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กากตะกอนเยือ่กระดาษเปนชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลส  ซ่ึงมีองคประกอบหลัก คือ 

เซลลูโลส 51%  เฮมิเซลลูโลส 39%  และลิกนิน 7% (ของน้ําหนกัแหง) ดังนั้นจึงมีความเปนไปได
สูงในการนําไปเปนวัตถุดิบเพื่อผลิตเอทานอล  แตจําเปนตองทําการปรับสภาพขั้นตนกอนเพื่อ
ชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการผลิตเอทานอล  ในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษขั้นตนดวย
กรดเจือจาง สภาวะที่เหมาะสมคือการใชกรดซัลฟูริกเจือจางความเขมขน 2% อุณหภมูิที่ใชในการ
ปรับสภาพ 120 ๐C เปนเวลา 60 นาที แลวนาํมาผานกระบวนการยอยเปนน้ําตาลดวยเอนไซม 
เซลลูเลส (ที่สภาวะคาความเปนกรดดาง 5.5 อุณหภูมิ 50๐C  เปนระยะเวลา 10 ช่ัวโมง ) เกิดเปน
น้ําตาลรีดิวซ 76.05 มิลลิกรัมตอกรัมเยื่อกระดาษและเมือ่นํามาหมักโดยใชยีสต Saccharomyces  
cerevisiae เกิดเปนเอทานอล 21.50 มิลลิกรัมตอกรัมเยื่อกระดาษ โดยเกดิเอทานอลสูงสุดที่
ระยะเวลาหมกั 60 ช่ัวโมง คิดเปนประสิทธิภาพการหมกั 70.59%  เมื่อมีการลดความเปนพิษโดย
เติมดางแคลเซยีมไฮดรอกไซดลงไปพบวาทําใหเกิดเอทานอลเพิ่มขึ้นเปน 27.55 มิลลิกรัมตอกรัม
เยื่อกระดาษ โดยเกิดเอทานอลสูงสุดที่ระยะเวลาหมัก 40 ช่ัวโมง คิดเปนประสิทธิภาพการหมัก 
88.24% ดังนั้นในการลดความเปนพิษโดยการใชดางจึงเปนการเพิ่มปรมิาณเอทานอลและชวยลด
ระยะเวลาในการหมักลง   
 

ในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษขั้นตนดวยโอโซน สภาวะทีเ่หมาะสมคือ การ
ใชโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 4  ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน 45 นาที (คาความ
เปนกรดดาง 10.0 ) แลวนํามาผานกระบวนการยอยเปนน้าํตาลดวยเอนไซมเซลลูเลส (คาความ
เปนกรดดาง 5.5 อุณหภูมิ 50๐C  เปนระยะเวลา 10 ช่ัวโมง ) เกิดเปนน้ําตาลรีดิวซ 54.7 มิลลิกรัม
ตอกรัมเยื่อกระดาษ และเมื่อนํามาหมักจะเกิดเปนเอทานอล 19.6 มิลลิกรัมตอกรัมเยือ่กระดาษ 
โดยเกดิเอทานอลสูงสุดที่ระยะเวลาหมัก 40 ช่ัวโมง คิดเปนประสิทธิภาพการหมัก 90.59%   
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 Waste paper sludge (WPS) is a lignocellulose biomass that consists of  51% cellulose, 
39% hemicellulose and 7% lignin on dry solid basis which should be potentially used for 
ethanol production. To produce ethanol from WPS was initially pretreated  in order to improve 
efficiency.  The optimum conditions for dilute acid pretreatment  was 2% H2SO4  at  120๐C for 
60 minutes and  enzymatic saccharification (pH 5.5 , 50๐C, 10 h) using cellulase enzyme, the 
reducing sugar concentration obtained was 76.05 mg/g WPS and then fermented by yeast 
Saccharomyces  cerevisiae. The results that the ethanol yield  was 21.50 mg/g WPS, maximum 
rate of ethanol production after fermented 60 h and fermentation efficiency 70.59%, when 
detoxification of the dilute acid pretreatment by overliming use Ca(OH)2 increased the ethanol 
yield  27.55 mg/g WPS, maximum rate of ethanol production after fermented 40 h and 
fermentation efficiency 88.24% , so overlime increased the ethanol yield  and decreased the 
fermentation time from 60 to 40 h.  
 

The optimum conditions for ozone was used flow air into ozone generator 4 l/min  
contact time 45 minutes (pH 10.0) and  enzymatic saccharification (pH 5.5 , 50๐C, 10 h) using 
cellulase enzyme, the reducing sugar concentration obtained was 54.7 mg/g WPS and then 
fermented by yeast S. cerevisiae. The results that the ethanol yield  was 19.6 mg/g WPS, 
maximum rate of ethanol production after fermented 40 h and fermentation efficiency 90.59%. 
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 ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจอืจาง 1-3% ที่อุณหภูม1ิ80 ๐C เปนเวลา 60 นาที 
 และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยเปรยีบเทียบ 
 ระหวางชดุที่มกีารลดความเปนพิษดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซด 

 และชุดที่ไมมกีารเติมดางลงไป       83 
 
 



   
 

 
(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                     หนา 
 

8 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลเมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ    
 ที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการ 
 ปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที  
 ระยะเวลาในการปอนโอโซน 15 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 แลวมาหมกัเพือ่ผลิตเอทานอล       94 

9 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลเมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ    
 ที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการ 
 ปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที  
 ระยะเวลาในการปอนโอโซน 30 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 

 แลวมาหมกัเพือ่ผลิตเอทานอล       95 
10 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลเมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ    

 ที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการ 
 ปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที  
 ระยะเวลาในการปอนโอโซน 45 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 แลวมาหมกัเพือ่ผลิตเอทานอล       96 

11 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลเมื่อใชน้ําตาลรดีิวซ    
 ที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการ 
 ปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที  
 ระยะเวลาในการปอนโอโซน 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 แลวมาหมกัเพือ่ผลิตเอทานอล       97 

12 การเปรียบเทยีบความเหมาะสมของวิธีการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษ  
 เหลือทิ้งขั้นตนโดยการใชกรดเจือจางและการใชโอโซน    98 

13    การเปรียบเทยีบการผลิตเอทานอลในงานวจิัยนีก้ับงานวิจยัอ่ืนๆ   100 
 
 
 



   
 

 
(4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่                    หนา 
 

ก1 การเตรียมสารละลายน้ําตาลเพื่อสรางกราฟมาตรฐาน    112 
ข1 ความสัมพันธระหวางอัตราการไหลอากาศและอัตราการผลิตโอโซน  125 
ข2 ปริมาณโอโซนที่เติมลงในน้าํที่ระยะเวลาในการปอนโอโซนตางๆ   126 
ค1    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก1%     
        อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  128 
ค2    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

 ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1% อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
 เอนไซมเซลลูเลส        128 

ค3    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก2%     
        อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  129 
ค4    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

 ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2% อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
 เอนไซมเซลลูเลส        129 

ค5    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก3%     
        อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  130 
ค6    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

 ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3% อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
 เอนไซมเซลลูเลส        130 

ค7    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก1%     
        อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  131 
ค8    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

 ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1% อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
เอนไซมเซลลูเลส        131 

ค9    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก2%     
        อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  132 
 



   
 

 
(5) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่                    หนา 
 
ค10    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

   ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2% อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
    เอนไซมเซลลูเลส        132 

ค11    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก3%     
          อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  132 
ค12    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

   ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3% อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
   เอนไซมเซลลูเลส        133 

ค13    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก1%     
          อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  134 
ค14    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

   ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1% อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
 เอนไซมเซลลูเลส        134 

ค15    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก2%     
          อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  135 
ค16    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

  ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2% อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
   เอนไซมเซลลูเลส        135 

ค17    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก3%     
          อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  136 
ค18    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

   ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3% อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
 เอนไซมเซลลูเลส        136 

 
 

 



   
 

 
(6) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่                    หนา 
 

ค19    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก1%     
          อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  137 
ค20    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

   ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1% อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
   เอนไซมเซลลูเลส        137 

ค21    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก2%     
          อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  138 
ค22    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

   ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2% อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
   เอนไซมเซลลูเลส        138 

ค23   ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก3%     
          อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  139 
ค24    ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพษิ)ที่ไดจากการปรับสภาพ 

   ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3% อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวย 
 เอนไซมเซลลูเลส        139 

ค25 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15นาที 
       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       140 

ค26 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 4 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15นาที 

       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       140 
ค27 ผลการหมกัน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               

     ที่อัตราการไหลอากาศ 6 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15นาที 
        และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       141 
 
 



   
 

 
(7) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่                    หนา 
 

ค28 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15นาที 

       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       141 
ค29 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               

     ที่อัตราการไหลอากาศ 2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน30นาที 
       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       142 

ค30 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 4 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน30นาที 

       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       142 
ค31 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               

     ที่อัตราการไหลอากาศ 6 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน30นาที 
        และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       143 

ค32 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน30นาที 
        และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       143 

ค33 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน45นาที 
       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       144 

ค34 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 4 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน45นาที 

       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       144 
ค35 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               

     ที่อัตราการไหลอากาศ 6 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน45นาที 
       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       145 

 
 



   
 

 
(8) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่                    หนา 
 
ค36 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               

     ที่อัตราการไหลอากาศ 8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน45นาที 
       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       145 

ค37 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน60นาที 
       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       146 

ค38 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 4 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน60นาที 

       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       146 
ค39 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               

     ที่อัตราการไหลอากาศ 6 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน60นาที 
        และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       147 

ค40 ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
     ที่อัตราการไหลอากาศ 8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน60นาที 
       และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส       147 

ง1 การคํานวณอตัราการใชสารอาหารจําเพาะและอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ       149 
จ1 การคํานวณคาใชจายในการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษ  155 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



   
 

 
(9) 

สารบัญภาพ 
 

 ภาพที ่                     หนา 
 

1 โครงสรางของเอทานอล       5 
2 โครงสรางในเซลลพืชซ่ึงประกอบดวยเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน  7 
3 ลักษณะการจดัเรียงตวัของโมเลกุลกลูโคสในเซลลูโลส    8 
4 โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส       9 
5 โครงสรางโมเลกุลของลิกนิน       10 
6 กระบวนการการผลิตเอทานอลจากวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส   12 
7 กระบวนการยอยเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส     16 
8 กลไกการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส      18 
9 กลไกการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส     18 
10 ลักษณะของเซลลยีสต  S. cerevisiae ที่ถายจากกลอง  Scanning    

 electron  micrograph กําลังขยาย 5000 เทา     21 
11 การผลิตเอทานอลดวยน้ําตาลเฮกโซสโดยยีสตผานวิถี      

 Embden-Meyerhof-Parnas pathway         28 
12 ลักษณะการเจริญของเซลลในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง   30 
13 ลักษณะการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑในการเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง 34 
14 จุดเก็บตัวอยางกากตะกอนเยื่อกระดาษจากบริษัทคิมเบอลี่-คลากประเทศไทย จํากัด 46 
15 แผนผังขั้นตอนการทดลองการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษ   

 โดยทําการปรบัสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง     50 
16 แผนผังขั้นตอนการทดลองการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษ   

 โดยทําการปรบัสภาพขั้นตนดวยโอโซน      53 
17 กากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งจากจุดที่ 3 ซ่ึงนํามาใชเปนวัตถุดิบ   

  ในการผลิตเอทานอล          55 
18  การเปรียบเทียบผลของความเปนกรดดางและระยะเวลาที่เหมาะสม   

  ในการยอยเซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษเปนน้ําตาลโดยใชเอนไซม    
 เมื่อปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเจือจางความเขมขน 0 - 2% (โดยปริมาตร)  
 ใหความรอนที่อุณหภูมิ120 ๐C เปนระยะเวลา60 นาที    58 



   
 

 
(10) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 ภาพที ่                     หนา 
 

19 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นหลังจากปรับสภาพดวยกรดเจือจาง    
 เมื่อใชความเขมขนกรด 0-2% โดยเปรียบเทียบอุณหภูมิในการปรับสภาพ 
 ตั้งแต 120-180 ๐C เปนระยะเวลาตางๆ แลวผานการยอยเปนน้ําตาลดวยเอนไซม 60 

20    การเปรียบเทยีบคาความเปนกรดดางของน้าํหมักที่ระยะเวลาตางๆ    
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 
 มาหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยไมมีการลดความเปนพษิ 
 ดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป     64 

21    การเปรียบเทยีบคาความเปนกรดดางของน้าํหมักที่ระยะเวลาตางๆ    
  เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 

 มาหมักเพื่อผลิตเอทานอลเมื่อมีการลดความเปนพิษ 
 โดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป     65 

22 การเปรียบเทยีบน้ําหนกัเซลลแหงของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ     
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 
 มาหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยไมมีการลดความเปนพษิ 
 ดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป     68 

23     การเปรียบเทยีบน้ําหนกัเซลลแหงของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ     
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 
 มาหมักเพื่อผลิตเอทานอลเมื่อมีการลดความเปนพิษ 
 โดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป     69 

24 การเปรียบเทยีบปริมาณน้ําตาลรีดิวซของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ    
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 
 มาหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยไมมีการลดความเปนพษิ 
 ดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป     71 

 
 

 



   
 

 
(11) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 ภาพที ่                     หนา 
 
25 การเปรียบเทยีบปริมาณน้ําตาลรีดิวซของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ    

 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 
 มาหมักเพื่อผลิตเอทานอลเมื่อมีการลดความเปนพิษ 
 โดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป     72 

26 การเปรียบเทยีบปริมาณเอทานอลของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ     
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 
 มาหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยไมมีการลดความเปนพษิ 
 ดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป     74 

27 การเปรียบเทยีบปริมาณเอทานอลของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ     
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 
 มาหมักเพื่อผลิตเอทานอลเมื่อมีการลดความเปนพิษ 
 โดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป     75 

28     การเปรียบเทยีบปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นของน้ําหมัก     
 โดยเปรียบเทยีบระหวางชดุทีม่ีการลดความเปนพิษโดยการเติม 
  ดางแคลเซียมไฮดรอกไซดและชุดที่ไมมีการลดความเปนพิษ   77 

29    การเปรียบเทยีบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นเมื่อปรับสภาพดวยโอโซน   
 ที่คาความเปนกรดดางตางๆ  เมื่อใชอัตราการไหลอากาศตั้งแต 2-8 ลิตรตอนาที  
 ระยะเวลาในการปอนโอโซน 15-60 นาที      86 

30    การเปรียบเทยีบน้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยีสตในน้ําหมกัที่ระยะเวลาตางๆ   
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน 
 ที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน 15-60 นาท ี
 และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอล   88 

 
 
 



   
 

 
(12) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 ภาพที ่                     หนา 
 
31 การเปรียบเทยีบปริมาณน้ําตาลรีดิวซในน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ     

 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน 
 ที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน 15-60 นาท ี
 และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอล   90 

32 การเปรียบเทยีบปริมาณเอทานอลในน้ําหมกัที่ระยะเวลาตางๆ     
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน 
 ที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน 15-60 นาท ี
 และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอล   91 

33 การเปรียบเทยีบปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นในน้ําหมกั     
 เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้จากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน 
 ที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน 15-60 นาท ี
 และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอล   92 

 
ภาพผนวกที ่
 

ก1 มาตรฐานสําหรับการหาปริมาณน้ําตาลรดีวิซ     115 
ข2 ความสัมพันธระหวางอัตราการไหลของอากาศและอัตราการผลิตโอโซนของ 
       เครื่องผลิตโอโซน        126 
ง1   การคํานวณอตัราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด     150 
ง2 การคํานวณคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร     151 

 
 
 
 
 
 



   
 

 
(13) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
Kd = อัตราการการตายจําเพาะของจุลินทรีย (h-1) 
P  = ความเขมขนของผลิตภัณฑ (g/l)  
Pmax = อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (g/l.h) 
qp,max = อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด (g/g.h) 
qs,max = อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด (g/g.h) 
S  = ความเขมขนของสารอาหาร (g/l)  
t  = เวลา (h)  
T  = อุณหภูมิ (๐C)  
x  = ความเขมขนของเซลล (g/l)  
Yp/s = คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (g ethanol/g sugar.h) 
Yx/s = คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร (g cell/g sugar.h) 
µmax = อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด (h-1) 
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การปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือท้ิงขัน้ตนเพื่อผลิตเอทานอล 
จากกระบวนการยอยใหเปนน้ําตาลโดยใชเอนไซมและการหมัก 

 

Pretreatment of Waste Paper Sludge for Ethanol Production  
by  Enzymatic Saccharification and Fermentation 

 
คํานํา 

 
ในปจจุบนัอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษในประเทศไทยไดมีการเติบโตอยางรวดเร็ว  

โดยเฉพาะการผลิตเยื่อกระดาษจากกระดาษที่ใชแลว (recycled paper) อยางไรก็ตามพบวากระบวน 
การผลิตเยื่อกระดาษโดยกระบวนการดังกลาวกอใหเกิดปญหาหลายอยางตามมา โดยเฉพาะปญหา
การสูญเสียเยือ่กระดาษในปริมาณสูง  ซ่ึงสงผลใหถึงแมจะมีการบําบดัน้ําเสียแลว  แตก็ยังเปนผลให
กากตะกอน (sludge)นั้น มีสวนที่เปนเยื่อกระดาษเจือปนอยูเปนจํานวนมากเรียกวา กากตะกอนเยื่อ
กระดาษ (Waste Paper Sludge; WPS) ซ่ึงเปนเยื่อขนาดสั้นเนื่องจากผานการผลิตหลายครั้งไม
เหมาะสมจะนาํกลับไปใชใหมในกระบวนการผลิตกระดาษ  ทางโรงงานอุตสาหกรรมผลิตกระดาษ 
มักมีการนําไปกําจัดโดยวิธีการฝงกลบ ทําใหมีคาใชจายสูงในสวนของการกําจัดกากตะกอน ทั้งยัง
กอใหเกิดปญหาทางดานสิ่งแวดลอมตามมาอีกดวย 

 
จากปญหาที่เกดิขึ้นในกระบวนการผลิตเยือ่กระดาษที่ใชแลวดังกลาวไวขางตน จึงเกดิ

แนวคดิในการแกปญหาโดยการนําเอากากตะกอนเยื่อกระดาษซึ่งจดัเปนชีวมวลที่มีเซลลูโลสเปน 
องคประกอบ (cellulosic biomass)  มาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  ซ่ึงพบวามีความเปนไปได
เนื่องจากกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลานี้ มีองคประกอบหลัก คือ เซลลูโลส 50% , เฮมิเซลลูโลส 
25% ,  ลิกนิน 15% และ อ่ืนๆ 10%  (Ye Sun,  2002)  ทั้งนี้ถึงแมวาในตางประเทศจะเคยมีการ
ศึกษาวจิัยในดานของการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบจําพวกลิกโนเซลลูโลส เชน เยื่อไม  กระดาษ
หนังสือพิมพ ซังขาวโพด  ฟางขาว เปนตน (Ballesteros, 2004) แตกย็ังพบวาใหผลผลิตเอทานอลต่ํา
ในขณะที่มีตนทุนในการผลิตสูง  ดังนั้นในการวจิัยคร้ังนี้จึงไดทําการปรับปรุงขั้นตอนและวิธีการ
ตางๆเพื่อใหไดผลผลิตเอทานอลสูงขึ้น   สามารถดําเนินการไดจริงในทางปฏิบัติและมีความคุมทนุ
มากยิ่งขึ้น 
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  ซ่ึงจากแนวคดิดังกลาวจะเปนการลดปริมาณของเสียทีท่างโรงงานผลิตกระดาษจะตอง
นําไปฝงกลบ กอใหเกิดผลดตีอส่ิงแวดลอมและเปนการลดตนทุนการผลิต นอกจากนี้ยังไดผลผลิต
คือเอทานอลซึ่งเปนแหลงพลังงานทดแทนทางเลือกหนึ่งมาใชประโยชน  เปนการสอดคลองกับ
แนวพระราชดาํริในพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหวัฯ ดานการพัฒนาพลังงานทดแทนเพือ่ลดการ
นําเขาน้ํามันเชือ้เพลิงจากตางประเทศ (คณะกรรมการพลังงาน,  2545)  จึงทําใหมีหลายหนวยงาน
ทําการศึกษาวจิัยเพื่อผลิตเอทานอลจากผลผลิตทางการเกษตรที่ปลูกไดเองภายในประเทศ  เชน  มัน
สําปะหลัง  ออย  เปนตน  แตอยางไรก็ตามผลผลิตทางการเกษตรเหลานี้เปนอาหารสําหรับมนุษย 
กอปรกับหากนําไปใชเปนวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลก็จะมีตนทนุในการซื้อวัตถุดบิ  แตถาหากมี
การนํากากตะกอนเยื่อกระดาษซึ่งเปนของเสียที่เกิดขึ้นจากโรงงานอุตสาหกรรมผลิตกระดาษมาใช
เปนวัตถุดิบ   ซ่ึงไมตองซื้อแตอยางใดมาผลิตเปนเอทานอลและสามารถนํามาใชประโยชนไดกจ็ะ
เกิดผลดีเปนอยางยิ่ง 
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วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งเมื่อ
ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจอืจาง (dilute acid pretreatment) และเปรยีบเทียบผลของการลดความ
เปนพิษ (detoxification) เมื่อใชดาง (overliming) ประเภทแคลเซียมไฮดรอกไซด 

 
2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งเมื่อ

ปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน (ozone pretreatment)  
 

ขอบเขตการวจัิย 
 

1.  ใชตัวอยางกากตะกอนเยือ่กระดาษจากโรงงานคิมเบอรล่ี-คลาก ประเทศไทย จํากดั    
เปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล 

 
2.  ศึกษากระบวนการยอยเซลลูโลสจากกากตะกอนเยือ่กระดาษเปนน้ําตาลโดยใชเอนไซม 

(enzymatic Saccharification) และการหมักน้ําตาลเปนเอทานอล (fermentation) 
 
3.  ในกระบวนการหมักน้ําตาลเปนเอทานอลใชเชื้อยีสต  Saccharomyces  cerevisiae  

 
สมมติฐานในการวิจัย 

 
 ในการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งเมื่อปรับสภาพขั้นตนดวยกรด 
ซัลฟูริกเจือจาง แลวมีการลดความเปนพษิโดยการใชดางประเภทแคลเซียมไฮดรอกไซดควบคูไป
ดวยจะเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลไดมากขึน้ 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  กากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือท้ิง 
 

กากตะกอนเยือ่กระดาษเหลอืทิ้งเปนของเสียจากโรงงานผลิตเยื่อและกระดาษซึ่งจะมีความ
แตกตางกันขึน้อยูกับวัตถุดบิที่ใชในการผลิตและกระบวนการผลิต  โดยทั่วไปแลวในการผลิตเยื่อ
และกระดาษจะใชไมเปนวตัถุดิบหลัก ซ่ึงสวนประกอบของไมจะประกอบไปดวยเสนใยเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส แสดงองคประกอบดังตารางที่ 1 โดยมีลิกนินทําหนาที่ใหความแข็งแรงกับไมโดยยึด
เกาะเสนใยเซลลูโลสใหติดกัน ในกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษจึงมีการแยกลิกนินออกมาเพื่อให
เสนใยสามารถกระจายตวัไดอยางอิสระ 
 
