยนแปลงหลัง 72 ช่ัวโมง ลดลงในทั้ง 3 อัตราการเขยา. สําหรับอัตราการเขยา
สูงสุด (150 รอบตอนาที) และอัตราการเขยาปานกลาง (100 รอบตอนาที) จะมีการเปลี่ยนแปลง
เทากันคือ 68 เปอรเซ็นต. สวนอัตราการเขยาต่ําสุด 25 รอบตอนาที จะมีการเปลี่ยนแปลงต่ํากวา
เล็กนอย (63 เปอรเซ็นต). จากขอมูลขางตนจะอธิบายไดวา ปจจัยของการเขยาจะมีผลตอการ 
adsorption และ desorption. ทุกอัตราการเขยาจะมีอัตราการ adsorption เร่ิมตนอยางรวดเร็ว  ตาม
ดวยการ desorption ของเอนไซม, ซ่ึงจะดําเนินอยางตอเนื่องจนสิ้นสุดเวลา. ปจจัยนี้จะมีผลเปน
อยางมาก ดวยการเขยาอยางตอเนื่องที่ 150 รอบตอนาที, ซ่ึง 35 เปอรเซ็นตของเอนไซมที่เติมลงไป
จะถูกดูดซับภายในเวลา 4 ช่ัวโมง. สวนที่อัตราการเขยา 25 รอบตอนาที จะมีการดูดซับที่ต่ํากวา. 
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(a) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
(b) 

รูปท่ี 1.9. การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมของเซลลูโลสดวยอัตราการเขยาท่ีแตกตางกัน. 
(a) ความเขมขนของสารตั้งตน 2.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  
(b) ความเขมขนของสารตั้งตน 7.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ที่มา:  Ingesson et al. (2001). 
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1.2.3.3 การหมักเอทานอล (Ethanol fermentation) 
ในกระบวนการผลิตเอทานอล, กระบวนการหมักเปนขั้นตอนที่สําคัญ  เนื่องจากเปนขัน้ตอนที่

จุลินทรียเปลี่ยนวัตถุดิบใหกลายเปนเอทานอล ดังสมการ. 

น้ําตาล   +   ยีสต   เอทานอล   +   คารบอนไดออกไซด + พลังงาน 
 

Murphy and McCarthy (2005) ไดรายงานการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลเปนเอทานอลจากน้ําตาล
แตละประเภทวา น้ําตาลแตละประเภทเมื่อนํามาหมักเปนเอทานอลจะไดปริมาณเอทานอล และ
ผลผลิตอื่นๆ ที่แตกตางกัน. ตัวอยางเชน กลูโคส 1 โมเลกุล เมื่อนํามาหมักเปนเอทานอล จะไดเอทา
นอล 2 โมเลกุล และคารบอนไดออกไซด 2 โมเลกุล, ดังรูปที่ 1.10.  

 
รูปท่ี 1.10.  การเปล่ียนแปลงของน้ําตาลกลโูคสเปนเอทานอล. 

ที่มา: Murphy and McCarthy (2005). 

สวนน้ําตาลไซโลส, เมื่อนํามาหมักจะเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและน้ําออกมาดวย. 
สวนเอทานอลจะไดในปริมาณที่ไมแนนอนขึ้นอยูกับสภาวะและสายพันธเชื้อที่ใช, ดังรูปที่ 1.11. 

 
รูปท่ี 1.11.  การเปล่ียนแปลงของน้ําตาลไซโลสเปนเอทานอล. 

ที่มา: Murphy and McCarthy (2005). 
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สําหรับจุลินทรียที่สามารถเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอลนั้นมีหลายชนิด  อยางเชน 
Saccaromyces cerevisiae, Zymomonas mobis, Kluyveromyces marxianus เปนตน. ระบบที่ใชใน
การผลิตเอทานอล จะมีทั้งระบบตอเนื่องและระบบครั้งคราว, แตสวนใหญนิยมใชแบบครั้งคราว. 
อุณหภูมิที่ใชหมักโดยทั่วไปประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนอุณหภูมิที่สูงกวาการหมัก
เครื่องดื่ม. การหมักที่อุณหภูมิสูงจะทําใหใชระยะเวลาการหมักนอยลง จึงชวยลดตนทุนการผลิต (ศิ
ริโภค 2544). 

 
Karimi et al. (2006) ทําการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาว

ดวยกรดเจือจาง, ผลปรากฏวา เชื้อ Mucor indicus สามารถผลิตเอานอลได 0.46 กรัมเอทานอลตอ
กรัมกลูโคส, แตไมสามารถผลิตเอทานอลจากไซโลสได ภายใตสภาวะไมมีอากาศ, แตภายใต
สภาวะมีอากาศ สามารถใชน้ําตาลไซโลสได, โดยสามารถผลิตเอทานอลไดทั้งหมด 0.24 กรัมเอทา
นอลตอกรัมน้ําตาล. สวนเชื้อ Pichia stipitis สามารถผลิตเอทานอลไดสูง 0.38 กรัมเอทานอลตอ
กรัมน้ําตาล. 

 
แกลวกลา (2538) อางโดยกิ่งสุวรรณรัตน (2545) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาว 

โดยใชเชื้อ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5013 พบวา เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอย
สลายฟางขาวดวยเอนไซมเซลลูเลสเปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงเชื้อ ในกระบวนการหมักแบบไม
ใชออกซิเจน ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 วัน, จะไดเอทานอลเขมขน 1.3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร. 

 
กิ่งสุวรรณรัตน (2545) ไดทําการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการไฮโดรไลซิส

เหงามันสําปะหลัง ดวยเชื้อ Zymomonas mobilis strain TISTR 405 โดยใชน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 25 
กรัมตอลิตร อุณหภูมิการหมัก 30 องศาเซลเซียส พีเอช 5.0 ภายในเวลา 60 ช่ัวโมง, จะไดเอทานอล 
10.60 กรัมตอลิตร และผลผลิต 69.84 เปอรเซ็นต. 

 
Srinorakutara et al. (2004) ไดผลิตเอทานอลจากของเสียของโรงงานแปงมันสําปะหลัง ซ่ึง

ในขั้นตอนแรกทําการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมไดปริมาณน้ําตาล 122.4 กรัมตอลิตร. ตอจากนั้น
หมักดวยเชื้อ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 10 เปอรเซ็นตของความเขมขนเชื้อ 1x 107 
CFU/mL ใชอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส, ปรากฏวา ผลิตเอทานอล
ไดมากที่สุด 3.84 เปอรเซ็นต ในเวลา 36 ช่ัวโมง. แตมีประสิทธิภาพดีที่สุดที่ 24 ช่ัวโมง ไดเอทานอล 
3.62 เปอรเซ็นต. 
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Chen et al. (2007) ผลิตเอทานอลจากน้ําตาลที่ไดจากการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมของ 
corn  cob ที่เตรียมดวยสารละลายกรดซัลฟวริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 108 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมง  ดวยเชื้อ Saccharomyces  ceresiae 316  โดยมีปริมาณน้ําตาล
กลูโคสเริ่มตน 95.3 กรัมตอลิตร, สามารถผลิตเอทานอลไดถึง 45.7 กรัมตอลิตร  ภายในระยะเวลา
เพียง 18 ช่ัวโมง. 
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2.  วัสดุ อุปกรณ และวธิีการ 
 
2.1 วัสด ุ

2.1.1 ฟางขาว 
ฟางขาว นํามาบดดวยเครื่องบดใหมีขนาดนอยกวา 30 มิลลิเมตร เก็บรักษาไวใน

ถุงพลาสติก. จากนั้นรอนผานตะแกรงใหไดขนาดตามทีต่องการ กอนที่จะนํามาใช. 
2.1.1.1   เอนไซม 

1. เอนไซมเซลลูเลสทางการคายี่หอ Accellerase 1,000TM จากบริษัท สยามวิคตอรี่ 
จํากัด (มหาชน), มีกิจกรรมเทากับ 367.2 ± 3.10 FPU/mL วัดดวยวิธี Filter Paper Activity ที่พีเอช 
4.8, อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (Ghose 1985). 

 2. เอนไซมเซลลูเลสทางการคายี่หอ Celluclast 1.5L จากบริษัท อีสเอเชียติก จํากัด 
(มหาชน), มีกิจกรรมเทากับ 290.3 ± 0.95 FPU/mL วัดดวยวิธี Filter Paper Activity ที่พีเอช 4.8, 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (Ghose 1985). 

 
2.2  อุปกรณ 

1. เครื่องฆาเชื้อ (Autoclave). 
2. ขวดสําหรับเตรียมฟางขาว (Duran ขนาด 250 มิลลิลิตร). 
3.  ผาขาวบางที่อบและชั่งนาํหนักแลว. 
4.  กรวยกรอง. 
5.  บีกเกอร. 
6.  ชอนตักสาร. 
7.  ตูอบ. 
8.  ตะแกรงสําหรับรอนฟางขาว. 
9.  เครื่องสับผักตบชวา. 
10.  ผาปดจมูก. 
11.  เครื่อง GC. 
12.  หลอดทดลอง. 
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2.3  สารเคม ี
1. กรดซัลฟวริก. 
2. DNS (Dinitrosalicylic acid). 
3.  Citrate buffer. 
4.  น้ํากลั่น. 
 

2.4  วิธกีารดําเนินงาน 
2.4.1  วิธีการเก็บรักษาฟางขาว 

นําฟางขาวไปลดขนาดใหนอยกวา 30 มิลลิเมตร ดวยเครื่องสับผักตบชวา. จากนั้น เก็บ
รักษาไวในถุงพลาสติกที่อุณหภูมิหอง ใหพนความชื้น, เพื่อใชในการศึกษาขั้นตอไป. 

2.4.2  ศึกษาวิธีการเตรียมทางกายภาพเพือ่หาขนาดอนภุาคที่เหมาะสม 
นําฟางขาวที่ลดขนาดดวยเครื่องสับผักตบชวา ที่มีขนาดนอยกวา 30 มิลลิเมตร รอนผาน

ตะแกรงใหมีขนาดอนุภาคตางๆ ดังนี้. 
1.  ขนาด 0.00-0.80 มิลลิเมตร. 
2.  ขนาด 0.80-1.25 มิลลิเมตร. 
3.  ขนาด 1.25-2.00 มิลลิเมตร. 
4.  ขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร. 
5.  ขนาด 5.00-15.00 มิลลิเมตร. 
6.  ขนาด 15.00-30.00 มิลลิเมตร. 
 
ช่ังฟางขาวขนาดตางๆ ปริมาณ 10 กรัม, เติมกรดซัลฟวริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดย

น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร (อัตราสวนฟางขาวกับสารละลายเทากับ 1:10). ใหความ
รอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที. กรองแยกสวนของเหลวออก
จากของแข็ง, นําสวนของของเหลวไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและสารยับยั้ง (Furfural). สวน
ของแข็งนําไปอบใหแหง เพื่อวิเคราะหปริมาณของแข็งที่เหลือ. ขนาดฟางขาวที่เหมาะสมจะตองให
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูง, มีปริมาณสารยับยั้งต่ํา.  
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2.4.3  ศึกษาวิธีการเตรียมทางเคมีเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม 
2.4.3.1  หาความเขมขนของกรดซัลฟวริกท่ีเหมาะสม  
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2 ปริมาณ 10 กรัม, เติมกรดซัลฟวริกความ

เขมขนเปน 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5 และ 1.75 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณ 100 
มิลลิลิตร (อัตราสวนฟางขาวกับสารละลายเทากับ 1:10). ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที. กรองแยกสวนของเหลวออกจากของแข็ง, นําสวนของ
ของเหลวไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและสารยับยั้ง. สวนของแข็งนําไปอบใหแหง เพื่อ
วิเคราะหปริมาณของแข็งที่เหลือ. ความเขมขนกรดที่เหมาะสมจะตองใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูง
และปริมาณสารยับยั้งต่ํา. 

 
2.4.3.2  หาระยะเวลาที่เหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2 ปริมาณ 10 กรัม, เติมกรดซัลฟวริกความ

เขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.3.1 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร (อัตราสวนฟางขาวกับสารละลาย
เทากับ 1:10). ใหความรอนดวยฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7, 15, 30, 45 และ 60 
นาที. กรองแยกสวนของเหลวออกจากของแข็ง, นําสวนของของเหลวไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซและสารยับยั้ง. สวนของแข็งนําไปอบใหแหง เพื่อวิเคราะหปริมาณของแข็งที่เหลือ. ระยะเวลา
ที่เหมาะสมจะตองใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงและปริมาณสารยับยั้งต่ํา. 

 
2.4.3.3  หาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2 ปริมาณ 10 กรัม, เติมกรดซัลฟวริกความ

เขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.3.1 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร (อัตราสวนฟางขาวกับสารละลาย
เทากับ 1:10). ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110, 115 และ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลาที่
เหมาะสมจากขอ 2.4.3.2. กรองแยกสวนของเหลวออกจากของแข็ง, นําสวนของของเหลวไป
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและสารยับยั้ง. สวนของแข็งนําไปอบใหแหง วิเคราะหปริมาณ
ของแข็งที่เหลือ อุณหภูมิที่เหมาะสมจะตองใหปริมาณน้ําตาลรีดิวสสูง ปริมาณสารยับยั้ง (Furfural) 
ต่ํา. 

 
2.4.4  ศึกษาระเวลาการแชตัวอยางในกรดซัลฟวริกท่ีเหมาะสม กอนการเตรียม 

ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2 ปริมาณ 10 กรัม เติมกรดซัลฟุริกความ
เขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.3.1 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร (อัตราสวนฟางขาวกับสารละลาย
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เทากับ 1:10) แชตัวอยางเปนเวลา 0, 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นใหความรอนดวยเครื่องฆา
เชื้ออุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.3 เปนเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.2 กรองแยกสวนของเหลว
ออกจากของแข็ง, นําสวนของของเหลวไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและสารยับยั้ง. สวน
ของแข็งนําไปอบใหแหง เพื่อวิเคราะหปริมาณของแข็งที่เหลือ. ระยะเวลาการแชที่เหมาะสมจะตอง
ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงและปริมาณสารยับยั้งต่ํา. 
 

2.4.5  ศึกษาการไฮโดรไลซิสฟางขาวดวยเอนไซม 
2.4.5.1 ชนิดของเอนไซมท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2 ปริมาณ 10 กรัม, เติมกรดซัลฟวริกความ

เขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.3.1 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร, แชตัวอยางเปนระยะเวลาที่เหมาะสม
จากขอ 2.4.4. หลังจากนั้น ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.3, เปน
เวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.2. ทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง, ปรับพีเอชใหเทากับ 5.0 ดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร. จากนั้น เติม
เอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ (Accellerase 1000TM, Celluclast 1.5L และ Accellerase 1000TM + 
Celluclast 1.5L) ปริมาณ 20 FPU/g substrate, บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, อัตราการเขยา 160 
รอบตอนาที. วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น, ชนิดของเอนไซมที่เหมาะสม จะใหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ และ % Saccharification ที่สูง. 

 
2.4.5.2 ปริมาณฟางขาวท่ีเหมาะสม  
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2 ปริมาณ 7.5, 10.0, 12.5 15.0, 17.5 และ 20.0 

กรัม, เติมกรดซัลฟวริกความเขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.3.1 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร, แช
ตัวอยางเปนระยะเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.4. หลังจากนั้น ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิ
ที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.3, เปนเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.2. ทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง, ปรับพี
เอชใหเทากับ 5.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร. 
จากนั้นเติมเอนไซมเซลลูเลสชนิดที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.1 ปริมาณ 20 FPU/g substrate, บมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
เกิดขึ้น, ปริมาณฟางขาวที่เหมาะสม จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและ % Saccharification ที่สูง. 
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2.4.5.3  ปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2 ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.2, เติมกรด

ซัลฟวริกความเขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.3.1 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร, แชตัวอยางเปน
ระยะเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.4. หลังจากนั้น ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิที่เหมาะสม
จากขอ 2.4.3.3, เปนเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.2. ทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง, ปรับพีเอชให
เทากับ 5.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร. จากนั้น 
เติมเอนไซมเซลลูเลสชนิดที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.1 ปริมาณ 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 และ 
55 FPU/g substrate, บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. วิเคราะหหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น, ปริมาณเอนไซมที่เหมาะสม จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและ % 
Saccharification ที่สูง. 

 
2.4.5.4  อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.2, เติมกรด

ซัลฟวริกความเขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.3.1 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร, แชตัวอยางเปน
ระยะเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.4. หลังจากนั้น ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิที่เหมาะสม
จากขอ 2.4.3.3, เปนเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.2. ทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง, ปรับพีเอชให
เทากับ 5.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร. จากนั้น 
เติมเอนไซมเซลลูเลสชนิดที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.1, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.3. บมที่
อุณหภูมิ 40, 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส, อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. วิเคราะหหา
ปริมาณน้ํ าตาลรีดิวซที่ เกิดขึ้น ,  อุณหภูมิที่ เหมาะสม  จะใหปริมาณน้ํ าตาลรีดิวซและ  % 
Saccharification ที่สูง. 

 
2.4.5.5 พีเอชท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.2, เติมกรด

ซัลฟวริกความเขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.3.1 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร, แชตัวอยางเปน
ระยะเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.4. หลังจากนั้น ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิที่เหมาะสม
จากขอ 2.4.3.3, เปนเวลาที่เหมาะสมจากขอ 2.4.3.2. ทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง, ปรับพีเอชให
เทากับ 4.0, 4.5, 4.8, 5.0, 5.2 และ 5.5 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 50 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักตอปริมาตร. จากนั้น เติมเอนไซมเซลลูเลสชนิดที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.1, ปริมาณที่
เหมาะสมจากขอ 2.4.5.3. บมดวยอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.4, อัตราการเขยา 160 รอบตอ
นาที. วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น, อุณหภูมิที่เหมาะสมจะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและ 
% Saccharification ที่สูง. 
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2.4.6  ศึกษาการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม จากสภาวะการเตรียมฟางขาวท่ีรุนแรง (3.0%,w/v 
H2SO4 อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที) 

2.4.6.1 ชนิดของเอนไซมท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.1, เติมกรด

ซัลฟวริกความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร. หลังจากนั้น 
ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาที. ทําใหเย็นแลว
ปรับพีเอชใหเทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด. จากนั้น เติมเอนไซมเซลลูเลสชนิด
ตางๆ (Accellerase 1000TM, Celluclast 1.5L และAccellerase 1000TM + Celluclast 1.5L) ปริมาณ 20 
FPU/g substrate, บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. วิเคราะหหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ เกิดขึ้น, ชนิดเอนไซมที่ เหมาะสม จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและ % 
Saccharification ที่สูง. 

 
2.4.4.2  ปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.1, เติมกรด

ซัลฟวริกความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร. หลังจากนั้น 
ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาที. ทําใหเย็นแลว
ปรับพีเอชใหเทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด. เติมเอนไซมชนิดที่เหมาะสมจากขอ 
2.4.4.1 ปริมาณ 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 และ 55 FPU/g substrate, บมที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส, อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น, ปริมาณ
เอนไซมที่เหมาะสม จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและ % Saccharification ที่สูง. 

 
2.4.4.3  อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.1, เติมกรด

ซัลฟวริกความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร. หลังจากนั้น 
ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาที. ทําใหเย็นแลว 
ปรับพีเอชใหเทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด. เติมเอนไซมชนิดที่เหมาะสมจากขอ 
2.4.4.1, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.4.2 . บมที่อุณหภูมิ 40, 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส, 
อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น, อุณหภูมิที่เหมาะสม จะ
ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและ % Saccharification ที่สูง. 
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2.4.4.4  หาพีเอชท่ีเหมาะสม 
ช่ังฟางขาวขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 2.4.2, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5.1, เติมกรด

ซัลฟวริกความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร. หลังจากนั้น 
ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาที. ทําใหเย็น แลว
ปรับพีเอชใหเทากับ 4.0, 4.5, 4.8, 5.0, 5.2 และ 5.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด. เติม
เอนไซมชนิดที่เหมาะสมจากขอ 2.4.4.1, ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.4.2. บมที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมจากขอ 2.4.4.3, อัตราการเขยา 160    รอบตอนาที. วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น, 
พีเอชที่เหมาะสม จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและ % Saccharification ที่สูง. 

 
2.4.7  ศึกษาการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมในระดับถังหมัก 5,000 มิลลิลิตร 

ช่ังฟางขาวขนาดและปริมาณ แลวเตรียมดวยสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5 และ 2.4.6 
(ปริมาณ 30 ขวด). จากนั้น ทําใหเย็นโดยการแชในน้ํา. ถายฟางขาวมารวมกันและปรับพีเอชให
ใกลเคียง 5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด. แลวปนดวยเครื่องปนผลไมจนละเอียด, เติม
เอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 2.4.5 และ 2.4.6, แลวผสมใหเขากัน. 
จากนั้นใสลงไปในถังหมักขนาด 5,000 มิลลิลิตร, ไฮโดรไลซิสที่พีเอช 5.0, อุณหภูมิ 50°ซ., อัตรา
การเขยา 160 รอบตอนาที, เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง. เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 3 , 6, 9 ,12, 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 20 นาที. นําสารละลายใสไป
วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ. 

 
2.4.8  ศึกษาการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการเตรียม และการไฮโดรไลซิสฟางขาว 

2.4.8.1 ศึกษาชนิดของเชื้อในการหมักเอทานอล 
นําสารละลายที่ไดจากการเตรียมและการไฮโดรไลซิสจากขอ 2.4.7, มาเติมดวย Yeast 

extract 1.0 กรัมตอลิตร, MgSO47H2O 0.025 กรัมตอลิตร และ (NH4)HPO4 0.50 กรัมตอลิตร, ปรับพี
เอชใหได 5.0. นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 105°ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที, ทําใหเย็นที่อุณหภูมิหอง. 
จากนั้น เติมเชื้อชนิดตางๆ (Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis และ Candida shehatae) ที่
เตรียมเชื้อเร่ิมตนดวย YM broth, โดยเติมลงไปใหไดปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร, 
หมักที่อุณหภูมิ 30°ซ. เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ เปนระยะเวลา 96 ช่ัวโมง, วิเคราะหปริมาณเอทา
นอล, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และปริมาณเชื้อยีสต. 
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2.4.8.2  ศึกษาปริมาณเชื้อท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
นําสารละลายที่ไดจากการเตรียม และการไฮโดรไลซิสจากขอ 2.4.7, มาเติมดวย Yeast 

extract 1.0 กรัมตอลิตร, MgSO47H2O 0.025 กรัมตอลิตร และ (NH4)HPO4 0.50 กรัมตอลิตร, ปรับพี
เอชใหได 5.0. นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 105°ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที, ทําใหเย็นที่อุณหภูมิหอง. 
จากนั้น เติมเชื้อที่ไดจากขอ 2.4.8.1 ปริมาณตางๆ (เชื้อเร่ิมตน 5 x 106,1 x 107, 5 x107 และ 1 x 108 
เซลลตอมิลลิลิตร), หมักที่อุณหภูมิ 30°ซ. เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ เปนระยะเวลา 96 ช่ัวโมง, 
วิเคราะหปริมาณเอทานอล, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และปริมาณเชื้อยีสต. 

 
2.4.8.3  ศึกษาการปรับปรุงสายพันธุเชื้อจุลินทรียในการผลิตเอทานอล 
วิธีการปรับปรุงสายพันธุ (คร้ังท่ี 1) 
นําเชื้อที่เล้ียงไวใน YM slant (P.stipitis และ C.shehatae) ถายลงสู Xylose broth, บมที่อุณ

ภูมิ 30°ซ. เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง, เพื่อใหเชื้อยีสตเจริญเติบโตและปรับสภาพเขาสูการใชน้ําตาล
ไซโลส. จากนั้น ถายเชื้อลงสูสารอาหารที่เตรียมจากละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 
1.0% (w/v) (RSPH broth), ตามรูปที่ 3.42 บมที่อุณหภูมิ 30°ซ. เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง. จากนั้น 
ถายลงสูสารอาหารที่เตรียมจากสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 1.0% (w/v) บมที่
อุณหภูมิ 30°ซ. เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมงเชนเดิม เปนจํานวน 2 คร้ัง. จากนั้น เขี่ยเชื้อลงบนอาหาร
แข็งที่เตรียมดวยสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 1.0%, w/v (RSPH plate). เก็บเชื้อ
บนวุนเอียงที่เตรียมดวยสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 1.0%,w/v (RSPH slant) เก็บ
ไวในตูเย็น. 

 
ในการทดสอบประสิทธิภาพเชื้อยีสตที่ไดจากการเหนี่ยวนําขางตน ทําโดยถายเชื้อยีสตจาก

ขางตน ลงในสารอาหารที่ประกอบดวย YM broth 50 มิลลิลิตรและสารละลายที่ไดจากการเตรียม
และการไฮโดรไลซิสฟางขาว 50 มิลลิลิตร, บมที่อุณหภูมิ 30°ซ. เพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตนในการหมัก 
(รูปที่ 2.1). 

 
น้ําหมักเตรียมโดยนําสารละลายที่ไดจากการเตรียมและการไฮโดรไลซิสจากขอ 4.7, มา

เติมดวย Yeast extract 1.0 กรัมตอลิตร, MgSO47H2O 0.025 กรัมตอลิตร และ (NH4)HPO4 0.50 กรัม
ตอลิตร, ปรับพีเอชใหได 5.0. นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 105°ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที, ทําใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง. จากนั้น เติมเชื้อยีสตที่ไดจากการเตรียมเชื้อขางตนปริมาณ 1x 107 เซลลตอมิลลิลิตร, 
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บมที่อุณหภูมิ 30°ซ. เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง, วิเคราะหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซและปริมาณเอทานอล. 

 

 
รูปท่ี 2.1. กระบวนการเหนี่ยวนํายีสต ใหสามารถเจริญเติบโตและหมักเอทานอลในสารละลายที่ได  
 จากการไฮโดรไลซิสฟางขาว. 
 

วิธีการปรับปรุงสายพันธุ (คร้ังท่ี 2) 
ถายเชื้อยีสตที่ไดทําการเหนี่ยวนําในขั้นตน (ปรับปรุงสายพันธุคร้ังที่ 1) จาก RSPH slant 

ลงสูสารอาหารที่เตรียมจากสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 1.0%(w/v). จากนั้น ถาย
เชื้อลงสูสารอาหารที่เตรียมจากสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 1.5, 2.0, 2.5 และ 
3.0%(w/v) ตามลําดับ. โดยแตละความเขมขนจะบมที่อุณหภูมิ 30°ซ. เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง, เก็บ
เชื้อที่ได ในแตละความเขมขนไวบน RSPH slant ตามรูปที่ 3.43. 

 
ในการทดสอบประสิทธิภาพเชื้อยีสตที่ไดจากการเหนี่ยวนําครั้งที่ 2 ที่ระดับความเขมขน

กรดสุดทาย (3.0%,w/v), ทําโดยถายเชื้อยีสตจากขางตน ลงในสารอาหารที่ประกอบดวย YM broth 
50 มิลลิลิตรและสารละลายที่ไดจากการเตรียม 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30°ซ. เพื่อใชเปนเชื้อ
เริ่มตนในการหมัก. 

 
น้ําหมักเตรียมโดยนําสารละลายที่ไดจากการเตรียมและการไฮโดรไลซิสจากขอ 2.4.7, มา

เติมดวย Yeast extract 1.0 กรัมตอลิตร, MgSO47H2O 0.025 กรัมตอลิตร และ (NH4)HPO4 0.50 กรัม
ตอลิตร, ปรับพีเอชใหได 5.0. นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 105°ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที, ทําใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง. จากนั้น เติมเชื้อยีสตที่ไดจากการเตรียมเชื้อขางตนปริมาณ 1x 107 เซลลตอมิลลิลิตร, 
บมที่อุณหภูมิ 30°ซ. เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง, วิเคราะหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซและปริมาณเอทานอล (รูปที่ 2.2). 
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รูปท่ี 2.2.   การปรับสภาพเชื้อดวยสารอาหารที่ไดจากการไฮโดรไลซีสฟางขาวดวยกรดความ 
 เขมขนตางๆ. 
 

2.4.8.4 ศึกษาการหมักเอทานอลแบบนึ่งฆาเชื้อ และไมนึ่งฆาเชื้อ 
นําสารละลายที่ไดจากการเตรียมและการไฮโดรไลซิสจากขอ 2.4.7, มาเติมดวย Yeast 

extract 1.0 กรัมตอลิตร, MgSO47H2O 0.025 กรัมตอลิตร และ (NH4)HPO4 0.50 กรัมตอลิตร, ปรับพี
เอชใหได 5.0. แบงออกเปน 2 ชุด ชุดแรกนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 105°ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที, ทํา
ใหเย็นที่อุณหภูมิหอง. สวนอีกชุดไมตองทําการฆาเชื้อ. จากนั้น เติมเชื้อยีสตเร่ิมตนปริมาณ 1 x 107 
เซลลตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30°ซ. เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง, วิเคราะห
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณเอทานอล. 
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3.  ผลการทดลองและวิจารณ 
 

3.1  ผลการปรับสภาพฟางขาวทางกายภาพ (การลดขนาด) 
ฟางขาวเริ่มตนจะมีขนาดประมาณ 20-30 เซนติเมตร มีลักษณะดังรูปที่ 3.1. หลังจากบด

ดวยเครื่องสับผักตบชวา (รูปที่ 3.2) ดวยอัตรา 18.18 กิโลกรัมตอช่ัวโมง, จะมีขนาดนอยกวา 30 
มิลลิเมตร (ประมาณ 3 เซนติเมตร) มีลักษณะดังรูปที่ 3.3 และ 3.4, เหลือปริมาณฟางขาวหลังบด 
91.50%(w/w). โดยสามารถสรุปกระบวนการลดขนาดของฟางขาว เพื่อใหไดขนาดตามที่ตองการ
ไดตามรูปที่ 3.5, ซ่ึงจากการรอนเพื่อแยกขนาดตามที่ตองการ จะใหปริมาณแตกตางกันตามตารางที่ 
3.1. 