ตารางที่ 1  สวนประกอบทางเคมีของเสนใยวัตถุดิบตางๆ ที่ใชในการผลิตเยื่อกระดาษใน 
                  ประเทศไทย 

 
รอยละขององคประกอบ 

ชนิดของวัตถุดิบ Cellulose Lignin Hot water 
Soluble 

Alcohol 
Benzene  soluble 

Ash 

ฟางขาว 28-41 10-17 13-17 1-7 14-22 
ปอแกว 64 11-21 1.1 1.2 0.5 
ชานออย 26-39 19-22 3-11 3-11 1-5 
ไมไผ 35-47 22-30 16-21 3-6 1-5 

ยูคาลิปตัส 47 20 2.4 1.5 0.4 
 
ท่ีมา: UNEP (1996) 
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2.  เอทานอล (Ethanol) 
 

  2.1  คุณสมบัติของเอทานอล 
 

เอทานอลบริสุทธิ์มีคุณสมบัติดังนี ้(มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม, 2529) 

 
1)   มีเนื้อแอลกอฮอลประมาณรอยละ 99.8 โดยทั่วไปมีน้ําเจือปนไมเกินรอยละ 5 
2)   เปนสารละลายไมมีสี  ระเหยงาย 
3)  จุดเดือด 78.32°C 
4)  ความถวงจําเพาะ 1.794 ที่ 60°C 
5)  จุดเยือกแข็ง -117.3 °C 
6)  ใหพลังงานความรอน (Calorific Value) 12,800 Btu/lb 
7)   สามารถละลายในน้ําและสารอินทรียไดดี เชน เมทานอล  คลอโรฟอรม ฯลฯ 

 
2.2  สูตรโครงสราง 

 

 
ภาพที ่1 โครงสรางของเอทานอล 
ท่ีมา: มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (2529) 

 
2.3 ประโยชนของเอทานอล 
 

เอทานอลใชเปนสารเคมีที่มีความเกีย่วของกับชีวิตประจําวัน เชน ทางดานการแพทย 
เภสัชกรรม และสามารถนํามาใชเปนแหลงเชื้อเพลิงทดแทนน้ํามนัเบนซินได นอกจากนีย้ังเปน
สวนประกอบในเครื่องดื่มทีน่ิยมกนัทั่วไป คือ สุรา เบียร และไวน เปนตน (เทพปญญา, 2545) 
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3.  แหลงวัตถดุิบท่ีใชในการผลิตเอทานอล 
        

เอทานอลสามารถผลิตไดจากวัตถุดิบทางการเกษตรหลายชนิดแบงออกเปน 3 ประเภท 
 

3.1  วัตถุดิบประเภทแปง (starchy material)   
 

เชน มันสําปะหลัง ขาวโพด ขาวสาลี ขาวบาเลย มันฝรั่ง มันเทศ เปนตนวัตถุดิบพวกนี้
สามารถยอยสลายใหเปนน้ําตาลไดโดยการใชเอ็นไซมหรือกรด แปงทีส่ามารถนํามาผลิตเอทานอล
ไดตองเปนแปงที่สามารถละลายน้ําไดในน้าํรอน ซ่ึงจะถูกเอ็นไซมยอยสลายใหเปนน้าํตาลที่
สามารถหมักได (เทพปญญา, 2545) 

 
3.2  วัตถุดิบประเภทน้ําตาล (saccharide material)     

 
        เชน ออย กากน้ําตาล ขาวฟางหวาน หวัผักกาดหวาน เปนตน (ธีรภทัร, 2543) 

 
3.3  วัตถุดิบที่เปนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส (cellulosic biomass)  

 
         เชน ฟางขาว ผักตบชวา หญาแฝก หรือเยื่อใยจากพชืชนิดตางๆ (ธีรภัทร, 2543;   

อํานวย, 2548) วัสดุเหลือทิ้งจากโรงเลื่อย โรงงานทํากระดาษ กระดาษหนังสือพิมพ  (เทพปญญา, 
2543)   วัตถุดบิประเภทนี้มีเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบหลักและมอีงคประกอบ
อ่ืนๆ คือ ลิกนิน โปรตีน  เถา และสารประกอบอินทรียตางๆ  (Murphy, 2005)   แสดงลักษณะ
โครงสรางดังภาพที่ 2  รายละเอียดดังนี ้
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ภาพที่ 2  โครงสรางในเซลลพืชซ่ึงประกอบดวยเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
ท่ีมา: Ye Sun  and  Jiayang Cheng (2002) 

 
 

3.3.1  เซลลูโลส           
 

        เปนส วนประกอบที่มีมากที่สุดในเซลล พืช  พบตามผนังเซลล ของพืชทุกชนิดมี
หนาที่ชวย ทําใหพืชมีโครงสร างแข็งแรง ในธรรมชาติจะไมพบเซลลูโลสในรูปอิสระแตมักจะพบ
รวมกับลิกนนิ เฮมิเซลลูโลส กัม เพนโตแซน แทนนิน ไขมัน และสารเกิดสี เปนตน  
 

      เซลลูโลสเปนโฮโมโพลิเมอร (homopolymer) ที่มีลักษณะเปนสายตรง ไมมีกิ่ง
กาน ประกอบดวยหนวยยอยคือ β-D-glucopyranose ที่เชื่อมตอกันดวย  β-1,4-glycosidic bond  เกิด
เปนสายกลูเคน แตละสายยดึกันดวยพันธะไฮโดรเจน โครงสรางเซลลูโลสเปนสารประกอบอินทรยี
ประเภทคารโบไฮเดรทที่เปนโพลีแซคคาไรดซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสหลายโมเลกุลเรียงตอ 
กันเปนโครงสรางคลายลูกโซ  (ระววีรรณ, 2538; Joban, 2000)  
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 โครงสรางทางเคมีของเซลลูโลสแสดงดังภาพที่ 3   การจดัเรียงตวัของกลูโคสอยูใน
ลักษณะรูปเกาอี้  แตละโมเลกุลจับกันดวยพันธะไกลโคสิดิก ระหวางคารบอนตัวทีห่นึ่งของกลูโคส
กับคารบอนตวัที่ส่ีของกลูโคสตัวถัดไป เนื่องจากหมูไฮดรอกซิลของคารบอนตัวทีห่นึ่งอยูใน       
ตําแหนงเบตาจึงเรียกพันธะนี้วา เบตา-1-4-ไกลโคสิดิก (β-1,4-glycosidic) การเรียงตวัของโมเลกุล
เซลลูโลสมีลักษณะเปนเสนตรงไมมีแขนงยอย มีสูตรเคมีทั่วไปคือ   - (C6H10O5)n- เมื่อ n คือจํานวน
หนวยกลูโคสทั้งหมดที่ประกอบกันเปนโครงสรางจํานวนเซลลูโลสในสายกลูโคสไมสามารถทราบ
จํานวนที ่แทจริงได เนื่องจากระหวางสายเซลลูโลสจับกันดวยพันธะไฮโดรเจนซึ่งเรยีงแนนเปนมัด
ไมโครไฟบริลจึงมีความแขง็แรงและไมละลายน้ําหรือสารอินทรียใด ๆ ซ่ึงสามารถแบงชนิดของ
เซลลูโลสตามปริมาณการละลายในสารละลายโซเดียมไฮครอกไซดไดเปน 3 ชนิด (TAPPI, 2000-
2001)  คือ 

 
  แอลฟา-เซลลูโลส คือ เซลลูโลสที่ไมละลายในสารละลายในสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน17.5 เปอรเซ็นต 
 

เบตา-เซลลูโลส  คือ เซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด   
เขมขน 17.5 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิหอง แตสามารถตกตะกอนไดงายในสารละลายที่มีสภาพเปนกรด 

 
แกมมา-เซลลูโลส คือ เซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 

เขมขน17.5 เปอรเซ็นตและสารละลายกรด สามารถตกตะกอนไดโดยใชแอลกอฮอล 
 

 
 
ภาพที ่3  ลักษณะการจัดเรยีงตัวของโมเลกลุกลูโคสในเซลลูโลส 
ท่ีมา: Ballesteros and Oliva (2004) 
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3.3.2  เฮมิเซลลูโลส 
 

                 เฮมิเซลลูโลสพบในเนื้อเยื่อของพืชโดยรวมอยูกับสารอื่นๆ เชน ลิกนิน  เซลลูโลส 
เปนโครงสรางของผนังเซลล   สูตรทางเคมีคือ (C6H12O5)2n   เฮมิเซลลูโลสเปนโพลิเมอรของน้ําตาล
เพนโตสซึ่งสวนมากเปน ด-ีไซแลน ที่ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสหลาย ๆ โมเลกุลตอกันดวย
พันธะเบตา- 1-4-ไกลโคสิดิก (ระววีรรณ, 2538; Joban, 2000) โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส แสดงดัง
ภาพที่ 4  สายโพลีเมอรของเฮมิเซลลูโลสมีลักษณะเปนเฮทเทอโรจีนัสประกอบดวยโพลีแซคคาไรด
หลายชนิดปนกัน คือ 

 
 เพนโตแซน สวนใหญเปนไชแลนและอะราแบนเมื่อนาํไปยอยจะไดน้ําตาลไซโลส

และอะราบิโนส   ไซแลนเปนสารที่มีอยูในเฮมิเซลลูโลสมากกวาสารอื่น   
 

 เฮกโซเซน สวนใหญเปนแมนแนน กาแลคแทน และกลแูคน เมื่อถูกยอยจะได
น้ําตาล    แมนโนส  กาแลคโตส และกลูโคส ตามลําดับ 

 
 โพลียูโรไนด สวนมากเปนสารประกอบของกรดโพลียโูรนิคและยังพบกรดยูโรนิค

ปนอยูดวย ที่สําคัญคือ เฮกซูโลนิค 
 

 
 
ภาพที่ 4  โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส 
ท่ีมา: Ballesteros and Oliva (2004) 
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3.3.3  ลิกนิน 
 

    ลิกนินเปนโพลีเมอรของสารประกอบอะโรมาติกหรือที่เรียกวาเปนพีโนลิกาโพลิเม
อร โดยมีหนวย ฟนิลโพรเพน เรียงตอกันแบบสุม ที่หนวยฟนอลอาจเปนกัวอิเอซิล(guaiacyl) หรือ    
ไซรินกิล (syringyl) ที่ตําแหนงแอลฟาและเบตาของโมเลกุลลิกนิน อาจเกิดการเชื่อมกนั   ระหวาง
โมเลกุลหรือคารบอนในหนวยฟนอลอาจเกิดพันธะในอกีหนวยหนึ่งภายในสายโพลีเมอรที่
ประกอบกันเปนโมเลกุลลิกนิน โครงสรางโมเลกุลลิกนินแสดงดังภาพที่ 5 ทําใหลิกนินมีโครงสราง
ที่แข็งแรง ไมละลายน้ํา  แตสามารถละลายไดในตวัทําละลายอินทรียบางชนิด เชน ในเอทานอล 
หรือ เมทานอลที่รอน และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด   ปกติลิกนนิจะอยูในโครงสรางของ
เซลลพืชบริเวณรอบ ๆ เซลลูโลส  โดยเปนตัวปองกันเซลลูโลสจากการยอยอีกดวย 

 
 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 5  โครงสรางโมเลกุลของลิกนิน 
ท่ีมา: Glazer and Nikaido (1995) 
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4.  กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบท่ีเปนเซลลูโลส (cellulosic biomass) 
 

กระบวนการผลิตเอทานอลที่สําคัญแบงเปน 3 ขั้นตอน แสดงดังภาพที่ 6  ประกอบดวย
ขั้นตอนตางๆดังตอไปนี ้

 
4.1  การปรับสภาพวัตถุดิบ  (pretreatment) 

 
       เนื่องจากเซลลูโลสที่นํามาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลอยูในรูปที่เปนสารผลึก

ของสารประกอบเชิงซอน (complex) กับลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงสวนที่นํามาใชจริง คือ  สวน
ของเซลลูโลสเทานั้น ขั้นตอนแรกจึงตองแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากโครงสรางของ
วัตถุดิบกอน เพราะสวนประกอบทั้งสองทําใหพื้นที่ผิวในการเกิดปฏกิิริยากับเอนไซมลดลง ทําให
ประสิทธิภาพในการยอยสลายดวยเอนไซมไมดีเทาที่ควร และยังเปนอปุสรรคตอการหมักดวย  
ดังนั้นวัตถุประสงคของการปรับสภาพวัตถุดิบกอนการผลิตเอทานอล คือเพื่อแยกลิกนินและ         
เฮมิเซลลูโลสออกและเปนการปรับโครงสรางของเซลลูโลสใหอยูในสภาพเหมาะสมตอการ
เกิดปฏิกิริยาการยอยดวยเอนไซม วิธีการปรับสภาพแบงไดเปน 4 วิธีใหญๆ คือ 

 
4.1.1  การปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพ  (physical pretreatment)  

 
เปนการลดขนาดของวัตถุดิบ และทําใหเสนใยเซลลูโลสแตกออกเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิว

ในการเกิดปฏิกิริยาใหมากขึ้น เชน การบด การใชความรอน การระเบิดดวยไอน้ําความดันสูง เปน
ตน 

 
นฤมล (2549) ไดทําการปรับสภาพกากสับปะรด ในสวนที่เปนเศษเนื้อสับปะรด

จากโรงงาน  3  วิธี    คือ  การโมจนไดขนาดอนุภาคประมาณ  250 ไมครอน  การอบไอน้ําภายใต
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน 3 ช่ัวโมง  และการโมควบคูกับ การอบไอน้ํา  จากการทดลอง
พบวาการปรับสภาพโดยการโมควบคูกับการอบไอน้ํา จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุด  

 
Perez (1995)  ศึกษาการปรับสภาพไมสน โดยใชไอน้ําความดันสูง ที่อุณหภูมิ 200 

และ 220 องศาเซลเซียส ที่เวลาตางๆ กัน จากผลการทดลองพบวา  การเพิ่มอุณหภูมิมผีลทําใหได
น้ําตาลรีดิวซเพิ่มมากขึ้น  แตการเพิ่มเวลาไมมีผลตอการเพิ่มของน้ําตาลรีดิวซมากนกั  
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ภาพที ่6  กระบวนการการผลิตเอทานอลจากวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส 
ท่ีมา: Ye Sun and  Jiayang Cheng (2002) 
        

 
 
 

เซลลูโลสิกไบโอแมส 

การปรับสภาพวัตถุดิบ เซลลูโลส 
การยอยดวยกรดหรือ 
การยอยดวยเอนไซม 

กระบวนการหมัก 

เอทานอล 

กระบวนการหมัก
ไซโลส 

เฮมิเซลลูโลส การยอย 

ลิกนิน กระบวนการใช
ลิกนิน 
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4.1.2  การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมี (chemical pretreatment)  
 

เปนการปรับสภาพวตัถุดิบโดยใชสารละลายกรด  สารละลายดาง โอโซน ตัวทํา
ละลายอินทรีย หรือสารออกซิแดนท  วัตถุประสงคเพื่อแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ออกจาก
เซลลูโลส   ในกรณีการใชสารละลายกรดจะพบวาเปนการเพิ่มความสามารถในการยอยเฮมิ
เซลลูโลส เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสยอยไดในสารละลายกรดไดดีกวาเซลลูโลส และยังทําใหเกิดการ
บวมของโครงสราง ซ่ึงจะชวยเพิ่มอัตราการยอยเนื่องจากเอนไซมสามารถเขาทําปฏิกิริยาไดมากขึ้น 

 
Badal (2005)  ศึกษาการปรับสภาพฟางขาวโดยใชสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 

0.50 % โดยน้ําหนัก ที่อุณหภูมิ 141 ๐C เปนเวลา 30 นาที จะใหปริมาณน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล
ไซโลสสูงสุดคือ 565  มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของฟางขาว หลังจากนั้นจึงทําการหมักดวย
แบคทีเรีย Escherichia coli strain FBR5 ไดผลผลิตเอทานอล 0.24 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหง  
 

Okeke (1995)  ศึกษาการปรบัสภาพวัสดุลิกโนเซลลูโลสข้ันตนดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 M ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  พบวาการปรับ     
สภาพกอนนําไปยอยจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายดวยเอนไซมทําใหไดผลผลิตของ
น้ําตาลสูง ขึ้น 24-53 %  
 

Janusz (1988) ทําการปรับสภาพฟางขางสาลีโดยเปรียบเทียบวิธีทางกายภาพดวย 
กระบวนการใชความรอน ทีอุ่ณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที   กับวิธีทางเคมีโดยใช  
เอทานอล 96% และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 8 %  พบวาการปรับสภาพโดยวิธีทาง
กายภาพดวยกระบวนการใชความรอน และวิธีทางเคมีจะมีปริมาณลิกนินเหลืออยูในฟางขาว 30.6% 
และ 5.4% ตามลําดับ   แสดงใหเห็นวาการปรับสภาพทางเคมีทําใหสามารถกําจัดลิกนินออกไปได
มากกวา  
 

Farooq (2001)  ทําการปรับสภาพซังขาวโพดโดยนํามาซังขาวโพดมาบดใหมีขนาด    
0.5 - 1 มิลลิเมตร  นําไปแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2% ในอัตราสวน 1:5 แลว นําไป 
autoclave เปนเวลา 15 นาที พบวา กอนปรับสภาพ มีสวนประกอบของ เซลลูโลส ไซเลน ลิกนิน  
และอะซิเตต เปน 41  36  7 และ 3.2% ตาม ลําดับ หลังจากปรับสภาพแลวจะไดเซลลูโลสมากขึ้น   
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ปราณี (2542) ไดทําการปรับสภาพผักตบชวาโดยใชสารละลายกรด ดางและการใช   
ไอน้ําที่ความดนัสูง พบวาการปรับสภาพผักตบชวาดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 4 % ที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที จะชวยใหการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลสไดสูง
ที่สุด  
 

ระววีรรณ, 2538 ไดทําการปรับสภาพฟางขาวขั้นตนโดยใชสารละลายโซเดียม        
ไฮดรอกไซดเขมขน 2.0 โมลาร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
นาน 90 นาที จะทําใหการยอยสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมเซลลูเลสเกิดไดดีขึ้น  
 

4.1.3  การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีฟสิกส (physico-chemical pretreatment)  
 

 เปนวิธีที่ใชวธีิทางกายภาพรวมกับการใชสารเคมี  เชน การระเบิดดวยไอน้ําความดนั
สูงซึ่งมีการเติมสารเคมีลงไปเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ ดังเชนตัวอยางการศึกษา ความสัมพันธระหวาง
ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและความรอนในสภาวะความดันสูงของการปรับ
สภาพฟางขาวในกระบวนการยอยสลายดวยเอนไซมพบวา ประสิทธิภาพการยอยข้ึนอยูกับความ   
เขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด และความรอนที่เพิ่มขึ้น แตเมื่อใชความรอนภายใต
สภาวะความดนัสูงเพียงอยางเดียว พบวา การยอยสลายลดลง เมื่อความรอนเพิ่มขึ้น เนื่องจากการ
แตกตวัของน้ําตาลที่เกิดขึ้นเปลี่ยนเปนสารประเภทเฟอฟรัูล (furfural) สารฟอรมัลดีไฮด 
(formaldehyde)  หรือกรดฟอรมิก (formic acid) ซ่ึงเปนตัวขัดขวางการทํางานของเอนไซม (Badal, 
2005)   

 
Acebal (1986) ทําการปรับสภาพฟางขาวโดยเปรียบเทียบวิธีทางกายภาพโดย การบด  

และวิธีทางเคมีฟสิกสโดยการบดและแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 1 %w/v เปน  
เวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส  พบวาการใชวิธีทางเคมีฟสิกสในการปรับสภาพ 
ฟางขาว   ทาํใหมีเปอรเซ็นตความเขมขนของเซลลูโลสสูงกวาการใชวีธีทางกายภาพเพียงอยางเดียว 
คือ 0.557% และ 0.243% ตามลําดับ  
 

4.1.4   การปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ 

 
 เปนการใชเอนไซมจากจุลินทรีย เพื่อเปลี่ยนโครงสรางที่ซับซอนของเซลลูโลสใหอยู

ในรูปโซตรงและชวยลดความเปนผลึก  
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4.2  การยอยหรือไฮโดรไลซิส (hydrolysis) 
 

 การยอยเปนกระบวนการเปลี่ยนจากเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคสแสดงดังภาพที่ 7   
ซ่ึงสามารถทําได 2 วิธี คือ 

 
4.2.1  การยอยดวยสารเคมี 

 
เปนการยอยดวยสารเคมี เชนสารละลายกรดหรือดางซึ่งจะเกิดปฎิกิริยาการ

ทําลายพันธะไกลโคสิดิก ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 กบัออกซิเจนถาการยอยเกิดขึน้อยางสม
บูรณจะไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน กลูโคส   (เกื้อกูล, 2547) 

 
4.2.2  การยอยดวยเอนไซม  

 
จะใชเอนไซมเซลลูเลสเพื่อเปลี่ยนเซลลูโลสเปนน้ําตาลกลูโคสแสดงดังภาพที่ 7    

เอนไซมเซลลูเลส (cellulase) นี้พบทั่วไปในจุลินทรีย โดยเฉพาะอยางยิ่งพบมากในเชือ้รา เอนไซม
เปนโปรตีนชนิดหนึ่ง ที่ส่ิงมีชีวิตสรางขึ้นเพื่อทําหนาที่เรงปฏิกิริยาภายในเซลล เอนไซมเปนตัวเรง 
ปฏิกิริยาที่มีประสิทธิภาพสูง ในสภาวะการทํางานที่เหมาะสม จะสามารถเรงปฏิกิริยาไดเร็วถึง 108 
ถึง 1011เทา เมือ่เทียบกับปฏกิิริยาที่ไมมีเอนไซมเปนตัวเรง นอกจากนี้เอนไซมยังมีความเฉพาะ 
(specificity) ตอปฏิกิริยาหนึง่ๆเทานั้น ทําใหผลิตภัณฑที่ได มีความบริสุทธิ์สูงแมวาเอนไซมจะถูก
สรางอยูภายในเซลล แตสามารถสกัดออกมาใชงานไดเชนเดียวกับเมือ่อยูในเซลล 
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ภาพที่ 7  กระบวนการยอยเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส 
ท่ีมา: Ye Sun and  Jiayang Cheng (2002) 
 

ก)  ชนิดและตําแหนงทํางานของเอนไซม  
 

เอนไซมที่ยอยสารประกอบเซลลูโลส คือ เซลลูเลส  ปจจุบันมีการวิจัยกันอยาง
กวางขวางโดยเนนถึงการพัฒนากระบวนการย อยสลายด วยเอนไซม  เพือ่เปลี่ยนเซลลูโลสในวัสดุ
เหลือทิ้งต างๆใหเปนน้ําตาลกลูโคสที่สามารถนําไปใชประโยชนไดมากมาย  

 
 เอนไซมเซลลูเลสนี้มีสมบัติเปน multicomponent enzyme โดยมีองคประกอบ

ของเอนไซม อยางนอย 3 ชนิด ทํางานรวมกัน แสดงดังภาพที่ 8 และ 9 (Nathan, 2004)  ดังนี ้
 