ตารางที่ 3.1.  ปริมาณฟางขาวขนาดตางๆ ท่ีไดจากการบดดวยเคร่ืองสับผักตบชวา 
Size (mm) Contents (%,w/w) 
0.00-0.80 2.61 
0.80-1.25 1.57 
1.25-2.00 6.40 
2.00-5.00 34.60 

5.00-15.00 24.41 
15.00-30.00 30.42 

 

จะเห็นไดวา หลังจากบดดวยเครื่องสับผักตบชวา ขนาดของฟางขาวที่ไดโดยสวนมากจะมี
ขนาดปานกลางถึงขนาดใหญ (ขนาดมากกวา 2.00 มิลลิเมตร) จะมีประมาณ 90%(w/w), สวนขนาด
เล็ก (ขนาดนอยกวา 2.00 มิลลิเมตร) จะไดประมาณ 10%(w/w) เทานั้น. ดังนั้น ในการลดขนาดของ
ฟางขาว ถาตองการฟางขาวที่มีขนาดใหญกวา 2.00 มิลลิเมตรขึ้นไปหรืออยูในชวง 2.00-30.00 
มิลลิเมตร, เครื่องสับผักตบชวา จะเปนเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพในการใชลดขนาดฟางขาวใหได
ขนาดตามที่ตองการ. แตถาตองการฟางขาวที่มีขนาดนอยกวา 2.00 มิลลิเมตร จะยังเปนเครื่องมือที่
ยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะใชเพียงเครื่องเดียว อาจจะตองมีเครื่องบดเพิ่มเติมหรือทําการบด
ซํ้าอีกครั้ง. 
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จากผลการศึกษา พบวา ฟางขาวจะมีองคประกอบตามตารางที่ 3.2, จะเห็นไดวา จะมี
องคประกอบสวนสําคัญที่สามารถเปลี่ยนเปนน้ําตาลไดคอนขางสูง (ปริมาณโฮโลเซลลูโลส 
65.7%,w/w), ซ่ึงในองคประกอบสวนนี้แบงเปนปริมาณเซลลูโลสถึง 38.8%(w/w). โดย
องคประกอบสวนเซลลูโลสนี้ เปนองคประกอบสวนสําคัญมาก เนื่องจากประกอบดวยน้ําตาลกลู
โลส ที่มีประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลสูง. นอกจากนี้ ฟางขางยังมีขอดีอีกอยางหนึ่ง คือ ฟาง
ขาวมีปริมาณลิกนินต่ํา (11.4%,w/w) ทําใหงายตอการไฮโดรไลซิส. 

 
จากปริมาณความชื้น จะเห็นไดวา ฟางขาวมีปริมาณความชื้นที่นอยมาก (5.9% w/w) ซ่ึงจะ

เปนผลดีในการเคลื่อนยายฟางขาว, สามารถขนยายไดงาย ในปริมาณมากและไดสวนที่เปนเนื้อฟาง
ขาวจริงๆ. 

 
จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพ (ขางตน) ไมวาจะเปนลักษณะของฟางขาวที่มีลักษณะ

บาง, งายตอการลดขนาด, ความชื้นต่ํา และลักษณะองคประกอบทางเคมี, จะเห็นไดวา ฟางขาวจะ
เปนชีวมวลชนิดหนึ่งที่มีแนวโนม และมีโอกาสความเปนไปไดสูง ในการนํามาใชเปนวัตถุดิบ
เริ่มตนในการผลิตเอทานอล. 

 
ตารางที่ 3.2.  องคประกอบทางเคมีของฟางขาว 

Chemical compositoin Contents (%,w/w) 
Holocellulose 65.7 
Cellulose 38.8 
Hemicellulose 26.9 
Lignin 11.4 
Moisture 5.9 
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รูปท่ี 3.1.  ฟางขาว (Rice straw). 

    
รูปท่ี 3.2.  เคร่ืองสับผักตบชวา. 

 

 

รูปท่ี 3.3.  ฟางขาวหลังบดดวยเคร่ืองสับผกัตบชวา. 
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รูปท่ี 3.4.  ลักษณะของฟางขาวขนาดตางๆ ปริมาณ 10 กรัม หลังบดดวยเคร่ืองสับผกัตบชวา  
                 และรอนผานตะแกรงขนาดตางๆ. 

0.00-0.80 mm 0.80-1.25 mm 1.25-2.00 mm 2.00-5.00 mm 5.00-15.00 mm 15.00-30.00 mm 
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รูปท่ี 3.5.  กระบวนการลดขนาดของฟางขาว. 
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3.2 ผลการเตรียมฟางขาวดวยวิธีทางเคมี 
3.2.1 ขนาดฟางขาวท่ีเหมาะสม 

จากการทดลองหาขนาดฟางขาวที่เหมาะสมชวง 0.00-30.00 มิลลิเมตร (ปริมาณฟางขาว 10 
กรัม ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร) ในการเตรียมดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) ให
ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที. 

 
ผลปรากฏวา เมื่อขนาดของฟางขาวเพิ่มขึ้น จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น. โดยฟางขาว

ขนาด 0.00-0.80 มิลลิเมตร จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  25.13 ± 0.45 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 3.3 และ
รูปที่ 3.6), เมื่อขนาดฟางขาวเพิ่มเปน 1.25-2.00 มิลลิเมตร จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มเปน 30.44 
± 0.68 กรัมตอลิตร และฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซใกลเคียงกับ
ขนาด 1.25-2.00 มิลลิเมตร (30.36 ± 0.59 กรัมตอลิตร). อยางไรก็ตาม เมื่อขนาดของฟางขาวเพิ่ม
มากกวา 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะลดลง. โดยขนาดของฟางขาวเพิ่มขึ้นเปน 
5.00-15.00 มิลลิเมตร จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงเหลือเพียง 28.56 ± 0.77 กรัมตอลิตร (ตาราง
ที่ 3.3 และรูปที่ 3.6). 

 
จากผลการทดลองที่เมื่อขนาดของฟางขาวใหญขึ้นจะทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น. 

ทั้งนี้ อาจเกิดจากฟางขาวขนาดเล็กถูกยอยดวยกรดซัลฟวริกไดดี และอาจจะถูกยอยสลายตอ
กลายเปนฟูเฟอรรัล, จึงอาจจะทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดลดลง. จากการศึกษาการไฮโดรไลซิส
ของทะลายปาลมดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 2 ถึง 6%(w/v) ที่อุณหภูมิ 120๐ซ. เปนระยะเวลา 0 
ถึง 90 นาที ของ Rahman et al. (2006) พบวา เมื่อความเขมขนของกรดซัลฟวริกและระยะเวลาการ
ไฮโดรไลซิสเพิ่มขึ้น จะทําใหปริมาณน้ําตาลไซโลสลดลง ปริมาณฟูเฟอรรัลเพิ่มขึ้น, เนื่องจาก
น้ําตาลไซโลสถูกสลายกลายเปนฟูเฟอรรัลนั่นเอง, ซ่ึงพบในการศึกษาครั้งนี้เชนเดียวกัน. ใน
สารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาว สามารถตรวจพบฟูเฟอรรัล. อยางไรก็ตาม ปริมาณฟูเฟอรรัล
ที่เกิดขึ้น (ตารางที่ 3.3 และรูปที่ 3.6) จากการใชฟางขาวขนาดเล็ก (0.00-0.80 มิลลิเมตร) และฟาง
ขาวขนาดใหญ (2.00-5.00 มิลลิเมตร) มีปริมาณฟูเฟอรรัลใกลเคียงกัน (0.20-0.23 กรัมตอลิตร). 

 
ดังนั้น จากผลการทดลอง ฟางขาวขนาดเล็กมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซต่ํากวาฟางขาวขนาด

ใหญ อาจจะไมใชเปนผลมาจากการสลายตัวของน้ําตาลรีดิวซเปนฟูเฟอรรัล. แตอาจจะเปนผลมา
จากฟางขาวขนาดเล็กจะอัดตัวกันแนนมากกวาฟางขาวขนาดใหญดังรูปที่ 3.4, ทําใหการสัมผัส
ระหวางสารละลายกรดซัลฟวริกกับฟางขาวเกิดขึ้นไดยาก, อีกทั้งในระหวางการเตรียมไมไดทําการ



 

 39

กวน. สวนฟางขาวขนาดใหญ การสัมผัสระหวางสารละลายกรดกับฟางขาวเกิดขึ้นไดมากกวา, การ
ไฮโดรไลซิสจึงเกิดขึ้นไดสูงกวา. แตเมื่อฟางขาวมีขนาดใหญเพิ่มมากขึ้นอีก การสัมผัสจะเกิดได
ยาก เนื่องจาก ฟางขาวมีขนาดใหญเกินไป (มากกวา 5.00 มิลลิเมตร) จะมีปริมาตรมากเกินกวาที่
สารละลายกรดจะสัมผัสได, การไฮโดรไลซิสจึงลดลงตามไปดวย (รูปที่ 3.7). 

 
จากการทดลองจะเห็นไดวาฟางขาวขนาด 1.25-2.00 มิลลิเมตร และ 2.00-5.00 มิลลิเมตร 

จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซใกลเคียงกัน, แตฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร จะใชพลังงานในการ
บดนอยกวาขนาด 1.25-2.00 มิลลิเมตร. อีกทั้งในการบดดวยเครื่องสับผักตบชวาจะใหฟางขาว
ขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร มากกวาฟางขาวขนาด 1.25-2.00 มิลลิเมตร (ตารางที่ 3.3).  ดังนั้น จึง
สามารถสรุปไดวา ฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร เปนขนาดฟางขาวที่เหมาะสมในการเตรียม. 
เมื่อนํามาเตรียมดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที 
ภายใตสภาวะนี้จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 30.36 ± 0.59 กรัมตอลิตร, Holocellulose conversion 
35.02 ± 0.49%(w/w) และเหลือปริมาณฟางขาวหลังจากการเตรียม 64.75±1.26 % (w/w).  

 
ตารางที่ 3.3.  ปริมาณสารตางๆ ท่ีไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 0.00-30.00 มิลลิเมตร ปริมาณ  
                      10 กรัม ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยความกรดซลัฟวริกเขมขน 1.00%  
                       (w/v) ท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที 

Rice straw 
(mm) 

Solid residue 
(%,w/w) 

Reducing sugar 
(g/L) 

Holocellulose 
conversion 

Furfural 
(g/L) 

0.00-0.80 66.07 ± 0.94 25.13 ± 0.45 28.51 ± 0.59 0.23 
0.80-1.25 65.33 ± 0.76 28.35 ± 0.52 32.52 ± 0.58 0.22 
1.25-2.00 64.40 ± 1.42 30.44 ± 0.68 35.15 ± 0.84 0.20 
2.00-5.00 64.75 ± 1.26 30.36 ± 0.59 35.02 ± 0.49 0.20 

5.00-15.00 65.69 ± 0.16 28.56 ± 0.77 32.26 ± 0.89 0.07 
15.00-30.00 67.60 ± 0.20 26.57 ± 1.03 29.53 ± 1.02 0.12 
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Rice straw size (mm)
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รูปท่ี 3.6.  ปริมาณตางๆ จากการเตรียมฟางขาวขนาด 0.00-30.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม  
                 ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยความกรดซัลฟวริกเขมขน 1.00 % (w/v)  
                 ท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที. 

  

 
 รูปท่ี 3.7. ลักษณะของฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร.  
 (a) หลังจากเตมิกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v)  
 (b) หลังเตรยีมดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที  
  (ฟางขาว 10 กรัม ตอปริมาณกรดซัลฟวริก 100 มิลลิลิตร). 
 

(a) 

(b) 
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3.2.2 ผลการศึกษาความเขมขนกรดซัลฟวริกท่ีเหมาะสม 
จากการศึกษาความเขมขนของกรดซัลฟวริกชวง 0.50-1.75 %(w/v) ในการเตรียมฟางขาว

ขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที, ผลปรากฏวา ความเขมขนของกรด
ซัลฟวริกแตกตางกันจะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซแตกตางกันตามตารางที่ 3.4 และรูปที่ 3.8. ความ
เขมขนกรดซัลฟวริกเพิ่มสูงขึ้น จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงขึ้น. โดยกรดซัลฟวริกความเขมขน 
0.50 %(w/v) จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 13.13±0.38 กรัมตอลิตร (Holocellulose conversion 
14.75±0.47 %,w/w) และจะเพิ่มสูงขึ้นเปน 31.27±0.47 กรัมตอลิตร (Holocellulose conversion 
36.86±1.05%,w/w) เมื่อใชกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v). ในขณะที่การใชน้ํากลั่นแทน
กรดซัลฟวริกในการไฮโดรไลซิส จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพียง 4.12±0.08 กรัมตอลิตรเทานั้น. 
แสดงใหเห็นวา เมื่อความเขมของกรดซัลฟวริกเพิ่มสูงขึ้น จะมีความสามารถในการยอยฟางขาวให
เปนน้ําตาลไดดีขึ้น. อยางไรก็ตาม เมื่อใชปริมาณความเขมขนกรดมากกวา 1.00 %(w/v) จะให
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นอีกเพียงเล็กนอย, อาจเนื่องมาจากฟางขาวสวนที่สามารถยอยไดดวย
กรดเจือจางเหลืออยูนอย ทําใหเมื่อความเขมขนสูงมากกวา 1.00 %(w/v) การยอยสลายเปนน้ําตาล
ไดปริมาณเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยเทานั้น .  ดังนั้น  จากปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดและปริมาณ 
Holocellulose conversion จะสรุปไดวา กรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) เปนความเขมขนที่
เหมาะสม. 

 
กรดซัลฟวริกนอกจากจะสามารถยอยฟางขาวใหเปนน้ําตาลรีดิวซไดแลว ยังสามารถยอย

น้ําตาลตอไปใหเปนฟูเฟอรรัลได ซ่ึงสารตัวนี้จะมีผลยับยั้งเชื้อจุลินทรียในกระบวนการหมัก. จาก
ผลการทดลอง (ตารางที่ 3.4 และ รูปที่ 3.8) จะเห็นไดวา ปริมาณฟูเฟอรรัลจะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อความ
เขมขนกรดซัลฟวริกเพิ่มขึ้น. โดยปริมาณฟูเฟอรรัลจะเพิ่มขึ้นจาก 0.00 เปน 0.18 กรัมตอลิตร เมื่อ
ความเขมขนกรดซัลฟวริกเพิ่มขึ้นจาก 0.50 เปน 1.50 %(w/v). แตเมื่อความเขมขนกรดสูงมากกวา 
0.50 %(w/v), ปริมาณฟูเฟอรรัลจะเพิ่มอยางรวดเร็ว, โดยจะเพิ่มขึ้นเปน 0.51 กรัมตอลิตร เมื่อความ
เขมขนกรดเพิ่มเปน 0.75 %(w/v). ดังนั้น จากปริมาณฟูเฟอรรัลที่ได จะสรุปไดวา ความเขมขนกรด
ต่ํากวา 0.50 %(w/v) เปนปริมาณที่เหมาะสม. 

 
จากผลการทดลองหาปริมาณความเขมขนกรดที่เหมาะสม ในการไฮโดรไลซิสฟางขาว

ขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที, สามารถสรุปไดวา กรดซัลฟวริก
ความเขมขน 1.00 %(w/v) เปนปริมาณความเขมขนกรดที่เหมาะสมในการเตรียม. โดยภายใต
สภาวะนี้ จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 31.27±0.47 กรัมตอลิตร, Holocellulose conversion 
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36.86±1.05 %(w/w), ปริมาณฟูเฟอรรัล 0.13 กรัมตอลิตร และเหลือปริมาณฟางขาวหลังเตรียม 
63.54±0.26 %(w/w). 

 
ตารางที่ 3.4.  ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม  
                      ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 0.00-1.75 %(w/v)  
                      ท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที 

[H2SO4]  
%,(w/v) 

Solid residue  
(%,w/w) 

Reducing sugar  
(g/L) 

Holocellulose  
conversion 

Furfural  
(g/L) 

0.00 84.81 ± 2.02 4.12 ± 0.08 3.09 ±0.10 0.00 
0.50 71.04 ± 3.37 13.13 ± 0.38 14.75 ± 0.47 0.00 
0.75 69.24 ± 4.58 22.88 ± 0.94 26.76 ± 1.30 0.05 
1.00 63.54 ± 0.26 31.27 ± 0.47 36.86 ± 1.05 0.13 
1.25 62.46 ± 1.01 32.11 ± 1.94 37.92 ± 2.41 0.18 
1.50 62.47 ± 1.16 33.65 ± 0.61 36.67 ± 1.52 0.18 
1.75 61.37 ± 0.52 34.35 ± 1.15 41.93 ± 1.24 0.51 
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รูปท่ี 3.8. ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม  
                ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 0.00-1.75 %(w/v)  
                ท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที. 
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3.2.3 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม 
จากการศึกษาระยะเวลาชวง 7-60 นาที ในการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร 

ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ., ผลปรากฏวา เมื่อระยะเวลาในการ
เตรียมเพิ่มขึ้นจาก 7 นาที เปน 15 นาที ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นจาก 25.55±0.73 กรัมตอลิตร 
เปน 30.58±3.14 กรัมตอลิตร. ทั้งนี้เนื่องจากระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น จะเปนการเพิ่มเวลาในการทํา
ปฏิกิริยาระหวางฟางขาวกับกรดซัลฟวริกนั่นเอง, ทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น. อยางไรก็
ตาม เมื่อระยะเวลาในการเตรียมเพิ่มมากขึ้น (เปนระหวาง 15-60 นาที), ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ได
จากการไฮโดรไลซิสของฟางขาวจะไมแตกตางกัน. ในการไฮโดรไลซิสฟางขาวชวง 15-60 นาที จะ
ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซประมาณ 29-33 กรัมตอลิตร, Holocellulose conversion 30-40 %(w/w) 
(ตารางที่ 3.5 และ รูปที่ 3.9). สวนปริมาณฟูเฟอรรัลที่เกิดขึ้น จากการใชระยะเวลา 15-30 นาที มี
ปริมาณใกลเคียงกัน และใกลเคียงกับการใชระยะเวลาในการเตรียม 7 นาที. สวนระยะเวลา 45 และ 
60 นาที จะใหปริมาณฟูเฟอรรัลสูงกวาการใชระยะเวลา 7-30 นาที. 

 
จากการทดลองหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด 2.00-5.00 

มิลลิเมตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. สามารถสรุปไดวา 
ระยะเวลาการเตรียม 15 นาที เปนระยะเวลาที่นอยที่ใหน้ําตาลรีดิวซสูง, ปริมาณสารยับยั้งต่ํา, จึง
คัดเลือกใหเปนระยะเวลาที่เหมาะสมในการเตรียม. ภายใตสภาวะนี้จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
30.58±3.14 กรัมตอลิตร, Holocellulose conversion 36.55±3.34 %(w/w), ปริมาณฟูเฟอรรัล 0.13 
กรัมตอลิตร และเหลือปริมาณฟางขาวหลังเตรียม 61.72±0.64 %(w/w). 

 
ตารางที่ 3.5.  ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม 
                      ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v)  
                      ท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 7-60 นาที 

Time 
(min) 

Solid residue 
(%,w/w) 

Reducing sugar 
(g/L) 

Holocellulose 
conversion 

Furfural 
(g/L) 

7 62.01 ± 0.76 25.55 ± 0.73 30.33 ± 0.74 0.054 
15 61.72 ± 0.64 30.58 ± 3.14 36.55 ± 3.34 0.126 
30 60.51 ± 0.49 32.23 ± 1.31 38.94 ± 0.72 0.085 
45 58.84 ± 0.82 33.42 ± 0.78 40.66 ± 0.86 0.146 
60 58.70 ± 1.78 29.79 ± 0.89 35.78 ± 0.99 0.230 
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รูปท่ี 3.9.  ปริมาณตางๆ หลงัจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม  
                 ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v)  
                 ท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 7-60 นาที. 

3.2.4  ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
จากการศึกษาอุณหภูมิชวง 110-121 องศาเซลเซียส ในการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 

มิลลิเมตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v) เปนเวลา 15 นาที, ผลปรากฏวา เมื่ออุณหภูมิ
เพิ่มขึ้น ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นตามไปดวย. การเตรียมที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส จะให
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพียง 15.09±0.86 กรัมตอลิตร (Holocellulose conversion 17.93±1.27 %w/w). 
แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน 121๐ซ. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มสูงเปน 28.68±1.62 กรัมตอลิตร 
(Holocellulose conversion 33.41±2.00 %w/w) ดังแสดงในตารางที่ 3.6 และรูปที่ 3.10. ทั้งนี้ 
เนื่องจากการเพิ่มอุณหภูมิ จะเปนการเพิ่มความสามารถของกรดในการยอยสลายฟางขาวใหมีมาก
ขึ้น สวนปริมาณฟูเฟอรรัลจะเพิ่มสูงขึ้นตามอุณหภูมิที่เพิ่มสูงขึ้น. 

 
จากการทดลองหาอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด 2.00-5.00 

มิลลิเมตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v) เปนเวลา 15 นาที, สามารถสรุปไดวา 
อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนอุณหภูมิที่ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสสูงและปริมาณสารยับยั้งต่ํา, จึงคัดเลือกให
เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียม. ภายใตสภาวะนี้จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 28.68±1.62 กรัม
ตอลิตร, Holocellulose conversion 33.41±2.00 %(w/w), ปริมาณฟูเฟอรรัล 0.13 กรัมตอลิตร และ
เหลือปริมาณฟางขาวหลังเตรียม 64.81±0.50 %(w/w). 
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ตารางที่ 3.6.   ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 
  กรัม ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v)  
                   ท่ีอุณหภูมิ 110-121๐ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที 
 

Temperature 
(0C) 

Solid residue  
(%,w/w) 

Reducing sugar  
(g/L) 

Holocellulose 
conversion 

Furfural 
(g/L) 

110 70.46 ± 0.52 15.05 ± 0.86 17.93 ± 1.27 0.077 
115 67.27 ± 0.05 22.10 ± 1.50 26.46 ± 1.68 0.097 
121 64.81 ± 0.50 28.68 ± 1.62 33.41 ± 2.00 0.126 
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รูปท่ี 3.10.  ปริมาณตางๆ หลังจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม  
                   ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v)  
                   ท่ีอุณหภูมิ 110-121๐ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที. 

จากการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมฟางขางดวยกรดซัลฟวริก พบวา ฟาง
ขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร กรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v) อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 
15 นาที, เปนสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมฟางขาว เพื่อใชในการทดลองถัดไป. ภายใตสภาวะนี้
จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 28.68±1.62 กรัมตอลิตร, Holocellulose conversion 33.41±2.00 %(w/w), 
ปริมาณฟูเฟอรรัล 0.13 กรัมตอลิตร และเหลือปริมาณฟางขาวหลังเตรียม 64.81±0.50 %(w/w). 
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จะเห็นไดวา ภายใตสภาวะนี้นอกจากจะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงแลว จะใหปริมาณฟู
เฟอรรัลต่ําดวย. จากการรายงานของ Nigam (2001), ปริมาณฟูเฟอรรัลเขมขน 0.25 กรัมตอลิตร จะ
ไมมีผลตอการลดลงของปริมาณการผลิตเอทานอล, แตเมื่อความเขมขนของฟูเฟอรรัลมากกวา 1.50 
กรัมตอลิตร ทําใหการเจริญของยีสต และการผลิตเอทานอลลดลงรอยละ 90.4 และ 85.1, ตามลําดับ.  

 
3.2.5 ผลการศึกษาการแชตัวอยางกอนการเตรียมดวยสภาวะที่เหมาะสมขางตน 

จากการศึกษาระยะเวลาการแชฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ในสารละลายกรด
ซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v) ที่อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 0-24 ช่ัวโมง กอนนําไปเตรียม
ดวยสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขางตน (อุณหภมูิ 121๐ซ. ระยะเวลา 145 นาที), ผลปรากฏวา การแช
ฟางขาวในสารละลายกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) เปนระยะเวลาตางๆ จะใหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซไมแตกตางกัน. โดยจะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซอยูในชวง 26-28 กรัมตอลิตร, สวน
ปริมาณฟูเฟอรรัลจะมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเล็กนอย เมื่อระยะเวลาการแชฟางขาวเพิ่มขึ้น. โดยปริมาณฟู
เฟอรรัลมีปริมาณ 0.03-0.04 กรัมตอลิตร ซ่ึงมีปริมาณต่ํากวา 0.25 กรัมตอลิตร จะไมเปนปญหาตอ
ระบบการหมักเอทานอลมากหนัก (ตารางที่ 3.7 และ รูปที่ 3.11). ดังนั้น สามารถสรุปไดวา ไม
จําเปนตองแชตัวอยางในกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v) กอนการเตรียมดวยสภาวะที่
เหมาะสม. 

 
ตารางที่ 3.7. ปริมาณตางๆ หลังจาการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม 
     ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v)  
     ท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที โดยมกีารแชตัวอยางที่อุณหภูมิหองเปนระยะ 
          เวลา 0-24 ชั่วโมง กอนเตรียม 

Time  
(hr) 

Solid residue  
(%,w/w) 

Reducing sugar  
(g/L) 

Holocellulose 
conversion 

Furfural  
(g/L) 

0 62.27 ± 0.16 28.83 ± 1.01 33.70 ± 1.23 0.035 
6 64.22 ± 0.86 26.72 ± 0.26 31.84 ± 0.28 0.026 
12 63.92 ± 0.56 27.31 ± 0.32 32.71 ± 0.88 0.029 
24 63.94 ± 0.52 28.12 ± 0.72 33.59 ± 0.39 0.030 
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รูปท่ี 3.11. ปริมาณตางๆ หลงัจาการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม  
                  ตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v)  
                  ท่ีอุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที โดยมีการแชตัวอยางทีอุ่ณหภูมิหองเปนระยะ 
                  เวลา 0-24 ชั่วโมง กอนเตรียม. 
 
3.3 ผลการศกึษาการไฮโดรไลซิสฟางขาวดวยเอนไซม 

3.3.1 ชนิดของเอนไซมท่ีเหมาะสม 
จากการศึกษาชนิดของเอนไซมเซลลูเลสทางการคาสองชนิดคือ Accellerase 1000TM และ 

Celluclast 1.5L ในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิลิตร ที่เตรียมดวยสภาวะที่
เหมาะสมขางตน, ผลปรากฏวา เมื่อระยะเวลาผานไป 72 ช่ัวโมง การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลู
เลสทั้งสองชนิด ใหปริมาณความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ (g/L) ไมแตกตางกัน (ตารางที่ 3.8). โดยจะให
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซประมาณ 40 กรัมตอลิตร. สวนการผสมระหวางเอนไซมทั้งสองชนิด จะให
ปริมาณความเขมขนน้ําตาลรีดิวซสูงกวาเล็กนอย. สวนการเปลี่ยนแปลงของฟางขาว (Rice straw 
conversion) จากการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM จะสูงกวาการไฮโดรไลซิสดวย 
Celluclast 1.5L. สวนปริมาณ Holocellulose และ Cellulose conversion ก็เชนกัน การไฮโดรไลซิส
ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM จะสูงกวาการไฮโดรไลซิสดวย Celluclast 1.5L. 

 
สวนความเร็วในการไฮโดรไลซิสระหวางเอนไซมทั้งสองชนิด มีลักษณะใกลเคียงกันตาม

รูปที่ 3.12. โดยในการไฮโดรไลซิสเปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง, เอนไซม Accellerase 1000TM จะให
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 42.24 กรัมตอลิตร (1.76 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) ใกลเคียงกับการไฮโดรไลซิส
ดวย Celluclast 1.5L (1.70 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง), ดังแสดงในตารางที่ 3.9. 
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ตารางที่ 3.8. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอ สารละลายกรด  
                     100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  
                      substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที เปนระยะ 
                      เวลา 72 ชั่วโมง 

Enzyme 
Reducing 

sugar 
(g/L) 

Rice straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid 
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(mL) 

Accellerase 1000TM 40.44 ± 0.54 387.44 ± 7.31 53.07 ± 1.00 32.27 ± 1.59 46.61 ± 2.73 90.5 ± 0.7 
Celluclast 1.5L 40.10 ± 0.09 363.71 ± 2.16 49.82 ± 0.30 29.24 ± 0.05 42.57 ± 0.65 85.5 ± 0.7 

Accellerase 1000TM 
+ Celluclast 1.5L 42.68 ± 0.64 405.13 ± 9.29 55.50 ± 1.27 34.18 ± 2.51 42.95 ± 0.97 89.5 ± 0.7 
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รูปท่ี 3.12.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 
                   100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue 

substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
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จากปริมาณน้ําตาลรีดิวซ, Holocellulose conversion, Cellulose conversion และความเร็ว
ระหวางการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมทั้ง 2 ชนิด, บงบอกไดวา เอนไซมทั้ง 2 ชนิดมีความสามารถ
ใกลเคียงกันในการไฮโดรไลซิส. อยางไรก็ตาม ปริมาณตนทุน (ราคา) ของเอนไซม Accellerase 
1000TM (200 บาทตอกิโลกรัม) มีราคาถูกกวาเอนไซม Celluclast 1.5L (1500 บาทตอกิโลกรัม), 
ดังนั้น จึงคัดเลือกใหเอนไซม Accellerase 1000TM เปนเอนไซมที่เหมาะสม และใชในการศึกษาการ
ไฮโดรไลซิสฟางขาวถัดไป. 

 
ตารางที่ 3.9.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลาย 
                      กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  
                      substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme 
Time (hr) 

Accellerase 1000TM Celluclast 1.5L Accellerase 1000TM  + 
Celluclast 1.5L 

0 25.93 ± 0.09 26.20 ± 0.00 27.16 ± 0.38 
12 35.29 ± 0.94 35.60 ± 0.64 36.58 ± 0.02 
24 42.24 ± 1.01 40.99 ± 0.41 42.96 ± 1.30 
48 41.45 ± 1.03 40.54 ± 0.31 42.10 ± 0.28 
72 40.44 ± 0.54 40.10 ± 0.01 42.68 ± 0.64 

 

3.3.2 ปริมาณฟางขาวท่ีเหมาะสม 
จากการศึกษาปริมาณฟางขาวที่เหมาะสมชวง 7.5-20.0 กรัม ตอสารละลายกรด 100 

มิลลิลิตร ในการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิลิตร ดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 
%(w/v)อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที. จากนั้น ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิด 
Accellerase 1000TM ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue substrate ที่พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการ
เขยา 160 รอบตอนาที, ผลปรากฏวา เมื่อปริมาณฟางขาวเพิ่มขึ้น จะใหปริมาณความเขมขนน้ําตาล
รีดิวซเพิ่มขึ้น (รูปที่ 3.13), โดยจะเพิ่มขึ้นจาก 27.70 กรัมตอลิตร เปน 66.17 กรัมตอลิตร เมื่อเพิ่ม
ปริมาณฟางขาวจาก 7.5 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร เปน 20.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 
มิลลิลิตร, ตามลําดับ (ตารางที่ 3.10).  แตการเพิ่มของความเขมขนน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็ว เมื่อปริมาณฟางขาวเพิ่มจาก 7.5 กรัม เปน 15.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร และ
เมื่อฟางขาวเพิ่มมากกวานี้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้นไมมากนัก (รูปที่ 3.13). 
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อยางไรก็ตาม การเปลี่ยนแปลงของฟางขาว (Rice straw conversion) และ Holocellulose 
conversion เมื่อใชปริมาณฟางขาวมากกวา 15.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร จะมีปริมาณ
ลดลงอยางชัดเจน (รูปที่ 3.13). โดยที่การใชปริมาณฟางขาว 7.5 กรัมตอสารละลายกรด 100 
มิลลิลิตร จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 350.94 mg/g Ds และเมื่อเพิ่มปริมาณฟางขาวเปน 15.0 กรัมตอ
สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 343.27 mg/g Ds, จะลดลงเหลือ 286.22 
mg/g Ds เมื่อปริมาณฟางขาวเพิ่มเปน 20.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร (ตารางที่ 3.10). 

 
การเปลี่ยนแปลงของฟางขาว (Rice straw conversion) และ Holocellulose conversion จะมี

การเปลี่ยนแปลงเหมือนกัน และจะมีการเปลี่ยนแปลงตรงขามกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ, บงบอกได
วา จะเหลือปริมาณเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลส หลังจากการเตรียมและการไฮโดรไลซิสสูง เมื่อ
ปริมาณฟางขาวเร่ิมตนเพิ่มสูงขึ้น. อาจจะมีสาเหตุมาจาก ที่ปริมาณฟางขาวเริ่มตนสูง จะมีความ
หนืดสูง สงผลใหเอนไซมเขาจับกับเซลลูโลสไดยาก. อยางไรก็ตาม ปริมาณ Cellulose conversion 
มีปริมาณใกลเคียงกัน เมื่อปริมาณฟางขาวเริ่มตนสูงขึ้น, แสดงใหเห็นวา เอนไซมสามารถทํางานได
ดีอยู ถึงแมวาจะมีความหนืดเพิ่มขึ้นก็ตาม. 

 
ดังนั้น สาเหตุที่ทําใหปริมาณการเปลี่ยนแปลงของฟางขาว และ Holocellulose conversion 

ลดลง อาจจะมาจากสาเหตุอ่ืน ที่ไมใชประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม. โดยสาหตุที่ทําให
ปริมาณ Holocellulose conversion ลดลง นาจะเกิดมาจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังจากการ
เตรียมดวยกรด, ซ่ึงเมื่อปริมาณฟางขาวมากกวา 15 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซที่ไดหลังจากการเตรียมไมเพิ่มขึ้น ช้ีใหเห็นวา เฮมิเซลลูโลสเปลี่ยนเปนน้ําตาลรีดิวซได
นอยลง จึงทําใหปริมาณ Holocellulose conversion ลดลง. 

 
ฟางขาวที่เหลือและปริมาตรสารละลายที่ได จะมีการเปลี่ยนแปลงเหมือนกัน โดยฟางขาวที่

เหลือหลังจากการไฮโดรไลซิสเพิ่มขึ้น, แตสารละลายที่ไดจะมีปริมาตรลดลง. ฟางขาวที่เหลือ
เพิ่มขึ้นหมายถึง ปริมาณโฮโลเซลลูโลสถูกไฮโดรไลซิสเปนน้ําตาลไดนอยลง. สวนปริมาตรของ
สารละลายที่ไดนอยลง หมายถึง ฟางขาวถูกยอยไดนอย, น้ําที่ฟางขาวดูดซับไวออกมานอยดวย. 

 
ถึงแมวาปริมาณ Cellulose conversion ไมแตกตางกัน เมื่อปริมาณฟางขาวเพิ่มขึ้น (ที่ 72 

ช่ัวโมงของการไฮโดรไลซิส) แตการไฮโดรไลซิสในชวงแรก (ที่ 12 และ 24 ช่ัวโมงของการ
ไฮโดรไลซิส) ปริมาณ Cellulose conversion ลดลง เมื่อปริมาณฟางขาวเพิ่มขึ้นเปน 17.5 และ 20.0 
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กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร (รูปที่ 3.14 และตารางที่ 3.11). บงบอกไดวา ที่ปริมาณฟางขาว
เร่ิมตนสูง เอนไซมจะมีประสิทธิภาพต่ําลง, เนื่องจาก มีความหนืดสูง ทําใหเอนไซมเขาจับกับ
เซลลูโลสไดยาก. 

 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชวงแรกของการไฮโดรไลซิส และเมื่อระยะ

เวลานานกวา 48 ช่ัวโมง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้นเล็กนอย. ปริมาณ Cellulose conversion 
เกิดขึ้นประมาณ 32%(w/w) แสดงใหเห็นวา เซลลูโลสเปลี่ยนเปนน้ําตาลรีดิวซไดเล็กนอย ซ่ึงอาจจะ
เกิดจาก การยับยั้งเอนไซมจากน้ําตาลที่เกิดขึ้น. 

 
จากเหตุผลขางตน สรุปไดวา ปริมาณฟางขาวเริ่มตน 15 กรัมตอสารละลายกรด 100 

มิลลิลิตร เปนปริมาณฟางขาวที่เหมาะสม เนื่องจากใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูง, ปริมาณ Rice straw 
conversion, Holocellulose conversion และ Cellulose conversion ใกลคียงกับที่ปริมาณฟางขาวต่ํา
กวานี้. 

Rice straw (g : 100 mL H2SO4)
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รูปท่ี 3.13. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
                  100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  
                  substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี  
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ตารางที่ 3.10.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัมตอสารละลายกรด 
                        100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  
                        substrate พีเอช 5.0 อุณหภมิู 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Rice straw 
(g : 100 mL 

H2SO4) 

Reducing 
sugar 
(g/L) 

Rice straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulos
e conversion 

(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid 
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysat
e volume 

(mL) 

7.5 27.70 ± 1.72 
350.94 ± 

24.51 48.07 ± 3.36 32.22 ± 2.44 43.99 ± 4.62 89.5 ± 0.7 

10.0 40.02 ± 0.36 363.33 ± 
0.07 

49.77 ± 0.01 32.91 ± 1.56 44.0 ± 1.0 85.5 ± 0.7 

12.5 49.93 ± 0.74 356.32 ± 
5.23 

48.81 ± 0.72 35.28 ± 1.39 45.0 ± 1.0 84.0 ± 0.0 

15.0 58.42 ± 1.23 343.27 ± 
1.29 

47.02 ± 0.18 32.52 ± 0.41 52.15 ± 0.46 83.0 ± 1.4 

17.5 61.76 ± 2.82 307.34 ± 
14.11 

42.10 ± 1.93 30.19 ± 2.94 52.59 ± 0.50 82.0 ± 0.0 

20.0 66.17 ± 0.00 286.22 ± 
2.39 

39.21 ± 0.33 31.70 ± 0.22 56.00 ± 2.22 81.5 ± 0.7 
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Rice straw 7.5 g : H2SO4 100 mL
Rice straw 10.0 g : H2SO4 100 mL
Rice straw 12.5 g : H2SO4 100 mL
Rice straw 15.0 g : H2SO4 100 mL
Rice straw 17.5 g : H2SO4 100 mL
Rice straw 20.0 g : H2SO4 100 mL

 
รูปท่ี 3.14.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัมตอสารละลาย 
                   กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  

                                    substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. 
 

ตารางที่ 3.11.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัมตอ 
                        สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 20 FPU/g  
                        Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Rice straw contents (g : 100 mL H2SO4) Time (hr) 
7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 

0 16.74 ± 0.98 24.39 ± 0.96 28.61 ± 0.11 34.56 ± 0.51 35.61 ± 0.28 34.57 ± 0.48 
12 23.08 ± 1.99 32.28 ± 0.78 40.41 ± 2.04 44.62 ± 0.79 40.78 ± 1.84 43.56 ± 0.61 
24 25.57 ± 1.54 35.69 ± 0.10 44.83 ± 0.29 54.30 ± 1.71 54.81 ± 2.22 50.06 ± 2.21 
48 27.23 ± 1.48 39.05 ± 1.31 48.19 ± 1.20 57.32 ± 0.79 61.02 ± 2.31 58.76 ± 2.48 
72 27.70 ± 1.72 40.02 ± 0.36 49.93 ± 0.74 58.42 ± 1.23 61.76 ± 2.82 66.17 ± 0.00 
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3.3.3 ปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสม 
จากการศึกษาปริมาณเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 10-55 FPU/g Dry residue 

substrate  ในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิลิตร ที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริกความ
เขมขน 1.00 %(w/v) อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที จากนั้นไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม 
Accellerase 1000TM ที่พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. 

 
ผลปรากฏวา เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น จะทําใหการไฮโดรไลซิสไดน้ําตาลเพิ่มขึ้น (รูปที่ 

3.15). โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้นจาก 52.98 กรัมตอลิตร เปน 67.43 กรัมตอลิตร เมื่อเพิ่ม
ปริมาณเอนไซมจาก 10 เปน 50 FPU/g Dry residue substrate. สวนการเปลี่ยนแปลงของฟางขาว 
(Rice straw conversion) จะเพิ่มขึ้นเชนเดียวกัน และจะเพิ่มอยางเห็นไดชัด เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่ม
จาก 10 เปน 45 FPU/g Dry residue substrate, หลังจากนั้นจะเริ่มคงที่ (ตารางที่ 3.12). ปริมาณ 
Holocellulose conversion และ Cellulose conversion จะลักษณะการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกนัคอื จะ
มีปริมาณเพิ่มขึ้น เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น. 

Enzyme (FPU/g substrate)
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รูปท่ี 3.15. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                  100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry residue  
                  substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
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ตารางที่ 3.12. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                       100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry residue  
                       substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme 
(FPU/g Dry 

residue 
substrate) 

Reducing 
sugar 
(g/L) 

Rice straw 
conversion(

mg/g Ds) 

Holocellulos
e conversion 

(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysat
e volume 

(mL) 

10 52.98 ± 0.73 293.44 ± 
5.12 

40.20 ± 0.70 28.20 ± 0.46 48.98 ± 1.71 78.3 ± 0.4 

15 57.09 ± 0.30 341.17 ± 
4.66 

46.74 ± 0.64 31.93 ± 0.33 45.11 ± 1.39 84.5 ± 0.7 

25 58.44 ± 0.65 344.12 ± 
4.85 

47.14 ± 0.66 33.29 ± 1.27 46.80 ± 0.52 83.8 ± 0.4 

35 60.24 ± 1.67 361.91 ± 
9.98 

49.58 ± 1.37 34.09 ± 1.59 46.64 ± 1.07 85.0 ± 0.0 

45 64.61 ± 0.53 414.16 ± 
0.19 

56.73 ± 0.03 46.52 ± 1.48 41.23 ± 0.58 90.5 ± 0.7 

50 67.43 ± 0.47 427.32 ± 
6.24 

58.54 ± 0.85 46.30 ± 0.42 42.19 ± 1.70 89.5 ± 0.7 

55 67.23 ± 2.01 419.11 ± 
25.99 

57.41 ± 3.56 44.50 ± 2.86 41.93 ± 2.70 88.0 ± 2.8 

 
จากรูปที่ 3.16 จะเห็นไดวา ความเร็วในการไฮโดรไลซิสเพิ่มขึ้น เมื่อปริมาณเอนไซม

เพิ่มขึ้น. โดยที่ระยะเวลาการไฮโดรไลซิส 24 ช่ัวโมง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะพิ่มขึ้นจาก 46.67 กรัม
ตอลิตร เปน 62.63 กรัมตอลิตร เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้นจาก 10 เปน 45 FPU/g Dry residue 
substrate และเมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มมากกวานี้ ความเร็วในการไฮโดรไลซิสจะคงที่. โดยที่
ปริมาณเอนไซม 55 FPU/g Dry residue substrate จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 62.74 กรัมตอลิตร 
(ตารางที่ 3.13). 

 
ดังนั้น จากการทดลองสามารถสรุปไดวา ปริมาณเอนไซม 45 FPU/g Dry residue substrate 

เปนปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิส.  
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รูปท่ี 3.16.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซจากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด 
                   100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry residue  
                   substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
 

ตารางที่ 3.13. ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 
                       กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry  
                       residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme (FPU/g Dry residue substrate) Time 
(hr) 10 15 25 35 45 50 55 

0 31.03 ± 1.17 34.05 ± 0.74 34.32 ± 0.90 35.78 ± 0.53 33.32 ± 0.71 35.93 ± 0.43 36.46 ± 1.02 

12 39.99 ±1.93 45.13 ± 0.38 52.10 ± 0.09 53.40 ± 2.03 56.22 ± 0.22 57.12 ± 0.87 57.25 ± 1.34 

24 46.67 ± 0.64 52.18 ± 0.26 55.74 ± 1.17 56.74 ± 0.84 62.63 ± 3.55 63.28 ± 0.25 62.74 ± 0.74 

48 46.54 ± 4.80 54.47 ± 0.78 56.45 ± 1.07 59.64 ± 2.39 62.93 ± 0.68 65.36 ± 2.31 65.98 ± 0.66 

72 52.98 ± 0.73 57.09 ± 0.30 58.44 ± 0.73 60.24 ± 1.67 64.61 ± 0.53 67.43 ± 0.47 67.23 ± 2.01 
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3.3.4 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
จากการศึกษาอุณหภูมิชวง 40-55๐ซ. ในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิลิตร 

ที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00 %(w/v) อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที, จากนั้น
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate ที่พีเอช 5.0 
อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที, ผลปรากฏวา อุณหภูมิ 45 และ 50๐ซ. ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ใกลเคียงกัน และสูงกวาที่อุณหภูมิ 40, 55 และ 60๐ซ. (รูปที่ 3.17), โดยใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
58.31-60.49 กรัมตอลิตร. สวนการเปลี่ยนแปลงของฟางขาว และปริมาณ Holocellulose conversion 
ก็เชนเดียวกัน, ที่อุณหภูมิ 45 และ 50๐ซ. จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาที่อุณหภูมิ 40, 55 และ 60
๐ซ. สวนปริมาณ Cellulose conversion ในชวงอุณหภูมิ 45-55๐ซ. จะใหปริมาณใกลเคียงกัน และสูง
กวาที่อุณหภูมิ 40 และ 60๐ซ. บงบอกวา เอนไซมสามารถไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 45-55๐ซ. (รูปที่ 
3.17 และ ตารางที่ 3.14). 

 
จากรูปที่ 3.18 จะเห็นไดวาที่อุณหภูมิ 45 และ 50๐ซ. จะใหความเร็วในการไฮโดรไลซิสสูง

กวาที่อุณหภูมิ 40, 55 และ 60๐ซ. โดยที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมงของการไฮโดรไลซิส อุณหภูมิ 45 และ 
50๐ซ. จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซปริมาณ 55.60-55.97 กรัมตอลิตร. สวนที่ระยะเวลาการไฮโดรไล
ซิส 12 ช่ัวโมง อุณหภูมิชวง 50-60๐ซ. จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาที่อถณหภูมิ 40-45๐ซ. 
(ตารางที่ 3.15). 

 
ดังนั้น จากผลการทดลองขางตน สามารถสรุปไดวา อุณหภูมิการไฮโดรไลซิสชวง 45-55

๐ซ. เปนชวงอุณหภูมิที่เหมาะสม. อยางไรก็ตาม เมื่อสังเกตุความเร็วที่ 12 และ 24 ช่ัวโมง จะทําให
อุณหภูมิ 50๐ซ. เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุด ในการไฮโดรไลซิส. 
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รูปท่ี 3.17.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                   100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                   substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 

ตารางที่ 3.14.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                        100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                        substrate พีเอช 5.0 อุณหภมิู 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

Temperature 
(0C) 

Reducing 
sugar 
(g/L) 

Rice straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid 
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(mL) 

40 53.87 ± 0.94 325.92 ± 2.97 44.65 ± 0.41 37.33 ± 0.78 47.62 ± 4.37 84.5 ± 0.7 
45 58.31 ± 0.99 379.92 ± 0.52 52.04 ± 0.07 43.66 ± 3.78 41.48 ± 0.17 91.0 ± 1.4 
50 60.49 ± 0.90 391.95 ± 8.82 53.69 ± 1.21 41.76 ± 0.68 42.46 ± 1.46 90.5 ± 0.7 
55 56.39 ± 0.54 343.21 ± 3.31 47.02 ± 0.45 41.87 ± 0.16 48.61 ± 0.00 85.0 ± 0.0 
60 52.93 ± 0.90 305.10 ± 2.48 41.79 ± 0.34 30.24 ± 3.77 48.94 ± 1.26 80.5 ± 0.7 
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รูปท่ี 3.18.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด   
                   100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                   substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 

ตารางที่ 3.15. ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 
                       กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                       substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Temperature (0C) Time (hr) 
40 45 50 55 60 

0 27.27 ± 0.17 29.41 ± 1.96 32.70 ± 1.56 26.73 ± 0.66 30.30 ± 2.12 
12 46.58 ± 0.99 47.29 ± 1.72 49.18 ± 1.54 48.49 ± 0.31 48.39 ± 2.16 
24 51.95 ± 0.63 55.97 ± 1.00 55.60 ± 2.53 52.14 ± 1.48 50.80 ± 2.33 
48 54.20 ± 1.04 57.87 ± 0.53 59.72 ± 3.80 51.74 ± 0.55 52.08 ± 1.87 
72 53.87 ± 0.94 58.31 ± 0.99 60.49 ± 0.90 56.39 ± 0.54 52.93 ± 0.90 
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3.3.5 พีเอชท่ีเหมาะสม 
จากการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมชวง 4.0-6.0 ในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด 2.00-5.00 

มิลลิลิตร ที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนเวลา 15 นาที, 
จากนั้นไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate พี
เอช 4.0-6.0 อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. 

 
ผลปรากฏวา พีเอชชวง 4.5-6.0 ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซใกลเคียงกัน และปริมาณที่สูงกวาที่

พีเอช 4.0 (รูปที่ 3.19). สวนการเปลี่ยนแปลงของฟางขาว (Rice straw conversion), Holocellulose 
conversion และปริมาณ Cellulose conversion ก็เชนเดียวกัน ที่พีเอช 4.5-6.0 ใหปริมาณดีที่สุด 
(ตารางที่ 3.16). 

 
อยางไรก็ตาม เมื่อสังเกตุที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการไฮโดรไลซิส จะเห็นไดวาพีเอช 4.5-5.5 

ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาที่พีเอช 4.0 และ 6.0. 
 
ดังนั้น จากการทดลอง สามารถสรุปไดวา พีเอชชวง 4.5-5.5 เปนพีเอชที่เหมาะสม, แตจะใช

พีเอช 5.0 เปนพีเอชที่ใชในการทดลองถัดๆไป. 
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รูปท่ี 3.19. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                  100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                  substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
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ตารางที่ 3.16. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 
                       มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                       substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

pH 
Reducing 

sugar 
(g/L) 

Rice straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulos
e conversion 

(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid 
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysat
e volume 

(mL) 

4.0 56.50 ± 0.36 
335.80 ± 

3.56 46.00 ± 0.49 36.99 ± 1.02 52.29 ± 4.04 83.0 ± 1.4 

4.5 59.57 ± 0.21 379.63 ± 
1.33 

52.00 ± 0.18 42.09 ± 0.17 45.47 ± 0.54 89.0 ± 0.0 

5.0 59.12 ± 2.91 376.91 ± 
24.49 

51.63 ± 3.35 41.89 ± 5.09 45.58 ± 3.17 89.0 ± 1.4 

5.5 58.46 ± 0.05 374.63 ± 
3.30 

51.32 ± 0.45 41.74 ± 0.72 48.79 ± 4.53 89.5 ± 0.7 

6.0 57.38 ± 0.46 371.86 ± 
0.07 

50.94 ± 0.01 41.57 ± 0.41 43.18 ± 1.01 90.5 ± 0.7 
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รูปท่ี 3.20.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                   100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accelerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                   substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
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ตารางที่ 3.17.   ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 
                         กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry  
                         residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

pH Time (hr) 
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 

0 29.66 ± 0.83 31.10 ± 0.32 30.81 ± 0.09 30.38 ± 0.76 29.73 ± 0.03 
12 48.73 ± 1.32 50.65 ± 0.66 52.46 ± 2.18 51.73 ± 3.30 48.46 ± 1.32 
24 51.92 ± 0.75 54.64 ± 0.02 55.56 ± 0.44 54.67 ± 0.76 52.63 ± 1.19 
48 54.56 ± 2.54 56.93 ± 1.92 56.28 ± 0.98 58.40 ± 2.13 56.08 ± 0.43 
72 56.50 ± 0.36 59.57 ± 0.21 59.12 ± 2.91 58.46 ± 0.05 57.38 ± 0.46 
จากการทดลองหาสภาวะที่ เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด  2.00-5.00 

มิลลิเมตร ที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4 ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 15 นาที, สามารถสรุป
ไดวา ปริมาณฟางขาว 15 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร, เอนไซม Accellerase 1000TM 
ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate, พีเอช 5.0, อุณหภูมิ 50๐ซ., อัตราการเขยา 160 รอบตอ
นาที, เปนสภาวะที่เหมาะสม. 

 
3.4  ผลการศึกษาการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวยสภาวะที่รุนแรงขึน้ 

จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวยสภาวะที่เหมาะสมโดยใชกรดเจือจาง จากการ
ทดลองขางตน (1.00%,w/v H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ได ยังมีปริมาณต่ําอยู, 
ถึงแมจะมีการเพิ่มปริมาณเอนไซมที่ใชในการไฮโดรไลซิสใหสูงขึ้นก็ตาม. ดังนั้น จึงทําการเตรียม
ฟางขาวดวยสภาวะและความเขมขนกรดที่รุนแรงขึ้น (3.00%w/v H2SO4,121๐ซ., 30 นาที) เพื่อเพิ่ม
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซใหสูงขึ้น. 

 
3.4.1  ชนิดเอนไซมท่ีเหมาะสม 

จากการศึกษาชนิดเอนไซมที่ เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่ เตรียมดวย 
3.00%(w/v)H2SO4,121๐ซ., 30 นาที, พบวา เมื่อระยเวลาการไฮโดรไลซิสผานไป 72 ช่ัวโมง การ
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาการไฮโดรไลซิส
ดวยเอนไซม Celluclast 1.5L, โดยไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 67.86 และ 62.54 กรัมตอลิตร, 
ตามลําดับ (ตารางที่ 3.18). สวนการผสมระหวางเอนไซมทั้งสองชนิดจะใหผลเชนเดียวกับเอนไซม 
Accellerase 1000TM เพียงชนิดเดียว คือไดน้ําตาลรีดิวซ 67.04 กรัมตอลิตร. ในทํานองเดียวกัน การ
เปลี่ยนแปลงของฟางขาว (Rice straw conversion) พบวา การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 
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1000TM และเอนไซมผสม (Accellerase 1000TM + Celluclast 1.5L) ใหผลที่ใกลเคียงกัน ซ่ึงสูงกวา
การไฮโดรไลซิสดวย Celluclast 1.5L, คิดเปนปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 432.30, 436.03 และ 
404.98 mg/ g Ds, ตามลําดับ. สวนปริมาณ Holocellulose และ Cellulose conversion ก็ไดผลใน
ทํานองเดียวกัน คือการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM และเอนไซมผสมจะสูงกวา
การไฮโดรไลซิสดวย Celluclast 1.5L เพียงชนิดเดียว. 

 
สวนความเร็วในการไฮโดรไลซิสในรูปที่ 3.21, จะเห็นไดวา ในเวลา 12 ช่ัวโมงของการ

ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมสองชนิดจะใกลเคียงกัน. แตเมื่อระยะเวลาผานไปมากกวา 24 ช่ัวโมงการ
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM และเอนไซมผสมจะสูงกวาการไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซม Celluclast 1.5L. ดังนั้น เมื่อพิจารณาจากการไฮโดรไลซิสดวย Accellerase 1000TM ที่ให
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวา Celluclast 1.5L, อีกทั้งเอนไซม Accellerase 1000TM มีราคาต่ํากวา
เอนไซม Celluclast 1.5L, จึงสามารถสรุปไดวา เอนไซม Acellerase 1000TM มีความเหมาะสม
มากกวามากกวาเอนไซม Celluclast 1.5L (ตารางที่ 3.19). 

 
ตารางที่ 3.18.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15 กรัมตอสารละลายกรด 100  
                        มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  
                        substrate ท่ีพีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที เปนระยะเวลา  
                        72 ชั่วโมง 

Enzyme 
Reducing 

sugar 
(g/L) 

Rice straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid 
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(mL) 

Accellerase 1000 67.86 ± 0.10 432.30 ± 0.93 59.22 ± 0.13 30.71 ± 1.92 40.53 ± 2.31 90.0 ± 0.0 
Celluclast 1.5L 62.54 ± 0.44 404.98 ± 6.51 55.48 ± 0.89 24.08 ± 1.32 36.95 ± 1.11 91.5 ± 2.1 

Accellerase 1000 
+ Celluclast 1.5L 67.04 ± 0.07 436.03 ± 1.14 59.73 ± 0.16 33.56 ± 1.65 38.43 ± 0.93 92.0 ± 0.0 
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Time (hr)
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รูปท่ี 3.21.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15 กรัมตอสารละลายกรด 

100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue 
substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 

ตารางที่ 3.19.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15 กรัมตอสารละลาย  
                        กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue 
                        substrate พีเอช 5.0 อุณหภมิู 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme 
Time (hr) 

Acellerase 1000 Celluclast 1.5L Acellerase 1000 + 
Celluclast 1.5L 

0 47.08 ± 1.18 46.50 ± 0.80 44.79 ± 1.20 
12 58.38 ± 1.28 55.29 ± 0.12 56.85 ± 0.89 
24 61.54 ± 0.65 58.04 ± 0.84 59.95 ± 0.29 
48 67.65 ± 1.49 60.57 ± 0.45 66.13 ± 0.29 
72 67.86 ± 0.10 62.54 ± 0.44 67.04 ± 0.07 
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3.4.2  ปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสม 
จากการศึกษาปริมาณเอนไซม Accellerase 1000TM ที่เหมาะสม ในการไฮโดรไลซิสฟาง

ขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ปริมาณ 15 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร เตรียมดวยกรด
ซัลฟวริกความเขมขน 3.00%(w/w) ใหความรอนที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 30 นาที, จากนั้น
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ10-55 FPU/ g Dry residue substrate ที่พีเอช 
5.0, อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. 

 
ผลปรากฏวา เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น จะสงผลใหการไฮโดรไลซิสไดปริมาณน้ําตาล

รีดิวซเพิ่มขึ้นดวย (รูปที่ 3.22). โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้นจาก 58.84 เปน 78.67 กรัมตอ
ลิตร เมื่อเอนไซมเพิ่มขึ้นจาก 10 เปน 45 FPU/g Dry residue substrate. อยางไรก็ตาม เมื่อใชปริมาณ
เอนไซมมากขึ้น ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจะคงที่. โดยที่การเพิ่มปริมาณเอนไซมเปน 50-55 FPU/g 
substrate จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 78.41-80.20 กรัมตอลิตร, จากการที่ปริมาณเซลลูโลสที่มีอยูใน
วัตถุดิบเหลือนอยลง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจึงไมเพิ่มขึ้น, แมจะมีการเพิ่มปริมาณเอนไซมก็ตาม 
(ตารางที่ 3.20). ปริมาณการเปลี่ยนแปลงของฟางขาว (Rice straw conversion), Holocellulose 
conversion และ Cellulose conversion มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเชนเดียวกัน คือมี
ปริมาณเพิ่มขึ้น เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น. โดยที่ปริมาณเอนไซม 10 FPU/g Dry residue substrate 
จะใหปริมาณปริมาณ Holocellulose และ Cellulose conversion เทากับ 46.5 และ 15.5 %(w/w), 
ตามลําดับ, และจะเพิ่มเปน 72 และ 50 %(w/w), ตามลําดับ, เมื่อใชปริมาณเอนไซม 45 FPU/g Dry 
residue substrate ที่เวลา 72 ช่ัวโมง และเมื่อปริมาณเอนไซมมากกวานี้ ปริมาณ Holocellulose และ 
Cellulose conversion จะคงที่, เนื่องจากปริมาณเซลลูโลสเหลืออยูนอย ทําใหการไฮโดรไลซิสเกิด
นอยลง. 
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Enzyme (FPU/g substrate)
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รูปท่ี 3.22.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด 100 
มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry residue 
substrate ท่ีพีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 

 

ตารางที่ 3.20.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                        100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry residue  
                        substrate พีเอช 5.0 อุณหภมิู 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme 
(FPU/g Dry 

residue substrate) 

Reducing 
sugar 
(g/L) 

Rice straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid 
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(mL) 

10 58.84 ± 0.47 339.43 ± 0.08 46.50 ± 0.01 15.53 ± 0.18 47.38 ± 1.36 81.5 ± 0.7 
15 64.92 ± 0.09 413.59 ± 9.21 56.66 ± 1.26 23.24 ± 0.94 40.09 ± 0.90 90.0 ± 2.1 
25 69.69 ± 0.53 457.12 ± 5.26 62.62 ± 0.72 31.35 ± 0.81 37.26 ± 2.28 92.8 ± 0.4 
35 75.01 ± 0.08 504.68 ± 7.08 69.13 ± 0.97 45.63 ± 0.67 34.67 ± 1.93 95.0 ± 1.4 
45 78.67 ± 0.95 529.08 ± 5.00 72.08 ± 0.90 49.20 ± 0.87 33.32 ± 0.48 95.0 ± 0.0 
50 78.41 ± 1.61 532.92 ± 18.56 73.0 ± 2.54 51.63 ± 1.91 32.56 ± 0.17 96.0 ± 1.4 
55 80.20 ± 1.57 539.62 ± 10.58 73.92 ± 1.45 52.74 ± 3.47 32.46 ± 2.25 95.0 ± 0.0 
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จากการทดลองจะเห็นไดวา Productivity จะเพิ่มสูงขึ้น เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มสูงขึ้น. โดย
ที่ เมื่อใชปริมาณเอนไซม 10 FPU/g substrate จะมีปริมาณ Productivity 0.82 g/L/hr และจะเพิ่มขึ้น
เปน 1.09 g/L/hr. เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมมากกวานี้ Productivity จะคงที่, เนื่องจากปริมาณ
เซลลูโลสเหลืออยูนอย ทําใหการไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นไดนอยลงนั่นเอง (รูปที่ 3.23). 