1)  เอ็นโดกลูคาเนส (endoglucanase) หรือEndoβ-1, 4-glucan  glucanohydrolase 
หรือ EBG หรือ Cx ทําหนาที่ตัดพันธะเบตา 1,4 ภายในสายเซลลูโลสบริเวณโครงสรางอะมอรฟส 
อยางสุม (randomly  acting) ทําใหเกิดปลายอิสระขึ้น   ทาํใหได เซลโลไบโอส (cellobiose) โอลิโก
เซลลูโลส (oligocellulose) และกลูโคสในปริมาณที่นอยมาก โดยจะยอยสลายจากทางดานปลาย
รีดิวซ (reducing end) ของสายโซเซลลูโลส  
 

2)  เอ็กโซกลูคาเนส (exoglucanase) หรือ Exo β-1, 4-glucan  cellobiohydrolase 
หรือ CBH หรือ C1 ทําหนาที่ยอยสลายโดยการตัดโมเลกุลของเซลโลไบโอส ออกจากปลายที่เปน 
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อิสระนั้นหรือคือการยอย สลายเซลลูโลสและโอลิโกเซลลูโลส ไปเปนเซลโลไบโอสนั่นเองโดย  
ตําแหนงที่ทํางานเปนแบบสุม 

 
3) เบตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase) หรือ เซลโลไบเอส (cellobiase) หรือ Cb  ทํา 

หนาที่ยอยสลายเซลโลไบโอสไปเปนกลโูคส ซ่ึงเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จะเปนตัว  สงเสริมการ
ทํางานของเอนไซมเอนโดกลูคาเนส  และเอนไซมเอกโซกลูคาเนส   ทําใหยอยสลายไดกลูโคสมาก
ขึ้น   การยอยสลายเซลลูโลสจะไดปริมาณกลูโคสมากหรือนอยนั้นขึน้อยูกับสัดสวนของ เอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสในเซลลูเลสวาจะมีมากหรือนอย   ดังนัน้เอนไซมตัวนี้จึงเปนกุญแจสําคัญในการ  
ยอยสลายเซลลูโลสเปนน้ําตาลกลูโคส  

 
การทํางานของเอนไซมเซลลูเลส จะถูกยบัยั้งดวยปริมาณของสารผลิตภัณฑที่

เกิดขึ้นดังนี ้  β-glucosidase จะถูกยบัยั้งดวยปริมาณกลโูคสที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงจะมีผลยับยัง้ตอเนื่อง คือทํา
ใหมีการสะสมของ เซลโลไบโอสเพิ่มขึ้น ซ่ึงจะเปนตัวยบัยั้งการทํางานของเอนไซม endoglucanase 
และ exoglucannase ทําใหปฏิกิริยาชาลงและยุติในที่สุด  เอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี ้ตองทํางานรวมกนั 
จึงจะมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไดดี แตเมื่อแยกชนิดใดชนิดหนึง่ออกไปจะมีผลทําใหมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายลดลง 
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ภาพที ่8  กลไกการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส 
ท่ีมา: Nigam (1999) 
 
 

 

 
 

ภาพที่ 9  กลไกการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase)  
ท่ีมา:  Nigam (1999) 
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ข)   ปจจัยที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม  
 

1)   อุณหภูมิ (temperature)  
 

อัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมจะเพิ่มขึ้นเปนสองเทาในทุกๆอุณหภูมิที่
เพิ่มขึ้น 10 องศาเซลเซียส อัตราการเกิดปฏิกิริยามีคาสูงสุดที่อุณหภูมหินึ่ง เรียกวา “ คาอุณหภมูิที่
เหมาะสมในการทํางาน (optimum temperature)”  เมื่ออุณหภูมิสูงหรือต่าํกวาจุดนี ้อัตราการ
เกิดปฏิกิริยาของเอนไซมจะชาลง เพราะเอนไซมเกิดการเสียสภาพ (denaturation) หรือ อยูใน
สภาวะทีไ่มเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดย เอนไซมเซลลูเลส จะเกดิการเสียสภาพที่อุณหภูมิ
ประมาณ 80 องศาเซลเซียส   

 
2)  คาความเปนกรด-ดาง (pH) 

 
 เอนไซมทํางานไดดีที่สุดที่พเีอชคาหนึ่งเรียกวา คาพีเอชที่เหมาะสมในการ

ทํางาน ณ จุดที่พีเอชมีคาสูงหรือต่ํากวาคานี้  กิจกรรม (activity) ของเอนไซมจะลดลง   เอนไซม
เซลลูเลสจะทํางานไดดี ที่สุดที่คา pH ระหวาง 5.0 - 9.0 ความเขมขนของซับสเตรท (substrate) เมื่อ
เพิ่มความเขมขนของซับสเตรท    อัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมจะมีคาสูงขึ้นอยางรวดเร็วใน  
ชวงแรก และลดชาลงเมื่อความเขมขนของซับสเตรทสูงขึ้น จนในที่สุดอัตราเร็วของปฏิกิริยาจะไม
เพิ่มขึ้นอีก  

 
3)  ปริมาณเอนไซม  

 
  เมื่ออัตราเร็วของปฏิกิริยาดาํเนินไปจนถึงจุดสูงสุด พบวาอัตราเร็วของ

ปฏิกิริยาจะมีคาเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของเอนไซม  
 

 4)   ผลของสารยับยั้งการทํางานของเอนไซม (enzyme inhibitor)  
 

เปนตัวแปรหนึ่งที่ใชในการอธิบายกระบวนการทํางานของเอนไซม   
ความจําเพาะของเอนไซมตอซับสเตรท และลักษณะของ function group ที่บริเวณ active side ทําให
เขาใจและสามารถ ควบคุมกระบวนการที่เกิดขึ้นได  
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ค)   ปจจัยที่มีผลตอการเสียสภาพของเอนไซม  
 

เนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนชนิดหนึ่ง ปจจัยที่มีผลตอการเสียสภาพของโปรตีน 
จึงมีผล  ตอการเสียสภาพของเอนไซมดวย เชน สภาพความเปนกรด-ดาง ตัวทําละลายอินทรีย ยูเรีย 
ความรอนหรือรังสีอัลตราไวโอเลต เปนตน 
 

4.3  การหมักเพื่อผลิตเอทานอล (fermentation) 
 

การหมักเพื่อผลิตเอทานอล คือกระบวนการเปลี่ยนน้ําตาลที่ไดจากการยอยเซลลูโลสให
เปน เอทานอลโดยใชเชื้อจุลินทรีย เชน  ยสี ต   แบคทีเรีย  โดยปกติจะเปนกระบวนการที่ไมใช
ออกซิเจน  (anaerobic    process) เรียกกระบวนการเปลีย่นนี้วากระบวนการหมัก   การเปลี่ยน
น้ําตาลใหเปน   เอทานอลจําเปนตองพิจารณาถึงปริมาณ น้ําตาลที่สามารถเปลี่ยนเปนเอทานอลได   
กระบวนการผลิต  ปริมาณและความเขมขนของสารผลิตภัณฑที่ตองการ การเปลี่ยนเปนเอทานอล
ของน้ําตาล  ตัวยับยั้งปฏิกิริยา และสภาวะของกระบวนการ  
 

4.3.1 ปจจัยทีสํ่าคัญในกระบวนการหมัก  
 

 ปจจัยที่สําคัญในกระบวนการหมัก คือ  จุลินทรีย  อาหาร  คาความเปน    กรดดาง  
อุณหภูมิ  ออกซิเจน  ปจจัยทัง้ 5 นี้จะมีผลเกี่ยวเนื่องซึ่งกนัและกนั   การทําใหกระบวนการหมักมี
ประสิทธิภาพจะตองทําการปรับสภาวะใหเหมาะสม เพือ่ใหไดปริมาณแอลกอฮอลสูงสุดและ
ประหยดัที่สุด  
 

ก)  จุลินทรีย    
 

จุลินทรียที่เกี่ยวของและรูจักกันดีซ่ึงใชในการหมักเพื่อผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรมในปจจุบันคือ เชื้อยีสตพวก Saccharomyces sp. เชน   S. cerevisiae, S. ellipsoideus,    
S . uvarum ยีสตเหลานี้มีความสามารถในการหมักนํ้าตาลชนิดตาง ๆ แตเนื่องจาก   S. cerevisiae 
แสดงรูปรางลักษณะดังภาพที่ 10  เปนยีสตที่ทนตอสภาวะแวดลอมตาง ๆ ที่ไมเหมาะสมไดดกีวา
ยีสตชนิดอื่น เปนยีสตที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมการหมักนํ้าตาลกลูโคส เปนสายพันธุที่ไดรับ
การคัดเลือกจนเปนที่ยอมรบัในอุตสาหกรรมการหมัก  สามารถเจริญไดดีในสภาพแวดลอมที่มี
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ความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสสูง มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนนํ้าตาลเปนเอทานอลไดด ี ดังนั้น
ในงานวิจยันี้จงึเลือกใชเชื้อยีสต S. cerevisiaeในการผลิตเอทานอล  
 

 
 
ภาพที่ 10  ลักษณะของเซลลยีสต  S. cerevisiae ที่ถายจากกลอง  Scanning electron   
                  micrograph กําลังขยาย 5000 เทา 
ท่ีมา: Reddy (2005) 
 

ยีสตสายพันธ S. cerevisiae เปนจุลินทรียพวก eukaryote ในกลุม fungi 
ดํารงชีวิตในลักษณะเซลลเดยีว (unicellular organism) สืบพันธไดทั้งแบบอาศัยเพศและแบบไม
อาศัยเพศ  มีลักษณะรูปไข ทรงกลม หรือคอนไปทางทรงกระบอก และมีการแบงตวัแบบ 
multipolar budding  

 
การจําแนกยีสต S. ces cerevisiae ในทางชีววิทยา 

Pyhlum   Ascomycetes 
Order   Saccharomycetales. 
Family   Saccharomycetaceae. 
Subfumily   Saccharomycetoideae 
Genus   Saccharomyces 
Species   Saccharomyces cerevisiae. 
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ยีสต S. cerevisiae เปนยีสตที่สามารถเจริญไดทั้งในสภาวะที่มแีละไมมีอากาศ 
ซ่ึงกระบวนการผลิตพลังงานและผลผลิตที่ไดทั้งสภาวะทัง้สองก็แตกตางกัน ตัวแปรทีสํ่าคัญในการ
ที่ยีสตจะใชกระบวนการในการใชสารอาหารในการผลิตพลังงานและไดผลผลิตออกมานั้นขึ้นอยู
กับปริมาณออกซิเจนและความเขมขนของน้ําตาลในสภาวะแวดลอมที่มียีสตเจริญอยู การใชน้ําตาล
กลูโคสผานกระบวนการสรางพลังงานของยีสต ในสภาวะที่ไมมีอากาศ โดยทั่วไปเรยีกวาการหมกั  
พลังงานในรูป ATP ไดมาจากการใชสับสเตรทผานกระบวนการ Embden-Meyerhof-Parnas 
pathway (EMP pathway)ในกระบวนการหมักแบบไมมอีากาศโดย S. cerevisiac นอกจากจะได
แอลกอฮอลและคารบอนไดออกไซดเปนผลผลิตหลักแลวยังไดสารอื่นๆ เชน กลีเซอรอล, อะซีเตท, 
เอสเตอรและสารประกอบคารบอนิลที่มีสวนในการเพิม่กลิ่นและรสชาติของแอลกอฮอลได 
(Reddy, 2005) 
 

ข)  อาหาร     
 

หมายถึง สารที่จําเปนตอการเจริญของจุลินทรียซ่ึงใชในการดํารงชีวิตและขยาย
พันธุ สารอาหารที่จําเปนไดแก  
 

1)  คารบอน    
 

 คารบอนเปนสารอาหารหลักที่จุลินทรียตองไดรับเพียงพอเพื่อการดํารงชีวิต
และการขยายพันธุ  S. cerevisiac สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสไดโดยใชขบวนการแบบ Embden-
Meyerhof-Parnas pathway ในการยอยสลายไดเอทานอลและคารบอนไดออกไซด เปนผลิตภัณฑ
หลัก    นอกจากนั้นยังมีกรด แลคติค (lactic  acid) และอะซีตาลดีไฮด (acetaldehyde) เกิดขึ้นเล็ก   
นอย ในน้ําหมกัที่มี yeast extract จะมกีรดซัคซินิก (succinic   acid) เกดิขึ้นดวยเนื่องจากกรด        
อะมิโนใน yeast  extract  เกิดปฏิกิริยารีดัคชั่นและถาหมักในน้ําหมักทีม่ีกลูโคสเปน แหลงคารบอน  
เชื้อจะเจริญและผลิตแอลกอฮอลไดดีในระยะ 10 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และจะใช
น้ําตาลกลูโคสไดเกือบหมดเมื่อหมักเปนระยะเวลา  2  วนั   สมการการใชน้ําตาลกลูโคส แสดงได
ดังสมการ  
 
                 1 C6H12O6           1.8 C2H5OH + 1.9 CO2 + 0.15 lactic acid (1) 
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2) ไนโตรเจน    
 

ยีสตมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณ 10% (โดยน้ําหนกัแหง) ดังนั้น
ไนโตรเจนจึงเปนธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับยีสต โดยทัว่ไปยีสตสามารถใชแอมโมเนยีไอออนเปน
แหลงไนโตรเจนไดแตยีสตบางชนิดตองการกรดอะมิโน เพราะกรดอะมิโนจะเปนตัวควบคุมการ
ทํางานของ glycolysis  pathway แหลงไนโตรเจนที่นิยมใชในอุตสาหกรรม ไดแก เกลือแอมโมเนยี
ซัลเฟต 
 

3)  ฟอสฟอรัส 
 

 ปกติฟอสฟอรัสที่ใหแกเซลลยีสตจะอยูในรปูฟอสเฟต เชน ไดแอมโมเนียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  ฟอสเฟตเปนธาตุที่จําเปนตอกระบวนการ
หมักเอทานอล ยีสตใชฟอสเฟตในกระบวนการสรางพลังงานในรูป ATP สังเคราะหนิวคลีโอ
โปรตีน และสารอื่น ๆ ภายในเซลล การแตกตัวของฟอสเฟตจะทําใหเกดิสภาพบัฟเฟอร (buffer) 
ชวยรักษาคาพเีอชใหคงที ่กรณีที่เซลลของยีสตขาดฟอตเฟสเซลลจะออนแอ ฉะนัน้ฟอสฟอรัสจึง
จําเปนสําหรับเซลลยีสตทุกตัว การแลกเปลี่ยนประจุของไซโทพลาสซึมของเซลลยีสตเกิดขึ้นใน
ระหวางการรบัเกลืออนินทรียซัลเฟต และหมูฟอสเฟตในสารประกอบอินทรียเขามา เกลือฟอสเฟต
ที่ประกอบอยูในเซลลยีสตจะมีอยูประมาณ 3-5 เปอรเซ็นต ของน้ําหนกัเซลลแหง สวนใหญจะอยู
ในรูปของ ออรโทฟอสเฟต (orthophosphate) ซ่ึง ออรโทฟอสเฟต (H2PO4) และสารละลายฟอสเฟต 
(Rosen, 1968) 
 

ค)  คาความเปนกรด-ดาง (pH) 
 

คาความเปนกรด-ดาง ที่ S. cerevisiae สามารถเติบโตไดมีคา 2.4-8.6 โดยมีคา    
พีเอชที่เหมาะสมเทากับ 4.5 สําหรับการหมักเอทานอลจากน้ําตาลประสิทธิภาพจะไมเปลี่ยนแปลง
ในชวงพีเอช 3.5-6.0  ความสามารถในการหมักเอทานอลของเชื้อลดลงเมื่อคาพีเอชต่ํามากๆ  
นอกจากการหมักเอทานอลทีค่าพีเอชเปนกรดหรือประมาณ 4.5 จะสงเสริมการหมักแลวยังชวยลด
การปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียที่อาจปนมาจากสารอาหารดวย เพราะเชือ้แบคทีเรียสวนมากสามารถ
เติบโตไดดีที่คาพีเอชเปนกลาง (เทพปญญา, 2544)  
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ง)  อุณหภูม ิ
 

                             S. cerevisiae เปนสายพนัธุที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic strain) มีอัตรา
การเจริญสูงสุดที่อุณหภูมิปานกลางประมาณ 20-30  องศาเซลเซียส  การเติบโตจะหยดุลงที่อุณหภูม ิ
0 องศาเซลเซียส และอุณหภมูิต่ําสุดที่สามารถเติบโตไดด ีคือ 5-10 องศาเซลเซียส ความทนตอ
อุณหภูมิสูงจะมากขึ้นเมื่อเชือ้เติบโตในอาหารที่มีความสมบูรณ สําหรับอุณหภูมิทีเ่หมาะตอการ
หมักจะสูงกวาการเติบโตประมาณ 5-10 องศาเซลเซียส (Rosukas, 1996)  ในระหวางการหมัก 
เอทานอลจะมคีวามรอนเกดิขึ้น โดยกลูโคส 1 โมเลกุลจะใหปริมาณความรอน 26 แคลอรี่ดังนี้  
 

   C6H12O6     2C2H5OH + 2CO2 + 26.0 แคลอรี่  (2) 
 

ปจจัยที่สําคัญที่จุลินทรียสามารถทนตออุณหภูมิสูงไดมากนอยตางกันมีหลาย
ประการ   เชน  การ สังเคราะหเอนไซม  กิจกรรมของเอนไซม กลไกการควบคุมภายในเซลล  การ 
ถายทอด anaerobic information จากยีสตไปยังไรโบโซม   การนําอาหารเขามาภายในเซลล  และ
องคประกอบของเยื่อ หุมเซลล  เปนตน   การเพาะเลีย้ง  S. cerevisiae   ที่อุณหภูมิสูง กวา  40  องศา
เซลเซียส จะเพิ่มอัตราการเกิด respiration dificiency "petite" mutant มากกวาปกติ (Hutter and 
Oliver,1998)   อุณหภูมทิี่เหมาะสมในการหมักเอทานอลระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส เนื่องจาก
ปฏิกิริยาการหมักเอทานอลเกิดความรอนทําใหอุณหภูมใินถังหมักสูงขึ้น ดังนั้นในอตุสาหกรรม 
การผลิตเอทานอลจะตองลดอุณหภูมิของถังหมักลงและรักษาอุณหภูมใิหอยูในชวง  32- 33 องศา
เซลเซียส  หรือที่อุณหภูมิต่ํากวา 35  องศาเซลเซียส   โดยวิธีการตางๆเชน การ พนน้ําให เปนฝอย
ทั่วผิวนอกของถังหมัก  ใช cooling coil ในถังหมัก หรือผานสาออกไปทําใหเย็นลงนอกถงัหมัก 
(Paturau, 1987)  
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จ)  ออกซิเจน  
 

ออกซิเจนมีบทบาทตอกระบวนการหมักเอทานอล  โดยพบวาออกซิเจนทํา
หนาที่เปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในหวงโซการหายใจ (respiratory chain)  นอกจากนีย้ังทํา
หนาที่เปน growth factor ของเชื้อยีสต ซ่ึงเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัว 
เชน กรดโอลิอิก และกรดไลโนลิอิก ทําใหยีสตมีความทนตอเอทานอลไดมากขึ้น  โดยสงเสริมให
เกิดการขนถายเอทานอลออกจากเซลลนั้นคือถามีกรดไขมันไมอ่ิมตัวในผนังเซลลมากจะทําใหเกิด
การขนถายเอทานอลออกจากเซลลมาก ในที่สุดความเขมขนของเอทานอลในเซลลจึงลดลง สําหรับ
ในสภาวะที่ขาดออกซิเจน ยสีตจะไมสามารถสังเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัวไดจึงตองมีการเติมลง
ไปใหยีสตสามารถอยูรอดได (เทพปญญา, 2544)  
 

4.3.2 ชีวเคมีของกระบวนการผลิตเอทานอลโดยการหมัก  
        

ยีสต S. cerevisiae จะใชกระบวนการแบบ Embden-Meyerhof-Parnas pathway ใน
การผลิตเอทานอลจากกลูโคส โดยในสภาวะที่มีอากาศเชื้อยีสตจะใชน้ําตาลกลูโคสในการหายใจ
เพื่อเปนการเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลล น้ํา คารบอนไดออกไซด และพลังงานในรูป ATP ดัง
แสดงในสมการที่ 3 

 
C6H12O6 + 6O2                      6H2O + 6CO2+ 38ATP         (3) 

 
การผลิตเอทานอลเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นภายในเซลล โดยอาศัยเอน็ไซมเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาในการเปลี่ยนกลูโคสเปนเอทานอลในสภาวะที่ไรอากาศ ซ่ึงเชื้อยีสตจะทําการหมกั 
เอทานอลโดยผานวิถี glycolysis หรือ Embden-Meyerhof-Parnas pathway แสดงดังภาพที่ 11 ซ่ึงใน
การหมักน้ําตาลโดยเชื้อยีสตจะไดผลไดของผลิตภัณฑเอทานอลตามทฤษฎี (yield) เปน 0.51 กรัม/
กรัมน้ําตาลที่ใช นอกจากเอทานอลแลวยังไดคารบอนไดออกไซดและพลังงานในรูป ATP จากวิถี
ดังกลาวเล็กนอย ดังแสดงในสมการที่ 4 

 
C6H12O6                        2C2H5OH + 2CO2+ 2ATP         (4) 

 
ในขั้นตอนของวิถี glycolysis เพื่อใหไดเอทานอลแบงเปน 3 ขั้นตอน คือ 
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1)  การสลายกลูโคสใหเปน 2 ไทรโอสฟอสเฟท (triose phosphate) 
 

ประกอบดวย 4 ปฏิกิริยา ไดแก ปฏิกิริยาของ hexokinase หรือ glucokinase ใช 
ATP เพื่อเปลี่ยนกลูโคสใหเปน glucose-6-phosphate (G6P) ซ่ึงเปลี่ยนเปน fructose-6-phosphate 
(F6P) ดวยphosphohexoisomerase จากนั้น phosphofructokinase จะเปลีย่น F6P ใหเปน 
fructose1,6-diphosphate (FDP) ซ่ึงแตกตวัเปนสารที่มีสามคารบอน 2 ชนิด คือ glyceraldehydes-3-
phosphate (G3P) และdihydroxyacetonephosphate (DHAP) โดยอาศยัการเรงของเอ็นไซม aldolase 
จากนั้น DHAP จะเปลี่ยนเปน glycerol phosphate และได glycerol ในที่สุด 
 

2)   การเปลี่ยนไทรโอสฟอสเฟทใหเปนไพรูเวท (pyruvate) 
 

มี 6 ปฏิกิริยาเริ่มดวย DHAP เปลี่ยนเปน G3P โดยเอ็นไซม triosephosphate 
isomeraseตอจากนั้น G3P จะทําปฏิกิริยากับฟอสเฟทใหได 1,3 diphosphoglycerate (DPG) 
ขณะเดียวกนักป็ลอยอิเล็กตรอนใหแก NAD+ ปฏิกิริยานี้ถูกเรงดวย glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenaseซ่ึง DPG จะทําปฏิกิริยากับ ADP ได 3-phosphoglycerate (3PG) และ ATP ใน
ปฏิกิริยาของเอ็นไซม phosephoglycerate kinase ปฏิกิริยานี้สราง ATP โดยวิธี substarte level 
phosphorylation โดย 3PG จะเปลี่ยนแปลงเปน phosphoenol-pyruvate (PEP) ซ่ึงจะให ATP อีก
หนึ่งโดยวิธี substarte level phosphorylation เชนเดยีวกัน รวมทั้งใหไพรูเวทดวย ปฏิกิริยานี้ถูกเรง
โดย pyruvate kinase 

 
    3)  เปนการเปลี่ยนไพรูเวทใหเปน 2 หรือ 3 คารบอน  

 
เปนการเปลี่ยนไพรูเวทใหเปนสารประกอบที่มี 2 หรือ 3 คารบอน  ดังแสดงใน

ภาพที่ 11  ทั้งนี้ขึ้นกับเอ็นไซมที่เหมาะสมตอการเปลี่ยนแปลงนั้นๆ ในกรณีขาดออกซิเจนหรือไม
สามารถใชออกซิเจนไพรูเวทจะเปลี่ยนเปนแลคเตท (lactate) โดยใช NADH เปนตัวอิเล็คตรอนใน
ปฎิกิริยาของ lactate dehydrogenase  เมื่อมีออกซิเจนไพรูเวทอาจเปลี่ยนเปน acetyl CoA โดย
เอ็นไซม pyruvate dehydrogenase complex  ซ่ึง acetyl CoA จะเขาสูวัฎจักรเครบสตอไป เอ็นไซมนี้
อยูในไมโตคอนเดรีย และเปน enzyme  complex ในสิ่งมชีีวิตบางชนิดไพรูเวทอาจสูญเสีย
คารบอนไดออกไซดกลายเปน acetaldehyde โดยการเรงของ pyruvate decarboxylase ตอจากนั้น 
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acetaldehyde จะถูกออกซิไดซดวย NAD+  กลายเปนอะซิเตท (acetate) หรือถูกรีดิวซดวย NADH 
โดยเอ็นไซม alcohol dehydrogenase ไดเปนเอทานอล  

 
ในป ค.ศ. 1810 Gay-Lussac ไดแสดงผลการหมักเอทานอลเปนสมการที่ 5 ดังนี้ 

 
  C6H12O6   2CO2 + 2C2H5OH + 28.7 kcal  (5) 
     100   48.89  51.11 
 

จากสมการของ Gay-Lussac สามารถคํานวณไดวาในการหมักเอทานอล จะ  
เกิดคารบอนไดออกไซด 48.9 เปอรเซ็นต และเอทานอล 51.1 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัของน้ําตาล  
และมีความรอนเกิดขึน้   ตอมาในป 1875 Pasteur ไดแสดงใหเห็นวาในสภาพที่เปนจริง การหมัก  
เอทานอลที่ใหผลผลิตสูงสุดที่จะเปนไปไดโดยคิดเทยีบจากเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของน้ําตาลที่ถูก
ใชไปจะไดดังนี้  เอทานอล 48.4  เปอรเซ็นต  คารบอนไดออกไซด 46.6  เปอรเซ็นต  กลีเซอรอล 
3.3 เปอรเซ็นต กรดซัคซินิค 0.6 เปอรเซ็นต และอื่นๆ  
 

จากปริมาณเอทานอลที่ไ ด 48.4 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของน้ําตาลที่ถูกใชไปที่  

Pasteur คํานวณไดจะมีคาประมาณ 94.5 เปอรเซ็นต ของปริมาณเอทานอลตามทฤษฏีที่ได  
จากวิธีของ Gay-Lussac ในทางปฏิบัติเอทานอลที่ผลิตไดอยูในชวง 90-95 เปอรเซ็นตของคาทาง  
ทฤษฎี โดยผลิตภัณฑพลอยไดที่สรางขึ้นเกดิจากการใชสับสเตรต  4-5  เปอรเซ็นต และถา  
สามารถปองกันไมใหเกิดการสรางผลิตภัณฑพลอยไดเหลานี้แลวจะสามารถเพิ่มอัตราการผลิต      
เอทานอลได  2.7  เปอรเซ็นต  ปจจุบันการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมปริมาณเอทานอลที่ 
ผลิตไดจะมีคาเพียง 80-90 เปอรเซ็นตของคาทฤษฎี  (Esser and Karsch, 1984)  
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ภาพที่ 11   การผลิตเอทานอลดวยน้ําตาลเฮกโซสโดยยสีตผานวิถี  

  Embden-Meyerhof-Parnas pathway    
ท่ีมา: Scragg (1999) 
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5.  กระบวนการหมักแบบแบตช (Batch culture)  
 

เปนกระบวนการหมักที่ทําไดโดยการเพาะเลี้ยงจุลินทรียภายในระบบปด การเลี้ยงเชือ้  
นิยมทําในขวดเขยาหรือในถังหมัก  โดยใชสารอาหารและภาวะตางๆเชน อุณหภูมิ ความ  
เปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเติบโต  สารอาหารที่ใชในระบบมีปริมาณจํากดั  เพราะไมมีการเติม  
สารอาหาร  ภาวะในระบบมกีารเปลี่ยนแปลง  สารอาหารถูกใชหมดไป  ความเปนกรดดางเปลี่ยน  
ไป  มีการสะสมสารพิษ เปนตน (สาโรจน, 2544; Lee and Chang, 1992) เมื่อเล้ียงเชื้อแบบแบตชจะ
มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงเกดิขึ้น โดยจุลินทรียจะใชสารอาหารที่มีอยูจนหมดและมีการสราง     
ผลิตภัณฑและสารอื่นๆ ออกมา    
  

5.1 จลนพลศาสตรการเลี้ยงเชื้อแบบแบตช (Kinetics of batch culture) 
 

5.1.1 จลนพลศาสตรการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  
 

 การเจริญเติบโตของจุลินทรีย เชน เชื้อรา ยีสต และแบคทีเรีย ตองอาศัยสภาวะ    
แวดลอมทางฟสิกส  เคมี  และสารอาหารที่เหมาะสม  ตวัอยางเชน  มสีารอาหารบริบูรณคือ มีทั้ง
แหลงคารบอน ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และสารเรงการเจริญเติบโต (growth factor) ชนิดตางๆ 
ตลอดจนการควบคุมอุณหภมูิและพีเอชในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมจลิุนทรียจะใชสารอาหารจาก 
อาหารเลี้ยงเชือ้บางสวนเปนแหลงพลังงาน และบางสวนถูกใชไปเพื่อการเจริญเติบโต และสราง 
ผลิตภัณฑ จากการใชสารอาหารนี้ทําใหมวลของจุลินทรียเพิ่มขึ้นตามเวลาซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดขึ้นดังกลาวสามารถอธิบายไดจากจลนพลศาสตรการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (microbial 
growth kinetic)  (สาโรจน, 2538)  
 

สารอาหาร + เซลล           ผลิตภัณฑที่ถูกขับออกมานอกเซลล + ปริมาณเซลลที่เพิ่มขึ้น  
 

การเจริญเติบโตของจุลินทรียตามเวลาในถงัปฏิกรณแบบแบตช  แบงออกไดเปน   
5 ระยะ ดังภาพที่ 12  
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ภาพที่ 12   ลักษณะการเจริญของเซลลในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง  
ท่ีมา: Wang et al. (1980) 

 
1) ระยะปรับตวั (lag  phase)   จุลินทรียยังคงไมมีการเจรญิเติบโต แตจะมีการ

ปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมใหม ระยะที่ ใชในการปรับตัวนี้จะมากหรือนอยมีผลมาจากหลาย 
ปจจัย  เชน  อายุ  ความเขมขน  ปริมาณหวัเชื้อตลอดจนสารชวยในการเจริญเติบโต เนือ่งจากเมื่อ
เซลลอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อใหมความเขมขนของวิตามิน, กรดอะมิโน และไอออนตางๆ (เชน  Mg 
2+, Ca2+ และอื่นๆ)  อาจจะถูกถายเทผานผนังเซลลเปนผลใหความเขมขนต่ําลงอยางมาก  ซ่ึงสาร
เหลานี้อาจเปนสิ่งจําเปนตอกิจกรรมของเอนไซมในวิธีเมแทบอลิซึม      

 
2)  ระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (log  หรือ exponential  phase)  ในชวงนี้เซลลมี

การปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมใหมแลว  เซลลจะมีการเพิ่มจํานวนและมวลขึ้นอยางรวดเร็วเปน 
ทวีคูณ  (exponential) กับเวลาอยางตอเนื่อง และเปนชวงเวลาของ balanced  growth  ซ่ึงทุกองค
ประกอบของเซลลเจริญเตบิโตดวยอัตราเดยีวกัน   นัน่คือองคประกอบเฉลี่ยของเซลลเดียวยังคง
ประมาณไดคงที่ในชวงการเจริญเติบโตนี้   และในชวง balanced growth อัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะที่คํานวณจากทั้งจํานวนเซลลและมวลของเซลลจะไดคาเทากัน  สําหรับในระยะนี้อัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate,µ ) มีคาเทากับ  
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µ =   1  dx    (6) 
    x  dt 

 
 เมื่อ      x  =  ความเขมขนของเซลลจุลินทรีย (g/l)  
  t = เวลา (h)  
  µ = อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (h -1) 
  
 

 3)  ระยะการเจริญเติบโตแบบถดถอย (declining growth phase)  เปนชวงที่อัตราการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียลดลง เนื่องจากสภาพที่ไมเหมาะสมหลายประการ  

  
- สารอาหารไมเพียงพอเพราะถูกใชหมดไปทําใหจุลินทรียชะงักการเจริญเติบโต  
 
- การสะสมเพิม่ขึ้นของผลิตภัณฑบางชนิดที่เปนพิษยับยัง้การเจริญเติบโต  เชน 

เอทานอลและผลิตภัณฑบางชนิด ทําใหพีเอชเปลี่ยนไป เชน กรดซิตริก เปนตน  
 

- สารชวยการเจริญเติบโตถูกใชหมดไป ไดแก วิตามิน และ โลหะไอออนตางๆ 
 
- สภาพแออดัของจุลินทรียเนื่องจากการเพิ่มจํานวนมากขึ้นทําใหพื้นที่ตอหนวย

เซลลลดลง 
 

การเปลี่ยนแปลงสิ่งแวดลอมอยางรวดเรว็ดงัที่กลาวมาสงผลใหหลังจากชวงนี้ไป
จะเปน unbalanced growth สําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยทัว่ไปการเปลี่ยนแปลงใน  ชวงนี้
เกิดขึ้นในชวงเวลาสั้นมาก  
  

4)  ระยะคงที่  (stationary  phase)  เปนชวงที่อัตราการเจริญเติบโตสุทธิ เปนศูนย  ซ่ึง
ในความเปนจริงแลวจุลินทรยีมีอัตราการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นแตมีคาเทากับอัตราการตาย   (death  
rate)    ดังนั้นปริมาณเซลลจะมีคาคงที่เปนระยะเวลาหนึง่  เนื่องจากเซลลยอยสลายกนัเองเพราะขาด
แคลนอาหาร  (endogenous  metabolism) และเกดิการออกซิเดชันสารพอลิเมอร  โปรตีน และ สาร
อ่ืนๆที่สะสมอยูในเซลล  ถึงแมวาในชวงนีอั้ตราการเจริญเติบโตสุทธิจะเปนศูนย แตเซลลบางชนิด
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ยังมีการผลิตเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary  metabolites)  ซ่ึงอาจเปนผลิตภัณฑที่ตองการใน
กระบวนการหมัก เชน การผลิต antibiotic  
  

5) ระยะตาย (declining phase) ในระยะนี้อัตราการตายของจุลินทรียเพิ่มมากขึ้นซึ่ง
สามารถอาศัยสมการ 7 เขียนแบบจําลองทางคณิตศาสตรขึ้นใหมอธิบายไดดังสมการที่ 8   
 

dx = µ x       (7) 
dt    

 
dx = µ x   - Kdx   (8)   
 dt    

 
 

เมื่อ Kd = อัตราจําเพาะการตายของจุลินทรีย (h-1 ) 
 

ภายใตสภาพแวดลอมที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย Kd  มีคา   
นอยมากแตในระยะคงที่และระยะตาย  พบวา Kd  มีคาเพิ่มขึ้น  แสดงวาสภาพแวดลอมไมเหมาะสม
ทําใหอัตราการตายของจุลินทรียเพิ่มขึ้นทําใหจุลินทรียสลายตัวเอง (autolysis)  อัตราการตายมีคา
มากกวาอัตราการเจริญเติบโตปริมาณเซลลจึงลดลงเรื่อยๆ  
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5.1.2  การคํานวณคาสัมประสิทธิ์ผลได (yield coefficient) 
 

 เพื่ออธิบายจลนพลศาสตรของจุลินทรียในการเจริญเติบโตเชื่อมโยงกับการใช
สารอาหารและการสรางผลิตภัณฑไดดีขึ้น    จึงมีการนยิามพารามิเตอรที่เชื่อมโยงสัมประสิทธิ์ของ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น  (Stoichiometry)  และแสดงถึงประสิทธิภาพของการเปลี่ยนสารตั้งตนไปเปน 
เซลลและผลิตภัณฑ  ซ่ึงก็คือสัมประสิทธิ์ผลได (yield  coefficient)  โดยนิยามเปนอัตราสวนโดย
มวลของผลิตภัณฑตางๆในการหมักที่ไดมาจากการใชสารอาหาร เชน  
  

ผลไดของเซลลจากสารอาหาร           =    การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของชีวมวล 
                    การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารอาหาร 

 
          Y x/s                  =                    ∆ X   (9) 
                                                -∆S 
 
Yx/s = สัมประสิทธิ์ของการสรางเซลล มีหนวยเปน กรัมเซลล/กรัมสารตั้งตน 

 
 
ผลไดของผลิตภัณฑจากสารอาหาร     =           การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของผลิตภัณฑ 
                      การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารอาหาร 
 
                 Yp/s                     =                         ∆ P   (10) 
                                                  -∆S 
 
Yp/s = สัมประสิทธิ์ของการสรางผลิตภัณฑ มีหนวยเปน กรัมผลิตภัณฑ/กรัมสารตั้งตน 
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5.1.3  ลักษณะการเกิดผลิตภัณฑ   (product  formation) 
 

ผลิตภัณฑหลากหลายชนดิถูกสรางขึ้นโดยจุลินทรียจากหลายกระบวนการที่
เกิดขึ้นภายในเซลลในการเพาะเลี้ยงเชื้อ และที่ผานมามีหลายรูปแบบทีถู่กเสนอขึ้นเพือ่แบงแยกผลิต
ภัณฑที่เกิดขึ้น โดยแบบจําลองทางจลนพลศาสตรของการสรางผลิตภัณฑหนึ่งซึ่งใชกันอยางกวาง
ขวาง  คือแบบจําลองที่อธิบายการสรางผลิตภัณฑซ่ึงสัมพันธกับการเจริญเติบโต  โดยแบงผลิต
ภัณฑที่เกิดจากจุลินทรียออกไดเปน 3 ชนดิ ดังแสดงในภาพที่ 13   

  

 
ภาพที่ 13   ลักษณะการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑในการเลี้ยงเชื้อแบบแบตช 

(1)  การสรางผลิตภัณฑแบบ growth-associated   
(2) การสรางผลิตภัณฑแบบ mixed-growth-associated   และ  
(3) การสรางผลิตภัณฑแบบ nongrowth-associated   

ท่ีมา: Scragg (1988) 
  

(1)  การสรางผลิตภัณฑสัมพันธกับการเจริญเติบโต   (growth-associated 
products) ในกรณีนี้การสรางผลิตภัณฑเกิดขึ้นพรอมกับการเจริญเติบโตของเซลล  ดังนั้นอัตราการ
สราง   ผลิตภัณฑจําเพาะ (specific production rate,qp) เปนสัดสวนกบัอัตราการเจริญเติบโต  

 
qp   = µ Yp/x    (11) 

 
 

(1) (2) (3) 
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หรือมักเรียกวาเมแทบอไลตปฐมภูมิ (primary  metabolite)  เชน  กระบวนการ
ผลิตเอทานอลจากการหมกักลูโคสแบบไรออกซิเจนโดยใชยีสต และการผลิตกรดกลูโคนิกจาก
กลูโคสโดยใช Gluconobacter  
 

(2)  การสรางผลิตภัณฑไมสัมพันธกับการเจริญเติบโต (Nongrowth-associated 
products) การสรางผลิตภัณฑเกิดขึน้ในชวง  stationary  phase  และมคีาเทากับศูนยในชวงที่เซลล
เจริญเติบโตหรือเรียกวาเมแทบอไลตทุติยภูมิ  (secondary  metabolite)  เชน  กระบวนการผลิต 
antibiotic และวิตามิน  ดังนัน้อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะจะเปนคาคงที่  
  

 qp   = b    (12) 
  

(3)  การสรางผลิตภัณฑผสมกันระหวางแบบสัมพันธและไมสัมพันธกับการ
เจริญเติบโต (mixed   growth-associated) การสรางผลิตภัณฑมีลักษณะรวมกนัระหวาง growth- 
associated กับ nongrowth-associated เชน กระบวนการผลิตกรดอะมิโน  กรดแลกตกิ  และ        
พอลิแซคคาไรดที่ขับออกมานอกเซลล  (xanthan และ pullan)  ดังนั้นคาอัตราการสรางผลิตภัณฑ
จําเพาะเปนดังสมการตอไปนี้  

 
qp   = aµ + b    (13) 

 
  5.2  สมการสมดุลมวลและการคํานวณอตัราจําเพาะ  (specific  rate)  

 
สําหรับการเลี้ยงเชื้อแบบแบตชในถังปฏิกรณชีวภาพ จะเปนระบบปดไมมีการเติมสาร 

อาหารเขาและดึงผลิตภัณฑออกจากถังปฏิกรณ   ดังนั้นความเขมขนของสารอาหาร  เซลล  และ 
ผลิตภัณฑจึงเปลี่ยนแปลงตามเวลา โดยมสีมมติฐานคือของเหลวถังหมักมีการผสมกันอยางสมบูรณ  
การเจริญเติบโตของจุลินทรียขึ้นกับปริมาณสารอาหารที่กําหนดอัตราการเกิดปฏิกิริยาเพียงหนึ่ง
ชนิด ในขณะที่สารอาหารชนิดอื่นๆ มีในปริมาณที่เกินพอและเปนการทําสมดุลมวลสารในชวง 
balance growth  (เซลลอยูในระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคณู) ดังนัน้สมการสมดุลมวลสารของ
องคประกอบภายในถังปฏิกรณแสดงไดดังนี้  
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d      ปริมาตรของ        ความเขมขนของ  =    ปริมาตรของ          มวลของiที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา  
dt    อาหารเลี้ยงเชื้อ       องคประกอบi          อาหารเลี้ยงเชื้อ    หนึ่งหนวยปริมาตร.หนึ่งหนวยเวลา  
 

 
d (VR .Ci) = VR.Rfi     (14) 
dt 

 
ปริมาตรของน้ําหมักคงที่  
 

d Ci  = rfi      (15) 
 dt 

 
 
5.2.1  สมการสมดุลมวลสารของเซลลและการคํานวณอตัราการเจริญเติบโตจําเพาะ 

(Specific growth rate, µ )  
 

 เนื่องจากการเจริญของเชื้อยีสตมีระยะการเจริญแบบทวคีูณ (Log phase) มีบทบาท
สําคัญตอการเพาะเลี้ยงยีสต ดังนั้นปริมาณเซลลที่เพิ่มขึ้นแบบเอกซโพเนนเชียล จึงสามารถอธิบาย
การเจริญของยีสตคือ การเปลี่ยนแปลงปรมิาณเซลลที่เพิ่มขึ้น (dx) ในระยะเวลาทีจ่ํากดั (dt) จาก
ปริมาณเซลลที่มี ณ เวลาใดๆ (x) ดังนัน้จากสมการที่ 14 สมดุลมวลสารของเซลลจึงเขียนไดเปน  

 
dx (t) = µ x(t)    (16) 

     dt 
 

µ = อัตราการเติบโตจําเพาะ (Specific growth rate) มีหนวยเปน h-1 
 

และสามารถคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลไดจากวิธีอินทิกรัลโดย
จัดรูปสมการเปน  
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µ [ti-to]  = ln x (ti) – ln x (to)  (18) 

   
 

ln x (ti)  = µ [ti-to] + ln x (to)  (19) 
 

จากสมการที่ 19 จะเห็นไดวาเมื่อสรางกราฟความสัมพันธระหวาง ln x (ti) กับ [ti-to] 
จะไดสมการเสนตรงที่ความชันของกราฟมีคาเทากับอตัราการเจริญจาํเพาะของเซลล,  µ  (ตอชม.) 
และพบวาจุลินทรียใดๆที่อยูในระยะการเติบโตแบบทวคีูณนี้จะมีอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด 
(µmax)  

 
5.2.2 สมการสมดุลมวลของสารอาหารและคํานวณอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ 

(Specific consumption rate,qs) 
 

สําหรับการดําเนินการแบบแบตช ความเขมขนของเซลลและสารอาหารเปลี่ยนแปลง
ไปตามเวลา ดงันั้นจากสมการที่ 14 สมดุลมวลสารของสารตั้งตนจึงเขียนไดเปน  

 
-qs  =  1    ds   (20) 

         x    dt 
  

ดังนั้นสามารถคํานวณหาอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ, qs (กรัมสารอาหาร ตอกรัม
เซลล. ชม.)  

 

 

 

 

 

(17) 
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5.2.3  สมการสมดุลมวลของผลิตภัณฑและการคํานวณอตัราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ 
(Specific  production  rate, qp)  

 
สําหรับการดําเนินการแบบไมตอเนื่องความเขมขนของเซลลและผลิตภัณฑ

เปลี่ยนแปลง ไปตามเวลา ดงันั้นจากสมการที่ 14 สมดุลมวลสารของผลิตภัณฑ จึงเขียนไดเปน  
 

qp  =  1    dp   (21) 
         x    dt 
 

ดังนั้นสามารถคํานวณหาอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ,qp (กรัมผลิตภัณฑตอกรัม
เซลล .ชม.)  
 