 
จากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวา เมื่อปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น จะใหไดปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ, Holocellulose conversion, Cellulose conversion และ Productivity มีแนวโนมเพิ่มขึ้น 
จนกระทั่งปริมาณเอนไซมสูงถึง 45 FPU/g substrate, ปริมาณตางๆ จะเริ่มคงที่ (รูปที่ 3.22, 3.23 
และตารางที่ 3.20, 3.21). ดังนั้น จึงสรุปไดวา ปริมาณเอนไซม 45 FPU/g substrate เปนปริมาณ
เอนไซมที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสฟางขาว ที่พีเอช 5.0, อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, อัตราการ
เขยา 160 รอบตอนาที. 
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รูปท่ี 3.23.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                   100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry residue  
                   substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
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ตารางที่ 3.21.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 
                        กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry  
                        residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme (FPU/g Dry residue substrate) Time 
(hr) 10 15 25 35 45 50 55 

0 47.23 ± 0.25 49.18 ± 0.91 49.09 ± 0.07 45.77 ± 0.07 47.13 ± 1.52 45.66 ± 0.87 46.40 ± 0.65 
12 47.45 ± 0.54 56.24 ± 0.33 58.36 ± 0.25 64.39 ± 0.48 63.10 ± 1.23 62.30 ± 0.05 66.94 ± 1.59 
24 51.60 ± 0.97 59.86 ± 0.27 64.36 ± 0.10 67.91 ± 2.21 71.34 ± 2.00 72.08 ± 1.91 75.14 ± 0.84 
48 57.22 ± 1.10 61.83 ± 1.50 66.41 ± 1.55 71.87 ± 0.28 75.40 ± 3.02 77.59 ± 0.50 79.82 ± 0.88 
72 58.84 ± 0.47 64.92 ± 0.09 69.69 ± 0.53 75.01 ± 0.08 78.67 ± 0.95 78.41 ± 1.61 80.20 ± 1.57 

 
3.4.3  อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

จากการศึกษาอุณหภูมิชวง 40-60๐ซ. ในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด 2.00-5.00 
มิลลิเมตร ที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 3.00%(w/v) อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 30 
นาที, จากนั้นไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue 
substrate ที่พีเอช 5.0 อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. 

 
ผลการทดลองพบวา อุณหภูมิชวง 40-50 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ, 

Holocellulose conversion, Cellulose conversion ที่มีปริมาณใกลเคียงกัน, เทากับประมาณ 70 กรัม
ตอลิตร (Rice straw conversion 490 mg/g Ds) 67 และ 46 %(w/w), ตามลําดับ (รูปที่ 3.24 และ 
ตารางที่ 3.22) ที่เวลา 72 ชั่วโมง. แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน 55-60 องศาเซลเซียส ผลของน้ําตาลที่ได
จะต่ํากวา.  ดังนั้น การไฮโดรไลซิสในชวงอุณหภูมิ 40- 50 องศาเซลเซียสจึงเปนชวงที่เหมาะสม. 
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รูปท่ี 3.24.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด 100 
มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate 
พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. 

 

ตารางที่ 3.22. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด 100 
มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate 
พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

Temperature 
(0C) 

Reducing 
sugar 
(g/L) 

Rie straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(mL) 

40 70.01 ± 0.97 488.72 ± 3.28 66.95 ± 0.45 46.29 ± 3.89 34.57 ± 1.23 97.5 ± 0.7 

45 71.97 ± 0.02 489.41 ± 0.21 67.04 ± 0.03 46.21 ± 0.88 34.15 ± 1.49 95.0 ± 0.0 

50 71.52 ± 0.43 488.89 ± 6.62 66.97 ± 0.91 46.48 ± 1.67 33.95 ± 0.35 95.5 ± 0.7 

55 68.33 ± 1.00 457.45 ± 3.23 62.66 ± 0.44 40.97 ± 0.70 38.04 ± 0.31 93.5 ± 0.7 

60 67.58 ± 0.96 445.00 ± 6.27 60.96 ± 0.86 36.93 ± 2.37 38.68 ± 0.53 92.0 ± 0.0 
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อยางไรก็ตาม ในรูปที่ 3.25 แสดงใหเห็นวา การไฮโดรไลซิสดวยอุณหภูมิที่สูงกวา 50๐ซ. 
จะมีความเร็วในการไฮโดรไลซิส (12 ช่ัวโมงแรกของการไฮโดรไลซิส) สูงกวาการไฮโดรไลซิสที่
อุณหภูมิต่ํากวา 50๐ซ. แตเมื่อการไฮโดรไลซิสใชระยะเวลานานกวา 24 ช่ัวโมง การไฮโดรไลซิสที่
อุณหภูมิต่ํากวา 50๐ซ. จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวา, อาจเนื่องมาจากฟางขาวที่ไดหลังจากการ
เตรียมมีความหนืดสูง ทําใหการถายเทความรอนจากเครื่องบมควบคุมอุณหภูมิเขาสูฟางขาวใน 12 
ช่ัวโมงแรกของการไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิสูง ถายเทไดเร็วกวาที่อุณหภูมิต่ํา, ทําใหการไฮโดรไล
ซิสในชวงแรกที่อุณหภูมิสูงเกิดขึ้นดเร็วกวา. แตเมื่อระยะเวลาผานไปนานกวา 12 ช่ัวโมง ฟางขาว
เริ่มหลอมเปนเนื้อเดียวกัน, อุณหภูมิที่สูงกวา 50๐ซ. เกิดการถายเทอุณหภูมิเขาสูฟางขาวไดเตม็ที,่ ทาํ
ใหระบบในการยอยอุณหภูมิสูงเทากับอุณหภูมิที่ควบคุมอยางแทจริง ทําใหอุณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิ
ที่เหมาะสม จึงทําใหการไฮโดรไลซิสเมื่อระยะเวลาผานไปนานกวา 24 ช่ัวโมง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ที่ไดต่ํากวาการไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 500ซ. (รูปที่ 3.25 และ ตารางที่ 3.23). 

 
ดังนั้น เมื่อพิจารณาผลของน้ําตาลรีดิวซ, การเปลี่ยนแปลงของฟางขาว Holocellulose 

conversion และ Cellulose conversion, อีกทั้งความเร็วในการไฮโดรไลซิส, จึงอาจสรุปไดวา 
อุณหภูมิ 50๐ซ. เปนอุณหภูมิที่เหมาะสม. 
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รูปท่ี 3.25.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                   100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                   substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
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ตารางที่ 3.23.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลาย 
                        กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                        substrate พีเอช 5.0 อุณหภมิู 40-60๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

Temperature (0C) Time (hr) 
40 45 50 55 60 

0 41.41 ± 1.63 42.62 ± 0.58 42.21 ± 0.40 41.94 ± 2.23 43.40 ± 0.59 
12 56.65 ± 2.14 56.78 ± 2.75 61.33 ± 0.27 64.50 ± 0.82 65.61 ± 0.84 
24 64.75 ± 2.43 64.55 ± 1.62 66.59 ± 0.60 68.66 ± 3.84 67.74 ± 0.61 
48 64.55 ± 0.57 69.53 ± 0.54 70.10 ± 3.42 68.38 ± 0.59 68.51 ± 0.48 
72 70.01 ± 0.97 71.97 ± 0.02 71.52 ± 0.43 68.33 ± 1.00 67.58 ± 0.96 

 
3.4.5 พีเอชท่ีเหมาะสม 

จาการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ที่
เตรียมดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 3.00 %(w/v) อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 30 นาที, จากนั้น
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate, พีเอช 4.0-
6.0, อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที. 

 
ผลปรากฏวา ในชั่วโมงที่ 72 พีเอช 4.0-6.0 ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ, Holocellulose 

conversion, Cellulose conversion และ Productivity ใกลเคียงกัน (รูปที่ 3.26). โดยใหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซประมาณ 65-68 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 3.24). ดังนั้น จากผลการทดลองจึงอาจจะสรุป
ไดวา พีเอช 4.0-6.0 เปนพีเอชที่เหมาะสม. อยางไรก็ตาม เมื่อสังเกตความร็วในการไฮโดรไลซสิ (รูป
ที่ 3.27) จะเห็นไดวา ที่ระยะเวลาการไฮโดรไลซิส 12 ช่ัวโมง, พีเอช 4.0 และ 6.0, จะไฮโดรไลซิส
ไดต่ํากวา ที่พีเอช 4.5-5.5 (รูปที่ 3.27 และ ตารางที่ 3.25). ดังนั้น พีเอชที่เหมาะสมจากการสังเกตจาก
ความเร็วในการไฮโดรไลซิสคือ พีเอช 4.5-5.5, แตเนื่องจาก ฟางขาวที่ไดหลังจากการเตรียมจะมี
ความหนืดสูง ยากตอการปรับพีเอช, โดยเฉพาะการเขยาใหทั่วถึง. ดังนั้น จึงคัดเลือกใหพีเอชที่
เหมาะสม คือ 5.0 เพื่อเปนการควบคุมใหพีเอชอยูในสภาวะที่เหมาะสมไดดีที่สุด. 
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รูปท่ี 3.26. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                  100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                  substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
 

ตารางที่ 3.24. ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด  
                       100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                       substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

pH Reducing 
sugar 
(g/L) 

Rice straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Cellulose 
conversion 
(%,w/w) 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(mL) 

4.0 66.66 ± 0.79 446.26 ± 1.89 61.13 ± 0.26 34.83 ± 0.97 38.10 ± 0.84 93.5 ± 0.7 

4.5 68.01 ± 0.21 462.56 ± 5.51 63.36 ± 0.75 36.81 ± 0.71 38.44 ± 0.27 95.0 ± 1.4 

5.0 67.83 ± 0.27 456.54 ± 11.93 62.54 ± 1.63 34.98 ± 2.21 38.39 ± 0.86 94.0 ± 2.8 

5.5 65.94 ± 3.57 446.05 ± 20.79 61.10 ± 2.85 34.13 ± 3.71 38.66 ± 1.67 94.5 ± 0.7 

6.0 65.97 ± 0.16 453.43 ± 5.60 62.11 ± 0.77 37.39 ± 1.48 36.98 ± 1.58 96.0 ± 1.4 
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รูปท่ี 3.27.  ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัมตอสารละลายกรด 
                   100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
                   substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท.ี 
 

ตารางที่ 3.25.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลาย
กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue 
substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

pH Time (hr) 
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 

0 44.23 ± 1.24 44.68 ± 0.31 45.44 ±1.01 44.18 ± 1.04 42.51 ± 1.12 
12 58.38 ± 3.01 60.55 ± 0.03 61.76 ±  0.16 61.34 ± 1.03 54.08 ± 0.77 
24 62.71 ± 1.13 63.74 ± 0.15 64.41 ± 1.95 64.87 ± 1.08 58.03 ± 0.11 
48 63.81 ± 2.01 65.86 ± 0.54 66.55 ± 0.49 67.02 ± 2.02 62.84 ± 0.72 
72 66.66 ± 0.79 68.01 ± 0.21 67.83 ± 0.27 65.94 ± 3.57 65.97 ± 0.16 
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จากการทดลองหาสภาวะที่ เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสฟางขาวขนาด  2.00-5.00 
มิลลิเมตร ปริมาณฟางขาว 15 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ที่เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4 
ที่อุณหภูมิ 121๐ซ. เปนระยะเวลา 30 นาที, สามารถสรุปไดวา เอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 
45 FPU/g Dry residue substrate, พีเอช 5.0, อุณหภูมิ 50๐ซ., อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที เปน
สภาวะที่เหมาะสม. 

 
3.5 ผลการศึกษาการไฮโดรไลซิสฟางขาวดวยเอนไซมในระดับถังหมัก 5,000 มิลลิลิตร 

เปนการขยายขนาดการไฮโดรไลซิสจากขนาด 100 มิลลิลิตร (ขวดดูเรนขนาด 250 
มิลลิลิตร) เปนขนาด 3000 มิลลิลิตร (ถังหมักขนาด 5,000 มิลลิลิตร), ดังแสดงในรูปที่ 3.28. 
เนื่องจากฟางขาวหลังจากการเตรียมดวยกรดซัลฟวริกจะมีความหนืดคอนขางสูง (สังเกตุจากขณะ
ปรับพีเอชในระดับขวดดูแรน จะตองออกแรงในการคนมาก) และมีลักษณะเปนของแข็ง (รูปที่ 
3.29), คาดวา ในการขยายขนาดขึ้นในระดับถังหมัก ใบพัดไมสามารถจะหมุนได (อาจจะทําให
ความเสียหายแกถังหมักได). ดังนั้น จึงตองทําการปนฟางขาวหลังจากเตรียมใหมีขนาดเล็กลงเพื่อ
ลดความหนืด (รูปที่ 3.30). การผลิตน้ําตาลจากฟางขาวในระดับถังหมักจะมีขั้นตอนตามรูปที่ 3.31. 
 

                                                            
 

รูปท่ี 3.28.  ขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร และถังหมักขนาด 5,000 มิลลิลิตร. 
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 รูปท่ี 3.29.  ลักษณะของฟางขาวหลังเตรียมดวยกรด. 
                   (a) 1.00%(w/v)H2SO4, 1210C, 15 min.  
                    (b) 3.00%(w/v)H2SO4, 1210C, 30 min. 

           
 
  รูปท่ี 3.30.  ลักษณะของฟางขาวหลังบด. 
 (a) 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที.  
                    (b) 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที. 

(a) (b)

(a) (b)
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รูปท่ี 3.31.  ขัน้ตอนในการผลิตน้าํตาลจากฟางขาว ดวยการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมในระดับ 
                   ถังหมักขนาด 5000 มิลลิลิตร. 

ในการศึกษาการไฮโดรไลซิสฟางขาวหลังจากเตรียมดวยกรดซัลฟวริก ในระดับถังหมัก
ขนาด 5000 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมปริมาณ 45 FPU/g Dry residue substrate จะมีการเปลี่ยนแปลง
ทางกายภาพตามรูปที่ 3.32 และ 3.33. ในการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 
121๐ซ., 15 นาที, ฟางขาวจะถูกยอยเปนเนื้อเดียวกันภายในชั่วโมงที่ 3 (รูปที่ 3.32). สวนการเตรียม
ฟางขาวดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที ฟางขาวจะถูกยอยเปนเนื้อเดียวกันเร็วกวา (ภายใน 
1 ช่ัวโมง). ฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที (รูปที่ 3.33). เนื่องจากการ
เตรียมฟางขาวดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที สารละลายจะมีความหนืดต่ํากวา 
1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที ทําใหงายตอการกวน (การผสม) และการถายเทความรอนให
เขาสูสภาวะที่ เหมาะสมตอการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม .  สวนการเตรียมฟางขาวดวย 
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1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที, สารละลายจะมีความหนืดสูง ทําใหยากตอการกวน (การผสม) 
และการถายเทความรอน, สงผลใหเอนไซมมีประสิทธิภาพต่ํา. การไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียม
ดวยดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที, มีแนวโนมที่จะสามารถเพิ่มปริมาณฟางขาวเริ่มตน
ใหสูงกวานี้ได เนื่องจากสารละลายมีความหนืดคอนขางต่ํา, ซ่ึงมีโอกาสไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เพิ่มขึ้น. แตการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที, เนื่องจากได
สารละลายที่มีความหนืดสูง ทําใหยากตอการเพิ่มฟางขาวเริ่มตนใหสูงขึ้น. 

 
     1 hr            2 hr            3 hr            6 hr             9 hr           12 hr           24 hr          48 hr      72 hr 
รูปท่ี 3.32.  การเปล่ียนแปลงทางกายภาพของฟางขาวท่ีเตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ.,  
                  15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม (Accellerase 1000TM) ปริมาณ 45 FPU/g Dry  
                  residue substrate ท่ีพีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการกวน 160 รอบตอนาที. 

 
     1 hr            2 hr            3 hr            6 hr             9 hr           12 hr           24 hr          48 hr      72 hr 
รูปท่ี 3.33.  การเปล่ียนแปลงทางกายภาพของฟางขาวท่ีเตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ.,  
                  30 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม (Accellerase 1000TM) ปริมาณ 45 FPU/g Dry     
                  residue substrate ท่ีพีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50๐ซ. อัตราการกวน 160 รอบตอนาที. 
 

ดังนั้น จากการสังเกตจากลักษณะทางกายภาพในการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย 
1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที และ 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที, จะเห็นไดวา การ
เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที มีความเหมาะสมและมีแนวโนมที่จะสามารถเพิ่ม
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซใหสูงขึ้น. 
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ตารางที่ 3.34.  ปริมาณตางๆที่ไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาวท่ีเตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4,  
                        121๐ซ., 15 นาที และ 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที 

Pretreatment Hydrolysis 
1.00%(w/v)H2SO4 3.00%(w/v)H2SO4 

Initial rice straw (g : 100 mL) 
Rice straw residue after pretreated (%,w/w) 
Acellerase 1000TM (mL) 
Reducing sugar after pretreated (g/L) 
Reducing sugar after hydrolysis (g/L) 
Furfural after pretreated (g/L) 
Hydrolysis rate at 6 hrs (g/l.hr) 
Rice straw conversion (mg/g Ds) 
Holocellulose conversion (%,w/w) 
Cellulose conversion (%,w/w) 
Hydrolysis volume (mL) 
Solid residue (%,w/w) 

15 
64.81 ±  0.50 

51.48 
32.69 ± 3.03 
68.04 ± 1.77 

0.13 
3.40 

409.34 ± 15.26 
56.07 ± 2.09 
49.37 ± 7.26 
2520.0 ± 28.3 
51.75 ± 0.91 

15 
54.79 ± 0.93 

39.51 
45.81 ± 2.24 
77.12 ± 4.38 

0.62 
2.38 

506.82 ± 17.09 
69.43 ± 2.34 
47.73 ± 2.16 
2755.0 ± 63.6 
44.71 ± 0.65 

การเตรียมฟางขาวดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที จะเหลือปริมาณฟางขาวหลัง
เตรียมนอยกวาการเตรียมฟางขาวดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที  (ตารางที่ 3.26). สงผล
ใหใชปริมาณเอนไซมในขั้นตอนการไฮโดรไลซิสนอยกวาดวยเชนกัน. 

 
อีกทั้งฟางขาวที่เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ, 

Rice straw conversion และ Holocellulose conversion หลังจากการเตรียมและการไฮโดรไลซิสสูง
กวาฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที  (ตารางที่ 3.26 และรูปที่ 3.34). โดย
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 
นาที ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดเพียง 68.04±1.77 กรัมตอลิตร, ซ่ึงนอยกวาการเตรียมดวย 
3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที ที่ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 77.12±4.38 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 
3.26). 

 
สวนปริมาณสารละลายที่ไดหลังจากการไฮโดรไลซิส (Hydrolysate volume) การเตรียม

ดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที จะใหปริมาณมากกวา, ซ่ึงจะตรงกันขามกับปริมาณฟาง
ขาวที่เหลือหลังจากการไฮโดรไลซิส. การเตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที จะเหลือ
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ปริมาณฟางขาวต่ํากวา, แสดงวา การเตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที ฟางขาวจะถูก
ไฮโดรไลซิสไดสมบูรณกวาการเตรียมฟางขาวดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที. 

 
อยางไรก็ตาม ถึงแมวาปรมิาณน้ําตาลรีดวิซที่ไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย 

1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที จะมีปริมาณต่ํากวาการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรยีมดวย 3.00% 
(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที, แตอัตราการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis rate) และ Cellulose 
conversion ของฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที จะใกลเคียงกันกับฟาง
ขาวที่เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที. บงบอกไดวา ปริมาณน้ําตาลที่เกิดขึ้นจากการ
ไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที มีปริมาณใกลเคียงกับฟาง
ขาวที่เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที (ตารางที่ 3.26 และรูปที่ 3.34). อีกทั้งในการ
เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที จะมีปริมาณฟูเฟอรรัลนอยกวาการเตรยีมดวย 3.00% 
(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที, ซ่ึงเหตุผลเหลานี้จะทําใหการการเตรยีมดวย  1.00%(w/v) H2SO4, 
121๐ซ., 15 นาที มีขอไดเปรยีบในกระบวนการหมักมากกวาการเตรียมดวย 3.00%(w/v) H2SO4, 121
๐ซ., 30 นาที. 
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รูปท่ี 3.34.  การไฮโดรไลซิสฟางขาวท่ีเตรยีมโดย (              ) 1.00%(w/v)H2SO4, 1210ซ.,  
            15 นาที  (              ) 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที ดวยเอนไซม Accellerase  
                  1,000 ปริมาณ 45 FPU/g Dry substrate residues. 
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ถึงแมว าปริมาณฟางขาวที่ เหลือหลังจากการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่ เตรียมดวย 
3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที มีปริมาณนอยกวาฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121
๐ซ., 15 นาที และเปนการยืนยันวาฟางขาวที่เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที จะถูก
ไฮโดรไลซิสไดสมบูรณกวาฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที. อยางไรก็
ตาม ปริมาณฟางขาวที่เหลือหลังไฮโดรไลซิสยังคงมีปริมาณสูงอยู (ตารางที่ 3.26), ซ่ึงจากการ
สังเกตุฟางขาวมีปริมาณโฮโลเซลลูโลส 65.7%(w/w). ดังนั้น ถาการไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นอยาง
สมบูรณจะเหลือปริมาณฟางขาว 34.3%(w/w). แตปริมาณฟางขาวที่เหลือจากการไฮโดรไลซิสฟาง
ขาวที่ เตรียมทั้ง  2 วิ ธี  จะเหลือปริมาณฟางขาวมากกวา ,  โดยเฉพาะฟางขาวที่ เตรียมดวย 
1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที จะเหลือปริมาณฟางขาวหลังเตรียมมากถึง 51.75±0.91%(w/w). 
บงบอกไดวา การไฮโดรไลซิสเกิดไดนอยมาก. สวนฟางขาวที่เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121
๐ซ., 30 นาที จะมีปริมาณฟางขาวที่เหลือสูงกวาที่คาดการณไวเล็กนอย. แตปริมาณโฮโลเซลลูโลส
เปลี่ยนเปนน้ําตาลรีดิวซไดนอย, โดยมีปริมาณการเปลี่ยนแปลงสูงสุดเพียง 69.43±2.34%(w/w) 
เทานั้น (ตารางที่ 3.26), ซ่ึงอาจจะเกิดจากการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมยังไมสมบูรณ, น้ําตาลรีดิวซ
ที่ไดอาจจะเปน Oligosaccharide, disaccharide เปนตน, ทําใหการวิเคราะหในรูปของน้ําตาลรีดิวซ
ไดปริมาณนอย. การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มอยางรวดเร็วใน 6 
ช่ัวโมงแรก, ทั้งในสวนของฟางขาวที่เตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที และ 
3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที (รูปที่ 3.34). แตเมื่อระยะเวลามากกวา 24 ช่ัวโมง การไฮโดรไล
ซิสจะเพิ่มขึ้นเล็กนอย, ซ่ึงอาจจะเนื่องมาจากเซลลูโลสสวนที่สามารถยอยไดเหลือปริมาณนอยลง 
หรือเกิดการยับยั้งการทํางานของเอนไซมจากน้ําตาลที่เกิดขึ้น. 

 
จากการสมดุลมวลในรูปที่ 3.35 จะเห็นไดวา การเตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 

นาที ใหปริมาณความเขมขนน้ําตาลรีดิวซและปริมาตรสารละลายที่ไดหลังจากการไฮโดรไลซิสสูง 
และเหลือปริมาณฟางขาวหลังไฮโดรไลซิสต่ํากวากวาการเตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 
15 นาที. อีกทั้งการเตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที จะใชระยะเวลาและระดับในการ
ปนหลังเตรียมต่ํากวา รวมทั้งการใชปริมาณเอนไซมและระยะเวลาในการไฮโดรไลซิสต่ํากวาดวย 
(ตารางที่ 3.26). 

 
ดังนั้น จากผลการทดลองขางตนจะทําใหการเตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 

นาที มีความเหมาะสมมากกวาการเตรียมดวย 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาที. อยางไรก็ตาม 
การเตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที มีปริมาณฟูเฟอรรัลมากกวา, ซ่ึงจะทําให
กระบวนการหมักเกิดขึ้นไดยาก. ดังนั้น จึงควรจะทําการทดสอบการหมักเอทานอลจากน้ําตาลที่ได
จากวิธีการเตรียม 2 วิธีนี้ตอไป. 
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 รูปที่ 3.35.  สมดุลมวลของฟางขาวที่เตรยีม. 
 (a) 1.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 15 นาท.ี  
 (b) 3.00%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที จากนั้นไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000 ปริมาณ 45 FPU/g Dry substrate residues. 

(a) 

(b) 
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3.6 ผลการศึกษาการไฮโดรไลซิสฟางขาวดวยเอนไซมในระดับถังหมัก 5,000 มิลลิลิตร 
ดวยปริมาณฟางขาวเริ่มตนสูงๆ (ปริมาณฟางขาว 17.5 และ 20.0 กรมัตอสารละลายกรด 
100 มิลลิลิตร) 

ในการไฮโดรไลซิสฟางขาวที่เตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที เมื่อใชปริมาณ
ฟางขาวมากกวา 15.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ในถังหมักขนาด 5,000 มิลลิลิตร, จะ
ปรากฏผลดังนี้ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้นเมื่อใชปริมาณฟางขาวเริ่มตนสูงขึ้น (รูปที่ 3.36). โดย
เมื่อใชปริมาณฟางเพิ่มขึ้นจาก 15.0 เปน 17.5 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซจะเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัด. แตเมื่อปริมาณฟางขาวเพิ่มสูงขึ้นถึง 20.0 กรัมตอสารละลายกรด 
100 มิลลิลิตร ปริมาณน้ําตาลรีดิวซไมไดเพิ่มสูงขึ้น. อีกทั้งเมื่อปริมาณฟางขาวเพิ่มสูงขึ้นถึง 20.0 
กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร, ปริมาณ Rice staw conversion, Holocellulose conversion 
และ Cellulose conversion ลดลง เนื่องมาจากเมื่อปริมาณฟางขาวเพิ่มสูงขึ้น ความหนืดเพิ่มขึ้น ทํา
ใหการไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นไดยาก. 
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รูปท่ี 3.36.  การเปล่ียนแปลงของปริมาณตางๆ ท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาวท่ีเตรียมดวย 
                  3.0%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที เม่ือใชปริมาณฟางขาวสูงกวา 15.0 กรัมตอ 
                  สารละลายกรด 100 มิลลิลิตร. 
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ตารางที่ 3.27.  สรุปปริมาณตางๆ เม่ือมีการเพิ่มความรุนแรงในการเตรยีม และปริมาณฟางขาว 
                        เร่ิมตน 

Rice Straw 
g : 100 mL H2SO4 

Pretreated 
Reducing 

suagr 
 (g/L) 

Rice straw 
conversion 
(mg/g Ds) 

Holocellulose 
conversion  
(%,w/w) 

Cellulose 
conversion  
(%,w/w) 

15.0 
1.0%(w/v)H2SO4, 

1210C, 15 min 68.04 ± 1.77 409.34 ± 15.26 56.07 ± 2.09 49.37 ± 7.26 

15.0 3.0%(w/v)H2SO4, 
1210C, 30 min 

77.12 ± 4.38 506.82 ± 17.09 69.43 ± 2.34 47.73 ± 2.16 

17.5 3.0%(w/v)H2SO4, 
1210C, 30 min 

96.00 ± 3.14 512.58 ± 14.00 70.22 ± 1.92 54.57 ± 8.68 

20.0 3.0%(w/v)H2SO4, 
1210C, 30 min 

94.20 ± 1.09 436.74 ± 5.07 59.83 ± 0.70 40.79 ± 0.25 

ในการเพิ่มปริมาณหรือการขยายขนาดการไฮโดรไลซิสใหมีขนาดใหญขึ้นจากระดับขวดดู
แรน 250 มิลลิลิตร เพิ่มเปนถังหมักขนาด 5,000 มิลลิลิตร โดยทําในระดับปริมาณ 3,500 มิลลิลิตร, 
ผลปราฏกวา สามารถไฮโดรไลซิสไดดีขึ้นและสามารถควบคุมพีเอชของการไฮไดรไลซิสไดดี. 
อยางไรก็ตาม ความหนืดยังคงเปนปญหาตอการไฮโดรไลซิส, โดยจะเห็นไดชัดเมื่อเพิ่มปริมาณฟาง
ขาวเริ่มตนใหสูงวาระดับ 17.5 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซไม
เพิ่มขึ้นและสงผลให ปริมาณ Holocellulose และ Cellulose conversion ลดลงดวย (ตารางที่ 3.27). 

 
3.7  ผลการศึกษาการผลิตเอทานอล 

3.7.1  เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการไฮโดรไลซิสฟางขาว โดยยีสต 3 
สายพันธุ 

1.  ฟางขาวเตรียมดวย 1.0%(w/v)H2SO4, 1210ซ. เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซม Accellerase 1000 ปริมาณ 45 FPU/g substrate 

การผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการยอยฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร 
ปริมาณ 15 กรัม ที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหความรอนดวย
เครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลู
เลส 45 FPU/ g substrate ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส คาพีเอช 5.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 160 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง, เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ ไดแก 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596, Pichia stipitis และ Candida shehatae TISTR 5843 โดย
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ใชเชื้อเริ่มตน 1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร คาพีเอชเริ่มตน 5.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา  96 
ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่ 0, 12, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง, เพื่อวิเคราะหปริมาณเซลล, น้ําตาลรีดิวซ
โดยวิธี DNS และปริมาณเอทานอล. ผลการทดลองแสดงตามรูปที่ 3.37 และตารางที่ 3.28, 
ตามลําดับ.  

 
จากรูปที่ 3.37A, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล

จากสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย S. 
cerevisiae TISTR 5596. เมื่อเริ่มกระบวนการหมัก พบวา ปริมาณเซลลเริ่มตนเทากับ 0.86x 107 
เซลลตอมิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 68.34 กรัมตอลิตร. เมื่อการหมักดําเนินไปใน
ช่ัวโมงที่ 12, ปริมาณเซลลจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเปน 108 เซลลตอมิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิ
วซจะถูกใชอยางรวดเร็วจนเหลือ 28.06 กรัมตอลิตร. ในขณะที่มีการผลิตเอทานอลเทากับ 19.54 
กรัมตอลิตร ( 2.47 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร). หลังจากนั้น ปริมาณเซลล, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และ
ปริมาณเอทานอลจะไมมีการเปลี่ยนแปลงมากนัก. จากผลการทดลองจะเห็นวา เชื้อนี้สามารถใช
น้ําตาลกลูโคส แตไมสามารถใชน้ําตาลไซโลสได. เนื่องจากการทดลองนี้มีน้ําตาลรีดิวซเหลือใน
ช่ัวโมงที่ 96 เทากับ 26.41  กรัมตอลิตร ใกลเคียงกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากขั้นตอนการเตรียม
ดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v)  (ประมาณ 26  กรัมตอลิตร). จากงานวิจัยของ Mosier et al. (2005) 
ระบุวา การเตรียมวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยกรดเจือจางจะสามารถยอยองคประกอบในสวน
เฮมิเซลลูโลส ทําใหไดน้ําตาลไซโลสเปนหลัก. สอดคลองกับผลการทดลองนี้ คือ น้ําตาลที่เหลือ
เปนน้ําตาลไซโลส, แสดงวา น้ําตาลที่เชื้อสามารถใชในการหมักเอทานอลเปนน้ําตาลกลูโคสที่ได
จากขั้นตอนการไฮโดรไลซิส. สอดคลองกับงานวิจัยของ Margeot et al. (2009) ที่รายงานวา ยีสต S. 
cerevisiae เปนสายพันธุที่สามารถใชน้ําตาลกลูโคส แตไมสามารถใชน้ําตาลไซโลสได. จากผลการ
ทดลองนี้ แสดงใหเห็นวา S. cerevisiae TISTR 5596 เปนเชื้อที่มีความสามารถในการปรับตัวและ
ทนทานตอสารยับยั้ง เชน เฟอรฟูรัล ไดดีกวาเชื้อสายพันธุอ่ืนในการเจริญและหมักเอทานอล. โดย
จะเห็นไดวา ในการทดลองนี้เชื้อสามารถเจริญและหมักเอทานอลไดอยางรวดเร็ว โดยใชเวลาเพียง 
12 ช่ัวโมงเทานั้น. สอดคลองกับงานวิจัยของ Margeot et al. (2009) ที่รายงานวายีสต   S. cerevisiae 
เปนสายพันธุที่สามารถทนทานตอสารยับยั้งที่เกิดจากการเตรียมและยอยวัสดุลิกโนเซลลูโลสได.  
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จากรูปที่ 3.37B, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล
จากสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย P. 
stipitis.  เมื่อเร่ิมกระบวนการหมัก พบวา ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.89x 107 เซลลตอมิลลิลิตร, 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 66.50 กรัมตอลิตร. เมื่อการหมักดําเนินไป ปริมาณเซลลจะ
เพิ่มขึ้นคอนขางชา เมื่อเปรียบเทียบกับ S. cerevisiae TISTR 5596. จนในชั่วโมงที่ 24 จึงเพิ่มปริมาณ
เซลลเปน 108 เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะถูกใชอยางชาๆ, เชนเดียวกับปริมาณเอ
ทานอลจะคอยๆ เพิ่มขึ้นตามการใชน้ําตาล. ปริมาณเซลลของเชื้อนี้จะมีการเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องจน
ในชั่วโมงที่ 96, จนมีปริมาณเซลลเปน 109 เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงอยาง
ตอเนื่องจนเหลือ 17.07 กรัมตอลิตร. ในขณะที่ปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จนเริ่มคงที่ในชั่วโมง
ที่ 72, มีปริมาณเทากับ 23.71 กรัมตอลิตร (3.00 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร). จากผลการทดลองจะเห็น
ไดวา เชื้อนี้สามารถใชน้ําตาลไซโลสและกลูโคสได ดังจะเห็นไดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซสุดทาย
ในชั่วโมงที่ 96 เหลือเพียง 10.02 กรัมตอลิตร (ไดเอทานอล 26.15 กรัมตอลิตร หรือคิดเปน 3.31 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร). เมื่อพิจารณาจากน้ําตาลไซโลสซึ่งเปนน้ําตาลที่ไดหลังการเตรียมซึ่งมี
ประมาณ 26 กรัมตอลิตร และน้ําตาลกลูโคสที่ไดจากการไฮโดรไลซิสประมาณ 40 กรัมตอลิตร, จะ
เห็นไดวา น้ําตาลทั้งสองชนิดนี้ถูกใชไปมากกวา 40 กรัมตอลิตร, แสดงวา เชื้อนี้สามารถใชน้ําตาล
ไซโลสได. อยางไรก็ตาม จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา P. stipitis เปนเชื้อที่มีความสามารถ
ในการปรับตัวและทนทานตอสารยับยั้ง เชน เฟอรฟูรัล ไดนอยกวา S. cerevisiae TISTR 5596 ใน
การเจริญและหมักเอทานอล, เนื่องจากตองอาศัยระยะเวลาเพื่อปรับตัวและตองใชระยะเวลาถึง 72 
ช่ัวโมง กวาจะผลิตเอทานอลไดในปริมาณสูง. 
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รูปท่ี 3.37.  การเปล่ียนแปลงองคประกอบในระหวางการหมักเอทานอลระดับฟลาสกจาก 

hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ือง
ฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซสิดวยเอนไซม
เซลลูเลส เปรียบเทียบการผลิตเอทานอล โดย S. cerevisiae TISTR 5596 (A), P. 
stipitis (B) และ C. shehatae TISTR 5843(C).  

(A) 

(B) 

(C) 
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  จากรูปที่ 3.37C, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล
จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย C. 
shehatae TISTR 5843. เมื่อเริ่มกระบวนการหมัก พบวา ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.88x 107 เซลล
ตอมิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 66.51 กรัมตอลิตร. เมื่อการหมักดําเนินไป ปริมาณ
เซลลจะเพิ่มขึ้นคอนขางชา เมื่อเปรียบเทียบกับ S. cerevisiae TISTR 5596 และ P. stipitis, จนใน
ช่ัวโมงที่ 48 จึงเพิ่มปริมาณเปน 108 เซลลตอมิลลิลิตร, หลังจากนั้น ปริมาณเซลลจะเริ่มคงที่. สวน
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะถูกใชอยางชาๆ, ปริมาณเอทานอลจะคอยๆ เพิ่มขึ้นตามการใชน้ําตาล. จนใน
ช่ัวโมงที่ 72 ปริมาณเอทานอลจะเริ่มคงที่มีปริมาณเทากับ 22.49 กรัมตอลิตร (2.85 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร), น้ําตาลรีดิวซเหลือ 19.46 กรัมตอลิตร. ปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้นเล็กนอยเปน 24.44 กรัม
ตอลิตรหรือคิดเปน 3.09 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และน้ําตาลรีดิวซลดลงเหลือ 16.17 กรัมตอลิตร 
ในชั่วโมงที่ 96. จากผลการทดลองจะเห็นไดวา เชื้อนี้สามารถใชทั้งน้ําตาลไซโลสและกลูโคสได. 
แสดงวา เชื้อนี้มีคุณสมบัติคลายกับ P. stipitis คือสามารถใชน้ําตาลไซโลสได และเปนเชื้อที่มี
ความสามารถในการปรับตัวและทนทานตอสารยับยั้ง เชน เฟอรฟูรัล ไดนอยกวา S. cerevisiae 
TISTR 5596 ในการเจริญและหมักเอทานอล, เนื่องจากตองอาศัยระยะเวลาเพื่อปรับตัวและตองใช
ระยะเวลาถึง 72 ช่ัวโมง กวาจะผลิตเอทานอลไดในปริมาณที่สูง.  

 

 
รูปท่ี 3.38.  เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ จาก hydrolysate  
                  จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ี 
                  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส.  
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ตารางที่ 3.28.  ไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ  
                        จาก hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอน 
                        ดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิส 
                        ดวยเอนไซมเซลลูเลส  

สายพันธุ P  (g/L) P  (%v/v) Qp Y p/s E t 
S. cerevisiae TISTR 5596 19.54 2.47 1.63 0.485 95.11 12 
P. stipitis 23.71 3.00 0.33 0.480 94.06 72 
C. shehatae TISTR 5843 22.49 2.85 0.31 0.478 93.72 72 

P  =  ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) และ (เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) 
Qp  =  อัตราผลผลิตเอทานอล (กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง),  
Y p/s  =  ผลไดเอทานอล (กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลที่ใช), 
 t  =  ระยะเวลาการหมัก (ช่ัวโมง) 
E  =  ประสิทธิภาพผลไดเอทานอล (เปอรเซ็นต) 

เมื่อเปรียบเทียบคาไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกจาก
hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดยยีสต 3 
สายพันธุ, พบวา S.cerevisiae TISTR 5596, P. stipitis และ C. shehatae TISTR 5843 มี
ประสิทธิภาพผลไดเอทานอลเทากับ 95.11, 94.06 และ 93.72 เปอรเซ็นต, ตามลําดับ. อัตราผลผลิต
เอทานอลเทากับ 1.63, 0.33 และ 0.31 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง, ตามลําดับ. ผลไดเอทานอลเทากับ 
0.485, 0.480 และ 0.478 กรัมเอทานอลตอกรัมกรัมน้ําตาลที่ใช, ตามลําดับ (ตารางที่3.28). จากผล
การทดลองแมวา S. cerevisiae TISTR 5596 เปนเชื้อที่มีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลที่ดีกวา P. 
stipitis และ C. shehatae TISTR 5843, ตามลําดับ, แตเมื่อพิจารณาความเขมขนเอทานอลที่ไดจาก S. 
cerevisiae TISTR 5596  เทากับ 19.54 กรัมตอลิตร (2.47 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) พบวา ต่ํากวาที่
ไดจาก P. stipitis และ C. shehatae TISTR 5843, ซ่ึงไดเอทานอลคอนขางสูงเทากับ 23.71 และ 
22.49 กรัมตอลิตร หรือคิดเปน 3.00 และ 2.85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร, ตามลําดับ (รูปที่ 3.38) และ
ตารางที่ 3.28. 
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อยางไรก็ตาม แมวาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลโดยยีสตทั้งสามสายพันธุ จาก 
hydrolysate ฟางขาวขนาด 2-5 มิลลิเมตร ปริมาณ 15 กรัม ที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0% w/v 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที และไฮโดรไลซิส ดวยเอนไซมเซลลูเลส 45 FPU/ g substrate ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส คา
พีเอช 5.0   เปนเวลา 72 ช่ัวโมง, จะใหผลที่คอนขางสูงเมื่อเทียบกับทฤษฎี แตปริมาณเอทานอลที่ได
ยังถือวาต่ําอยู. ทั้งนี้ นาจะมีสาเหตุจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนสําหรับการหมัก ซ่ึงไดแก น้ําตาล
รีดิวซที่ไดหลังการเตรียมฟางขาวดวยกรดซัลฟวริก 1.0% w/v และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม ยังมี
ความเขมขนที่ต่ําอยู. จึงมีขอสันนิษฐานวา หากเตรียมฟางขาวดวยกรดซัลฟวริกที่เขมขนขึ้นหรือ
การใชสภาวะการเตรียมที่รุนแรงขึ้น จะสามารถทําใหไดน้ําตาลรีดิวซที่สูงขึ้นได ซ่ึงจะสงผลให
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงขึ้นดวย. 
 

2. ฟางขาวเตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 121๐ซ. เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซม Accellerase 1000 ปริมาณ 45 FPU/g substrate 

การทดลองนี้ จึงเพิ่มความรุนแรงในการเตรียมฟางขาวใหมากขึ้น โดยใชฟางขาวขนาด 2-5 
มิลลิเมตร ปริมาณ 15 กรัม ที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0% w/v ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหความ
รอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  และไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลส 45 FPU/ g substrate ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส คาพีเอช 5.0 เขยาที่ความเร็ว
รอบ 160 รอบตอนาที  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง, เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 
สายพันธุ ไดแก Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596  , Pichia stipitis และ Candida shehatae 
TISTR 5843 โดยใชเชื้อเร่ิมตน 1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร คาพีเอชเริ่มตน 5.0 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา  96 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่ 0, 12, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง, เพื่อวิเคราะหปริมาณ
เซลล, น้ําตาลรีดิวซโดยวิธี DNS และปริมาณเอทานอล. ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.39-3.40 และ
ตารางที่ 3.29, ตามลําดับ. 
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รูปท่ี 3.39.    การเปล่ียนแปลงองคประกอบในระหวางการหมักเอทานอลระดับฟลาสกจาก  

hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวย
เคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลส เปรียบเทียบการผลิตเอทานอล โดย S. cerevisiae TISTR 5596 (A), 
P. stipitis (B) และ C. shehatae TISTR 5843(C). 

(A) 

(B) 

(C) 



 

 91

จากรูปที่ 3.39A,  แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล
จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย S. 
cerevisiae TISTR 5596. เมื่อเร่ิมกระบวนการหมัก พบวา ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.83 x 107 
เซลลตอมิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเริ่มตนเทากับ 83.80 กรัมตอลิตร. เมื่อการหมักดําเนินไป
พบวา เชื้อมีการเจริญไดชา สังเกตุไดจาก การเพิ่มปริมาณเซลลเปนจํานวน 108 เซลลตอมิลลิลิตร 
ตองใชระยะเวลานานถึง 24 ช่ัวโมง (ในขณะที่ถาเปรียบเทียบกับ hydrolysate ฟางขาวที่เตรียมดวย
กรดซัลฟวริก 1.0%w/v ใหความรอน 15  นาที เชื้อมีการเจริญอยางรวดเร็วมีจํานวนเปน 108 เซลล
ตอมิลลิลิตร ใชระยะเวลาเพียง 12 ช่ัวโมง). สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซถูกใชอยางชาๆ จนเหลือเพียง 
36.28 กรัมตอลิตร, ในขณะที่มีการผลิตเอทานอลเทากับ 23.28 กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 2.95 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในชั่วโมงที่ 24. หลังจากนั้น ปริมาณเซลล, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และ
ปริมาณเอทานอลจะไมมีการเปลี่ยนแปลงมากนัก. จากผลการทดลองจะเห็นไดวา การเตรียมฟาง
ขาวดวยสภาวะที่รุนแรงขึ้น ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซสูงขึ้นจริง และถึงแมวาน้ําตาลที่สูงขึ้นจะทําใหได
เอทานอลสูงขึ้น (จาก 19.54 เปน 23.28 กรัมตอลิตร) แตตองใชระยะเวลาเพิ่มขึ้นอีก 12 ช่ัวโมง. 
เนื่องจากวา การเตรียมโดยใชสภาวะที่รุนแรงในการทําปฏิกิริยาจะทําใหเกิดสารยับยั้ง เชน เฟอร
ฟูรัลและไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลในปริมาณที่สูงขึ้น สงผลตอการเจริญและผลิตเอทานอลโดยยีสต 
ทําใหยีสตตองใชเวลาปรับตัวนานขึ้น.  
 

จากผลการทดลองสอดคลองกับผลการทดลองขอที่1, นั่นคือ S. cerevisiae TISTR 5596 
เปนสายพันธุที่สามารถใชไดแตน้ําตาลกลูโคส, ทําใหเหลือน้ําตาลรีดิวซบางสวนที่คาดวาเปน
น้ําตาลไซโลส ซ่ึงเชื้อนี้ไมสามารถใชได. อยางไรก็ตาม จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา S. 
cerevisiae TISTR 5596 เปนเชื้อที่มีความสามารถในการปรับตัวและทนทานตอสารยับยั้ง เชน เฟอร
ฟูรัลไดดี, เนื่องจากยังสามารถเจริญและหมักเอทานอลได แมจะใชสภาวะที่รุนแรงขึ้นในการผลิต
น้ําตาลจากฟางขาว. 

 
จากรูปที่ 3.39B, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล

จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย P. 
stipitis. เมื่อเร่ิมกระบวนการหมัก พบวา ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.87 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร, 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 81.47 กรัมตอลิตร. เมื่อการหมักดําเนินไป พบวา เชื้อมีการเจริญ
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ไดชาและนอยมาก. ดังจะเห็นไดจากที่ระยะเวลาของการหมัก 24 ช่ัวโมง, ปริมาณเซลลมีการเพิ่ม
จํานวนขึ้นเพียงเล็กนอยเปน 1.93x107 เซลลตอมิลลิลิตร (ในขณะที่ถาเปรียบเทียบกับ hydrolysate 
ฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%w/v ใหความรอน 15 นาที ในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงเทากัน เชื้อ
เจริญอยางรวดเร็วมีจํานวนเปน 108 เซลลตอมิลลิลิตร). สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซถูกใชไปเพียง
เล็กนอยและเหลือ 70.66 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 12. ในขณะที่มีการผลิตเอทานอลที่ต่ํามากเทากับ 
0.52  กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 0.07 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเทานั้น, ซ่ึงคาดวา น้ําตาลที่เชื้อใชไป 
นาจะเปนการใชเพื่อการเจริญเปนหลัก. หลังจากนั้น ปริมาณเซลล, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และ
ปริมาณเอทานอลจะไมมีการเปลี่ยนแปลงมากนัก. จากผลการทดลองจะเห็นไดวา การเตรียมฟาง
ขาวดวยสภาวะที่รุนแรงขึ้น ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซสูงขึ้นจริง, แตการเตรียมโดยใชสภาวะที่รุนแรง
ในการทําปฏิกิริยาจะทําใหเกิดสารยับยั้ง เชน เฟอรฟูรัลและไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัลในปริมาณที่
สูงขึ้น สงผลอยางมากตอการเจริญและผลิตเอทานอลโดย P. stipitis. ดังนั้น จากผลการทดลอง
แสดงวา การเตรียมฟางขาวดวยกรดซัลฟวริก 3%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซ
ที่ไมเหมาะสมตอการเจริญและผลิตเอทานอลโดย P. stipitis.   

 
จากรูปที่ 3.39C, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล

จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย C. 
shehatae TISTR 5843. เมื่อเริ่มกระบวนการหมัก พบวา ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.81 x 107 
เซลลตอมิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 81.95 กรัมตอลิตร. เมื่อการหมักดําเนินไป 
พบวา เชื้อมีการเจริญไดชาและนอยมาก. ดังจะเห็นไดจาก เมื่อระยะเวลาผานไป ปริมาณเซลลยังคง
มีจํานวนเปน 107 เซลลตอมิลลิลิตร, สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซถูกใชไปเพียงเล็กนอยและเหลือ 
67.76 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 12. ในขณะที่มีการผลิตเอทานอลที่ต่ํามากเทากับ 0.84  กรัมตอลิตร 
หรือคิดเปน 0.11 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเทานั้น, ซึ่งคาดวา น้ําตาลที่เชื้อใชไป นาจะใชเพื่อการ
เจริญเปนหลัก. หลังจากนั้น ปริมาณเซลล, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และปริมาณเอทานอลจะไมมีการ
เปลี่ยนแปลง. จากผลการทดลองจะเห็นไดวา การเตรียมฟางขาวดวยสภาวะที่รุนแรงขึ้น ทําใหได
น้ําตาลรีดิวซสูงขึ้นจริง, แตการเตรียมโดยใชสภาวะที่รุนแรงในการทําปฏิกิริยาจะทําใหเกิดสาร
ยับยั้ง เชน เฟอรฟูรัลและไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล ในปริมาณที่สูงขึ้น, สงผลอยางมากตอการเจริญ
และผลิตเอทานอลโดย C. shehatae TISTR 5843 ในลักษณะเดียวกันกับผลการผลิตเอทานอลโดย 
P. stipitis.  ดังนั้น จากผลการทดลองแสดงวา การเตรียมฟางขาวดวยกรดซัลฟวริก 3%(w/v) ให



 

 93

ความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลส ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซที่ไมเหมาะสมตอการเจริญและผลิตเอทานอลโดย  C. 
shehatae TISTR 5843.    
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S. cerevisiae TISTR 5596 P. stipitis C. shehatae TISTR 5843  
รูปท่ี 3.40.    เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ จาก hydrolysate 

จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส.  

ตารางที่ 3.29.  ไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ จาก                   
hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวย
เคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลส  

สายพันธุ P  (g/L) P  (%v/v) Qp Y p/s E t 
S. cerevisiae TISTR 5596 23.28 2.95 0.93 0.490 96.06 24 

P. stipitis 0.52 0.07 0.04 0.048 9.49 12 
C. shehatae TISTR 5843 0.84 0.11 0.07 0.059 11.57 12 

P  =  ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) และ (เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) 
Qp  =  อัตราผลผลิตเอทานอล (กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง)  
Y p/s  =  ผลไดเอทานอล (กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลที่ใช) 
 t  =  ระยะเวลาการหมัก (ช่ัวโมง) 
E  =  ประสิทธิภาพผลไดเอทานอล (เปอรเซ็นต) 
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เมื่อเปรียบเทียบคาไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกจาก 
hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3%(w/v) และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลู
เลส โดยยีสต 3 สายพันธุ พบวา S. cerevisiae TISTR 5596,  P. stipitis และ C. shehatae TISTR 
5843 มีประสิทธิภาพผลไดเอทานอลเทากับ 96.06, 9.49 และ 11.57 เปอรเซ็นต, ตามลําดับ. อัตรา
ผลผลิตเอทานอลเทากับ 0.93, 0.04 และ 0.07 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง, ตามลําดับ. ผลไดเอทานอล
เทากับ 0.490, 0.048 และ 0.059 กรัมเอทานอลตอกรัมกรัมน้ําตาลที่ใช, ตามลําดับ (ตารางที่ 3.29). 
จากผลการทดลองพบวา S. cerevisiae TISTR 5596 เปนเชื้อเดียวที่สามารถผลิตเอทานอลจาก 
hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสได, ผลิตเอทา
นอลไดเทากับ 23.28 กรัมตอลิตร (2.95 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร). สวน P. stipitis และ C. shehatae 
TISTR 5843 พบวา ผลิตเอทานอลไดต่ํามากเทากับ 0.52 และ 0.84 กรัมตอลิตร คิดเปนเพียง 0.07 
และ 0.11 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร, ตามลําดับ (รูปที่ 3.40 และตารางที่ 3.29). 
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S. cerevisiae +1%H2SO4 P. stipitis+1%H2SO4 C. shehatae +1%H2SO4

S. cerevisiae + 3%H2SO4 P. stipitis + 3%H2SO4 C. shehatae + 3%H2SO4  
รูปท่ี 3.41. เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต 3 สายพันธุ จาก hydrolysate จาก

ฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และ 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส.  
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เมื่อเปรียบเทียบการเตรียมฟางขาวใหไดน้ําตาลดวยการใชสภาวะที่รุนแรงในการทํา
ปฏิกิริยาตางกันและหมักเอทานอลโดยยีสตสามสายพันธุ (รูปที่ 3.41), พบวา การเตรียมฟางขาวดวย
กรดซัลฟวริก 1% w/v ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส, แมวาจะทําใหไดน้ําตาลรีดิวซที่ต่ํากวาการเตรียมฟาง
ขาวดวยกรดซัลฟวริก 3.0% w/v ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส, แตเปนน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมตอการเจริญ
และผลิตเอทานอลโดยยีสตทั้งสามสายพันธุ. เนื่องจากที่สภาวะการเตรียมดังกลาว จะเกิดสารยับยั้ง
การเจริญและหมักเอทานอล เชน เฟอรฟูรัลในระดับที่ไมสงผลกระทบตอยีสตมากนัก, เห็นไดจาก
ประสิทธิภาพผลไดเอทานอลที่คอนขางสูงของยีสตทั้งสามสายพันธุ. ในขณะที่การเตรียมฟางขาว
โดยการใชสภาวะที่รุนแรงขึ้น, เกิดสารยับยั้งในระดับที่มีผลเสียตอยีสต โดยเฉพาะ  P. stipitis และ 
C. shehatae TISTR 5843 ที่คอนขางมาก, จะเห็นไดจากการที่ ยีสตสองสายพันธุนี้ไมสามารถเจริญ
และผลิตเอทานอลจากน้ําตาลที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยสภาวะที่รุนแรงนี้ได. 

 
แมวาการเตรียมฟางขาวดวยสภาวะที่รุนแรง (กรดซัลฟวริก 3.0% w/v ใหความรอน

ดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที) จะทําใหไดน้ําตาลรีดิวซที่สูง 
และยีสต S. cerevisiae TISTR 5596 จะยังสามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดสูงขึ้น 3.74 กรัมตอ
ลิตร แตตองใชระยะเวลามากขึ้นอีก 12 ช่ัวโมง. นอกจากนั้น ยีสตสายพันธุนี้แมจะสามารถตานทาน
และปรับตัวตอสารยับยั้งได, แตเชื้อนี้ไมสามารถใชน้ําตาลไซโลส ซ่ึงเปนน้ําตาลหลักที่ไดจากการ
เตรียมดวยกรดเจือจางได. ดังนั้น เพื่อใหสอดคลองกับวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้ จึงควรเลือกใช
เชื้อที่สามารถใชไดทั้งน้ําตาลเฮกโซสและเพนโทส ซ่ึงไดแก P. stipitis และ C. shehatae TISTR 
5843.  

 
จากการทดลองจะเห็นไดวา การเตรียมฟางขาวดวยกรดซัลฟวริก 1% w/v ใหความรอนดวย

เครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลู
เลส เปนสภาวะที่ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลมากกวาการใชสภาวะที่
รุนแรงขึ้น. เมื่อเปรียบเทียบยีสตสามสายพันธุที่ใชผลิตเอทานอล จะเห็นไดวา P. stipitis เปนเชื้อที่
เหมาะสมในการใชศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลที่ไดจากการเตรียมและไฮโดรไลซิสฟางขาว
ดวยกรดซัลฟวริกเจือจาง เนื่องจากสามารถใชไดทั้งน้ําตาลไซโลสและกลูโคส และสามารถผลิตเอ
ทานอลไดปริมาณสูงกวา C. shehatae TISTR 5843. 
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อยางไรก็ตาม ผลการผลิตเอทานอลโดย P. stipitis จากน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการเตรียมฟาง
ขาวดวยกรดซัลฟวริก 1% w/v ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส ไดเอทานอล 23.71 กรัมตอลิตร ตองใช
ระยะเวลาถึง 72 ชั่วโมง. ทั้งนี้ นอกจากผลของสารยับยั้งที่เกิดขึ้นทําใหเชื้อตองใชเวลาในการ
ปรับตัวแลว ยังอาจมีสาเหตุจาก ยีสตสายพันธุนี้มีขนาดเซลลที่คอนขางเล็ก (เมื่อเปรียบเทียบกับ S. 
cerevisiae TISTR 5596 และ C. shehatae TISTR 5843) จึงอาจทําใหจํานวนเซลลเริ่มตนที่ใชอาจไม
เหมาะสม. ดังนั้น การทดลองตอไปจึงทําการศึกษาปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่เหมาะสมในการผลิตเอทา
นอลโดย P. stipitis. 
 

3.7.2  ปริมาณเชื้อเร่ิมตนท่ีเหมาะสม ในการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการยอยฟาง
ขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0% (w/v) โดย P. stipitis  

การผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการยอยฟางขาวขนาด 2-5 มิลลิเมตร ปริมาณ 15 
กรัม ที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0% w/v ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิส ดวยเอนไซมเซลลูเลส 45 FPU/ g 
substrate ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส คาพีเอช 5.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที  เปนเวลา 
72 ช่ัวโมง, เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดยยีสต  Pichia stipitis  โดยใชปริมาณเชื้อ
เริ่มตน 5 x 106,1 x 107, 5 x107 และ 1 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร, คาพีเอชเริ่มตน 5.0, อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา  96 ช่ัวโมง, เก็บตัวอยางที่ 0, 12, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง, เพื่อวิเคราะห
ปริมาณเซลล, น้ําตาลรีดิวซโดยวิธี DNS และปริมาณเอทานอล. ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.42 
และ 3.43 และตารางที่ 3.30, ตามลําดับ. 
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รูปท่ี 3.42.    การเปล่ียนแปลงองคประกอบในระหวางการหมักเอทานอลระดับฟลาสกจาก 

hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวย
เคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลส เปรียบเทียบการผลิตเอทานอล  โดย P. stipitis    ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
5 x106 (A), 1 x107 (B), 5 x107 (C) และ 1 x108 (D) เซลลตอมิลลิลิตร. 

 
จากรูปที่ 3.42A, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล

จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย P. 
stipitis. เมื่อเร่ิมกระบวนการหมัก พบวา ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 5.3 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร, 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 70.86 กรัมตอลิตร. เมื่อการหมักดําเนินไป ปริมาณเซลลจะ
เพิ่มขึ้นอยางชาๆ, จนในชั่วโมงที่ 48, จึงเพิ่มปริมาณเซลลเปน 108 เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซจะถูกใชอยางชาๆ เชนเดียวกับปริมาณเอทานอลจะคอยๆ เพิ่มขึ้นตามการใชน้ําตาล. 
ปริมาณเซลลของเชื้อนี้จะมีการเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง จนในชั่วโมงที่ 96 มีปริมาณเซลลเปน 109 
เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซมีการลดลงอยางตอเนื่องจนเหลือ 27.87 กรัมตอลิตร. 
ขณะที่ปริมาณเอทานอลคอยๆ เพิ่มขึ้น จนเริ่มคงที่ในชั่วโมงที่ 72, มีปริมาณเทากับ 20.62 กรัมตอ
ลิตรหรือคิดเปน 2.61 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร. จากผลการทดลองจะเห็นไดวา เชื้อนี้สามารถใช
น้ําตาลไซโลสและกลูโคสได, จะเห็นไดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซสุดทายในชั่วโมงที่ 96 เหลือเพียง 
12.84 กรัมตอลิตร (ไดเอทานอล 27.20 กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 3.44 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร).  