6. ความรูพื้นฐานเกี่ยวกับโอโซน 

 
6.1 คุณสมบัติของโอโซน 

 
โอโซน (ozone) มีสูตรโมเลกุล คือ O3 และมีนํ้าหนักโมเลกุลเทากับ 48 อยูในสถานะ 

กาซที่อุณหภูมแิละความดันปกต ิมีจุดเดือดเทากับ –111.9°C ที่ความดนับรรยากาศ และไมเสถียร 
โอโซนเปนตัวออกซิแดนท (oxidation/oxidizing agent) ที่รุนแรงมาก มีประสิทธิภาพสูงในการ
ทําลายกลิ่น สี และรสในนํ้า และสามารถละลายในนํ้าไดประมาณ 20 เทาของการละลายในนํ้าของ
ออกซิเจน แตจะไมเสถียรในนํ้า โอโซนมีความเสถียรในอากาศมากกวาในนํ้า โดยเฉพาะอยางยิ่ง
อากาศที่เยน็และแหง (Weber, 1972; Cheremisinoff, 1993) ความสามารถในการละลายนํ้าของ
โอโซนขึ้นอยูกับอุณหภูมแิละความดันของโอโซนในสถานะกาซ  
 

 6.2 การสลายตัวของโอโซนในนํ้า 
 

โอโซนเปนกาซที่ไมเสถียร สามารถสลายตัวเปนออกซิเจนโดยแตกตวัให radical ตางๆ
ไดแก Hydroxyl radical (OH°), OH3, HO4 และ Super oxide (O2

-)  ซ่ึง radical   ตางๆ ที่เกิดขึ้นจะมี
ความวองไวมากในการทําปฏิกิริยากับสารตาง ๆ (strong oxidant) โอโซนสามารถออกซิไดสสูงกวา
คลอรีนถึง 1.52 เทา และสูงกวาไฮโดรเจนเปอรออกไซด(H2O2) 
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การสลายตัวของโอโซนจะเพิ่มขึ้นเมื่อ ความเปนดาง (Alkalinity) เพิ่มขึ้น ทําใหโอโซน  
สามารถทําปฏิกิริยากับนํ้าและ hydroxide ion (OH-) ได hydroxyl radical(OH°) เปนผลิตภัณฑ  ซ่ึง
กระบวนการนี้จะม ีhydroxide ion (OH-) เปนตัว promoter ของปฏิกิริยาการสลายตัวของโอโซน  
ดังนั้นครึ่งชีวติ(half life) ของโอโซนจึงคอนขางสั้นในสภาพที่เปนดาง โดยที ่pH 10 คร่ึงชีวิตของ
โอโซนในนํ้าบริสุทธิ์มีคาประมาณ 30 นาที สารประกอบอินทรียในธรรมชาติเปนทั้งตัว inhibitor 
และตัว promoter ของปฏิกิริยาการสลายตวัของโอโซน (Langlais et al,1991; Gottschalk et al., 
2000) 
 

6.3 ปฏิกิริยาออกซิเดชันระหวางสารอินทรียกับโอโซน 
 

กลไกการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันระหวางสารอินทรียกบัโอโซน (สุเมธ, 2541; 
Gottchalk et al., 2000) สามารถแบงไดเปน 2 ขั้นตอน คือ 
 

6.3.1 Direct Attack 
 

สารอินทรียจะถูกทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของโอโซนโดยตรง ซ่ึงเกิดไดโดย
ปฏิกิริยา electrophilic หรือ dipolar cyclo addition โอโซนจะเขาทําปฏิกิริยากับสารอินทรียบริเวณ
พันธะคู (C=C, C=C-O-R, C=C-X) หรืออะตอมที่มีประจุลบ (N, P, O, S และnucleophilic C) สาร 
aromatics ที่มีหมู OH, CH3 หรือ OCH3 อยูตรงตําแหนง ortho จะทําปฏิกิริยากับโอโซนไดด ี(high 
reactivity) แตถามีหมู NO2, COOH หรือ CHO ปฏิกิริยาจะเกิดชา 
 

6.3.2 Indirect Attack 
 

สารอินทรียจะถูกทําปฏิกิริยากับ free redicals ที่เกิดจากปฏิกิริยาขั้นที ่1 อันไดแก 
OH° OH2°   ซ่ึงประจุเหลานี้จะทําหนาที่เปนตัวออกซิไดสอีกทีหนึ่ง และสามารถออกซิไดส
สารอินทรียประเภท acids aldehydes ketones และพวก less highly activated aromaticไดอยางมี
ประสิทธิภาพ 
 

การใชโอโซนในการสลายพนัธะสารอินทรียที่มีโครงสรางซับซอนจะไดผลิตภัณฑที่
สามารถยอยสลายไดงายขึน้  ดังนั้นในปจจบุันนอกจากจะมีการใชโอโซนเพียงอยางเดียวในการ
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บําบัดนํ้าเสียแลว  ยังพบวามกีารใชโอโซนในการบําบัดนํา้เสียขั้นตน กอนที่จะทําการบําบัดทาง   
ชีวภาพ ซ่ึงจะชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการยอยสลายสารอินทรียไดดียิ่งขึ้น   
 

นนทพงษ (2548) ทําการศึกษาการบําบัดสนี้ําทิ้งโรงงานเยื่อและกระดาษโดย
กระบวนการโอโซเนชัน เนือ่งจากในน้ําเสียดังกลาวมีสารอินทรียพวกเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงยอย
สลายโดยจุลินทรียไดยาก จึงไดนําโอโซนซึ่งเปนสารออกซไิดซที่รุนแรงมาบําบัดน้ําเสียกอนที่จะมี
การบําบัดทางชีวภาพพบวาโอโซนสามารถยอยสลลายสารประกอบโมเลกุลใหญในน้าํเสียให
เปลี่ยนไปเปนสารประกอบที่โมเลกุลเล็กลงได 

 
งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 
การผลิตเอทานอลสามารถใชวัตถุดิบประเภทตางๆ ดังนี้ 
 
วัตถุดิบจําพวกน้ําตาลที่สําคัญไดแก ออย และกากน้ําตาล(คณะกรรมการพลังงาน, 2002) 

ซ่ึงสามารถนําเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอลไดโดยตรงแตอยางไรกต็ามวัตถุดิบดังกลาวมีไม
เพียงพอและมรีาคาตนทุนคอนขางสูง   

 
วัตถุดิบจําพวกแปง  ไดแก  ขาว ขาวโพด (Ye Sun, 2002) กากมนัสําปะหลัง (ธันยาภรณ, 

2548; ชลดา, 2546) โดยที่กอนจะเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอล สารจําพวกแปงจะ ตองถูก
เปลี่ยนไปเปนสารจําพวกน้ําตาลกอนโดยเอนไซม(enzymatic hydrolysis) เสียกอน ซ่ึงพบวามีการ
ศึกษาวจิัยมากมายเพื่อพัฒนาการผลิตเอทานอลจากวัตถุดบิประเภทนี้  

 
ธันยาภรณ (2548) ทําการศึกษาวิจยัการผลติเอทานอลจากมันเสนโดยกระบวนการยอยเปน

น้ําตาลและการหมักพรอมกนั โดยในขั้นตอนยอยแปงเปนน้ําตาลนั้นจะประกอบดวยการยอย 2 คร้ัง 
คือ การยอยแปงครั้งแรก (Liquefaction) ดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสที่สภาวะความเปนกรด-ดาง 
6.5 ที่อุณหภูมิ 95-100 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง และการยอยแปงครั้งสุดทาย(Saccharification) 
ดวยเอนไซมกลูโคอะไมเลส ที่สภาวะความเปนกรด-ดาง 4.5 อุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส นาน 15 
ช่ัวโมง จากนัน้จึงทําการหมกัดวยยีสต ซ่ึงสามารถผลิตเอทานอลได 0.521 กรัมเอทานอลตอกรัม
แปง คิดเปนรอยละประสิทธิภาพการหมกัเทากับ 84 เมื่อเทียบกับผลที่ไดทางทฤษฏี 
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ชลดา (2546) ศึกษาการใชประโยชนจากกากมันสําปะหลังเพื่อผลิตเอทานอล โดยใน
กระบวนการยอยกากมนัสําปะหลังเปนน้ําตาลใชเอนไซมผสมระหวางเซลลูเลสและเพคติเนสที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามายอยตอดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมงและยอยดวยเอนไซมกลูโคอะไมเลสที่อุณหภูมิ 60  
องศาเซลเซียส นาน 4 ช่ัวโมง พบวาใหปริมาณน้ําตาลรีดวิซสูงสุดเทากบั 122.4 กรัมตอลิตร เมื่อนํา
สารละลายน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 89.2  กรัมตอลิตร หมักดวยยีสต S. cerevisiae TISTR 5596 จะ
สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณ 3.62% (น้ําหนกัตอปริมาตร) ที่ 24 ช่ัวโมง คิดเปนประสิทธิภาพ
การหมัก 91% ของทฤษฏี  

 
วัตถุดิบจําพวกเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ไดแก ไมเนือ้ออน  ซังขาวโพด  ชานออย  ฟาง

ขาว (วรณี, 2546; Badal et al., 2005) ของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลิตกระดาษ (Nicole et al., 
1996 ; Kadar et al., 2004) ซ่ึงกอนเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอลจะตองถูกเปลี่ยนไปเปนสาร    
จํา พวกน้ําตาลเสียกอน 

 
วรณี (2546)   ศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาว โดยพบวาการไฮโดรไลลิสเฮมิ

เซลลูโลสและเซลลูโลสจากการทดลองจะไดปริมาณน้ําตาลมากที่สุดที่สภาวะการไฮโดรไลซีสโดย
ใชความเขมขนกรดซัลฟูริก 1.0%โดยปริมาตรที่เวลา 8 ช่ัวโมง และเมื่อทําการหมักโดยใชยีสต S. 
cerevisiae TISTR 5013 จะไดเอทานอลมากที่สุดที่เวลา 5 วัน 
 

Badal (2005)  ศึกษาการปรับสภาพฟางขาว  โดยใชสารละลายกรดซัลฟริูกเขมขน 0.50 % 
โดยน้ําหนัก ทีอุ่ณหภมูิ 141 ๐C เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นจึงนําไปยอยสลายตอดวยเอนไซม
เซลลูเลส 2 มิลลิลิตรตอ 100 กรัมน้ําหนกัแหงของฟางขาว  ภายใตสภาวะความเปนกรด-ดาง 5.0 ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง จะใหปริมาณน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลไซโลสสูงสุด
คือ 565  มิลลิกรัมตอกรัมน้าํหนักแหงของฟางขาว ทั้งนีพ้บวาในสภาวะดังกลาวไมเกดิฟูเฟอรัล
และไฮดรอกซีเมทิลฟูเฟอรัล หลังจากนัน้จึงทําการหมักดวยแบคทีเรีย Escherichia coli strain FBR5 
ไดผลผลิตเอทานอล 0.14 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหงฟางขาว 

 
สําหรับการผลิตเอทานอลจากของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลิตกระดาษ(Kadal, 2004; 

Nicole, 1996) โดยใชวัตถุดิบพวกกากตะกอนเยื่อกระดาษ (recycled paper sludge;RPS) ก็มี
การศึกษากันอยางกวางขวาง   
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Kadal (2004) ไดศึกษากระบวนการยอยเปนน้ําตาลและหมักพรอมกนั (Simultaneous 
Saccharification and Fermentation ; SSF) โดยใชเชื้อยีสต 2 ชนิด ไดแก Kluyveromyces marxianus 
และ S. cerevisiae ควบคุมสภาวะภายใตอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จะสามารถผลิต   เอทานอลได
ประมาณ 0.17 กรัมเอทานอลตอกรัมเยื่อกระดาษ 
 
 การศึกษาวิจยัคร้ังนี้มีความแตกตางจากงานวิจยัที่มีความคลายคลึงกันในดานของการนํา
วัตถุดิบประเภทกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งมาผลิตเปนเอทานอล กลาวคือ ในงานวิจยัคร้ังนี้จะ
ทําการศึกษาเพื่อปรับสภาพวัตถุดิบใหมีความเหมาะสมกอนดวยวิธีการตางๆคือ  การใชกรดเจือจาง
และการใชโอโซน  แลวจึงนาํไปยอยเปนน้าํตาลโดยใชเอนไซม พรอมทั้งศึกษาทดลองวิธีการลด
ความเปนพษิที่เกิดจากการปรับสภาพดวยกรดเจือจางโดยการใชดางประเภทแคลเซียมไฮดรอกไซด 
ซ่ึงนาจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลไดดยีิ่งขึ้น 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของ Jasco รุน  U-2800 
 

2. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter)  ของ Denver รุน 215 
 

3. เครื่องผลิตโอโซน (Ozone generator) ของ Ozonair  รุน OZ-7505 
 

4. ตูอบแหง (dryer oven) ของ Memmert รุน Binder 
 

5. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน BWB 
 

6. เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic stirrer /hot plate) ของ Stuart Scientific รุน SM6 
 

7. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ของ Hettich 
 

8. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (analytical balance) ของ Denver 
 

9. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง (laboratory balance) ของ Precisa รุน 240A 
 

10.   เครื่องเขยา (shaker) 
 
11.    ปมลม 
 
12.    ถวยกรองเบอร 2 (Filter crucible Por.2) 
 
13.   ไมโครปเปต (Micropipet) ขนาด 100-1000 ไมโครลิตร ของ Nichipet EX 
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14.   ไมโครปเปต (Micropipet) ขนาด 1000-5000 ไมโครลิตร ของ Nichipet EX 
 
15.   เครื่องแกวพื้นฐาน 

 
 
สารเคมี 
 
 1. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของ E. Merk Damstadt, Germany. 
 
 2. โซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต (Na-K tartrate) ของ AJAX  Chemical, Australia. 
 
 3. โปแตสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7)  ของ AJAX  Chemical, Australia 
 
 4.  กรดไดไนโตรสาลิไซลิก (C7H4N2O7) ของ Fluka Chemika, Switzerland. 
 
 5.  ฟนอล ของ E. Merk Damstadt, Germany. 
 
 6.  กรดซัลฟวริก (H2SO4) ของ E. Merk Damstadt, Germany. 
 
 7.  ออโทฟแนนโทรลีน (C12H8N2.H2O) ของ AJAX  Chemical, Australia. 
 
 8.  เฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต ((Fe(NH4)2SO2)2.6H2O) ของ AJAX  Chemical, Australia 
 
 9.  เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) ของ AJAX  Chemical, Australia. 
 

10.  กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของ  E. Merk Damstadt, Germany. 
 
11.  กรดอะซติิก (CH3COOH) ของ E. Merk Damstadt, Germany 
 
12.  แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4)  ของ APS Finechem, Australia. 
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13.  โปแตสเซียมไอโอไดด (KI) ของ AJAX  Chemical, Australia. 
 
14.  โซเดียมไทโอซัลเฟต (Na2S2O3) ของ AJAX  Chemical, Australia 
 
15.  โซเดียมคลอไรต ของ AJAX  Chemical, Australia 
 
16.   อะซิโตน (C3H6O) ของ E. Merk Damstadt, Germany 
 
17.   แคลเซียมไฮดรอกไซด (CaOH) ของ E. Merk Damstadt, Germany. 

 
เอนไซม 
  

เอนไซมเซลลูเลส (Cellulase enzyme) ซ่ึงมีช่ือทางการคาคือ Biozyme A40  ผลิตจากเชื้อรา 
Trichoderma reesei   มีคา Activity 2200 IU/mg  ของบริษัท  สยามวิคตอรี่ เคมิคอล จํากัด 
 
จุลินทรีย 
 

จุลินทรียที่ใชศึกษาคือ เชื้อยีสต  S. cerevisiae  ซ่ึงเปนยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงสามารถทน
อยูในสภาวะการหมักที่เปนกรดและทนตอความเขมขนของเอทานอลไดดีของบริษัท สยามวิคตอร่ี 
เคมิคอล จํากัด 
 
กากตะกอนเยื่อกระดาษ 
 
 กากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งที่ใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลไดรับความ
อนุเคราะหจากโรงงานคิมเบอรล่ี-คลาก ประเทศไทย จํากัด ซ่ึงปริมาณเยื่อกระดาษเหลือทิ้งที่เกิดขึ้น
มีประมาณ  50-60 ตันตอวัน ทางโรงงานฯ ทําการกําจัดโดยนําไปฝงกลบ 
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วิธีการ 
  
1.  ศึกษาคุณลักษณะและองคประกอบทางเคมีของกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือท้ิง 

 
เก็บตัวอยางกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งจากบริษัทคิมเบอลี่-คลาก ประเทศไทย จํากัด 

โดยเก็บตัวอยางกากตะกอนเยื่อกระดาษบริเวณกอนเขาและออกจากระบบบําบัดน้ําเสียที่จุดตางๆ
รวม 3 จุด ดังแสดงในภาพที่ 14   ไดแก 

 
จุดที่ 1     :     น้ําเสียเยื่อกระดาษที่เกิดจากกระบวนการผลิตกอนเขาระบบบําบัดน้ําเสีย 
จุดที่ 2     :     น้ําเสียเยื่อกระดาษภายในถังทําขน (Thickener tank) 
จุดที่ 3     :    กากตะกอนเยื่อกระดาษ(Sludge)ที่ผานการรีดน้ํากอนนําไปฝงกลบ 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14  จุดเก็บตัวอยางกากตะกอนเยื่อกระดาษ  จากบริษัทคิมเบอลี่-คลากประเทศไทย จํากัด 

น้ําจากการผลิต 

ตะกอนกนถัง 

Sludge 

น้ําใสดานบน 
น้ํา Effluent 

Primary 
Sedimentation 

 Tank 

Aeration 
tank 

Secondary 
Sedimentation  

Tank 

 

Thickener 
 Tank 

Sludge 
Dewatering 

Machine 

นําไปฝงกลบอยางถูกสุขลักษณะนําไปฝงกลบอยางถูกสุขลักษณะ  

1 

3 2 
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นํากากตะกอนเยื่อกระดาษมาอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากนั้นนําไปบดใหละเอียดดวยเครื่องบด  นํามารอนผานตะแกรงใหมีขนาดเล็กกวา 0.25 มิลลิเมตร 
นํามาวิเคราะหคุณลักษณะและองคประกอบตางๆ ในกากตะกอนเยื่อกระดาษดังตารางที่ 2 ไดแก   
 
ตารางที่ 2  พารามิเตอรและวิธีการวิเคราะห 
 

พารามิเตอร วิธีวิเคราะห 
คาความเปนกรดดาง (pH)   pH meter 
ความชื้น Moisture at 60๐C 
ปริมาณเซลลูโลส   TAPPI 203 om-88 
ปริมาณเฮมิเซลลูโลส   TAPPI 203 om-88 
ปริมาณลิกนิน TAPPI 203 om-88 
ปริมาณเถา   TAPPI T211 om-93  

 
 
2. ศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษโดยทําการปรับสภาพขัน้ตนดวยกรดเจือจาง 
(dilute acid pretreatment) 

 
2.1   ศึกษาคาความเปนกรดดางและระยะเวลาที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสเปนน้ําตาล

โดยใชเอนไซมในกากตะกอนเยื่อกระดาษที่ผานการปรับสภาพดวยกรดเจือจาง  
   

2.1.1 นํากากตะกอนเยื่อกระดาษที่อบแหงและบดละเอียดมาในอัตราสวน 2 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร)   เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเจือจางที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 0 - 2% (โดย
ปริมาตร) มาใหความรอนโดยเขาตูอบที่อุณหภูมิ 120๐C เปนระยะเวลา 60 นาที  

 
2.1.2  กรองเพือ่แยกสวนที่เปนเยื่อกระดาษออกมาแลวจึงเติมน้ํากลั่นเขาไปแทน

สารละลายกรดเจือจางที่ทิ้งไป 
 

2.1.3  ปรับใหมี pH ตางๆ ไดแก 4.5  5.0  5.5 และ 6.0  ดวย 6 N NaOH และ HCl 
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2.1.4 เติมเอนไซมเซลลูเลส Biozyme A40 ซ่ึงผลิตจากเชื้อรา T. reesei  มีคา Activity 
2200 IU/mg  ในอัตราสวน 1 มิลลิลิตร/200 กรัมเยื่อกระดาษ เพื่อยอยเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลภายใต
อุณหภูม5ิ0๐C เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่เกิดขึ้น โดยวิธีของ Mandel 
และ Sternbery  (รายละเอยีดแสดงในภาคผนวก ก)   

 
2.2    ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษขั้นตนดวยกรด 

ซัลฟูริกเจือจาง 
 
2.2.1 นํากากตะกอนเยื่อกระดาษที่อบแหงและบดละเอียดมาในอัตราสวน 2 % 

(น้ําหนักตอปริมาตร)   เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเจือจางที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 0 - 2% (โดย
ปริมาตร) มาใหความรอนโดยเขาตูอบที่อุณหภูมิ 120 - 180  ๐C  เปนระยะเวลา 15 - 60 นาที  

 
2.2.2  กรองเพื่อแยกสวนที่เปนเยื่อกระดาษออกมา แลวจึงเติมน้ํากลั่นเขาไปแทน

สารละลายกรดเจือจางที่ทิ้งไป 
 

2.2.3 ปรับใหมี pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส (ไดจากการ
ทดลอง 2.1)  

 
2.2.4 เติมเอนไซมเซลลูเลส Biozyme A40 ในอัตราสวน 1 มิลลิลิตร/200 กรัมเยื่อ

กระดาษ ควบคุมอุณหภูมิที่ 50๐C เก็บตัวอยางมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น  
 

2.3    ศึกษาการลดความเปนพิษโดยการใชดาง 
 

2.3.1 นําน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากขอ 2.2.4 มากรองเพื่อแยกเอาสวนเยือ่กระดาษ
ออกไปใหเหลือแตน้ําใส    

 
2.3.2 ศึกษาผลของการลดความเปนพิษโดยชุดหนึ่งมกีารเติม Ca(OH)2 จนมี pH 10.5  

ที่อุณหภูมิ 90 ๐C เปนเวลา 30 นาที แลวจึงปรับใหม ีpH 5.0 ดวย1N HCl  อีกชุดหนึ่งไมมีการเติม 
Ca(OH)2 ลงไป แลวปรับใหมี pH 5.0  
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2.4   ศึกษากระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอล  
 
2.4.1 นําน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากขอ 2.3.2 มาเติมเชื้อยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR  

ควบคุมสภาวะการหมกัที่อุณหภูม ิ 35๐C   pH 5.0   
 

2.4.2 เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ วิเคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง คาความเปนกรดดาง  
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ  และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นโดยวิธีไดโครเมตออกซิเจน 
(รายละเอยีดแสดงในภาคผนวก ก) ขั้นตอนการทดลองแสดงดังภาพที่ 15 
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ปรับใหมี pH ที่เหมาะสม  

ปรับใหมี pH 5.0 ดวย  
1 N   NaOH,   1N H2SO4 

ปรับใหมี pH 5.0  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
ภาพที่ 15  แผนผังขั้นตอนการทดลองการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษโดยทําการปรบั 
                สภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง  

กรองเพื่อแยกสวนที่เปนเยื่อกระดาษออกมาแลวจึงเติมน้ํากลั่น 
เขาไปแทนสารละลายกรดทีท่ิ้งไป 

Enzymatic Saccharification 
เติมเอนไซมเซลลูเลสเพื่อยอยเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลกลโูคส 

เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซ  
โดยวิธี DNS Method 

Overliming 
เติม Ca(OH)2ใหมี pH 10.5   

ที่อุณหภูมิ 90 ๐C เปนเวลา 30 นาที 

Fermentation 
เติมเชื้อยีสต S. cerevisiaeเพื่อหมักน้ําตาลเปนเอทานอลโดย 

วิเคราะหปริมาณเอทานอล, น้ําตาลรีดิวซ, น้ําหนกัเซลลแหง 

Dilute acid pretreatment 
Concentration  H2SO4 :  0-2% 
Temperature pretreat  :  120-180๐C 
Time pretreat   :  15-60 min 
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3.  ศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษโดยทําการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน  
 
3.1 การทดสอบอัตราการผลิตโอโซนของเครื่องผลิตโอโซน 

 
ในการทดลองทําการตรวจสอบปริมาณโอโซนจากเครื่องผลิตโอโซน  โดยปริมาณ

โอโซนที่เกิดขึ้นจากเครื่องผลิตสัมพันธโดยตรงกับระยะเวลาที่สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด
สัมผัสโอโซน ในการทดลองใชเครื่องผลิตโอโซนมีแหลงกําเนิดคืออากาศ (มีออกซิเจนประมาณ 21 
%) ซ่ึงในการผลิตโอโซนนี้การเพิ่มปริมาณโอโซนสามารถทําไดโดยการเพิ่มคาอัตราการไหลของ
อากาศที่เขาสูเครื่องผลิตโอโซน ในการทดลองเลือกปรับคาอัตราการไหลของอากาศ 2  4  6 และ 8 
ลิตรตอนาที  โดยในการหาปริมาณโอโซน (Ozone dose) ใชวิธี Wet Chemistry Potassium Iodide 
Method (Ozone Demand/Requirment Semi-Batch Method : 2350E ใน Standard Methods for the 
examination of water and wastewater ) (APHA, 1992) 