 

(D) 
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จากรูปที่ 3.42B, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล
จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย P. 
stipitis,  ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1x107 เซลลตอมิลลิลิตร. เมื่อเร่ิมกระบวนการหมักพบวาปริมาณเซลล
เร่ิมตนเทากับ 1.3 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 71.49 กรัมตอลิตร. 
เมื่อการหมักดําเนินไป ปริมาณเซลลจะเพิ่มขึ้นอยางชาๆ, จนในชั่วโมงที่ 24 จึงเพิ่มปริมาณเซลลเปน 
108 เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะถูกใชอยางชาๆ เชนเดียวกับปริมาณเอทานอลจะ
คอยๆ เพิ่มขึ้นตามการใชน้ําตาล. ปริมาณเซลลของเชื้อนี้จะมีการเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องจนในชั่วโมง
ที่ 96 มีปริมาณเซลลเปน 109 เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซมีการลดลงอยางตอเนื่อง
จนเหลือ 24.81 กรัมตอลิตร. ขณะที่ปริมาณเอทานอลคอยๆ เพิ่มขึ้นจนเริ่มคงที่ในชั่วโมงที่ 72, มี
ปริมาณเทากับ 22.44 กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 2.84 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร. จากผลการทดลองจะ
เห็นไดวา เชื้อนี้สามารถใชน้ําตาลไซโลสและกลูโคสได, จะเห็นไดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซสุดทาย
ในชั่วโมงที่ 96 เหลือเพียง 10.09 กรัมตอลิตร (ไดเอทานอล 27.09 กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 3.43 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร).  

 
จากรูปที่ 3.42C, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล

จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย P. 
stipitis, ปริมาณเชื้อเริ่มตน 5x107 เซลลตอมิลลิลิตร. เมื่อเริ่มกระบวนการหมักพบวาปริมาณเซลล
เร่ิมตนเทากับ 5.93 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 71.72 กรัมตอลิตร. 
เมื่อการหมักดําเนินไปปริมาณเซลลจะเพิ่มขึ้นอยางชาๆ, จนในชั่วโมงที่ 24 จึงเพิ่มปริมาณเซลลเปน 
108 เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะถูกใชอยางชาๆ เชนเดียวกับปริมาณเอทานอลจะ
คอยๆ เพิ่มขึ้นตามการใชน้ําตาล. ปริมาณเซลลของเชื้อนี้จะมีการเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องจนในชั่วโมง
ที่ 96, มีปริมาณเซลลเปน 109 เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซมีการลดลงอยางตอเนื่อง
จนเหลือ 22.95 กรัมตอลิตร, ขณะที่ปริมาณเอทานอลคอยๆ เพิ่มขึ้นจนเริ่มคงที่ในชั่วโมงที่ 72, มี
ปริมาณเทากับ 23.52 กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 2.97 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร. จากผลการทดลองจะ
เห็นไดวา เชื้อนี้สามารถใชน้ําตาลไซโลสและกลูโคสได, จะเห็นไดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซสุดทาย
ในชั่วโมงที่ 96 เหลือเพียง 8.76 กรัมตอลิตร (ไดเอทานอล 27.41 กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 3.47 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร).  
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จากรูปที่ 3.42D, แสดงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบหลักในระหวางการหมักเอทานอล
จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย P. 
stipitis, ปริมาณเชื้อเริ่มตน 1x108 เซลลตอมิลลิลิตร. เมื่อเริ่มกระบวนการหมักพบวาปริมาณเซลล
เร่ิมตนเทากับ 1.19 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากับ 70.91 กรัมตอลิตร. 
เมื่อการหมักดําเนินไป เนื่องจากปริมาณเซลลเร่ิมตนมีจํานวนสูงอยูแลวทําใหใชระยะเวลาเพียง 72 
ช่ัวโมง มีปริมาณเซลลเปน 109 เซลลตอมิลลิลิตร. สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะถูกใชอยางชาๆ, 
เชนเดียวกับปริมาณเอทานอลจะคอยๆ เพิ่มขึ้นตามการใชน้ําตาล, น้ําตาลรีดิวซมีการลดลงอยาง
ตอเนื่องจนเหลือ 21.04 กรัมตอลิตร, ขณะที่ปริมาณเอทานอลคอยๆ เพิ่มขึ้น จนเริ่มคงที่ในชั่วโมงที่ 
72, มีปริมาณเทากับ 24.05 กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 3.04 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร. จากผลการทดลอง
จะเห็นไดวา เชื้อนี้สามารถใชน้ําตาลไซโลสและกลูโคสได, จะเห็นไดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
สุดทายในชั่วโมงที่ 96 เหลือเพียง 8.36 กรัมตอลิตร (ไดเอทานอล 26.31 กรัมตอลิตรหรือคิดเปน 
3.33 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร).  
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รูปท่ี 3.43. เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis  ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 5 x106,  
                 1 x107, 5 x107 และ 1 x108  เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดบั จาก hydrolysate จากฟางขาวท่ี

เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีและไฮโดรไลซสิดวยเอนไซมเซลลูเลส.  
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ตารางที่ 3.30.  ไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อ
เร่ิมตนตางๆ จาก hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ให
ความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และ
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส  

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน         
(เซลลตอมิลลิลิตร) P  (g/L) P  (%v/v) Qp Y p/s E t 

5x106 20.62 2.61 0.29 0.480 94.05 72 
1x107 22.44 2.84 0.31 0.481 94.25 72 
5x107 23.52 2.97 0.33 0.482 94.56 72 
1x108 24.05 3.04 0.33 0.482 94.54 72 

P  =  ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) และ (เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) 
Qp  =  อัตราผลผลิตเอทานอล (กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 
Y p/s  =  ผลไดเอทานอล (กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลที่ใช) 
 t  =  ระยะเวลาการหมัก (ช่ัวโมง) 
E  =  ประสิทธิภาพผลไดเอทานอล (เปอรเซ็นต) 
 

เมื่อเปรียบเทียบคาไคเนติกสพารามิเตอรของการผลิตเอทานอลระดับฟลาสกจาก 
hydrolysate จากฟางขาวที่เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย P. 
stipitis  ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 5 x106 , 1 x107, 5 x107 และ 1 x108  เซลลตอมิลลิลิตร, ตามลําดับ (ตาราง
ที่ 3.30), พบวา มีประสิทธิภาพผลไดเอทานอลเทากับ 94.05, 94.25, 94.56 และ 94.54 เปอรเซ็นต 
หรือคิดเปน 2.61, 2.84, 2.97 และ 3.04 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร, ตามลําดับ. อัตราผลผลิตเอทานอล
เทากับ 0.29, 0.31, 0.33 และ 0.33  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง, ตามลําดับ. ผลไดเอทานอลเทากับ 0.480, 
0.481, 0.482 และ 0.482 กรัมเอทานอลตอกรัมกรัมน้ําตาลที่ใช, ตามลําดับ. จากผลการทดลองจะ
เห็นไดวา การใชปริมาณเชื้อเริ่มตนของ P. stipitis  ที่ตางกันตั้งแต 5x106 ถึง 1x108 เซลลตอ
มิลลิลิตร ไมทําใหประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลแตกตางกัน. เชื้อเร่ิมตนปริมาณนอย (5x106 เซลล
ตอมิลลิลิตร) สามารถเจริญไดทันกับเชื้อเร่ิมตนที่มีปริมาณมากกวาได, ทั้งยังสามารถผลิตเอทานอล
ไดใกลเคียงกับเชื้อเร่ิมตนที่มีปริมาณมากกวา. ในขณะที่ขอสันนิษฐานที่วา ถาเพิ่มปริมาณเชื้อ
เริ่มตนใหสูงขึ้นจะสามารถทําใหเชื้อเจริญไดเร็วขึ้นและปริมาณเซลลที่มากนั้นจะทําใหไดเอทานอล
สูงโดยใชระยะเวลาที่ส้ันกวา 72 ช่ัวโมงได. ผลการทดลอง พบวา แมวาจะใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่
สูงขึ้น, ผลการผลิตเอทานอลใหไดปริมาณสูงตองใชระยะเวลานานถึง 72 ช่ัวโมง, แสดงวา น้ําตาลที่
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ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยสภาวะดังกลาว นาจะมีปริมาณสารยับยั้งที่รบกวนตอการเจริญและ
ผลิตเอทานอลโดย P. stipitis, ทําใหเชื้อตองใชระยะเวลาในการปรับตัวคอนขางนาน.  

 
3.7.3 ผลการศึกษาการปรับปรุงสายพนัธยสีตเพื่อการผลติเอทานอล 

จากการทดลองหมักเอทานอลดวยเชื้อชนิดตางๆ (S. cerevisiae, P. stipitis และ C. 
shehatae) ปรากฏวา เชื้อ S. cerevisiae สามารถผลิตเอทานอลไดรวดเร็วที่สุด, ทั้งในสารละลายที่
เตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ 3.0%(w/v) แตไมสามารถใชน้ําตาลที่เกิดขึ้นไดทั้งหมด. เนื่องจาก 
เชื้อ S.cerevisia ไมสามารถใชน้ําตาลไซโลสหรือน้ําตาลที่เกิดการขั้นตอนการเตรียมไดนั่นเอง. 
สวนเชื้อ P.stipitis และ C.shehatae ถึงแมวาไมสามารถเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดใน
สารละลายที่เตรียมดวยกรด 3.0%(w/v) และสามารถผลิตเอทานอลในสารละลายที่เตรียมดวยกรด 
1.0%(w/v) ไดชา, แตอยางไรก็ตาม มีแนวโนมที่สามารถใชน้ําตาลในสารละลายที่เตรียมดวยกรด 
1.0%(w/v) ไดมากกวา S.cerevisiae และมีแนวโนมที่จะสามารถผลิตเอทานอลไดมากกวาดวย. จาก
การที่ เชื้อ P.stipitis และ C.shehatae สามารถใชน้ําตาลไซโลสหรือน้ําตาลที่เกิดจากกระบวนการ
เตรียมในการผลิตเอทานอลได (รูปที่ 3.41). 

อีกทั้ง ในการทดลองเพิ่มความอัตราเร็วในการหมักเอทานอล โดยการเพิ่มปริมาณเชื้อ 
P.stipitis เร่ิมตน ในการผลิตเอทานอล. ผลการการทดลองชี้ใหเห็นวา ไมสามารถทําให
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นไดอยางชัดเจน (รูปที่ 3.43 และตารางที่ 3.30). 

 
ทั้งนี้ ในการหมักเอทานอลจากขางตน โดยเฉพาะการใชเชื้อ P. stipitis และ C. shehatae ที่

เชื้อเหลานี้ใชปริมาณน้ําตาลรีดิวซไดนอย และผลิตเอทานอลไดคอนขางชานั้น อาจจะเนื่องมาจาก 
เชื้อที่ใชยังไมคุนเคยกับสภาวะของสารละลายที่เกิดจากการเตรียมดวยกรด, ไมวาจะเปน 1.0%(w/v) 
หรือ 3.0%(w/v), ทําใหเชื้อตองใชเวลาในการปรับตัวนานและเมื่อความเขมขนของกรดที่ใชในการ
เตรียมสูงขึ้น (3.0%,w/v) ทําใหเชื้อไมสามารถที่จะปรับตัวได, สงผลใหไมสามารถเจริญและผลิตเอ
ทานอลได.  ดังนั้น  ในการปรับสภาพเชื้อใหคุนเคยกับสภาวะของสารละลาย  นาจะทําให
ประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลของเชื้อเร็วขึ้น และสามารถใชน้ําตาลในการหมักเอทานอลได
มากขึ้น. 

 
ในการปรับสภาพยีสตใหมีความคุนเคย จะทําโดยการนําเชื้อไปเลี้ยงในสภาวะของ

สารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด ซ่ึงกอนอื่นจะนําเชื้อที่เล้ียงไวใน YM slant ถายลงสู Xylose 
broth บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง, เพื่อกระตุนใหเชื้อยีสตเจริญเติบโตและ
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ปรับสภาพใหเชื้อคุนเคยกับการใชน้ําตาลไซโลส. จากนั้น ถายเชื้อลงสูสารละลายที่เตรียมดวยกรด 
1.0%(w/v) (RSPH broth) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง. หลังจากนั้น 
จึงถายเชื้อลงสูสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) อีกครั้ง. บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง ทําเชนเดิมประมาณ 3 ครั้ง. จากนั้น จึงเขี่ยเชื้อลงบน RSPH 
plate หรือสารอาหารแข็งที่เตรียมดวยสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ
ตอจากนั้น ใหเก็บเชื้อบนวุนเอียงที่เตรียมจากสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 
1.0%(w/v) (RSPH slant) ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนเชื้อเจริญเติบโต และนําไปเก็บไวในตูเย็นตามรูปที ่
3.44. 

 

 
หมายเหตุ : RSPH = Rice Straw Pretreated Hydrolysis 

รูปท่ี 3.44.  กระบวนการปรบัสภาพเชื้อยีสตในขัน้ตน (Inducing yeast step I). 
 
ตารางที่ 3.31.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ

ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสต 
Natrual P. stipitis Natrual C.shehatae Time 

(hr) Reducing 
sugar (g/L) 

EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

Reducing 
sugar (g/L) 

EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

0 72.05 ± 0.91 0.24 ± 0.02 1.00 x 107 68.78 ± 1.57 0.27 ± 0.01 1.00 x 107 
24 63.57 ± 1.42 4.82 ± 0.30 3.15 x 108 68.46 ± 2.36 1.57 ± 0.23 1.48 x 107 
48 32.42 ± 0.91 16.72 ± 0.42 6.15 x 108 65.66 ± 1.52 2.56 ± 0.89 0.63 x 107 
72 17.74 ± 2.40 19.78 ± 0.36 1.11 x 109 63.70 ± 1.58 2.85 ± 0.63 1.28 x 107 
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ตารางที่ 3.32.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพในขัน้
ท่ี 1 (Inducing yeast step I) 

Induced P. stipitis (step I) Induced C.shehatae (step I) Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/L) 
EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

Reducing 
sugar (g/L) EtOH (g/L) Yeast 

(cell/mL) 
0 76.03 ± 1.68 0.27 ± 0.02 1.00 x 107 71.06 ± 1.83 0.91 ± 0.02 1.00 x 107 
24 65.66 ± 0.55 5.05 ± 0.17 2.82x 108 68.26 ± 3.12 3.06 ± 0.19 1.60 x 107 
48 36.50 ± 1.01 15.79 ± 0.30 5.18 x 108 62.15 ± 0.36 4.52 ± 0.43 1.97 x 107 
72 24.33 ± 0.30 19.48 ± 1.26 8.22 x 108 60.73 ± 2.95 4.59 ± 0.52 1.37 x 107 

การหมักเอทานอลจากการสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 1.0%(w/v) และ
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมดวยเชื้อยีสตที่ไดจากการปรับสภาพตามรูปที่ 3.44, จะเห็นไดวา เชื้อทั้ง
สองชนิดไมสามารถเพิ่มอัตราเร็วใหเห็นไดแตกตางอยางชัดเจนนัก (ตารางที่ 3.31 และ 3.32). ทั้งนี้
ในการปรับสภาพเชื้อ ใชสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรดเพียง 1.0%(w/v) ซ่ึงอาจจะ
เปนระดับความเขมขนกรดที่ต่ําเกินไป ที่จะชวยใหการเจริญเติบโตและการหมักเอทานอลดีขึ้น. 
ดังนั้น จึงทําการทดลองเพิ่มการปรับสภาพจากขั้นตอนที่ 1 ที่ใชการปรับสภาพเพียงการใช
สารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 1.0%(w/v) ซํ้าประมาณ 3 คร้ัง, เปนการปรับสภาพ
โดยการใชสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด ที่มีความเขมขนของกรดเพิ่มสูงขึ้นจาก 
1.0%(w/v) เพิ่มขึ้นที่ละ 0.5%(w/v) จนถึง 3.0%(w/v) ตามรูปที่ 3.45. กระบวนการปรับสภาพยีสต
ในขั้นตอนที่ 2 (Inducing yeast step II) นาจะสงผลใหการเจริญเติบโตและการหมักเอทานอลเกิดได
ดีขึ้น. ในการปรับสภาพเชื้อในครั้งที่ 2 นี้ จะใชเชื้อเร่ิมตนจากเชื้อที่ไดจากการปรับสภาพในขั้นที่ 1, 
โดยถายเชื้อลงสูอาหารที่เตรียมจากสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 1.0%(w/v) บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง. จากนั้น ถายเชื้อลงสูสารละลายที่ไดจากการ
เตรียมฟางขาวดวยกรด 1.5%(w/v) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง. ทํา
เชนเดิม, แตเปลี่ยนสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรดจาก 1.5%(w/v) เปน 2.0, 2.5 และ 
3.0%(w/v), ตามลําดับ. เก็บเชื้อที่ไดในแตละความเขมขนไวบนวุนเอี้ยงที่ทําจากสารละลายที่ไดจาก
การเตรียมฟางขาวดวยกรดแตละความเขมขนตามรูปที่ 3.45. 
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รูปท่ี 3.45.  กระบวนการปรบัสภาพเชื้อยีสตในขัน้ท่ี 2 (Inducing yeast step II). 
ในการหมักเอทานอลโดยใชเชื้อยีสตที่ปรับสภาพดวยสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟาง

ขาวดวยกรดความเขมขนที่สูงขึ้น, ผลปรากฏวา ทั้งเชื้อ P. stipitis และ C. shehatae มีความสามารถ
ในการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) ไดดีขึ้น อยางเห็นไดชัด 
ตามตารางที่ 3.33. โดยเฉพาะเชื้อ C.shehatae จะสามารถผลิตเอทานอลไดเร็วขึ้น และในปริมาณที่
สูงมาก.  

 
อยางไรก็ตาม ถึงแมวาจะมีการปรับสภาพเชื้อยีสตถึง 2 คร้ัง เพื่อใหเชื้อคุนเคยกับสภาวะ

ของสารละลายไดมากขึ้นและทําใหยีสตมีความสามารถเพิ่มมากขึ้นในการผลิตเอทานอลจาก
สารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม ไดก็ตาม, แตเชื้อ
ยีสตที่ไดมีการปรับสภาพถึง 2 คร้ัง ยังไมสามารถเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ได
จากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 3.0%(w/v) และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม. ตารางที่ 3.34 ช้ีใหเห็นวา 
เชื้อไมสามารถที่จะเจริญเติบโตไดเลย. 
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ตารางที่ 3.33.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพในขั้น
ท่ี 2 (Inducing yeast step II) 

Induced P. stipitis (step II) Induced C.shehatae (step II) Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/L) 
EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

Reducing 
sugar (g/L) 

EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

0 71.19 ± 0.49 0.31 ± 0.02 1.00 x 107 70.84 ± 2.51 1.14 ± 0.05 1.00 x 107 
24 61.49 ± 0.40 6.10 ± 0.26 3.70 x 108 68.02 ± 5.06 6.38 ± 0.62 2.57 x 107 
48 30.12 ± 0.62 18.07 ± 1.16 6.73 x 108 36.24 ± 2.17 16.15 ± 1.47 1.35 x 108 
72 14.92 ± 0.39 22.23 ± 0.60 1.37 x 109 27.93 ± 0.75 17.12 ± 2.52 1.26 x 108 

 

ตารางที่ 3.34. การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 3.0%(w/v) และ
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพในขั้น
ท่ี 2 (Inducing yeast step II) 

Induced P. stipitis (step II) Induced C.shehatae (step II) Time 
(hr) Reducing sugar 

(g/L) 
EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

Reducing 
sugar (g/L) 

EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

0 76.82 ± 2.59 0.33 ± 0.01 1.00 x 107 77.25 ± 0.34 0.33 ± 0.04 1.00 x 107 
24 80.94 ± 2.23 0.41 ± 0.01 1.48 x 107 79.31 ± 1.73 0.74 ± 0.14 1.48 x 107 
48 80.59 ± 0.34 0.35 ± 0.03 0.63 x 107 78.96 ± 2.01 0.74 ± 0.19 0.63 x 107 
72 75.62 ± 1.31 0.33 ± 0.03 1.28 x 107 79.86 ± 0.27 0.67 ± 0.19 1.28 x 107 

 
 

3.7.4 การหมักเอทานอลโดยการนึ่งฆาเชื้อ และไมนึ่งฆาเชื้อ สารละลายที่ไดจากการเตรียมดวย
กรด และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม 

ในการหมักเอทานอลโดยใชเชื้อที่มีการปรับสภาพถึง 2 คร้ัง, ถึงแมวา จะมีแนวโนมในการ
ผลิตเอทานอลในสารละลายที่เตรียมฟางขาวดวยกรด 1.0%(w/v) ไดสูงขึ้น. อยางไรก็ตาม อัตราเร็ว
ในการผลิตเอทานอลยังชาอยูมาก. อีกทั้ง ในสารละลายที่ไดจากการเตรียมฟางขาวดวยกรด 
3.0%(w/v) เชื้อยีสตไมสามารถแมแตเจริญหรือใชน้ําตาลรีดิวซได. ทั้งหมดนี้ อาจจะเกิดจากสาร
ยับยั้งที่เกิดในกระบวนการเตรียมฟางขาวเปนหลัก, รวมทั้ง กอนการหมักเอทานอลจะเตรียม
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สารละลายโดยจะนําไปฆาเชื้ออีกครั้ง ซ่ึงอาจกอใหเกิดการผลิตสารยับยั้งเพิ่มขึ้นอีก. ดังนั้น ถาไมใช
กระบวนการนึ่งฆาเชื้อกอนการหมัก, อาจจะทําใหปริมาณสารยับยั้งกอนการหมักมีนอยลง ซ่ึงจะ
สงผลใหการหมักเอทานอลเกิดไดเร็วขึ้นและไดปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้นดวย. 

 
ในการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรดและไฮโดรไลซิสดวย

เอนไซม โดยวิธีไมตองนึ่งฆาเชื้อสารละลายกอนการหมัก, แสดงใหเห็นวา ในสารละลายที่เตรียม
ดวยกรด 1.0%(w/v) เชื้อยีสตทั้ง 2 ชนิด (P.stipitis และ C.shehatae) สามารถเจริญเติบโตและใช
ปริมาณน้ําตาลไดเร็วขึ้น (ตารางที่ 3.35). ทั้งนี้ ในสารละลายที่เตรียมดวยกรด เชื้อยีสตทั้ง 2 สามารถ
จะเจริญเติบโตและใชน้ําตาลรีดิวซไดเชนกัน (ตารางที่ 3.36). ช้ีใหเห็นไดชัดวา การนึ่งฆาเชื้อ
สารละลายกอนการหมักนั้น สงเสริมใหเกิดปริมาณสารยับยั้งเพิ่มขึ้น. 

 
 ผลการทดลองปรากฏวา สารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 

15 นาที เชื้อสามารถเจริญไดดีและผลิตเอทานอลไดเร็วขึ้น. สวนสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวย 
3.0%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที  เชื้อสามารถเจริญและผลิตเอทานอลได. ดังนั้น ในการหมัก
สารละลายที่ไดจากการเตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 121๐ซ., 30 นาที ที่ผานมา, เชื้อไมสามารถ
เจริญและผลิตเอทานอลได, อาจจะเนื่องมาจาก เมื่อมีการฆาเชื้ออีกครั้ง ทําใหมีปริมาณของสาร
ยับยั้งเพิ่มขึ้น ทําใหเชื้อไมสามารถเจริญไดนั่นเอง. 
 
ตารางที่ 3.35.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ 
                       ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพในขัน้ 
                       ท่ี 2 (Inducing yeast step II) โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อสารละลายกอนการหมัก 

Induced P. stipitis (step II) Induced C.shehatae (step II) Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/L) 
EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

Reducing 
sugar (g/L) 

EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

0 65.60 ± 2.24 0.77 ± 0.04 1.00 x 107 61.13 ± 2.99 1.42 ± 0.07 1.00 x 107 
24 28.62 ± 0.49 28.90 ± 0.35 3.28 x 108 27.45 ± 0.71 29.02 ± 0.32 2.90 x 108 
48 26.57 ± 0.53 26.24 ± 0.13 2.85 x 108 25.25 ± 0.61 26.18 ± 0.92 2.85 x 108 
72 23.72 ± 0.45 22.87 ± 0.79 3.25 x 108 23.98 ± 0.12 22.36 ± 0.67 2.78 x 108 
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ตารางที่ 3.36.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 3.0%(w/v) และ
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพในขั้น
ท่ี 2 (Inducing yeast step II) โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อสารละลายกอนการหมัก 

Induced P. stipitis (step II) Induced C.shehatae (step II) Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/L) 
EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

Reducing 
sugar (g/L) 

EtOH 
(g/L) 

Yeast 
(cell/mL) 

0 73.97 ± 0.80 0.57 ± 0.03 1.00 x 107 72.69 ± 0.66 1.29 ± 0.03 1.00 x 107 
24 78.11 ± 0.85 0.63 ± 0.03 1.53 x 107 76.76 ± 0.42 1.353 ± 0.05 6.25 x 107  
48 41.59 ± 1.16 27.14 ± 0.71 2.73 x 108 37.44 ± 0.52 30.24 ± 0.54 2.48 x 108 
72 36.08 ± 0.78 28.91 ± 0.13 3.20 x 108 34.60 ± 0.05 28.46 ± 0.66 2.82 x 108 
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4.  สรุปผลการทดลอง 
 

4.1 ฟางขาวที่มีลักษณะบาง งายตอการลดขนาด, มีความชื้นต่ําสามารถเคลื่อนยายใน
ปริมาณมากๆ ไดงาย และมีองคประกอบทางเคมี, โดยเฉพาะเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสสูง, ทําให
ฟางขาวจะเปนชีวมวลชนิดหนึ่งที่มีแนวโนมและมีศักยภาพในการนํามาใชเปนวัตถุดิบเริ่มตนใน
การผลิตเอทานอล. 

 
4.2 ฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร เปนขนาดที่เหมาะสมที่จะใชในการเตรียมดวย กรด

ซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) ใหความรอนดวยเครื่องฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 15 
นาที (1.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที). ภายใตสภาวะนี้ จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 28.68±1.62 
กรัมตอลิตร, Holocellulose conversion 41.59±2.47%(w/w), เหลือปริมาณฟางขาวหลังเตรียม 
64.81±0.50%(w/w). สงผลใหมีปริมาณฟูเฟอรรัลเกิดขึ้น 0.13 กรัมตอลิตร. เมื่อนําฟางขาวที่เตรียม
ดวยสภาวะนี้ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue 
substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที ซ่ึงเปนสภาวะที่เหมาะสม, 
สงผลใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และHolocellulose เพิ่มขึ้นเปน 68.08±1.77 กรัมตอลิตร และ 
56.07±2.09%(w/w) ตามลําดับ. 

 
4.3 เมื่อเพิ่มระดับความรุนแรงของการเตรียมเปน 3.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 30 นาที 

สามารถเพิ่มน้ําตาลรีดิวซและ Holocellulose conversion เปน 49.87±0.15 กรัมตอลิตรและ 
48.21±0.16%(w/w)  ตามลําดับ และเหลือปริมาณฟางขาวหลังเตรียม 54.79±0.93%(w/w). แตมีจุด
ดอยคือปริมาณฟูเฟอรรัลเพิ่มขึ้นเปน 0.62 กรัมตอลิตร. เมื่อนําฟางขาวที่ไดไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมดวยสภาวะเชนเดียวกับการเตรียมดวย 1.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที จะทําใหได
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและ Holocellulose conversion สูงขึ้นถึง 77.12±4.38 กรัมตอลิตร และ 
69.43±2.34%(w/w)  ตามลําดับ. 

 
4.4 ในการไฮโดรไลซิสในระดับถังหมัก จะไมสามารถไฮโดรไลซิสฟางขาวหลังเตรียมได

โดยตรง เนื่องจากมีความหนืดสูงมาก, ไมสามารถกวนได, จึงตองปนฟางขาวหลังเตรียมดวยเครื่อง
ปนผลไมกอนที่จะนําไปไฮโดรไลซิส. จากผลการไฮโดรไลซิสปรากฏวา การเตรียมฟางขาวดวย 
3.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 30 นาที จะยอยไดดีกวาและเร็วกวา, เนื่องจากความหนืดต่ํากวา, 
สามารถกวน หรือวาผสมไดดีกวา. อีกทั้งการเตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 30 นาที จะ
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สามารถเพิ่มปริมาณฟางขาวเริ่มตนใหสูงถึง 17.5 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตรได และ
สามารถใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงถึง 96.00 ± 1.09 กรัมตอลิตร. อยางไรก็ตาม เมื่อเพิ่มปริมาณฟาง
ขาวสูงขึ้นถึง 20.0 กรัมตอสารละลายกรด 100 มิลลิลิตร น้ําตาลรีดิวซไมเพิ่มขึ้น. 

 
4.5 สารละลายที่เตรียมดวยดวย 1.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที แลวไฮโดรไลซิส

ดวยเอนไซม สามารถหมักเปนเอทานอลไดงายกวาสารละลายที่เตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 121°
ซ., 30 นาที แตตองใชระยะเวลาในการหมักนานถึง 96 ช่ัวโมง. 

 
4.6 เชื้อ P. stipitis และ C. shehatae สามารถใชน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการเตรียมดวย 

1.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมไดเกือบทั้งหมด, แตเชื้อไม
สามารถเจริญและใชน้ําตาลที่ไดจากการเตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 1210C, 30 นาที. ทั้งนี้ 
เนื่องจากการเตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 30 นาที จะมีสารยับยั้งเกิดขึ้นมากมาย 
โดยเฉพาะฟูเฟอรรัล. สวนเชื้อ S. cerevisiae สามารถเจริญและเติบโตไดดี ทั้งในสารละลายที่เตรียม
ดวย 1.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที และ 3.0%(w/v)H2SO4, 1210C, 30 นาที แตใชน้ําตาลที่เกิด
จากการยอยดวยเอนไซมเทานั้น. เชื้อ S. cerevisiae ไมสามารถใชน้ําตาลที่มีคารบอน 5 อะตอมได 
แตสามารถทนตอสารยับยั้งไดดี. 

 
4.7 การเพิ่มปริมาณเชื้อเริ่มตนใหสูงขึ้น ไมสามารถเพิ่มทั้งอัตราเร็วในการผลิตเอทา

นอลและปริมาณเอทานอลได, เนื่องจากในสารละลายที่ไดมีปริมาณสารยับยั้งที่รบกวนตอการ
เจริญเติบโตและผลิตเอทานอล, ทําใหเชื้อตองใชระยะเวลาในการปรับตัวคอนขางนาน. 

 
4.8 การปรับสภาพหรือการเหนี่ยวนําเชื้อ สามารถเพิ่มอัตราเร็วในการหมักสารละลาย

ที่ไดจากการเตรียมดวย 1.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที, แตยังไมดีพอที่จะสามารถหมัก 
3.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 30 นาที ได เนื่องจากการการฆาเชื้อซํ้าอีกครั้งกอนการหมัก ซ่ึงจะเปน
การเพิ่มปริมาณสารยับยั้ง. 