 
3.2   ศึกษาคาความเปนกรดดาง (pH) ที่เหมาะสมในการใชโอโซนเพื่อปรับสภาพกาก

ตะกอนเยื่อกระดาษขัน้ตน 
 

3.2.1 นํากากตะกอนเยื่อกระดาษที่อบแหงและบดละเอียดมาในอัตราสวน 2 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เติมน้าํกลั่นแลวปรับใหม ีpH 5.0  7.0 และ 10.0 ดวย 6 N NaOH และ HCl  

 
3.2.2 นํามาเตมิโอโซนโดยปรับอัตราการไหลอากาศ 2  4  6  และ8 ลิตรตอนาที มี

ระยะเวลาในการปอนโอโซนเทากับ 15  30  45  และ 60 นาที  
 

3.2.3 ตั้งทิ้งไวประมาณ 60 นาทีเพื่อใหโอโซนในสารละลายสลายตัว แลวจึงปรับให
มี pH ที่เหมาะสม  (จากการทดลอง 2.1)  

 
3.2.4 เติมเอนไซมเซลลูเลส Biozyme A40 ในอัตราสวน 1 มิลลิลิตร/100 กรัมเยื่อ

กระดาษ ควบคุมอุณหภูมิที ่50๐C   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น 
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3.3   ศึกษากระบวนการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล (Fermentation) 
 

3.3.1 นําน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากขอ 3.2.4 มาเติมเชื้อยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR 
ควบคุมสภาวะการหมกัที่อุณหภูม ิ35๐C  pH 5.0  

 
3.3.2 เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง คาความเปนกรดดาง 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือและปริมาณเอทานอลที่เกิดขึน้ ขั้นตอนการทดลองแสดงดังภาพที่ 16 
 
4.  การคํานวณหาคาพารามเิตอรและคาประสิทธิภาพการหมัก (fermentation efficiency) 
 

นําขอมูลที่ไดจากการทดลองมาคํานวณหาคาพารามิเตอร  โดยใชสูตรดงัตอไปนี้  
 

 
          

 
 

           
 

    
         

 
 

   
         

 
 
 

Pmax         =         ปริมาณเอทานอลสูงสุด (mg/l)            (27) 
                             เวลา (h)  

 
  Fermentation efficiency         =  Yp/s     (28) 
       0.51 

µ     =            ln x (ti) – ln x (to)   (22) 
           (ti-to)  
 

Y x/s                        =           ∆ X    (23)
                 -∆S 

 
Yp/s                              =          ∆ P    (24)

                 -∆S 
 
qs          =              -1  ds    (25) 

x   dt 
 

qp          =  1   dp    (26) 
x   dt 



   
 

 
53 

ปรับใหมี pH ที่เหมาะสมดวย          1 N   NaOH,   1N H2SO4      

ปรับใหมี pH 5.0 ดวย        1 N  NaOH,   1N H2SO4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 16  แผนผังขั้นตอนการทดลองการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษโดยทําการปรบั 
                 สภาพขั้นตนดวยโอโซน  

ศึกษาหาคาความเปนกรดดาง (pH) ที่เหมาะสม 
pH  5.0  7.0 และ 10.0 

Enzymatic Saccharification 
เติมเอนไซมเซลลูเลสเพื่อยอยเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลกลโูคส 

เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซ  
โดยวิธี DNS Method 

Fermentation 
หมักน้ําตาลรดีิวซที่ไดดวยเชื้อยีสต S. cerevisiae 

วิเคราะหปริมาณเอทานอล, น้ําตาลรีดิวซ, น้ําหนกัเซลลแหง 

Ozone pretreatment 
Flow air :  2-8 l/min 
Contact time :  15-60 min 

ทดสอบอัตราการผลิตโอโซน 
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ผลและวิจารณ 
 
1. ผลการศึกษาคุณลักษณะและองคประกอบทางเคมีของกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือท้ิง 
 

จากการวิเคราะหคุณลักษณะและองคประกอบในกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งทัง้ 3 จุด 
ไดแก 

 
จุดที่ 1     :     น้ําเสียเยื่อกระดาษที่เกิดจากกระบวนการผลิตกอนเขาระบบบําบัดน้ําเสีย 
จุดที่ 2     :     น้ําเสียเยื่อกระดาษภายในถังทําขน (Thickener tank) 
จุดที่ 3    :    กากตะกอนเยื่อกระดาษ (Waste Paper Sludge; WPS) ที่ผานการรีดน้ํา  

กอนนําไปกําจดัโดยการฝงกลบ 
 

เมื่อปรับสภาพทางกายภาพโดยวิธีการบดแตยังไมผานการปรับสภาพทางเคมี  พบวา 
องคประกอบสวนใหญเปนเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ตามลาํดับ  ดังแสดงในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3   คุณลักษณะและองคประกอบในกากตะกอนเยื่อกระดาษที่ผานการปรับสภาพทาง 
                   กายภาพโดยการบดแตยังไมผานการปรับสภาพทางเคมี  
 

จุดเก็บตวัอยางเยื่อกระดาษ พารามิเตอร 
จุดที่ 1 จุดที่ 2 จุดที่ 3 1 

คาความเปนกรดดาง (pH)   7.34 7.45 7.47 
ความชื้น  (%) 98.13 97.95 74.19 
ปริมาณเซลลูโลส  (% โดยน้ําหนัก ) 47.48 51.23 51.27 
ปริมาณเฮมิเซลลูโลส  (% โดยน้ําหนัก ) 41.73 37.61 38.81 
ปริมาณลิกนิน  (% โดยน้ําหนัก ) 7.11 7.07 7.18 
ปริมาณเถา   4.25 4.16 4.14 
 
ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทาํการทดลอง 3 ซํ้า  
  1 เลือกใชในการทดลองโดยนํามาปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง  ผานกระบวนการยอย
เซลลูโลสเปนน้ําตาลและทําการหมักเพื่อผลิตเอทานอล 
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จากการวิเคราะหคณุลักษณะและองคประกอบในน้าํเสียเยื่อกระดาษเหลือทิ้งพบวา
องคประกอบสวนใหญเปนพวกเซลลูโลส  ดังนั้นจึงเปนแรงจูงใจในการศึกษาและวิจยัเพื่อนํากาก
ตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งเหลานี้กลับมาใชประโยชนใหคุมคา โดยนาํมาใชเปนวัตถุดิบในการ
ผลิตกลูโคส    เนื่องจากกลูโคสเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอล   ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดทีจ่ะ
ผลิตเอทานอลโดยใชกากตะกอนเยื่อกระดาษที่เหลือทิ้งของทางโรงงานเปนวัตถุดิบ   ซ่ึงเปนการ
เพิ่มมูลคาและเปนการลดปรมิาณของเสียทีท่างโรงงานผลิตกระดาษจะตองนําไปฝงกลบ 

 
เมื่อเปรียบเทียบองคประกอบในน้ําเสยีเยื่อกระดาษทั้ง 3 จุด   พบวาจุดที่ 2  ซ่ึงเปนน้าํเสีย

เยื่อกระดาษภายในถังทําขน และจุดที่ 3 ซ่ึงเปนกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้ง  แสดงลักษณะดัง
ภาพที่ 17 นั้นมีองคประกอบประเภทเซลลูโลสอยูมากกวาจุดที่ 1 และเมื่อพิจารณาถึงความ
เหมาะสมและความเปนไปไดในการที่จะนาํเยื่อกระดาษเหลือทิ้งเหลานีม้าเปนวัตถุดิบในการผลิต 
เอทานอลพบวากากตะกอนเยื่อกระดาษจากจุดที่ 3  มีความเหมาะสมมากที่สุดเพราะมีลักษณะเปน
ของแข็งเนื่องจากผานขั้นตอนการรีดน้ําแลว  จึงมีสวนที่เปนเยื่อกระดาษผสมอยูมาก  แตสําหรับจุด
ที่ 2 นั้นมีลักษณะเปนน้ําเสยีซ่ึงมีเยื่อกระดาษผสมอยูนอยกวา หากนํามาใชเปนวัตถุดิบจําเปนตองมี
ขั้นตอนในการแยกสวนที่เปนเยื่อกระดาษออกมาอีก  จึงเปนการสิ้นเปลืองคาใชจายมากกวา 
 

      
         (A)     (B) 
 
ภาพที ่17  กากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งจากจุดที่ 3 ซ่ึงนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  

(A)  กากตะกอนเยื่อกระดาษกอนอบ    (B)  กากตะกอนเยื่อกระดาษหลังอบที่บดละเอียด   
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เนื่องจากวัตถุดิบที่ใชในงานวิจัย คือ กากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งซึง่ยังมีเฮมิเซลลูโลส  
และลิกนินเปนองคประกอบอยูในโครงสราง  ซ่ึงเปนตัวขัดขวางการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซม 
เซลลูเลส   เพราะสวนประกอบทั้งสองทําใหพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยากับเอนไซมลดลง  ทําให
ประสิทธิภาพในการยอยสลายดวยเอนไซมไมดีเทาที่ควร และยังเปนอปุสรรคตอการหมักดวย    
ดังนั้นขั้นตอนแรกจึงตองทําการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งขั้นตนเพื่อแยก            
เฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกกอน  ทั้งนีย้งัเปนการชวยปรับโครงสรางของเซลลูโลสใหอยูในสภาพ
ที่เหมาะสมตอการเขาทําปฏิกิริยาการยอยดวยเอนไซม 
 
 ในการปรับสภาพวตัถุดิบประเภทที่เปนเซลลูโลสเพื่อผลิตเอทานอลนั้นสามารถทําได
หลายวิธี แตเมือ่พิจารณาถึงความเหมาะสมของวิธีการ  ลักษณะของวตัถุดิบและความเปนไปได
ในทางปฏิบัติ  จึงเลือกทําการศึกษาวจิัยโดยเปรียบเทยีบระหวางการปรับสภาพขั้นตนดวยกรด 
เจือจางและการใชโอโซน เพื่อหาวิธีการและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากกาก
ตะกอนเยื่อกระดาษ   ซ่ึงสาเหตุในการเลือกวิธีการปรับสภาพทั้ง 2 วิธีนีเ้นื่องจาก 
 
 การปรับสภาพโดยใชสารละลายกรดเจือจาง พบวาเปนการกําจัดเฮมิเซลลูโลสออกจาก
โครงสราง เพราะเฮมิเซลลูโลสสามารถละลายในสารละลายกรดเจือจางไดดีกวาเซลลูโลส และยัง
ทําใหเกิดการบวมของโครงสราง ซ่ึงจะชวยเพิ่มอัตราการยอยเนื่องจากเอนไซมสามารถเขาทํา
ปฏิกิริยาไดมากขึ้น   
 

การปรับสภาพขั้นตนโดยใชโอโซน  เนื่องจากโอโซนเปนสารออกซิแดนทที่รุนแรงและมี
ประสิทธิภาพ  โอโซนสามารถยอยสลายสารประกอบอินทรียโมเลกุลใหญในน้ําเสีย  เชน 
เซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงยอยสลายโดยจุลินทรียไดยาก ใหเปลี่ยนไปเปนสารประกอบอินทรียที่
โมเลกุลเล็กลงได  สงผลใหเอนไซมสามารถเขาทําปฏิกิริยาไดงายขึ้น  นอกจากนี้โอโซนไมเสถียร 
สามารถสลายตัวไดงาย  จึงไมตกคางอยูในตัวอยาง 
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2.   การศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษโดยทําการปรับสภาพขัน้ตนดวยกรด 
เจือจาง  
 

2.1 ผลการศึกษาคาความเปนกรดดาง และระยะเวลาที่เหมาะสมในการยอยเซลลูโลสเปน
น้ําตาลโดยใชเอนไซม 
 

จากการทดลองพบวาหลังจากเติมเอนไซมเซลลูเลสลงไปในเยื่อกระดาษที่ปรับสภาพ
ขั้นตนดวยกรดซัลฟูริกเจือจางเขมขนตางๆ ตั้งแต 0 - 2% (โดยปริมาตร) ระบบเริ่มเขาสูกระบวน 
การยอยเปนน้าํตาลโดยใชเอนไซม  เมื่อเวลาผานไปจะคอยๆเกิดเปนน้าํตาลรีดิวซมากขึ้น โดยเกิด
น้ําตาลรีดิวซสูงสุดเมื่อเวลาผานไปประมาณ 10 ช่ัวโมง  หลังจากนัน้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะคอยๆ
ลดลง ซ่ึงอาจมีผลมาจากเริ่มมีการเจริญเตบิโตของเชื้อจุลินทรียชนิดอืน่ๆในระบบและใชน้ําตาล
รีดิวซที่เกิดขึน้เปนอาหาร จึงทําใหปริมาณน้ําตาลคอยๆลดลง   

 
เมื่อเปรียบเทียบสภาพความเปนกรดดาง (pH) เร่ิมตนที่แตกตางกันคือ 4.5  5.0  5.5 

และ 6.0 ก็พบวาเกดิน้ําตาลรดีิวซสูงสุดเมื่อเวลาผานไป 10 ช่ัวโมงเชนเดียวกัน  แตจะพบวาที่สภาพ
ความเปนกรดดางตางกนันั้นมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส  ซ่ึงเห็นไดจาก
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดแตกตางกนั คือ 39.65  62.15  76.75 และ 49.90 มิลลิกรัมตอกรัมเยื่อ
กระดาษ ตามลําดับ (เมื่อใชกรดซัลฟูริก 2%)  ไดผลการทดลองดังภาพที่ 18  แสดงใหเห็นวาสภาพ
ความเปนกรดดาง 5.5 นั้นเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสเพราะสามารถยอย
เซลลูโลสเปนน้ําตาลไดมากกวาที่คาความเปนกรดดางอืน่ๆ   การผลิตน้ําตาลรีดิวซขึ้นอยูกับคา
ความเปนกรดดางเนื่องจากทีค่าความเปนกรดดางตางกันมีผลทําใหกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ 
เอนไซมมีการแตกตวัของอิออนใหอยูในรูปที่เหมาะสมตอการจับกันของเอนไซมและสับสเตรทได
แตกตางกัน 

 
ดังนั้นจึงเลือกที่เวลา 10 ช่ัวโมงและคาความเปนกรดดาง 5.5 เปนคาที่เหมาะสมในการ

ทําปฏิกิริยาการยอยเซลลูโลสจากกากตะกอนเยื่อกระดาษดวยเอนไซมเซลลูเลสในงานวิจยันี้  
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ภาพที่ 18  การเปรียบเทียบผลของความเปนกรดดาง และระยะเวลาที่เหมาะสมในการยอย 

เซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษเปนน้าํตาลโดยใชเอนไซม   เมื่อปรับสภาพดวย 
กรดซัลฟูริกเจอืจางความเขมขน 0 - 2% (โดยปริมาตร) ใหความรอนทีอุ่ณหภูม1ิ20 ๐C  
เปนระยะเวลา60 นาที 

 
 

(B)   pH 5.0 (A)   pH 4.5 

(C)   pH 5.5 (D)   pH 6.0 
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2.2 ผลการศึกษาการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษดวยกรดเจือจางและกระบวนการ
ยอยใหเปนน้ําตาลโดยใชเอนไซม 
 

2.2.1 ผลของความเขมขนกรดซัลฟูริกเจือจางที่ใชในการปรับสภาพ 
 

ในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งขั้นตนดวยกรดเจือจาง 
ศึกษาผลของความเขมขนกรดซัลฟูริกตั้งแต 0.0-2.0% (โดยปริมาตร) โดยใชเยื่อกระดาษ (2%, 
น้ําหนกัตอปริมาตร, น้ําหนกัแหง)  มาใหความรอนที่อุณหภูมิ 120-180๐C เปนระยะเวลา 15 , 30 
และ 60 นาที หลังจากนัน้จึงปรับใหมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมคือ  5.5  (ไดจากผลการ
ทดลองขอ 2.1)  เติมเอนไซมเซลลูเลส Biozyme A40  ควบคุมอุณหภูมทิี่ 50๐C  ใหระบบเขาสู
กระบวนการยอยเปนน้ําตาลโดยใชเอนไซมเปนระยะเวลา 10 ช่ัวโมง (Enzymatic Saccharification 
time)  วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น ไดผลดังภาพที่ 19 

 
จากภาพที่ 19  เปนกราฟแสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้เมื่อปรับสภาพ

ดวยกรดเจือจาง 0-2%  โดยเปรียบเทียบอณุหภูมิในการปรับสภาพตั้งแต 120-180 ๐C เปนระยะเวลา
ตางๆ  พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกดิขึ้นมีความสัมพันธกับความเขมขนกรดซัลฟูริกที่ใชในการ
ปรับสภาพ  กลาวคือ  เมื่อใชความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริกเพิ่มขึ้นจะทําใหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่เกิดเพิม่ขึ้นไปดวย อธิบายไดวาสารละลายกรดซัลฟูริกเขาไปทาํปฏิกิริยาสลายพันธะของ
โครงสรางโมเลกุลระหวางเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลส  เปนตัวละลายเฮมิเซลลูโลสที่เกาะอยูกับ
โครงสรางของเซลลูโลสออกมาเพราะเฮมเิซลลูโลสละลายในกรดเจือจางไดดีกวาเซลลูโลส  ดังนั้น
จึงเปนการกําจดัเฮมิเซลลูโลสออกจากกากตะกอนเยื่อกระดาษไดมากขึน้   สารละลายกรดซัลฟูริก
ยังทําใหเกิดการพองตัวในโครงสรางของเซลลูโลสซึ่งจะชวยเพิ่มอัตราการยอยเนื่องจากเปนการ
เพิ่มพื้นที่ผิวทาํใหเอนไซมเขาทําปฏิกิริยาไดมากขึ้น (Gallichsen and Paulapuro, 2000)   

 
นอกจากนี้จากการทดลองยังพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของกรดซัลฟูริกจนถึง 

1.5-2.0 % ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่เกิดมแีนวโนมเพิ่มขึ้นเพยีงเล็กนอย ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารละลาย
กรดซัลฟูริกที่ใชในการปรับสภาพไมมีความจําเปนตองใชความเขมขนสูงกวา 2.0% เพราะจะเปน
การสิ้นเปลืองโดยใชเหตุเนือ่งจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีเ่พิ่มขึ้นนั้นมพียีงเล็กนอย 
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(A) ระยะเวลาที่ในการปรับสภาพ 15 นาที                (B) ระยะเวลาที่ในการปรับสภาพ 30 นาที    
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                 (C) ระยะเวลาที่ในการปรับสภาพ60 นาที                   (D) ระยะเวลาที่ในการปรับสภาพ90 นาที 
 

 
 

ภาพที1่9  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่เกิดขึน้หลังจากปรับสภาพดวยกรดเจือจาง เมื่อใชความเขมขนกรด 
0-2% โดยเปรียบเทียบอณุหภูมิในการปรับสภาพตั้งแต 120-180 ๐C เปนระยะเวลาตางๆ 
แลวผานการยอยเปนน้ําตาลโดยใชเอนไซมเซลลูเลส  
(A) ระยะเวลาที่ในการปรับสภาพ 15 นาท ี    (B) ระยะเวลาที่ในการปรบัสภาพ30 นาที 
(C) ระยะเวลาที่ในการปรับสภาพ 60 นาท ี     (D) ระยะเวลาที่ในการปรับสภาพ 90 นาที 
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2.2.2  ผลของอุณหภูมิที่ใชในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษ 
 

ในการศึกษาผลของอุณหภูมิที่ใชในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษ
เหลือทิ้งนั้น ไดทําการทดลองเปรียบเทียบที่อุณหภูมิตางๆ ไดแก 120, 140, 160 และ180 ๐C  โดยใช
ความเขมขนกรดซัลฟูริกตั้งแต 0-2 % (โดยปริมาตร)  ระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพตั้งแต 15-60 
นาที  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 19 

 
จากภาพที่ 19 เปนกราฟแสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้เมื่อปรับสภาพ

ดวยกรดเจือจาง 0-2%  โดยเปรียบเทียบอณุหภูมิในการปรับสภาพตั้งแต 120-180 ๐C เปนระยะเวลา
ตางๆ  พบวาเมื่ออุณหภูมิที่ใชในการปรับสภาพเพิ่มขึ้น  สงผลใหเกิดเปนปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงขึ้น
ดวย เนื่องจากอุณหภูมิที่สูงขึ้นนี้มีผลทําใหสารละลายกรดซัลฟูริกสามารถแพรเขาไปในโครงสราง
ของเซลลูโลสไดเร็วขึ้น ทาํใหเกิดปฏกิิริยาและเกดิการบวมตัวไดเร็วข้ึน จึงสามารถละลายและแยก
เฮมิเซลลูโลสออกมาไดมากขึ้น (Soto et al., 1994) 

 
2.2.3  ผลของระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษ 

 
ในการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษ

ไดทําการทดลองเปรียบเทียบที่ระยะเวลาตางๆตั้งแต 15, 30 และ 60 นาที ผลการทดลองแสดงดัง
ภาพที่ 19 

 
จากภาพที่ 19 พบวาเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปรับสภาพมากขึ้นจะสงผลให

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเกิดมากขึ้นดวย โดยเมื่อปรับสภาพดวยกรดซัลฟริูกที่อุณหภูมิตางๆเปนเวลา 
15 นาที ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่เกิดขึ้นมีปริมาณเล็กนอย แตเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปรับสภาพมาก
ขึ้นเปน 30, 60 และ 90 นาที จะทําใหเกดิปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงขึ้นตามลําดับ เนื่องจากเปนการเพิ่ม
เวลาใหสารละลายกรดซัลฟูริกเขาไปละลายเฮมิเซลลูโลสออกจากโครงสรางของเซลลูโลสนานขึ้น 
นอกจากนี้ยังพบวาที่ระยะเวลาในการปรับสภาพ 60 และ 90 นาทีนั้น ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้
คอนขางคงที่ ดังนั้นจึงแสดงใหเห็นวาในการทดลองนี้ใชเวลาในการปรับสภาพดวยกรดเจือจางเปน
ระยะเวลา 60 นาที ก็เปนเวลาที่มากเพียงพอที่สารละลายกรดซัลฟูริกจะสามารถแพรเขาไปในโครง
สรางและทําปฏิกิริยาไดหมดแตถาใชเวลาในการปรับสภาพนอยกวา นี้สารละลายกรดซัลฟูริก
อาจจะแพรเขาไปทําปฏิกิริยาไดยังไมหมด แตถาใชเวลามากกวานี้กจ็ะเปนการสิ้นเปลืองโดยใชเหต ุ
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 2.3. ผลการศึกษากระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอล (Fermentation)   
 

ในการศึกษากระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอลใชน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอย
เซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางในสภาวะตางๆ 
คือ อุณหภูมใินการปรับสภาพ 120, 140, 160 และ180 ๐C  ใชความเขมขนกรดซัลฟูริกตั้งแต 1-3 % 
(โดยปริมาตร)  ระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพ 60 นาท ี  ศึกษาผลของการลดความเปนพิษโดย ชุด
หนึ่งมีการเติม Ca(OH)2 จนมี pH 10.5  ที่อุณหภูมิ 90 ๐C เปนเวลา 30 นาที แลวจึงปรับใหม ีpH 5.0 
ดวย1N HCl สวนอีกชดุหนึ่งไมมีการเติม Ca(OH)2 ลงไปแลวจึงเติมเชื้อยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm 
XR  ควบคุมสภาวะการหมกัที่อุณหภูม ิ 35๐C เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆไปวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลล
แหง  คาความเปนกรดดางของน้ําหมัก  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ  และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น 
ไดผลการทดลองดังนี ้