 
4.9 ในการหมักสารละลายที่ไดจากการเตรียมและการไฮโดรไลซิส โดยไมตองทําการ

ฆาเชื้อจะสามารถผลิตเอทานอลไดเร็ว และสามารถผลิตเอทานอลจากสารละลายที่เตรียมดวยกรด 
3.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 30 นาที ได. 
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5.  ขอเสนอแนะ 
 

5.1 ฟางขาว เปนวัตถุดิบอยางหนึ่งที่มีศักยภาพในการผลิตน้ําตาล เพื่อนํามาผลิตเอทานอล 
โดยในการที่จะใหไดมาซึ่งเอทานอลความเขมขนสูงๆ เพื่อใหคุมคาตอการผลิต จําเปนตองทําใหมี
ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนสูงกอน. ส่ิงสําคัญอยางหนึ่งที่จะทําใหไดปริมาณน้ําตาล
รีดิวซสูง คือ ปริมาณฟางขาวเริ่มตนตองสูง. แตเมื่อเพิ่มปริมาณฟางขาวเริ่มตนใหสูงขึ้น ปญหา
สําคัญที่ตามมา คือ ความหนืดที่เพิ่มขึ้น. ดังนั้น ควรจะหาเครื่องมือหรือวิธีการกวน หรือการผสมให
ฟางขาวกับเอนไซมผสมกันใหดี, จะทําใหการไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นไดดี และเร็วกวานี้ได. 

 
5.2 ในการเตรียมดวยความรุนแรงสูงๆ ถึงแมวาจะมีผลดีที่จะสามารถเพิ่มปริมาณฟางขาว

ใหสูงขึ้น สงผลใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงขึ้นได. แตการเพิ่มความรุนแรงของการเตรียมเพิ่มขึ้น 
จะทําใหเกิดสารยับยั้งตอกระบวนการหมักดวย. ดังนั้น การหาวิธีที่เตรียมโดยไมใหเกิดสารยับยั้ง
กระบวนการหมักจะเปนผลดีอยางมากหรือการหาวิธีที่สามารถลดพิษ (detox) ในเบื้องตนกอนการ
หมักจะเปนผลดีอยางมากเชนกัน. 
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ภาคผนวก ก 
วิธีวิเคราะห 

1.  ปริมาณความชื้น 
ช่ังเสนใยปาลมที่บดละเอียดประมาณ 0.5000 กรัม ใสใน Moisture can ที่ทราบน้ําหนักที่

แนนอนแลว (W1) นําไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมง หรือจนกวาจะมี
น้ําหนักคงที่. ทําใหเย็นในโถดูดความชื้น, ช่ังน้ําหนัก (W2) คํานวณปริมาณความชื้นจากสูตร. 

ปริมาณความชื้น (%) = (W2   - W1)     x     100 
 ปริมาณเสนใยปาลม(กรัม) 

2. วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี DNS reagent ตามวิธีของ Miller (1959) 
สารเคมี 
1. 3,5-Dinitrosalicylic acid. 
2. Sodium hydroxide. 
3. Sodium potassium tartrate. 
วิธีการวิเคราะห 
ใชปเปตตดูดสารละลายตัวอยางที่เจือจางในระดับที่เหมาะสมลงในหลอดทดลอง ปริมาณ 

1.0 มิลลิลิตร. จากนั้น เติมสารละลาย DNS (Dinitrosalicylic acid reagent) ปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันปดปากหลอดทดลองดวยลูกแกว. แลวนําไปตมในน้ําเดือดระยะเวลา 10 นาที ยายลง
ในน้ําเย็นทันที เพื่อหยุดปฏิกิริยา แชไวประมาณ 10 นาที. เติมน้ํากลั่นลงไปหลอดละ 10.0 มิลลิลิตร 
เขยาใหเขากันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร. จากนั้นนําไปเทียบคา
ปริมาณน้ําตาลกับกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส. 

3. วิเคราะหปริมาณเอทานอล 
วิเคราะหปริมาณเอทานอลดวยเครื่อง Gas chromatography (Agilent Technologies 6890N 

Network System) โดยใช Headspace (Agilent Technologies G1888 Network Headspace Sampler) 
ในการฉีดตัวอยางเขาไปวิเคราะหดวยเครื่อง GC.  
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สภาวะที่ใชในการวิเคราะห 
Column   :  HP-INNOWAX 19091 N-133 
Column description  :  ทอเสนผาศูนยกลางภายนอก 0.251 มิลลิเมตร  

เสนผาศูนยกลางภายใน 0.25 ไมโครเมตร 
ความยาว 30 เมตร. 

Column Tempurature  :  120 องศาเซลเซียส  
(15 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึง 120 องศาเซลเซียส). 

Inject Tempurature  :  220 องศาเซลเซียส. 
Detector    :  FID (flame-ionized detector). 
Carier gas, flow rate :  Helium 

อัตราการไหล 40 มิลลิลิตรตอนาที. 

4. วิเคราะหปริมาณเชื้อจุลินทรีย (พันธุเพ็ง 2523) 
วัสดุอุปกรณ 
1. Hemacytometer. 
2. กลองจุลทรรศน. 
3. Methylene blue. 

วิธีการทดลอง 
1. ปเปตตตัวอยางมาเจือจางในสารละลาย 0.2% methyl blue ในหลอดทดสอบ โดยกะ

อัตราสวนอยางคราวๆ ผสมใหเขากัน. 
2. เช็ดสไลดและ Cover glass ของ Hemacytometer ใหสะอาด, วาง Cover glass ใหอยูตรง

กลางสไลด แลวใชพาสเจอรปเปตตดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 1 มาแตะที่ขอบ Cover glass, 
ปลอยใหสารละลายของเซลลแทรกไประหวาง cover glass และสไลดจนเต็มพอดี และทําอีกดาน
หนึ่งในทํานองเดียวกัน. 

3. นําไปนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต โดยใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา, โดยถือวาเซลล
ที่ติดสีทึบหมดทั้งเซลลเปนเซลลที่ตายแลว, สวนเซลลที่ไมติดสีเปนเซลลที่มีชีวิต. การนับจํานวน
เซลลที่มีชีวิตจะนับเซลลที่ไมติดสีทั้งหมดที่อยูในตารางใหญ, เซลลที่อยูคาบเสนทั้งดานขวา และ
ดานลาง. สวนเซลลที่คาบเสนอยูทางดานซายและดานบนจะไมนับ. จํานวนเซลลที่นับไดตองอยู
ระหวาง 10-30  เซลล, ถามากหรือนอยกวานั้น จะตองทําการเจือจางใหม. ทําการนับทีละ field ตาม
แนวทะแยงซายขวา จนกระทั่งไดจํานวนเซลลรวมทั้งหมดประมาณ 300 เซลล. 
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การคํานวน 
ขนาดความลึกของ Hemacytometer    =    0.1     mm 
ขนาดพื้นที่ 1 ชองใหญของ Hemacytometer =   0.2 x 0.2  mm2 

ปริมาตร 1 ชองใหญของ Hemacytometer =   0.2 mm x 0.2 mm x 0.1 mm 
= 0.02 cm x 0.02 cm x 0.01 cm 
= 0.000004   cm3 
= 0.000004 ml 
= 4 x 10-6   ml 

เซลลตอมิลลิลิตร    =    จํานวนเซลลเฉลี่ยนที่นับไดใน 1 ชองใหญ (Y) x 106 x (1/4) x Dilution 
     =   Y x 106 x (1/4) x Dilution 

5.  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
5.1  กิจกรรมของเอนไซม Cellulase ดวยวิธี Filter Paper Assay (Mandels et al. (1976) อางโดย 

Ghose (1987)) 

วัสดุอุปกรณ 
1. กระดาษกรองเบอร 1 (Whatman No. 1) ขนาด 1 x 6 เซนติเมตร. 
2. โซเดียมซิเทรตบัฟเฟอร 0.05 โมลลลา พีเอช 4.8. 
3. ตัวอยางเอนไซมเซลลูเลส.  
4. อางควบคุมอุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส.   

วิธีการทดลอง 
1. เติมโซเดียมซิเทรตบัฟเฟอรปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ขนาดปริมาตร

อยางนอย 25 มิลลิลิตร. 
2. เติมเอนไซม (เจือจางดวยโซเดียมซิเทรตบัฟเฟอร) เจือจางในระดับที่เหมาะสม อยางนอย 

2 ระดับการเจือจาง (ยอยใหไดปริมาณน้ําตาลใกลเคียง 2.0 มิลลิกรัม). 
3. บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที เพื่อใหเอนไซมอยูในสภาวะที่

เหมาะสม หลังจากนั่นใสกระดาษกรอง แลวผสมใหเขากัน. 
4. บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 60 นาที. 
5. เติมสารละลาย DNS ปริมาณ 3.0 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน. 
6. แชในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นแชในน้ําเย็นทันที. 
7. เติมน้ํากลั่นปริมาณ 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน. 
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8. ตั้งทิ้งไวจนกระดาษกรองตกตะกอน ประมาณ 20 นาที. 
9. นําสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร. 

Spectro Zero     Enzyme blank 
1. ซิเทรตบัฟเฟอร 1.5 มิลลิลิตร.  1. ซิเทรตบัฟเฟอร 1.0 มิลลิลิตร. 
2. สารละลาย DNS 3.0 มิลลิลิตร.  2. เอนไซม 0.5 มิลลิลิตร. 
3. ตมเปนเวลา 5 นาที     3. เติม DNS reagent 3.0 มิลลิลิตร. 
4. ใชปรับคาการดูดกลื่นแสดงใหเปนศูนย. 4. ตมเปนเวลา 5 นาที. 

กราฟมาตรฐานกลูโคส 
เตรียมสารมาตรฐานกลูโคสความเขมขน 10 กรัมตอลิตร เจือจางดังตอไปนี้. 
สารมาตรฐานกลูโคส 1 มิลลิลิตร + บัฟเฟอร 0.5 มิลลิลิตร = 1:1.5 = 6.7 กรัมตอลิตร. 
สารมาตรฐานกลูโคส 1 มิลลิลิตร + บัฟเฟอร 1.0 มิลลิลิตร = 1:2.0 = 5.0 กรัมตอลิตร. 
สารมาตรฐานกลูโคส 1 มิลลิลิตร + บัฟเฟอร 2.0 มิลลิลิตร = 1:3.0 = 3.3 กรัมตอลิตร. 
สารมาตรฐานกลูโคส 1 มิลลิลิตร + บัฟเฟอร 4.0 มิลลิลิตร = 1:5.0 = 2.0 กรัมตอลิตร. 

วิธีการ 
1. เติมสารมาตรฐานกลูโคส 0.5 มิลลิลิตร. 
2. เติมซิเทรตบัฟเฟอร 1.0 มิลลิลิตร. 
3. เติมสารละลาย DNS 3.0 มิลลิลิตร. 
4. ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที. 

การคํานวณหากิจกรรมของเอนไซม 
1. เตรียมกราฟมาตรฐานกลูโคส (กราฟเสนตรง). 
2. ใชกราฟมาตรฐาน เปลี่ยนคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางเปนปริมาณน้ําตาลรีดิวซ. 
3. คํานวณความเขมขนของเอนไซม. 
 ปริมาณความเขมขน =        1         =  ปริมาณเอนไซม 

ระดับเจือจาง      ปริมาตรทั้งหมด 
4. คํานวณหาปริมาณความเขมขนของเอนไซมที่ยอยไดปริมาณน้ําตาล 2.0 มิลลิกรัม 

โดยการเขียนกราฟระหวางปริมาณกลูโคส กับความเขมขนของเอนไซม ดวยกราฟ  Semi 
logarithmic. 
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5. คํานวณหากิจกรรมของเอนไซม (FPU): 
  
กิจกรรมของเอนไซม (FPU) =                      0.37                             (ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

ปริมาณเอนไซมที่ยอยใหน้ําตาล 2.0 กรัม    

5.2 กิจกรรมของเอนไซม β-glucosidase ดวยวิธี Cellobiase assay (Sternberg et al. (1977) อาง
โดย Ghose (1987)) 

วัสดุอุปกรณ 
1. เซลลูไบโอส 15 mM (ในสารละลายซิเทรตบัพเฟอร). 
2. 0.05 M Citrate buffer pH 4.8. 
3. ตัวอยางเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส. 
4. อางควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

วิธีการทดลอง 
เติมสารละลายเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร (เจือจางในซิเทรตบัพเฟอร) ลงในหลอดทดลองขนาด

กลาง (ควรจะทํา 2 Dilution ในแตละตัวอยาง) บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที 
จากนั้นเติมสารละลายเซลลูไบโอส 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมตอที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการแชในน้ําเดือดเปนระยะเวลา 5 นาที แลวยายหลอด
ทดลองลงในน้ําเย็นทันที หากมีตะกอนแยกตะกอนดวยการปนเหวี่ยง นําสวนใสไปวเิคราะหน้าํตาล
รีดิวซดวยวิธี DNS Method 

Cellubiose blank 
1. เติมสารละลายเซลลูไบโอส 1.0 มิลลิลิตร. 
2. เติมซิเทรตบัฟเฟอร 1.0 มิลลิลิตร. 
3. บมที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที. 
4. แชในน้ําเดอืดเปนระยะเวลา 5 นาที หลังจากนั้นแชในน้ําเย็น. 

Enzyme blank 
1. เติมซิเทรตบัฟเฟอร 1.0 มิลลิลิตร. 
2. เติมเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร. 
3. บมที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาท.ี 
4. แชในน้ําเดอืดเปนระยะเวลา 5 นาที หลังจากนั้นแชในน้ําเย็น. 
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การคํานวณกิจกรรมของเอนไซม 
1. คํานวณหาปริมาณความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส หลังจากการยอย. 
2. นําปริมาณที่ไดคูณดวย 2 เพื่อเปลี่ยนเปนปริมาณในหนวยมิลลิกรัม. 
3. เปลี่ยนการเจือจางเอนไซมเปนความเขมขนของเอนไซม 
 ความเขมขนของเอนไซม = 1/ระดับการเจอืจาง = ปริมาตรของเอนไซม/ปริมาตร
ทั้งหมด 
4. คํานวณหาปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยไดน้ําตาลกลูโคส 1.0 มิลลิกรัม โดยการเขียน

กราฟระหวาปริมาณกลูโคส กับปริมาณเอนไซม ดวยกราฟ semilogarithmic. 
5. คํานวณปรมิาณกิจกรรมของเอนไซมเซลลูไบเอส. 
 เซลลูไบเอส = 0.0926/ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยไดน้ําตาล 1.0 มิลลิกรัม 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 

 

1. เตรียมสารละลายซิเทรตบัฟเฟอร  0.05 โมลาร  pH 4.5, 4.8, 5.0 และ 5.5   
1. เตรียมสารละลาย Citric acid monohydrate ปริมาณ 0.05 โมลาร (ช่ัง Citric acid 

monohydrate 2.104 กรัม ละลายในน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร).   
2. เตรียมสารละลาย Tri-sodium citrate ปริมาณ 0.05 โมลาร (ช่ัง Tri-sodium citrate 4.4115 

กรัม ละลายในน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 300 มิลลิลิตร).   
3. นําสารละลาย Citric acid monohydrate ใสในบีกเกอร จากนั่นคอยๆเติมสารละลาย Tri-

sodium citrate จนไดพีเอชตามที่ตองการ และเก็บไวในขวดสีชา. 
2. เตรียม DNS (3, 5-Dinitrosalicylic acid) reagent 

ช่ังสาร 3,5-Dinitrosalicylic acid จํานวน 20 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร ผสมให
เขากันบน hot plate. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (32 กรัม ในน้ํากลั่น 300 มิลลิลิตร) ผสม
ใหเขากัน, แลวคอยๆ เติม sodium potassium tartrate 600 กรัม. ปรับปริมาตรใหครบ 2,000 
มิลลิลิตร,  เก็บสารละลายที่ไดใสในขวดสีชา ที่อุณหภูมิหอง. 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 
เตรียมสารละลายมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 1.0 กรัมตอลิตร โดยการชั่งน้ําตาลกลูโคสที่

อบแหงแลวปริมาณ 0.1000 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร. ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
เจือจางสารละลายที่ได ใหมีความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 กรัมตอลิตร. 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส 
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ภาคผนวก ง 
ขอมูลดิบที่ไดจากการทดลอง 

 
1. ผลการเตรียมฟางขาว 

1.1 ผลการศึกษาหาขนาดฟางขาวท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง1.  ปริมาณตางๆ ท่ีไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 0.00-30.00 มิลลิเมตร ดวยกรด 
 ซัลฟวริกเขมขน 1.00%(w/v) ท่ีอุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 15 นาท ี

Rice straw 
(mm) 

Solid residue 
(%,w/w) 

Reducing 
sugar (g/l) 

Holocellulose 
Conversion 

Furfural 
(g/l) 

Volume 
(ml) 

0.00 - 0.80 66.07 ± 0.94 25.13 ± 0.45 28.51 ± 0.59 0.23 78.7 ± 0.6 
0.80 - 1.25 65.33 ± 0.76 28.35 ± 0.52 32.52 ± 0.58 0.22 80.0 ± 1.0 
1.25 - 2.00 64.40 ± 1.42 30.44 ± 0.68 35.15 ± 0.84 0.20 79.7 ± 0.6 
2.00 - 5.00 64.75 ± 1.26 30.36 ± 0.59 35.02 ± 0.49 0.20 79.7 ± 0.6 

5.00 - 15.00 65.69 ± 0.16 28.56 ± 0.77 32.26 ± 0.89 0.07 78.3 ± 0.6 
15.00 - 30.00 67.60 ± 0.20 26.57 ± 1.03 29.53 ± 1.02 0.12 77.0 ± 1.0 

1.2 ผลการศึกษาความเขมขนกรดที่เหมาะสม 
ตารางที่ ง2.  ปริมาณตางๆ ท่ีไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ดวยกรด 
 ซัลฟวริกความเขมขน 0.00-1.75%(w/v) ท่ีอุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 15  นาที 

H2SO4 
(%, w/v) 

Solid residue 
(%,w/w) 

Reducing 
sugar (g/l) 

Holocellulose 
Conversion 

Furfural 
(g/l) Volume (ml) 

0.00 84.81 ± 2.02 4.12 ± 0.08 3.09 ±0.10 0.00 51.7 ± 1.5 
0.50 71.04 ± 3.37 13.13 ± 0.38 14.75 ± 0.47 0.000 77.3 ± 0.6 
0.75 69.24 ± 4.58 22.88 ± 0.94 26.76 ± 1.30 0.050 80.7 ± 0.6 
1.00 63.54 ± 0.26 31.27 ± 0.47 36.86 ± 1.05 0.126 81.7 ± 0.6 
1.25 62.46 ± 1.01 32.11 ± 1.94 37.92 ± 2.41 0.176 82.3 ± 0.6 
1.50 62.47 ± 1.16 33.65 ± 0.61 36.67 ± 1.52 0.176 82.3 ± 0.6 
1.75 61.37 ± 0.52 34.35 ± 1.15 41.93 ± 1.24 0.514 84.7 ± 0.6 
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1.3 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม 
ตารางที่ ง3.  ปริมาณตางๆ ท่ีไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ดวยกรด 
 ซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) ท่ีอุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 7-60 นาที 

Autoclave time 
(min) 

Solid residue 
(%,w/w) 

Reducing 
sugar (g/l) 

Holocellulose 
Conversion 

Furfural 
(g/l) 

Volume 
(ml) 

7 62.01 ± 0.76 25.55 ± 0.73 30.33 ± 0.74 0.05 81.7 ± 0.6 
15 61.72 ± 0.64 30.58 ± 3.14 36.55 ± 3.34 0.08 83.0 ± 1.0 
30 60.51 ± 0.49 32.23 ± 1.31 38.94 ± 0.72 0.09 84.3 ± 1.2 
45 58.84 ± 0.82 33.42 ± 0.78 40.66 ± 0.86 0.15 84.3 ± 0.6 
60 58.70 ± 1.78 29.79 ± 0.89 35.78 ± 0.99 0.23 83.3 ± 0.6 

1.4 ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง4.  ปริมาณตางๆ ท่ีไดจากการเตรียมฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ดวยกรด 
 ซัลฟวริก ความเขมขน 1.00%(w/v) ท่ีอุณหภูมิ 110-121°ซ. เปนเวลา 15 นาที 

Temperature 
(0C) 

Solid residue 
(%,w/w) 

Reducing sugar 
(g/l) 

Holocellulose 
Conversion 

Furfural 
(g/l) Volume (ml) 

110 70.46 ± 0.52 15.05 ± 0.86 17.93 ± 1.27 0.077 82.0 ± 1.0 
115 67.27 ± 0.05 22.10 ± 1.50 26.46 ± 1.68 0.097 82.7 ± 0.6 
121 64.81 ± 0.50 28.68 ± 1.62 33.41 ± 2.00 0.126 80.3 ± 0.6 

1.5 ผลการศึกษาการแชตัวอยางกอนการเตรียมดวยสภาวะที่เหมาะสมขางตน 
ตารางที่ ง5.  ปริมาณตางๆ ท่ีไดจากการแชฟางขาวขนาด 2.00-5.00 มิลลิเมตร ในกรด 
 ซัลฟวริกความเขมขน 1.00%(w/v) เปนเวลา 0-24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง  
 จากนั้นใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 121°ซ. เปนเวลา 15 นาที 
Soaking time 

(hr) 
Solid residue 

(%,w/w) 
Reducing sugar 

(g/l) 
Holocellulose 
Conversion 

Furfural 
(g/l) 

Volume 
(ml) 

0 62.27 ± 0.16 28.83 ± 1.01 33.70 ± 1.23 0.04 81.0 ± 1.0 
6 64.22 ± 0.86 26.72 ± 0.26 31.84 ± 0.28 0.03 82.3 ± 0.6 

12 63.92 ± 0.56 27.31 ± 0.32 32.71 ± 0.88 0.03 82.7 ± 1.2 
24 63.94 ± 0.52 28.12 ± 0.72 33.59 ± 0.39 0.03 83.0 ± 1.0 
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2. ผลการไฮโดรไลซิสฟางขาวดวยเอนไซม 
2.1 ผลการศึกษาชนิดของเอนไซมท่ีเหมาะสม 

ตารางที่ ง6.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลาย 
 กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme Time (hr) 
Acellerase 1000 Celluclast 1.5 l Acellerase 1000 + 

Celluclast 1.5 l 
0 25.93 ± 0.09 26.20 ± 0.00 27.16 ± 0.38 
12 35.29 ± 0.94 35.60 ± 0.64 36.58 ± 0.02 
24 42.24 ± 1.01 40.99 ± 0.41 42.96 ± 1.30 
48 41.45 ± 1.03 40.54 ± 0.31 42.10 ± 0.28 
72 40.44 ± 0.54 40.10 ± 0.01 42.68 ± 0.64 

ตารางที่ ง7.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด 100  
 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue substrate  
 พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

Enzyme 
Reducing 

sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 

(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid 
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 

(ml) 
Acellerase 1000 40.44 ± 0.54 387.44 ± 7.31 53.07 ± 1.00 32.27 ± 1.59 46.61 ± 2.73 90.5 ± 0.7 
Celluclast 1.5L 40.10 ± 0.09 363.71 ± 2.16 49.82 ± 0.30 29.24 ± 0.05 42.57 ± 0.65 85.5 ± 0.7 
Acellerase 1000 

+ Celluclast 1.5L 42.68 ± 0.64 405.13 ± 9.29 55.50 ± 1.27 34.18 ± 2.51 42.95 ± 0.97 89.5 ± 0.7 
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2.2 ผลการศึกษาปริมาณฟางขาวท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง8.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัมตอสาร 
 ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g  
 Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Rice straw contents (g : 100 mL H2SO4) Time (hr) 
7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 

0 16.74 ± 0.98 24.39 ± 0.96 28.61 ± 0.11 34.56 ± 0.51 35.61 ± 0.28 34.57 ± 0.48 
12 23.08 ± 1.99 32.28 ± 0.78 40.41 ± 2.04 44.62 ± 0.79 40.78 ± 1.84 43.56 ± 0.61 
24 25.57 ± 1.54 35.69 ± 0.10 44.83 ± 0.29 54.30 ± 1.71 54.81 ± 2.22 50.06 ± 2.21 
48 27.23 ± 1.48 39.05 ± 1.31 48.19 ± 1.20 57.32 ± 0.79 61.02 ± 2.31 58.76 ± 2.48 
72 27.70 ± 1.72 40.02 ± 0.36 49.93 ± 0.74 58.42 ± 1.23 61.76 ± 2.82 66.17 ± 0.00 

ตารางที่ ง9.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 7.5-20.0 กรัม ตอสารละลาย 
 กรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Rice straw 
(g : 100 mL 

H2SO4) 

Reducing 
sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 

(mg/ml) 

Holocellulos
e conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysat
e volume 

(ml) 
7.5 27.70 ± 1.72 350.94 ± 24.51 48.07 ± 3.36 32.22 ± 2.44 43.99 ± 4.62 89.5 ± 0.7 

10.0 40.02 ± 0.36 363.33 ± 0.07 49.77 ± 0.01 32.91 ± 1.56 44.0 ± 1.0 85.5 ± 0.7 

12.5 49.93 ± 0.74 356.32 ± 5.23 48.81 ± 0.72 35.28 ± 1.39 45.0 ± 1.0 84.0 ± 0.0 

15.0 58.42 ± 1.23 343.27 ± 1.29 47.02 ± 0.18 32.52 ± 0.41 52.15 ± 0.46 83.0 ± 1.4 

17.5 61.76 ± 2.82 307.34 ± 14.11 42.10 ± 1.93 30.19 ± 2.94 52.59 ± 0.50 82.0 ± 0.0 

20.0 66.17 ± 0.00 286.22 ± 2.39 39.21 ± 0.33 31.70 ± 0.22 56.00 ± 2.22 81.5 ± 0.7 
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2.3 ผลการศึกษาปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง10.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 
 ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50 FPU/g  
 Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme (FPU/g Dry residue substrate) Time 
(hr) 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 

0 31.03 ± 1.17 34.05 ± 0.74 34.37 ± 0.91 34.32 ± 0.90 33.95± 0.10 35.78± 0.53 33.45± 0.72 33.32± 0.71 35.93± 0.43 36.46± 1.02 
12 39.99±1.93 45.13 ± 0.38 48.08 ± 0.28 52.10 ± 0.09 53.21± 1.05 53.40± 2.03 56.01± 1.20 56.22± 0.22 57.12± 0.87 57.25± 1.34 
24 46.67 ± 0.64 52.18 ± 0.26 53.45 ± 1.52 55.74 ± 1.17 55.29± 0.25 56.74± 0.84 58.38± 3.61 62.63± 3.55 63.28± 0.25 62.74± 0.74 
48 46.54 ± 4.80 54.47 ± 0.78 57.38 ± 2.56 56.45 ± 1.07 59.06± 0.10 59.64± 2.39 63.88± 0.74 62.93± 0.68 65.36± 2.31 65.98± 0.66 
72 52.98 ± 0.73 57.09 ± 0.30 58.99 ± 0.65 58.44 ± 0.73 60.57± 0.05 60.24± 1.67 66.18± 0.06 64.61± 0.53 67.43± 0.47 67.23± 2.01 

ตารางที่ ง11.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme 
(FPU/g Dry 

residue substrate) 

Reducing 
sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 
(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(ml) 

10 52.98 ± 0.73 293.44 ± 5.12 40.20 ± 0.70 28.20 ± 0.46 48.98 ± 1.71 78.3 ± 0.4 

15 57.09 ± 0.30 341.17 ± 4.66 46.74 ± 0.64 31.93 ± 0.33 45.11 ± 1.39 84.5 ± 0.7 

20 58.99 ± 0.65 344.12 ± 4.85 47.14 ± 0.66 33.29 ± 1.27 46.53 ± 3.23 82.5 ± 2.1 

25 58.44 ± 0.65 344.12 ± 4.85 47.14 ± 0.66 33.29 ± 1.27 46.80 ± 0.52 83.8 ± 0.4 

30 60.57 ± 0.05 360.25 ± 6.50 49.35 ± 0.89 36.72 ± 0.56 49.35 ± 9.12 84.0 ± 1.4 

35 60.24 ± 1.67 361.91 ± 9.98 49.58 ± 1.37 34.09 ± 1.59 46.64 ± 1.07 85.0 ± 0.0 

40 66.18 ± 0.06 400.71 ± 2.97 54.89 ± 0.41 45.96 ± 0.71 45.76 ± 0.55 85.5 ± 0.7 

45 64.61 ± 0.53 414.16 ± 0.19 56.73 ± 0.03 46.52 ± 1.48 41.23 ± 0.58 90.5 ± 0.7 

50 67.43 ± 0.47 427.32 ± 6.24 58.54 ± 0.85 46.30 ± 0.42 42.19 ± 1.70 89.5 ± 0.7 

55 67.23 ± 2.01 419.11 ± 25.99 57.41 ± 3.56 44.50 ± 2.86 41.93 ± 2.70 88.0 ± 2.8 
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2.4 ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง12.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 
 ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry  
 residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Temperature (0C) Time (hr) 
40 45 50 55 60 

0 27.27 ± 0.17 29.41 ± 1.96 32.70 ± 1.56 26.73 ± 0.66 30.30 ± 2.12 
12 46.58 ± 0.99 47.29 ± 1.72 49.18 ± 1.54 48.49 ± 0.31 48.39 ± 2.16 
24 51.95 ± 0.63 55.97 ± 1.00 55.60 ± 2.53 52.14 ± 1.48 50.80 ± 2.33 
48 54.20 ± 1.04 57.87 ± 0.53 59.72 ± 3.80 51.74 ± 0.55 52.08 ± 1.87 
72 53.87 ± 0.94 58.31 ± 0.99 60.49 ± 0.90 56.39 ± 0.54 52.93 ± 0.90 

ตารางที่ ง13.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Temperature 
(0C) 

Reducing 
sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 
(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(ml) 

40 53.87 ± 0.94 325.92 ± 2.97 44.65 ± 0.41 37.33 ± 0.78 47.62 ± 4.37 84.5 ± 0.7 

45 58.31 ± 0.99 379.92 ± 0.52 52.04 ± 0.07 43.66 ± 3.78 41.48 ± 0.17 91.0 ± 1.4 

50 60.49 ± 0.90 391.95 ± 8.82 53.69 ± 1.21 41.76 ± 0.68 42.46 ± 1.46 90.5 ± 0.7 

55 56.39 ± 0.54 343.21 ± 3.31 47.02 ± 0.45 41.87 ± 0.16 48.61 ± 0.00 85.0 ± 0.0 

60 52.93 ± 0.90 305.10 ± 2.48 41.79 ± 0.34 30.24 ± 3.77 48.94 ± 1.26 80.5 ± 0.7 
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2.5 ผลการศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง14.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 
 ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g  
 Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160  
 รอบตอนาท ี

pH Time (hr) 
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 

0 29.66 ± 0.83 31.10 ± 0.32 30.81 ± 0.09 30.38 ± 0.76 29.73 ± 0.03 
12 48.73 ± 1.32 50.65 ± 0.66 52.46 ± 2.18 51.73 ± 3.30 48.46 ± 1.32 
24 51.92 ± 0.75 54.64 ± 0.02 55.56 ± 0.44 54.67 ± 0.76 52.63 ± 1.19 
48 54.56 ± 2.54 56.93 ± 1.92 56.28 ± 0.98 58.40 ± 2.13 56.08 ± 0.43 
72 56.50 ± 0.36 59.57 ± 0.21 59.12 ± 2.91 58.46 ± 0.05 57.38 ± 0.46 

 
ตารางที่ ง15.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

pH 
Reducing 

sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 
(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(ml) 

4.0 56.50 ± 0.36 335.80 ± 3.56 46.00 ± 0.49 36.99 ± 1.02 52.29 ± 4.04 83.0 ± 1.4 

4.5 59.57 ± 0.21 379.63 ± 1.33 52.00 ± 0.18 42.09 ± 0.17 45.47 ± 0.54 89.0 ± 0.0 

5.0 59.12 ± 2.91 376.91 ± 24.49 51.63 ± 3.35 41.89 ± 5.09 45.58 ± 3.17 89.0 ± 1.4 

5.5 58.46 ± 0.05 374.63 ± 3.30 51.32 ± 0.45 41.74 ± 0.72 48.79 ± 4.53 89.5 ± 0.7 

6.0 57.38 ± 0.46 371.86 ± 0.07 50.94 ± 0.01 41.57 ± 0.41 43.18 ± 1.01 90.5 ± 0.7 
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2.6 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม 
ตารางที่ ง16.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Time 
(hr) 

Reducing 
sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 
(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(ml) 

0 29.55 ± 0.80 174.39 ± 6.28 23.89 ± 0.86 0.00 ± 0.00 74.23 ± 0.41 82.5 ± 0.7 

12 46.23 ± 1.88 299.48 ± 19.09 41.03 ± 2.62 29.00 ± 3.00 54.37 ± 0.90 90.5 ± 2.1 

24 51.70 ± 0.23 342.03 ± 1.27 46.85 ± 0.17 38.88 ± 1.72 50.07 ± 0.94 92.5 ± 0.7 

48 53.83 ± 0.00 352.43 ± 8.00 48.28 ± 1.10 41.28 ± 3.31 46.78 ± 1.24 91.5 ± 2.1 

72 53.50 ± 0.09 338.82 ±14.18 46.41 ± 1.94 38.12 ± 1.84 51.21 ± 0.64 88.5 ± 3.5 

96 54.24 ± 1.01 358.78 ± 4.39 49.15 ± 0.60 42.76 ± 0.47 45.12 ± 0.53 92.5 ± 0.7 
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3. ผลการไฮโดรไลซิสฟางขาวดวยเอนไซม (ฟางขาวเตรียมดวยสภาวะที่รุนแรงขึ้น) 
3.1 ผลการศึกษาชนิดของเอนไซมท่ีเหมาะสม 

ตารางที่ ง17.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสาร 
 ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g  
 Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

Enzyme 
Time (hr) Acellerase 1000 Celluclast 1.5L Acellerase 1000 + 

Celluclast 1.5L 
0 47.08 ± 1.18 46.50 ± 0.80 44.79 ± 1.20 

12 58.38 ± 1.28 55.29 ± 0.12 56.85 ± 0.89 
24 61.54 ± 0.65 58.04 ± 0.84 59.95 ± 0.29 
48 67.65 ± 1.49 60.57 ± 0.45 66.13 ± 0.29 
72 67.86 ± 0.10 62.54 ± 0.44 67.04 ± 0.07 

ตารางที่ ง18.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 10 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 20 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme 
Reducing 

sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 

(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid 
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 

(ml) 
Acellerase 1000 67.86 ± 0.10 432.30 ± 0.93 59.22 ± 0.13 30.71 ± 1.92 40.53 ± 2.31 90.0 ± 0.0 
Celluclast 1.5L 62.54 ± 0.44 404.98 ± 6.51 55.48 ± 0.89 24.08 ± 1.32 36.95 ± 1.11 91.5 ± 2.1 
Acellerase 1000 

+ Celluclast 1.5L 67.04 ± 0.07 436.03 ± 1.14 59.73 ± 0.16 33.56 ± 1.65 38.43 ± 0.93 92.0 ± 0.0 
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3.2 ผลการศึกษาปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง19.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 
 ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50 FPU/g  
 Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Enzyme (FPU/g Dry residue substrate) Time 
(hr) 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 

0 47.23 ± 
0.25 

49.18 ± 
0.91 

48.34 ± 
1.15 

49.09 ± 
0.07 

49.49 ± 
1.28 

45.77 ± 
0.07 

48.45 ± 
0.15 

47.13 ± 
1.52 

45.66 ± 
0.87 

46.40 ± 
0.65 

12 47.45 ± 
0.54 

56.24 ± 
0.33 

57.25 ± 
2.88 

58.36 ± 
0.25 

60.52 ± 
0.26 

64.39 ± 
0.48 

67.28 ± 
0.12 

63.10 ± 
1.23 

62.30 ± 
0.05 

66.94 ± 
1.59 

24 51.60 ± 
0.97 

59.86 ± 
0.27 

59.56 ± 
1.65 

64.36 ± 
0.10 

66.49 ± 
0.83 

67.91 ± 
2.21 

69.90 ± 
0.87 

71.34 ± 
2.00 

72.08 ± 
1.91 

75.14 ± 
0.84 

48 57.22 ± 
1.10 

61.83 ± 
1.50 

64.75 ± 
2.62 

66.41 ± 
1.55 

68.33 ± 
0.75 

71.87 ± 
0.28 

73.94 ± 
0.18 

75.40 ± 
3.02 

77.59 ± 
0.50 

79.82 ± 
0.88 

72 58.84 ± 
0.47 

64.92 ± 
0.09 

67.58 ± 
0.96 

69.69 ± 
0.53 

73.51 ± 
0.06 

75.01 ± 
0.08 

77.07 ± 
0.24 

78.67 ± 
0.95 

78.41 ± 
1.61 

80.20 ± 
1.57 

ตารางที่ ง20.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 10-50 FPU/g  
 Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

Enzyme 
(FPU/g Dry 

residue substrate) 

Reducing 
sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 
(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(ml) 

10 58.84 ± 0.47 339.43 ± 0.08 46.50 ± 0.01 15.53 ± 0.18 47.38 ± 1.36 81.5 ± 0.7 

15 64.92 ± 0.09 413.59 ± 9.21 56.66 ± 1.26 23.24 ± 0.94 40.09 ± 0.90 90.0 ± 2.1 

20 67.58 ± 0.96 406.29 ± 5.54 55.66 ± 0.76 26.84 ± 0.28 37.46 ± 11.89 85.0 ± 0.0 

25 69.69 ± 0.53 457.12 ± 5.26 62.62 ± 0.72 31.35 ± 0.81 37.26 ± 2.28 92.8 ± 0.4 

30 73.51 ± 0.06 491.27 ± 4.30 67.30 ± 0.59 37.24 ± 2.37 34.14 ± 0.15 94.5 ± 0.7 

35 75.01 ± 0.08 504.68 ± 7.08 69.13 ± 0.97 45.63 ± 0.67 34.67 ± 1.93 95.0 ± 1.4 

40 77.07 ± 0.24 513.03 ± 1.50 70.28 ± 1.50 44.19 ± 0.59 38.02 ± 7.47 94.0 ± 0.0 

45 78.67 ± 0.95 529.08 72.08 ± 0.90 49.20 ± 0.87 33.32 ± 0.48 95.0 ± 0.0 

50 78.41 ± 1.61 532.92 ± 18.56 73.0 ± 2.54 51.63 ± 1.91 32.56 ± 0.17 96.0 ± 1.4 

55 80.20 ± 1.57 539.62 ± 10.58 73.92 ± 1.45 52.74 ± 3.47 32.46 ± 2.25 95.0 ± 0.0 
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3.3 ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง21.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 
 ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g  
 Dry residue substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60°ซ. อัตราการเขยา 160  
 รอบตอนาท ี

Temperature (0C) Time (hr) 
40 45 50 55 60 

0 41.41 ± 1.63 42.62 ± 0.58 42.21 ± 0.40 41.94 ± 2.23 43.40 ± 0.59 

12 56.65 ± 2.14 56.78 ± 2.75 61.33 ± 0.27 64.50 ± 0.82 65.61 ± 0.84 

24 64.75 ± 2.43 64.55 ± 1.62 66.59 ± 0.60 68.66 ± 3.84 67.74 ± 0.61 

48 64.55 ± 0.57 69.53 ± 0.54 70.10 ± 3.42 68.38 ± 0.59 68.51 ± 0.48 

72 70.01 ± 0.97 71.97 ± 0.02 71.52 ± 0.43 68.33 ± 1.00 67.58 ± 0.96 

ตารางที่ ง22.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40-60°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Temperature 
(0C) 

Reducing 
sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 
(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(ml) 

40 70.01 ± 0.97 488.72 ± 3.28 66.95 ± 0.45 46.29 ± 3.89 34.57 ± 1.23 97.5 ± 0.7 

45 71.97 ± 0.02 489.41 ± 0.21 67.04 ± 0.03 46.21 ± 0.88 34.15 ± 1.49 95.0 ± 0.0 

50 71.52 ± 0.43 488.89 ± 6.62 66.97 ± 0.91 46.48 ± 1.67 33.95 ± 0.35 95.5 ± 0.7 

55 68.33 ± 1.00 457.45 ± 3.23 62.66 ± 0.44 40.97 ± 0.70 38.04 ± 0.31 93.5 ± 0.7 

60 67.58 ± 0.96 445.00 ± 6.27 60.96 ± 0.86 36.93 ± 2.37 38.68 ± 0.53 92.0 ± 0.0 
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3.4 ผลการศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสม 
ตารางที่ ง23.  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสาร 
 ละลายกรด 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g  
 Dry residue substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160  
 รอบตอนาท ี

pH Time 
(hr) 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 

0 44.23 ± 1.24 44.68 ± 0.31 45.44 ±1.01 44.18 ± 1.04 42.51 ± 1.12 

12 58.38 ± 3.01 60.55 ± 0.03 61.76 ±  0.16 61.34 ± 1.03 54.08 ± 0.77 

24 62.71 ± 1.13 63.74 ± 0.15 64.41 ± 1.95 64.87 ± 1.08 58.03 ± 0.11 

48 63.81 ± 2.01 65.86 ± 0.54 66.55 ± 0.49 67.02 ± 2.02 62.84 ± 0.72 

72 66.66 ± 0.79 68.01 ± 0.21 67.83 ± 0.27 65.94 ± 3.57 65.97 ± 0.16 

 
ตารางที่ ง24.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 4.0-6.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาที 

pH 
Reducing 

sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 
(mg/ml) 

Holocellulose 
conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysate 
volume 
(ml) 

4.0 66.66 ± 0.79 446.26 ± 1.89 61.13 ± 0.26 34.83 ± 0.97 38.10 ± 0.84 93.5 ± 0.7 

4.5 68.01 ± 0.21 462.56 ± 5.51 63.36 ± 0.75 36.81 ± 0.71 38.44 ± 0.27 95.0 ± 1.4 

5.0 67.83 ± 0.27 456.54 ± 11.93 62.54 ± 1.63 34.98 ± 2.21 38.39 ± 0.86 94.0 ± 2.8 

5.5 65.94 ± 3.57 446.05 ± 20.79 61.10 ± 2.85 34.13 ± 3.71 38.66 ± 1.67 94.5 ± 0.7 

6.0 65.97 ± 0.16 453.43 ± 5.60 62.11 ± 0.77 37.39 ± 1.48 36.98 ± 1.58 96.0 ± 1.4 

 
 
 
 
 
 



 

 135

3.5 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม 
ตารางที่ ง25.  ปริมาณตางๆ จากการไฮโดรไลซิสฟางขาวปริมาณ 15.0 กรัม ตอสารละลายกรด  
 100 มิลลิลิตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ ปริมาณ 45 FPU/g Dry residue  
 substrate พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50°ซ. อัตราการเขยา 160 รอบตอนาท ี

Time 

(hr) 

Reducing 
sugar 
(g/l) 

Reducing 
sugar 

(mg/ml) 

Holocellulos
e conversion 

Cellulose 
conversion 

Solid  
residue 

(%,w/w) 

Hydrolysat
e volume 

(ml) 
0 40.28 ± 0.16 256.52 ± 1.06 35.14 ± 0.15 0.00 ± 0.00 68.43 ± 0.28 89.0 ± 0.0 

12 55.70 ± 1.31 392.76 ± 11.95 53.80 ± 1.64 31.58 ± 2.55 43.73 ± 2.52 98.5 ± 0.7 

24 58.97 ± 0.21 428.25 ± 1.45 58.66 ± 0.20 39.84 ± 0.11 40.37 ± 0.54 101.5 ± 0.7 

48 63.16 ± 1.47 456.15 ± 10.45 62.49 ± 1.43 46.35 ± 2.68 37.44 ± 1.07 101.0 ± 0.7 

72 65.68 ± 0.83 472.13 ± 9.72 64.67 ± 1.33 50.04 ± 1.97 36.18 ± 1.51 100.5 ± 0.7 

96 65.22 ± 0.00 473.33 ± 3.64 64.84 ± 0.50 50.34 ± 0.57 34.47 ± 0.13 101.5 ± 0.7 

 
3.6 ผลการไฮโดรไลซิสในถังหมัก 5 ลิตร 

ตารางที่ ง26.  การเปล่ียนแปลงระหวางการไฮโดรไลซิสฟางขาวท่ีเตรยีมดวย 1.00%(w/v)H2SO4,  
 121°ซ., 15 นาที และฟางขาวที่เตรียมดวย 3.00%(w/v)H2SO4, 121°ซ., 15 นาที 
 

1.00%(w/v)H2SO4, 1210C, 15 min 3.00%(w/v)H2SO4, 1210C, 15 min Time 
(hr) RS (g/L) RC (%,w/w) HC (%,w/w) CC (%,w/w) RS (g/L) RC (%,w/w) HC (%,w/w) CC (%,w/w) 

0 32.69 ± 3.03 196.50 ± 16.04 26.92 ± 2.20 0.00 ± 0.00 45.81 ± 2.24 301.06 ± 7.77 41.24 ± 1.06 0.00 ± 0.00 
3 44.45 ± 2.08 267.28 ± 9.52 36.61 ± 1.30 16.42 ± 1.51 53.77 ± 2.63 353.42 ± 9.09 48.41 ± 1.25 12.15 ± 0.31 
6 53.08 ± 2.54 319.20 ± 11.67 43.73 ±1.60 28.46 ± 1.01 60.07 ± 3.40 394.79 ± 13.25 54.08 ± 1.82 21.74 ± 1.27 
9 55.80 ± 0.00 335.63 ± 3.77 45.98 ± 0.52 32.27 ± 4.59 62.56 ± 1.40 411.31 ± 0.32 56.34 ± 0.04 25.57 ± 1.88 

12 56.37 ± 0.04 339.09 ± 3.56 46.45 ± 0.49 33.07 ± 4.54 66.35 ± 0.68 436.35 ±14.56 59.77 ± 1.99 31.38 ± 5.18 
24 63.89 ± 0.83 384.34 ± 9.3.1 52.65 ± 1.28 43.57 ± 5.88 72.04 ± 3.40 473.45 ± 11.44 64.86 ± 1.57 39.99 ± 0.85  
48 66.34 ± 0.17 399.01 ± 3.48 54.66 ± 0.48 46.97 ± 4.53 77.01 ± 4.68 506.06 ± 19.06 69.32 ± 2.61 47.55 ± 2.62 
72 68.04 ± 1.77 409.34 ± 15.26 56.07 ± 2.09 49.37 ± 7.26 77.12 ± 4.38 506.82 ± 17.09 69.43 ± 2.34 47.73 ± 2.16 
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4. ผลการหมักเอทานอลดวยเชื้อยีสต 
4.1  เปรียบเทียบการผลติเอทานอลโดยยีสต 3 สายพันธุ 
 4.1.1 ฟางขาวเตรียมดวย 1.0%(w/v)H2SO4, 121°ซ. เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไล-

ซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000 ปริมาณ 45 FPU/g substrate  
 

ตารางที่ ง27.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย S.cerevisiae TISTR 5596 จาก hydrolysate  
 จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆา 
 เชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดว 
 เอนไซมเซลลูเลส 

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 80.78 ± 0.11 0.00 ± 0.00 0.86 x 107 
12 44.36 ± 0.93 19.54 ± 0.40 10.25 x 107 
24 43.19 ± 0.53 19.23 ± 0.06 12.00 x 107 
48 33.95 ± 0.17 18.38 ± 0.07 11.92 x 107 
72 32.66 ± 0.19 18.41 ± 0.09 13.15 x 107 
96 30.87 ± 0.38 17.49 ± 0.40 13.60 x 107 

 
ตารางที่ ง28.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P.stipitis จาก hydrolysate จากฟางขาว 
 ท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ  
 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 66.50 ± 1.07 0.00 ± 0.00 0.89 x 107 
12 64.05 ± 0.58 0.52 ± 0.02 3.50 x 107 
24 60.81 ± 1.48 0.78 ± 0.02 18.63 x 107 
48 29.19 ± 0.55 14.10 ± 0.48 45.33 x 107 
72 17.07 ± 1.58 23.71 ± 0.15 85.85 x 107 
96 10.02 ± 0.28 26.15 ± 0.12 150.17 x 107 
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ตารางที่ ง29.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย C.shehatae จาก hydrolysate จากฟางขาวท่ี 
 เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ  
 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 66.51 ± 0.90 0.00 ± 0.00 0.88 x 107 
12 63.41 ± 0.77 0.51 ± 0.02 1.63 x 107 
24 56.91 ± 1.19 0.97 ± 0.04 5.37 x 107 
48 29.66 ± 0.94 14.92 ± 0.30 14.70 x 107 
72 19.46 ± 0.23 22.49 ± 0.38 16.32 x 107 
96 16.46 ± 0.72 24.44 ± 0.16 15.97 x 107 

 
 4.1.2 ฟางขาวเตรียมดวย 3.0%(w/v)H2SO4, 1210ซ. เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิส

ดวยเอนไซม Accellerase 1000 ปริมาณ 45 FPU/g substrate 
 

ตารางที่ ง30.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย S.cerevisiae TISTR 5596 จาก hydrolysate  
 จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อ 
 ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 89.64 ± 0.86 0.00 ± 0.00 0.83 x 107 
12 69.95 ± 0.77 14.00 ± 0.77 4.80 x 107 
24 50.93 ± 1.97 23.28 ± 0.26 8.98 x 107 
48 39.15 ± 0.58 22.52 ± 0.26 10.48 x 107 
72 37.31 ± 0.71 22.38 ± 0.51 10.75 x 107 
96 36.19 ± 0.16 20.67 ± 0.10 9.87 x 107 
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ตารางที่ ง31.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P.stipitis จาก hydrolysate จากฟางขาวท่ี 
 เตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ  
 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 81.47 ± 0.84 0.00 ± 0.00 0.87 x 107 

12 70.66 ± 0.28 0.52 ± 0.02 1.85 x 107 
24 70.40 ± 0.10 0.50 ± 0.05 1.93 x 107 
48 71.37 ± 0.76 0.48 ± 0.03 1.70 x 107 
72 74.27 ± 1.03 0.47 ± 0.02 1.58 x 107 
96 75.16 ± 0.79 0.35 ± 0.04 1.53 x 107 

 
ตารางที่ ง32.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย C.shehatae จาก hydrolysate จากฟางขาว 
 ท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 3.0%(w/v) ใหความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ  
 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 81.95 ± 1.07 0.00 ± 0.00 0.81 x 107 
12 67.76 ± 0.26 0.84 ± 0.02 2.13 x 107 
24 66.77 ± 2.59 0.83 ± 0.06 1.90 x 107 
48 67.74 ± 0.17 0.73 ± 0.02 1.82 x 107 
72 66.47 ± 0.27 0.78 ± 0.02 1.78 x 107 
96 67.80 ± 0.33 0.77 ± 0.02 1.77 x 107 
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4.2 ปริมาณเชือ้เร่ิมตนท่ีเหมาะสม ในการผลิตเอทานอลจากสารละลายที่ไดจากการยอย
ฟางขาวท่ีเตรยีมดวยกรดซัลฟวริก 1.0% (w/v) โดย P. stipitis 

 
ตารางที่ ง33.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 5 x 106 เซลล 
 ตอลิตร จาก hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความ 
 รอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดร- 
 ไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส  

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 70.86 ± 0.26 0.00 ± 0.00 0.53 x 107 
12 70.31 ± 0.16 0.27 ± 0.02 0.53 x 107 
24 70.19 ± 0.02 0.42 ± 0.32 0.55 x 107 
48 53.83 ± 0.86 7.44 ± 0.04 49.83 x 107 
72 27.87 ± 0.21 20.62 ± 0.15 53.83 x 107 
96 12.84 ± 0.40 27.20 ± 0.17 97.67 x 107 

 
ตารางที่ ง34.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1 x 107 เซลล 
 ตอลิตร จาก hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ให 
 ความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
 และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 71.49 ± 0.92 0.00 ± 0.00 1.30 x 107 

12 71.88 ± 0.50 0.33 ± 0.03 2.87 x 107 
24 70.36 ± 0.22 0.49 ± 0.22 10.13 x 107 
48 39.42 ± 0.30 12.07 ± 1.01 52.17 x 107 
72 24.81 ± 0.47 22.44 ± 0.86 86.00 x 107 
96 10.09 ± 0.96 27.09 ± 0.61 131.00 x 107 
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ตารางที่ ง35.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 5 x 107 เซลล 
 ตอลิตร จาก hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ให 
 ความรอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และ 
 ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 71.72 ± 1.48 0.00 ± 0.00 5.93 x 107 

12 71.71 ± 0.62 0.85 ± 0.01 7.12 x 107 
24 70.91 ± 0.99 2.81 ± 0.33 19.67 x 107 
48 34.84 ± 1.01 14.45 ± 0.30 57.67 x 107 
72 22.95 ± 0.87 23.52 ± 1.42 79.0 x 107 
96 8.76 ± 0.26 27.41 ± 0.19 160.00 x 107 

 
ตารางที่ ง36.  การผลิตเอทานอลระดับฟลาสกโดย P. stipitis ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 x 108 เซลล 
 ตอลิตร จาก hydrolysate จากฟางขาวท่ีเตรียมดวยกรดซัลฟวริก 1%(w/v) ใหความ 
 รอนดวยเคร่ืองฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และไฮโดร- 
 ไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส  

Time (hr) RS (g/l) EtOH (g/l) Yeast (cell/ml) 
0 70.91 ± 1.52 0.00 ± 0.00 11.92 x 107 

12 69.12 ± 0.05 1.48 ± 0.04 17.08 x 107 
24 60.29 ± 0.79 5.24 ± 0.44 24.68 x 107 
48 32.56 ± 1.51 14.76 ± 1.32 57.50 x 107 
72 21.04 ± 0.14 24.05 ± 0.34 11.50 x 107 
96 8.36 ± 0.16 26.31 ± 0.19 156.00 x 107 
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4.3 ผลการศึกษาการปรับปรุงสายพันธยีสตเพื่อการผลิตเอทานอล 
ตารางที่ ง37.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ 
 ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสต 

Natrual P. stipitis Natrual C.shehatae Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/l) 
EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

Reducing 
sugar (g/l) 

EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

0 72.05 ± 0.91 0.24 ± 0.02 1.00 x 107 68.78 ± 1.57 0.27 ± 0.01 1.00 x 107 
24 63.57 ± 1.42 4.82 ± 0.30 3.15 x 108 68.46 ± 2.36 1.57 ± 0.23 1.48 x 107 
48 32.42 ± 0.91 16.72 ± 0.42 6.15 x 108 65.66 ± 1.52 2.56 ± 0.89 0.63 x 107 
72 17.74 ± 2.40 19.78 ± 0.36 1.11 x 109 63.70 ± 1.58 2.85 ± 0.63 1.28 x 107 

ตารางที่ ง38.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ 
 ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพใน 
 ขั้นท่ี 1 (Inducing yeast step I) 

Induced P. stipitis (step I) Induced C.shehatae (step I) Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/l) 
EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

Reducing 
sugar (g/l) EtOH (g/l) Yeast 

(cell/ml) 
0 73.03 ± 1.68 0.27 ± 0.02 1.00 x 107 71.06 ± 1.83 0.91 ± 0.02 1.00 x 107 

24 62.66 ± 0.55 5.05 ± 0.17 2.82x 108 68.26 ± 3.12 3.06 ± 0.19 1.60 x 107 
48 36.50 ± 1.01 15.79 ± 0.30 5.18 x 108 62.15 ± 0.36 4.52 ± 0.43 1.97 x 107 
72 24.33 ± 0.30 19.48 ± 1.26 8.22 x 108 60.73 ± 2.95 4.59 ± 0.52 1.37 x 107 
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ตารางที่ ง39.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ 
 ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพใน 
 ขั้นท่ี 2 (Inducing yeast step II) 

Induced P. stipitis (step II) Induced C.shehatae (step II) Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/l) 
EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

Reducing 
sugar (g/l) 

EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

0 71.19 ± 0.49 0.31 ± 0.02 1.00 x 107 70.84 ± 2.51 1.14 ± 0.05 1.00 x 107 
24 61.49 ± 0.40 6.10 ± 0.26 3.70 x 108 68.02 ± 5.06 6.38 ± 0.62 2.57 x 107 
48 30.12 ± 0.62 18.07 ± 1.16 6.73 x 108 36.24 ± 2.17 16.15 ± 1.47 1.35 x 108 
72 14.92 ± 0.39 22.23 ± 0.60 1.37 x 109 27.93 ± 0.75 17.12 ± 2.52 1.26 x 108 

ตารางที่ ง40.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 3.0%(w/v) และ 
 ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพใน 
 ขั้นท่ี 2 (Inducing yeast step II) 

Induced P. stipitis (step II) Induced C.shehatae (step II) Time 
(hr) Reducing sugar 

(g/l) 
EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

Reducing 
sugar (g/l) 

EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

0 76.82 ± 2.59 0.33 ± 0.01 1.00 x 107 77.25 ± 0.34 0.33 ± 0.04 1.00 x 107 
24 80.94 ± 2.23 0.41 ± 0.01 1.48 x 107 79.31 ± 1.73 0.74 ± 0.14 1.48 x 107 
48 80.59 ± 0.34 0.35 ± 0.03 0.63 x 107 78.96 ± 2.01 0.74 ± 0.19 0.63 x 107 
72 75.62 ± 1.31 0.33 ± 0.03 1.28 x 107 79.86 ± 0.27 0.67 ± 0.19 1.28 x 107 
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4.4  การหมักเอทานอลโดยการนึ่งฆาเชื้อ และไมนึ่งฆาเชือ้ สารละลายที่ไดจากการเตรยีม
ดวยกรด และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม 
ตารางที่ ง41.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 1.0%(w/v) และ 
 ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพในขัน้ 
 ท่ี 2 (Inducing yeast step II) โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อสารละลายกอนการหมัก 

Induced P. stipitis (step II) Induced C.shehatae (step II) Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/l) 
EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

Reducing 
sugar (g/l) 

EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

0 65.60 ± 2.24 0.77 ± 0.04 1.00 x 107 61.13 ± 2.99 1.42 ± 0.07 1.00 x 107 
24 28.62 ± 0.49 28.90 ± 0.35 3.28 x 108 27.45 ± 0.71 29.02 ± 0.32 2.90 x 108 
48 26.57 ± 0.53 26.24 ± 0.13 2.85 x 108 25.25 ± 0.61 26.18 ± 0.92 2.85 x 108 
72 23.72 ± 0.45 22.87 ± 0.79 3.25 x 108 23.98 ± 0.12 22.36 ± 0.67 2.78 x 108 

 

ตารางที่ ง42.  การหมักเอทานอลในสารละลายที่ไดจากการเตรียมดวยกรด 3.0%(w/v) และ 
 ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม Accellerase 1000TM ดวยเชื้อยีสตท่ีมีการปรับสภาพใน 
 ขั้นท่ี 2 (Inducing yeast step II) โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อสารละลายกอนการหมัก 

Induced P. stipitis (step II) Induced C.shehatae (step II) Time 
(hr) Reducing 

sugar (g/l) 
EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

Reducing 
sugar (g/l) 

EtOH 
(g/l) 

Yeast 
(cell/ml) 

0 73.97 ± 0.80 0.57 ± 0.03 1.00 x 107 72.69 ± 0.66 1.29 ± 0.03 1.00 x 107 
24 78.11 ± 0.85 0.63 ± 0.03 1.53 x 107 76.76 ± 0.42 1.353 ± 0.05 6.25 x 107  
48 41.59 ± 1.16 27.14 ± 0.71 2.73 x 108 37.44 ± 0.52 30.24 ± 0.54 2.48 x 108 
72 36.08 ± 0.78 28.91 ± 0.13 3.20 x 108 34.60 ± 0.05 28.46 ± 0.66 2.82 x 108 
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ภาคผนวก จ 
การคํานวณ 

 
Reducing (g)   = Reducing sugar (g/l) x Volume (ml) 
 
Reducing sugar (mg/g Ds) = Reducing sugar (mg) 
     Initrial substrate (g) 
 
Holocellulose conversion = Reducing sugar (g) x 0.9 x 100 
            Holocellulose (g) 
 
Cellulose conversion =  (Reducing sugar (g) 72 hr – Reducing sugar (g) 0 hr) x 0.9 x 100 
      Cellulose (g) 
 
Ethanol conversion =           Ethanol (g/l) 
    Initial reducing sugar (g/l) 
 
Ethanol efficiency =  ผลไดจริง (กรัม) x 100 
    ผลไดตามทฤษฏี (กรัม) 
 
ผลไดจริง (กรัม)  = ปริมาณเอทานอลที่ไดจริง (g/l) x ปริมาตรที่ได (ml) 
 
ผลไดตามทฤษฏี (กรัม) = ปริมาณน้ําตาลที่ใชไป (กรัม) x 0.51 