 
2.3.1 คาความเปนกรดดาง 

 
ในกระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอลซึ่งมีคาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.0 

พบวาเมื่อระยะเวลาผานไปคาความเปนกรดดางของน้ําหมักมีแนวโนมลดลงทั้งชุดที่ไมมีการลด
ความเปนพษิและชุดที่มีการลดความเปนพษิโดยการใชดาง ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 20 และ 
21 

    
จากภาพที่ 20 เปนการเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางของน้ําหมักเมื่อ

ระยะเวลาผานไป พบวาเมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่
สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ 120-180 ๐ C  เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมา
หมักเพื่อผลิตเอทานอล พบวาคาความเปนกรดดางมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลาการหมักนานขึ้น 
เนื่องจากในกระบวนการหมักมีการผลิตกาซคารบอนไดออกไซดดังสมการ 
 

   C6H12O6   2CO2 + 2C2H5OH + 28.7 kcal   (29) 
  

เมื่อกาซคารบอนไดออกไซดละลายในน้ําจึงเกิดเปนกรดคารบอนิก สงผลให
น้ําหมักมีสภาพความเปนกรดมากขึ้นเมื่อระยะเวลาการหมักนานขึ้น จึงทําใหน้ําหมักมีคาความเปน
กรดดางลดลง  อยางไรก็ตามพบวาคาความเปนกรดดางทีล่ดลงนี้ขึ้นอยูกับสองปจจัยดวยกัน คือ 
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ปจจัยทีห่นึ่งไดแก ความเขมขนของกรดซัลฟูริกเจือจางและปจจยัที่สอง ไดแก อุณหภูมิทีใ่ชในการ
ปรับสภาพขั้นตน กลาวคือ  

 
ปจจัยทีห่นึ่งไดแกความเขมขนของกรดซัลฟูริกเจือจางที่ใชในการปรับ

สภาพขั้นตน  จากการทดลองพบวาถาใชความเขมขนของกรดต่ําๆในการปรับสภาพขั้นตน ซ่ึงจาก
การทดลองใชกรดซัลฟูริกเจอืจาง 1% คาความเปนกรดดางของน้ําหมักคอนขางคงที่มากกวาการใช
กรดซัลฟูริกเจอืจาง 2 และ 3% แสดงดังภาพที่ 20 

 
ปจจัยที่สอง ไดแก อุณหภูมทิี่ใชในการปรับสภาพขั้นตน จากการทดลอง

พบวาถาใชอุณหภูมิต่ําในการปรับสภาพคาความเปนกรดดางของน้ําหมักจะเปลี่ยนแปลงนอยกวา
การปรับสภาพโดยใชอุณหภูมิสูง ซ่ึงจากภาพที่ 20 เปนการเปรียบเทยีบการเปลี่ยนแปลงของคา
ความเปนกรดดางของน้ําหมกั โดยจะพบวาที่อุณหภูมิในการปรับสภาพ 120 ๐ C คาความเปนกรด
ดางคอนขางคงที่ แตเมื่อใชอุณหภูมิในการปรับสภาพเปน 180 ๐ C จะพบวาคาความเปนกรดดางมี
แนวโนมลดลง 

 
นอกจากนี้ในการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางพบวาเมื่อใชความเขมขน

กรดและอณุหภูมิสูงจะเกิดสารตางๆจําพวก  ฟูเฟอรัล ไฮดรอกซีเมธทิลฟูเฟอรัล สารประกอบฟนอ
ลิก และกรดอะซิติก ซ่ึงมีผลทําใหคาความเปนกรดดางของน้ําหมักลดลงและมีผลยับยั้งการทํางาน
ของเชื้อยีสต (Badal, 2005) 

 
ดังนั้นจึงทําการเปรียบเทียบโดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดเพื่อลด

ความเปนพษิจากสารตางๆจําพวก  ฟเูฟอรัล ไฮดรอกซีเมธทิลฟูเฟอรลั และกรดอะซิตกิ และเพื่อ
ควบคุมใหน้ําหมักมีคาความเปนกรดดางคงที่มากขึ้น  เนื่องจากคาความเปนกรดดางนี้มีผลตอการ
เจริญเติบโตและประสิทธิภาพในการทํางานของเชื้อยีสตในกระบวนการหมักโดยตรง ผลแสดงดัง
ภาพที่ 21 พบวา คาความเปนกรดดางของน้ําหมักคอนขางคงที่มากกวาการไมมีการลดความเปนพษิ 
(ภาพที่ 20)   
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(A) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 120 ๐ C                          (B) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 140 ๐ C   
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                         (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

                 

                                                                                                     
 

  
ภาพที่ 20   การเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 

น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ   
120-180 ๐ C  เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อ
ผลิตเอทานอลโดยไมมีการลดความเปนพษิดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป 

 
 

1% H2SO4 2 % H2SO4 3% H2SO4 
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                         (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

 

                                                                                                     
 

 
ภาพที่ 21   การเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 

     น้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ       
     120-180 ๐ C  เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อ    
     ผลิตเอทานอลเมื่อมีการลดความเปนพษิโดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป 

1% H2SO4 2 % H2SO4 3% H2SO4 



   
 

 
66 

  2.3.2 น้ําหนกัเซลลแหง (cell dry weight) 
    

ในกระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอล ทําการเติมเชื้อยีสต S. cerevisiae 
Bio-Ferm XR ลงไปในน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกากตะกอนเยือ่กระดาษ ที่
ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางในสภาวะตางๆ ในปริมาณทีเ่ทากัน แตเมื่อระยะเวลาผาน
ไปพบวาการเจริญเติบโตของเชื้อยีสตมีความแตกตางกันโดยจะพบวาชดุที่มีการลดความเปนพษิ
โดยการใชดาง เชื้อยีสตจะสามารถเจริญเติบโตไดดีกวาชดุที่ไมมีการลดความเปนพษิ  ผลการ
ทดลองแสดงดังภาพที่ 22 และ 23 

 
จากภาพที่ 22 เมื่อทําการหมกัในระยะแรกน้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยสีตจะ

คอยๆเพิ่มขึ้นอยางชาๆเนื่องจากเชื้อยีสตอยูในขัน้ของการปรับตัวและปรับสภาพเพือ่ใชน้ําตาล
รีดิวซที่มีในระบบในการเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอล แตเมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 60 จะพบวา
น้ําหนกัเซลลแหงเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วเนื่องจากเชื้อยีสตไดใชน้ําตาลรีดิวซในการเจริญเติบโต
รวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเรว็ หลังจากนั้นน้ําหนกัเซลลแหงเริ่มคงที่เนื่องจาก
น้ําตาลรีดิวซซ่ึงใชเปนอาหารเริ่มเหลือนอยลง  นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโต
ของเชื้อยีสตในการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจาการปรับสภาพเมื่อใชความเขมขนกรดเจือจางและ
อุณหภูมิตางๆพบวา เชื้อยีสตสามารถเจริญเติบโตไดดทีี่สุดในน้ําตาลรีดิวซที่ผานการปรับสภาพดวย
กรดซัลฟูริกเจอืจาง 1  2 และ 3% ตามลําดบั และยังพบวาเชื้อยีสตสามารถเจริญเติบโตไดดีทีสุดใน
น้ําตาลรีดิวซทีผ่านการปรับสภาพดวยอุณหภูมิต่ําคือ 120  140  และ160๐ C ตามลําดับ สวนที่
อุณหภูมิสูงคือ 180 ๐C นั้นเชือ้ยีสตสามารถเจริญเติบโตไดเพียงเล็กนอยเทานั้น  เนื่องจากวาการปรับ
สภาพดวยกรดที่มีความเขมขนสูงและการใชอุณหภูมิสูงจะทําใหเกิดสารซึ่งยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อยีสต เชน ฟูเฟอรัล ไฮดรอกซีเมธทิลฟูเฟอรัล และกรดอะซิติก เปนตน 
 

เมื่อมีการลดความเปนพษิโดยเติมดางลงไปพบวาเชื้อยีสตสามารถ
เจริญเติบโตไดดีขึ้น ดังภาพที่ 23 ซ่ึงเห็นไดจากน้าํหนกัเซลลแหงที่เพิ่มขึ้น โดยในระยะแรกน้ําหนัก
เซลลแหงของเชื้อยีสตจะเพิ่มขึ้นอยางชาๆและจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเมือ่เขาสูช่ัวโมงที่ 40 และ
หลังจากชัว่โมงที่ 60 เปนตนไป น้ําหนกัเซลลแหงเริ่มคงที่ อยางไรก็ตามการเติมดางเพื่อชวยลด
ความเปนพษินั้นถึงแมจะเพิม่ความสามารถในการเจริญเติบโตของเชื้อยีสตแตกย็ังพบวาในการปรับ
สภาพดวยกรดเจือจางที่อุณหภูมิสูง ซ่ึงจากการทดลองใชอุณหภูม1ิ80 ๐C จะพบวาการใชดางเปน
การชวยเพิ่มการเจริญเติบโตของเชื้อยีสตไดเพียงเล็กนอยเทานั้น 
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ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนกัเซลลแหงในน้ําหมักทีไ่มมกีารลดความเปนพิษ
และมีการลดความเปนพษิโดยการใชดางพบวา ในน้ําหมกัที่มีการเติมดางลงไปจะชวยใหเชื้อยีสต
สามารถเจริญเติบโตไดดีขึ้นจึงมีน้ําหนักเซลลแหงสูงขึ้นจึงนาจะมีความสามารถในการผลิตเอทา
นอลไดมากยิ่งขึ้น นอกจากนีใ้นน้ําหมักที่มกีารเติมดางยังเปนการชวยลดความเปนพษิทําใหเชื้อยีสต
มีความสามารถในการปรับสภาพไดรวดเร็วกวาจึงทําใหเชื้อยีสตเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชัว่โมงการ
หมักที่ 40 แตสําหรับน้ําหมกัที่ไมมีการเตมิดางจะพบวาเชื้อยีสตตองใชระยะเวลาในการปรับสภาพ
นานกวาซึ่งตองใชเวลามากกวา 60 ช่ัวโมงเชื้อยีสตจึงจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว 

 
2.3.3 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (reducing sugar) 

 
ในกระบวนการหมักเชื้อยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR จะเปลี่ยนน้ําตาล

รีดิวซไปเปนเอทานอลภายใตสภาวะไรอากาศ ดังนัน้จึงทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในระบบคอยๆ
ลดลง ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 24 และ 25 
 

จากภาพที่ 24 เมื่อทําการหมกัในระยะแรกน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางชาๆ
และเมื่อเขาสูเขาสูช่ัวโมงที่ 60 จะพบวาน้ําตาลรีดิวซลดลงอยางรวดเรว็ซ่ึงเปนชวงเดยีวกับที่น้ําหนกั
เซลลแหงเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเชนเดียวกนั  เนื่องจากเชื้อยสีตไดใชน้ําตาลรีดิวซในการเจริญเติบโต
รวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเรว็ หลังจากนั้นปริมาณน้าํตาลรีดิวซจะคอยๆลดลง
อยางชาๆ  นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อเปรียบเทยีบการลดลงของน้ําตาลรีดวิซที่ไดจาการปรับสภาพเมื่อ
ใชความเขมขนกรดเจือจางและอุณหภูมิตางๆพบวา น้ําตาลรีดิวซจะลดลงเปนอยางมากเมื่อใช
น้ําตาลรีดิวซทีผ่านการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 1  2 และ 3% ตามลําดับ เนือ่งจากวาเชื้อ
ยีสตสามารถเจริญเติบโตไดดีที่สุด  และยังพบวาน้ําตาลรดีิวซจะลดลงมากเมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ผาน
การปรับสภาพดวยอุณหภูมติ่ําคือ 120  140  160๐ C ตามลําดับ สวนที่อุณหภูมิสูงคือ 180 ๐C นั้น
น้ําตาลรีดิวซจะลดลงเพียงเลก็นอยเทานั้น   
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(A) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 120 ๐ C                             (B) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 140 ๐ C   
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                           (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

                     

                                                                                                     
 

ภาพที่ 22   การเปรียบเทียบน้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยสีตในน้ําหมกัที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 
    น้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ  
    120-180 ๐ C  เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อ 
    ผลิตเอทานอลโดยไมมีการลดความเปนพิษดวยการเตมิดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป 

 

1% H2SO4 2 % H2SO4 3% H2SO4 
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(A) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 120 ๐ C                          (B) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 140 ๐ C   
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                        (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

                     

                                                                                                     
 

ภาพที่ 23   การเปรียบเทียบน้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยสีตในน้ําหมกัที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 
น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ     
120-180 ๐ C เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อผลิต 
เอทานอลเมื่อมีการลดความเปนพิษโดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป 

 

1% H2SO4 2 % H2SO4 3% H2SO4 
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เมื่อมีการลดความเปนพษิโดยเติมดางลงไปพบวาเมื่อเชื้อยีสตสามารถ
เจริญเติบโตไดดีขึ้นจึงทําใหเกิดการใชน้ําตาลรีดิวซผลิตเปนเอทานอลไดมากขึ้น จึงทําใหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซลดลงมากยิ่งขึ้น ดังภาพที่ 25  โดยในระยะแรกปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะลดลงเพียง
เล็กนอย และเมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 40 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเรว็เนื่องจากเปนชวงที่เชือ้
ยีสตเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็วจึงมีการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอลไดมาก สงผลใหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซในระบบลดลง ทั้งนี้เมื่อมีการลดความเปนพิษโดยเติมดางลงไปพบวา น้ําตาลรีดิวซที่ไดจาก
การปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 2% ที่อุณหภูมิ 120 ๐C จะมีแนวโนมการลดลงของปริมาณ
น้ําตาลในระบบสูงสุดซึ่งเนื่องมาจากเปนสภาวะที่เชื้อยีสตสามารถเจริญเติบโตไดดี สามารถใชดาง
เพื่อชวยลดความเปนพิษในน้ําหมักได แตสําหรับน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพดวยกรดซัลฟู
ริกที่ความเขมขนและอุณหภมูิสูงๆ  เชน 180 ๐C ปริมาณน้าํตาลรีดิวซลดลงไปเพียงเล็กนอยเทานัน้
ซ่ึงแสดงใหเหน็วาถึงแมจะใชดางเพื่อชวยลดความเปนพษิในน้ําหมักแลวแตกไ็มสามารถชวยให
การทํางานของเชื้อยีสตมีประสิทธิภาพมากขึ้นซึ่งเห็นไดจากการเจรญิของเชื้อยีสตเพิ่มขึ้นเพยีง
เล็กนอย และปริมาณน้ําตาลก็ลดลงไปเพยีงเล็กนอยเทานั้น 
 

ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบการลดลงของปริมาณน้ําตาลรีดวิซในน้ําหมกัทีไ่มมี
การลดความเปนพิษและมีการลดความเปนพิษโดยการใชดางพบวา ในน้ําหมกัที่มีการเติมดางลงไป
จะชวยใหเชื้อยีสตสามารถเจริญเติบโตไดดีขึ้น  มีน้ําหนกัเซลลแหงสูงขึ้นจึงสามารถใชน้ําตาลรีดิวซ
ผลิตเปนเอทานอลไดมากขึน้ ในชัว่โมงการหมักที่ 40 ทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในระบบลดลง
มากกวาในน้ําหมักที่ไมมกีารเติมดางลงไป   
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(A) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 120 ๐ C                          (B) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 140 ๐ C   
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                        (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

  

                                                                                                     
 

 
ภาพที่ 24   การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ลดลงของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 
      น้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ  

    120-180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพือ่ 
    ผลิตเอทานอลโดยไมมีการลดความเปนพิษดวยการเตมิดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป 
 
 

1% H2SO4 2 % H2SO4 3% H2SO4 



   
 

 
72 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

 
(A) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 120 ๐ C                          (B) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 140 ๐ C   
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                         (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

  

                                                                                                     
 
 

ภาพที่ 25   การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ลดลงของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 
                  น้ําตาลรีดิวซที่เกดิขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ  
                  120-180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อ  
                  ผลิตเอทานอลเมื่อมีการลดความเปนพิษโดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป 
   

1% H2SO4 2 % H2SO4 3% H2SO4 
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2.3.4 ปริมาณเอทานอล (ethanol) 
 

ในกระบวนการหมักเชื้อยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR จะเปลี่ยนน้ําตาล
รีดิวซไปเปนเอทานอลภายใตสภาวะไรอากาศ ดังนัน้จึงทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในระบบคอยๆ
ลดลง ในขณะเดียวกันปริมาณเอทานอลในระบบจะคอยๆเพิ่มขึ้น ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 26 
และ 27 
 

จากภาพที่ 26 เมื่อทําการหมกัในระยะแรกปริมาณเอทานอลจะเพิ่มขึ้นอยาง
ชาๆและเมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 60 จะพบวาปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วซ่ึงเปนชวงเดยีวกับที่
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในระบบลดลงอยางรวดเร็ว  ในขณะทีน่้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยีสตเพิ่มขึน้
อยางรวดเรว็เชนเดียวกนั  ทัง้นี้อธิบายไดเนื่องจากวาเชื้อยีสตไดใชน้ําตาลรีดิวซในการเจริญเติบโต
รวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเรว็ หลังจากชั่วโมงที่ 70 เปนตนไป น้ําหนักเซลลแหง
เร่ิมคงที่เนื่องจากน้ําตาลรีดิวซซ่ึงใชเปนอาหารเริ่มเหลือนอยลง จึงทําใหปริมาณเอทานอลคอนขาง
คงที่ไปดวย    

 
นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อเปรยีบเทียบการเพิม่ขึ้นของปรมิาณเอทานอลทีไ่ดจาก

การหมักน้ําตาลรีดิวซที่ผานการปรับสภาพเมื่อใชความเขมขนกรดเจือจางและอณุหภูมิตางๆพบวา  
ปริมาณเอทานอลจะเกิดขึน้มากหากหมักน้าํตาลรีดิวซที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซลัฟูริกเจือจาง 
2% เนื่องจากวา ที่ความเขมขนกรดซัลฟูริกเจือจาง 2% นี้สามารถชวยยอยสลายโครงสรางของ
เซลลูโลสใหเหมาะตอสภาพการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสไดดีจึงทําใหเกิดเปนปริมาณน้ําตาล
รีดิวซไดมาก ในขณะเดยีวกนัก็ผลิตสารซึ่งยับยั้งการทํางานของเชื้อยสีตต่ําดังนั้นเชือ้ยีสตจึง
สามารถเจริญเติบโตไดและผลิตเอทานอลไดมาก  และจากการทดลองยังพบวา เมื่อใชอุณหภูมิใน
การปรับสภาพสูงขึ้นคือ 140, 160 และ 180๐ C จะสงผลการผลิตเอทานอลเกิดไดนอยลงตามลําดับ
ซ่ึงแสดงใหเหน็วาที่สภาวะดงักลาวเกดิสารพิษซึ่งยับยั้งการทํางานของเชื้อยีสตทําใหการ
เจริญเติบโตของเชื้อยีสตลดลง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในระบบลดลงเล็กนอยและเกิดเปนเอทานอลได
นอยเชนกัน 
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(A) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 120 ๐ C                           (B) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 140 ๐ C   
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                          (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

 

                                                                                                     
 

 
ภาพที่ 26   การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 

    น้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ  
    120-180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพือ่ 
    ผลิตเอทานอลโดยไมมีการลดความเปนพิษดวยการเตมิดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป 
 
 

1% H2SO4 2 % H2SO4 3% H2SO4 
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(A) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 120 ๐ C                          (B) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 140 ๐ C   
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                         (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

 

                                                                                                     
 
 
ภาพที่ 27    การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 

น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ 
120-180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิต
เอทานอลเมื่อมีการลดความเปนพิษโดยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไป 

 
 

1% H2SO4 2 % H2SO4 3% H2SO4 
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เมื่อมีการลดความเปนพษิโดยเติมดางลงไปพบวาเมื่อเชื้อยีสตสามารถ
เจริญเติบโตไดดีขึ้นจึงทําใหเกิดการใชน้ําตาลรีดิวซผลิตเปนเอทานอลไดมากขึ้น ดังภาพที่ 27 โดย
ในระยะแรกปริมาณเอทานอลจะเพิ่มขึ้นเพยีงเล็กนอย และเมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 40 ปริมาณเอทานอล
จะเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วในขณะที่ปริมาณน้าํตาลรีดิวซจะลดลงอยางรวดเร็วเนื่องจากเปนชวงที่เชื้อ
ยีสตเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็วจึงมีการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอลไดมาก   

 
ทั้งนี้เมื่อมีการลดความเปนพษิโดยเติมดางลงไปพบวา น้าํตาลรีดิวซที่ได

จากการปรับสภาพดวยกรดซลัฟูริกเจือจาง 2% ที่อุณหภูม ิ120 ๐C จะมีแนวโนมการลดลงของ
ปริมาณน้ําตาลในระบบสูงสุดซึ่งเกิดเปนปริมาณเอทานอลไดสูงสุดเชนเดียวกนัดังภาพที่ 27  
เนื่องมาจากเปนสภาวะที่เชื้อยีสตสามารถเจริญเติบโตไดดี สามารถใชดางเพื่อชวยลดความเปนพษิ
ในน้ําหมักได แตสําหรับน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพดวยกรดซลัฟูริกที่ความเขมขนสูงๆ  
เชน กรดซัลฟริูกเจือจาง 3% ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดกลับลดนอยลง   นอกจากนี้เมือ่ยังพบวาเมื่อ
ใชอุณหภูมิสูงในการปรับสภาพปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจะลดนอยลงตามลําดับซึ่งจากภาพที่ 28
แสดงใหเห็นวาเมื่อปรับสภาพขั้นตนที่อุณหภูมิ 180 ๐C ปริมาณเอทานอลเกิดขึ้นไดเพียงเล็กนอย
เทานั้นซึ่งแสดงใหเห็นวาถึงแมจะใชดางเพื่อชวยลดความเปนพิษในน้าํหมักแลวแตก็ไมสามารถ
ชวยใหการทํางานของเชื้อยสีตมีประสิทธิภาพมากขึน้  ไมสามารถลดความเปนพษิอนัเนื่องมาจาก
สารจําพวกฟเูฟอรัล ไฮดรอกซีเมธทิลฟูเฟอรัล และกรดอะซิติกได  ซ่ึงเห็นไดจากการเจริญของเชื้อ
ยีสตเพิ่มขึ้นเพยีงเล็กนอย ปริมาณน้ําตาลกล็ดลงไปเพียงเล็กนอย ดังนั้นจงึเกิดเปนเอทานอลไดเพยีง
เล็กนอยเชนเดยีวกัน 
 

ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นเมื่อทําการหมักน้ําหมกัที่ไม
มีการลดความเปนพิษและมกีารลดความเปนพิษโดยการใชดางพบวา ในน้ําหมักที่มกีารเติมดางลง
ไปจะชวยใหเชื้อยีสตสามารถเจริญเติบโตไดดีขึ้น  มนี้ําหนักเซลลแหงสูงขึ้นจึงสามารถใชน้ําตาล
รีดิวซผลิตเปนเอทานอลไดมากขึ้น ในชัว่โมงการหมักที่ 40 ทําใหปริมาณน้ําตาลรดีวิซในระบบ
ลดลงมากกวาและเกดิเปนปริมาณเอทานอลไดมากกวาในน้ําหมกัที่ไมมีการเติมดางลงไป   
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(A) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 120 ๐ C                          (B) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 140 ๐ C   
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(C) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 160 ๐ C                           (D) อุณหภูมิที่ในการปรับสภาพ 180 ๐ C   

 

 
 
 
ภาพที่ 28   การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นของน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 

    น้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ (อุณหภูมิ     
120-180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาที) และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิต
เอทานอลโดยเปรียบเทียบระหวางชุดทีม่ีการลดความเปนพิษโดยการเตมิดาง
แคลเซียมไฮดรอกไซดและชุดที่ไมมีการลดความเปนพษิ 
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เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอรไดแก µ  qs,max  qp,max  Pmax  Yx/s  Yp/s และ 
Fermentation efficiency ไดผลแสดงดังตารางที่ 4  - 7  (ตัวอยางการคํานวณดังภาคผนวก จ) 
 
 จากตารางที่ 4 แสดงคาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลเมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่
ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยกรด       
ซัลฟูริกเจือจาง 1-3% ที่อุณหภูมใินการปรับสภาพ 120 ๐ C เปนเวลา 60 นาที เมื่อพิจารณาอัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะ (µ) พบวาเมื่อใชกรดความเขมขน 1 และ 2% เชื้อยสีตสามารถเจริญเติบโตไดดี
โดย µ มีคา 0.027 และ 0.037 ตามลําดับ แตเมื่อเพิ่มความเขมขนกรดมากขึ้นเปน 3% พบวา µ มีคา
ลดลงเปน 0.035 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเชื้อยสีตมีความสามารถในการเจริญเติบโตลดลง  แตเมื่อมีการ
เติมดางแคลเซยีมไฮดรอกไซดลงไปเพื่อลดความเปนพษิพบวาชวยใหเชื้อยีสตสามารถเจริญเติบโต
ไดดีขึ้นเห็นไดจาก µ มีคาเพิ่มขึ้นเปน 0.031  0.053 และ 0.041 เมื่อใชกรดซัลฟูริกเจอืจาง 1  2 และ 
3% ตามลําดับ ดังนั้นจึงแสดงใหเห็นวาที่สภาวะการปรับสภาพขั้นตนทีอุ่ณหภูมิ 120 ๐ C เปนเวลา 
60 นาที การใชดางสามารถชวยลดความเปนพิษในน้ําหมักได แตเมื่อมีการปรับสภาพดวยอุณหภูมิ
สูงจะพบวา µ มีคา ลดลงถึงแมจะมกีารลดความเปนพษิดวยดางแลวกต็ามโดยเห็นไดจากเมื่อปรับ
สภาพดวยกรด 2% และมีการเติมดางลงไปที่อุณหภูมิในการปรับสภาพ 120 140  160 และ180 ๐C มี
คา µ เปน 0.053  0.043  0.037 และ0.03 ตามลําดับ ซ่ึงอธิบายไดวาในการปรับสภาพดวยความ
เขมขนกรดและอุณหภูมิสูงๆนั้นกอใหเกิดสารพิษจําพวกฟูเฟอรัล ไฮดรอกซีเมธทิลฟูเฟอรัล 
สารประกอบฟนอลิกและกรดอะซิติก  ซ่ึงยับยั้งการทํางานของเชื้อยีสตในกระบวนการหมัก 
 
 ดังนั้นเมื่อพบวาในการปรับสภาพที่ความเขมขนกรดและอุณหภูมิสูงมผีลทําใหอัตราการ
เจริญเติบโตและประสิทธิภาพการทํางานของเชื้อยีสตลดลงจึงเปนผลใหอัตราการใชสารอาหาร
จําเพาะสูงสุด (qs,max )  มีคาลดลงไปดวย  เนื่องจากเชื้อยสีตมีปริมาณนอยจึงทําให อัตราการใช
สารอาหาร (น้ําตาลรีดิวซ)เพือ่เปลี่ยนไปเปนเอทานอลลดนอยลงไปดวย   เมื่อพิจารณาคาผลไดของ
ผลิตภัณฑตอสารอาหาร (Yp/s)  พบวาในการปรับสภาพที่อุณหภูมิ 120 ๐ C เปนเวลา 60 นาที เมื่อใช
กรดความเขมขน 1และ 2% จะใหคา Yp/s ใกลเคียงกันคือ 0.30 และ 0.36 แตเมื่อเพิ่มความเขมขนกรด
และอุณหภูมิทีใ่ชในการปรับสภาพจะทําใหคา Yp/s  มีคาลดลงซึ่งแสดงใหเห็นวาปริมาณน้ําตาล
รีดิวซถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลไดนอยลงเพราะเกดิสารพิษซึ่งยับยั้งการทํางานของเชื้อยีสตนั่นเอง 
การใชดางเพื่อลดความเปนพษินั้นชวยใหคา Yp/s  มีคาเพิ่มขึ้นเปน 0.40 และ 0.45 ตามลําดับ 
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สําหรับ อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax) และประสิทธิภาพในการหมัก 
(Fermentation efficiency) จากการทดลองพบวา ในการปรับสภาพที่อุณหภูมิ 120 ๐ C เปนเวลา 60 
นาที เมื่อใชกรดความเขมขน  2% และมีการเติมดางลงไปเพื่อลดความเปนพิษจะมีคา Pmax  และ 
Fermentation efficiency  สูงสุดในการปรบัสภาพดวยกรดเจือจางที่สภาวะตางๆ คือ มีอัตราการผลิต
เอทานอล 6.44 มิลลิกรัม/ลิตร.ช่ัวโมง  คิดเปนประสิทธิภาพการหมกั 88.24% ของงานวิจยันีก้ับคา
ทางทฤษฎี   เมื่อเพิ่มความเขมขนกรดและอุณหภูมิทีใ่ชในการปรับสภาพพบวาคา Pmax  และ 
Fermentation efficiency  จะมีคาลดลงถึงแมวาจะมีการเตมิดางเพื่อลดความเปนพษิในน้ําหมักแลวก็
ตาม 
 

เมื่อพิจารณาความเหมาะสมในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งขั้นตนดวย
กรดซัลฟูริกเจอืจางพบวาสภาวะที่เหมาะสมคือการใชกรดซัลฟูริกเจือจาง 2% อุณหภมูิที่ใชในการ
ปรับสภาพคือ 120 ๐ C เปนเวลา 60 นาที และมีการเติมดางแคลดซียมไฮดรอกไซดลงไปเพื่อลด
ความเปนพษิ เนื่องจากที่สภาวะดังกลาวสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซเพื่อใชในกระบวนการหมักที่ทํา
ใหเกิดอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุดและประสิทธิภาพในการหมกัสูงกวาที่สภาวะอื่นๆ  
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ตารางที่ 4   คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกาก

ตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 1-3% ที่อุณหภูมิในการปรับสภาพ 120 ๐C เปนเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซม
เซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยเปรียบเทยีบระหวางชดุที่มกีารลดความเปนพิษ ดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซด และชุดที่ไมมี
การเติมดางลงไป 

 
การปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางและการลดความเปนพิษ 

การคํานวณคาพารามิเตอร 
1% H2SO4 

1% H2SO4 
Overlime 

2% 
H2SO4 

2% H2SO4 
Overlime 

3% 
H2SO4 

3% H2SO4 
Overlime 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ µ (h-1) 0.027 0.031 0.037 0.053 0.035 0.041 
อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด qs,max  (mg/mg.h) 2.020 2.14 2.34 4.26 2.81 3.56 
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด qp,max (mg/mg.h) 0.560 0.67 0.75 0.88 0.62 0.80 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด  Pmax (mg/l.h) 4.250 5.33 5.26 6.44 4.31 5.27 
คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  Yp/s (mg ethanol/mg sugar) 0.304 0.40 0.36 0.45 0.34 0.41 
ประสิทธิภาพการหมัก  Fermentation efficiency 60 78.43 70.59 88.24 66.67 80.39 
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ตารางที่ 5   คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกาก  
ตะกอนเยื่อกระดาษที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 1-3% ที่อุณหภูมิในการปรับสภาพ 140 ๐ C เปนเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซม
เซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยเปรียบเทยีบระหวางชดุที่มกีารลดความเปนพิษดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซด และชุดที่ไมมี
การเติมดางลงไป 

 
การปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางและการลดความเปนพิษ 

การคํานวณคาพารามิเตอร 1% 
H2SO4 

1% H2SO4 
Overlime 

2% 
H2SO4 

2% H2SO4 
Overlime 

3% 
H2SO4 

3% H2SO4 
Overlime 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ µ  (h-1) 0.026 0.032 0.034 0.043 0.034 0.039 
อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด qs,max  (mg/mg.h) 1.21 2.03 2.18 3.60 2.60 3.02 
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด qp,max (mg/mg.h) 0.50 0.69 0.67 0.82 0.51 0.66 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด  Pmax (mg/l.h) 3.76 4.08 4.51 5.90 3.90 4.38 
คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  Yp/s (mg ethanol/mg sugar) 0.32 0.39 0.37 0.41 0.33 0.36 
ประสิทธิภาพการหมัก  Fermentation efficiency 62.75 76.47 72.55 80.39 64.71 70.59 
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ตารางที่ 6   คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกาก 
ตะกอนเยื่อกระดาษที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 1-3% ที่อุณหภูมิในการปรับสภาพ 160 ๐ C เปนเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซม
เซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยเปรียบเทยีบระหวางชดุที่มกีารลดความเปนพิษดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซด และชุดที่ไมมี
การเติมดางลงไป 

 
การปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางและการลดความเปนพิษ 

การคํานวณคาพารามิเตอร 1%  
H2SO4 

1% H2SO4 
Overlime 

2%  
H2SO4 

2% H2SO4 
Overlime 

3% 
H2SO4 

3% H2SO4 
Overlime 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ µ  (h-1) 0.024 0.030 0.031 0.037 0.028 0.033 
อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด qs,max  (mg/mg.h) 1.14 2.10 1.70 3.10 1.56 2.59 
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด qp,max (mg/mg.h) 0.39 0.55 0.53 0.73 0.41 0.59 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด  Pmax (mg/l.h) 2.63 2.93 3.43 3.55 2.38 2.70 
คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร  Yx/s (mg cell/mg sugar) 2.36 2.44 1.70 1.76 1.55 1.56 
คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  Yp/s (mg ethanol/mg sugar) 0.30 0.36 0.34 0.37 0.31 0.34 
ประสิทธิภาพการหมัก  Fermentation efficiency 58.82 70.59 66.67 72.55 60.78 66.67 
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ตารางที่ 7   คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอยเซลลูโลสในกาก
ตะกอนเยื่อกระดาษที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจาง 1-3% ที่อุณหภูมิในการปรับสภาพ 180 ๐ C เปนเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซม
เซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยเปรียบเทยีบระหวางชดุที่มกีารลดความเปนพิษดวยการเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซด และชุดที่ไมมี
การเติมดางลงไป 

 
การปรับสภาพขั้นตนดวยกรดเจือจางและการลดความเปนพิษ 

การคํานวณคาพารามิเตอร 1%  
H2SO4 

1% H2SO4 
Overlime 

2% 
H2SO4 

2% H2SO4 
Overlime 

3% 
H2SO4 

3% H2SO4 
Overlime 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ µ  (h-1) 0.022 0.027 0.026 0.030 0.023 0.026 
อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด qs,max  (mg/mg.h) 1.08 1.28 1.30 2.84 1.41 2.55 
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด qp,max (mg/mg.h) 0.34 0.46 0.30 0.48 0.29 0.35 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด  Pmax (mg/l.h) 1.88 2.25 1.76 2.88 1.77 2.04 
คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  Yp/s (mg ethanol/mg sugar) 0.29 0.31 0.28 0.30 0.23 0.25 
ประสิทธิภาพการหมัก  Fermentation efficiency 56.86 60.78 54.90 58.82 45.10 49.02 
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3.  การศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษโดยทําการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน  
 
3.1  ผลการศึกษาการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษดวยโอโซนและกระบวนการยอย

ใหเปนน้ําตาลโดยใชเอนไซม 
 

3.1.1 ผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการใชโอโซนเพื่อปรับสภาพกาก
ตะกอนเยื่อกระดาษขัน้ตน 

   
ในการทดลองนี้ศึกษาผลของคาความเปนกรดดางในการใชโอโซนเพื่อปรับ

สภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษขั้นตนแลวจงึนํามายอยเปนน้ําตาลดวยเอนไซมเซลลูเลส โดย
พิจารณาจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตได  โดยทดลองใช pH  5.0  7.0  และ 10.0   ใชอัตราการ
ไหลอากาศ  2  4  6  และ8 ลิตรตอนาที   มีระยะเวลาในการปอนโอโซนเทากับ 15  30  45  และ 60 
นาที จากการทดลองพบวา pH เปนปจจยัที่มีผลในการใชโอโซนเพื่อปรับสภาพขั้นตน ผลการ
ทดลองแสดงดังภาพที่ 29 

 
 จากภาพที่ 29 พบวาในการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่คาความเปนกรดดาง 

10.0 แลวนํามายอยดวยเอนไซมเซลลูเลสสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซไดสูงกวาการปรับใหมีคาความ
เปนกรดดาง 7.0 และ 5.0 ตามลําดับ ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาเมื่อปรับใหน้ําตวัอยางมคีาความเปน
กรดดาง 10.0 นั้นสงผลใหในระบบมีปริมาณของ Hydroxide ion (OH- ) ในปริมาณมาก เมื่อ OH- 
สัมผัสกับโอโซนที่เติมลงไปทําใหเกิด Hydroxyl radicle (๐OH) ซ่ึงเปนตัวออกซิไดซที่แรงและ
วองไวในการทําปฏิกิริยากับสารตางๆรวมถึงเซลลูโลสซึ่งเปนสารอินทรียทําใหระบบมีความ 
สามารถในการออกซิไดซและทําลายโครงสรางของเซลลูโลส ทําใหเอนไซมเซลลูเลสทํางานได
อยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น  สงผลใหปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่ผลิตไดมีคาสูงขึ้น      

 
 ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใชคาความเปนกรดดาง 10.0 ในขั้นของการปรับ

สภาพขั้นตนดวยโอโซน แลวจึงนํามายอยดวยเอนไซมเปนเวลา 10 ช่ัวโมง (pH 5.5) ในการผลิต
น้ําตาลรีดิวซเพื่อนําไปหมกัเปนเอทานอลในขั้นตอนตอไป  
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3.1.2. ผลของปริมาณโอโซนและระยะเวลาในการปอนโอโซน 
 

จากการทดลองซึ่งแสดงดังภาพที่ 29 พบวาเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปอน
โอโซนนานขึ้นเปน 15  30  45  และ 60 นาที และเพิ่มอตัราการไหลของอากาศเขาสูเครื่องผลิต
โอโซนมากขึ้นเปน  2  4  6  และ8 ลิตรตอนาที  จะทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดมีคาสูงขึ้น
ตามลําดับ  ทั้งนี้เนื่องจากวาเปนการเพิ่มปรมิาณโอโซนเขาสูระบบมากขึ้นทําใหโอโซนสามารถเขา
ไปทําลายพันธะและโครงสรางของเซลลูโลสไดมากขึ้น จึงทําใหเอนไซมเซลลูเลส สามารถยอย
เซลลูโลสไปเปนน้ําตาลรีดิวซไดมากยิ่งขึน้   

 
นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยเมื่อเพิ่มระยะเวลา

ในการปอนโอโซนเปน 45 และ 60 นาที ถึงแมจะใชอัตราการไหลของอากาศเขาสูเครื่องผลิต
โอโซนเปน  2  4  6  และ 8 ลิตรตอนาที ทั้งนี้อาจอธิบายไดวาที่สภาวะดงักลาวในระบบมีปริมาณ
โอโซนมากเพียงพอที่จะออกซิไดซและทาํลายโครงสรางของเซลลูโลสซึ่งเปนสารอินทรียในระบบ
จึงทําใหเกิดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นเพยีงเล็กนอยในชวงหลังจากการเพิ่มปริมาณโอโซนเขาไป
ในระบบ 
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(A) คาความเปนกรดดาง 5.0   (B) คาความเปนกรดดาง 7.0 
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   (C) คาความเปนกรดดาง 10.0 
 
 
ภาพที่ 29   การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึน้เมื่อปรับสภาพดวยโอโซนที่คาความเปน    

กรดดางตางๆ เมื่อใชอัตราการไหลอากาศตัง้แต 2-8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอน
โอโซน15-60 นาที แลวผานการยอยเปนน้าํตาลโดยใชเอนไซมเซลลูเลส 

 
 
 



   
 

 
87 

3.2  ผลการศึกษากระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอล  
 

ในการศึกษากระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอลใชน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอย
เซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน (pH 10.0)  ใชอัตรา
การไหลอากาศ  2  4  6  และ8 ลิตรตอนาที   ที่ระยะเวลาในการปอนโอโซนเทากับ 15  30  45  และ 
60 นาที แลวนาํมายอยเซลลูโลสเปนน้ําตาลรีดิวซดวยเอนไซมหลังจากนั้นเติมเชื้อยีสต S. cerevisiae 
Bio-Ferm XR  ควบคุมสภาวะการหมกัที่อุณหภูม ิ 35๐C เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆไปวิเคราะหหา
น้ําหนกัเซลลแหง  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีเ่หลือ  และปรมิาณเอทานอลที่เกิดขึ้น ไดผลการทดลอง
ดังนี ้
 

3.2.1 น้ําหนกัเซลลแหง  
 

เมื่อทําการหมกัในระยะแรกน้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยสีตจะคอยๆเพิม่ขึ้นอยาง
ชาๆเนื่องจากเชื้อยีสตอยูในขั้นของการปรับตัวและปรับสภาพเพื่อใชน้าํตาลรีดิวซที่มีในระบบใน
การเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอล เมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 40 จะพบวาน้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็วเนื่องจากเชื้อยีสตไดใชน้ําตาลรีดิวซในการเจริญเติบโตและผลิตเอทานอล หลังจากนั้นเมื่อ
เขาสูช่ัวโมงที่ 60 พบวาน้ําหนักเซลลแหงเริ่มคงที่เนื่องจากน้ําตาลรีดิวซซ่ึงใชเปนอาหารเริ่มเหลือ
นอยลง แสดงดังภาพที่ 30 

 
เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยีสตในการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจา

การปรับสภาพเมื่อใชโอโซนที่ระยะเวลาสัมผัสตางๆพบวา เมื่อระยะเวลาในการปอนโอโซน 15 
นาที ที่อัตราการไหลอากาศ  2  4  6  และ8 ลิตรตอนาที   น้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยสีตมีคาต่ํากวา
เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปอนโอโซนนานขึ้นเปน 30 45 และ 60 นาทีตามลําดับ เนื่องจากการเพิ่ม
ระยะเวลาในการปอนโอโซนนานขึ้นเปนการเพิ่มปริมาณโอโซนที่เขาไปทําลายโครงสราง
เซลลูโลสทําใหเกิดเปนน้ําตาลรีดิวซไดมากขึ้น ดังนัน้เมือ่มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากจึงทําใหเชื้อ
ยีสตสามารถใชน้ําตาลรีดิวซในการเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดมากขึ้น นอกจากนี้เมื่อเพิ่ม
ระยะเวลาในการปอนโอโซนเปน 45 และ 60 นาที แมจะมีการปรับอัตราการไหลที่คาตางๆ พบวา
น้ําหนกัเซลลแหงมีคาใกลเคียงกันเนื่องจากที่สภาวะดังกลาวมีปริมาณน้ําตาลรีดวิซเร่ิมตนใน
ปริมาณที่ใกลเคียงกัน 
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(A) ระยะเวลาในการปอนโอโซน15 นาที  (B) ระยะเวลาในการปอนโอโซน30 นาที 
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(C) ระยะเวลาในการปอนโอโซน45 นาที  (D) ระยะเวลาในการปอนโอโซน 60 นาที 

 

 
 
 
ภาพที่ 30   การเปรียบเทียบน้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยสีตในน้ําหมกัที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใช 

    น้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ  
    2-8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15-60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
    แลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอล 
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3.2.2 น้ําตาลรีดิวซ  
 

ในกระบวนการหมักเชื้อยีสต S. cerevisiae จะเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซไปเปน          
เอทานอลภายใตสภาวะไรอากาศ ดังนัน้จึงทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในระบบคอยๆลดลง ผลการ
ทดลองแสดงดังภาพที่ 31 
 

จากภาพที่ 31 เมื่อทําการหมกัในระยะแรกน้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางชาๆและ
เมื่อเขาสูเขาสูช่ัวโมงที่ 40 พบวาน้ําตาลรีดวิซลดลงอยางรวดเร็วซ่ึงเปนชวงเดยีวกับทีน่้ําหนกัเซลล
แหงเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วเชนเดียวกัน เนื่องจากเชื้อยีสตไดใชน้ําตาลรีดิวซในการเจริญเติบโตรวมทั้ง
ยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเรว็ หลังจากนัน้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะคอยๆลดลงอยางชาๆ   

 
เมื่อเปรียบเทียบการลดลงของน้ําตาลรีดิวซที่ไดจาการปรบัสภาพเมื่อใชโอโซนที่

ระยะเวลาสัมผัสตางๆพบวา เมื่อระยะเวลาในการปอนโอโซน15 นาที ที่อัตราการไหลอากาศ 2  4  6  
และ8 ลิตรตอนาที พบวาเนือ่งจากน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนมนีอยดังนั้นการเปลี่ยนน้ําตาลรีดวิซไปเปน 
เอทานอลโดยเชื้อยีสตจึงเกดิขึ้นไดนอย เปนผลใหปริมาณน้ําตาลรีดวิซลดลงไมมากนัก แตเมื่อ
ระยะเวลาในการปอนโอโซนนานขึ้นเปน 30  45 และ 60 นาที เนื่องจากวาในระบบมปีริมาณน้ําตาล
รีดิวซเร่ิมตนอยูมากจึงทําใหเชื้อยีสตเจริญเติบโตไดดีจึงเกิดเปนเอทานอลไดมาก สงผลใหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซในระบบลดลงไปมาก  
 

3.2.2  ปริมาณเอทานอล  
 

ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นแสดงดังภาพที่ 32 เมื่อทําการหมักในระยะแรก
ปริมาณเอทานอลจะเพิ่มขึ้นอยางชาๆและเมือ่เขาสูช่ัวโมงที่ 40 จะพบวาปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้น
อยางรวดเรว็ซ่ึงเปนชวงเดียวกับที่ปริมาณน้าํตาลรีดิวซในระบบลดลงอยางรวดเร็ว  ในขณะที่
น้ําหนกัเซลลแหงของเชื้อยสีตเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน  ทั้งนีอ้ธิบายไดเนื่องจากวาเชื้อยีสต
ไดใชน้ําตาลรีดิวซในการเจริญเติบโตรวมทั้งยังสามารถผลิตเอทานอลไดอยางรวดเรว็ หลังจาก
ช่ัวโมงที่ 60 เปนตนไป น้ําหนักเซลลแหงเริ่มคงที่เนื่องจากน้ําตาลรีดวิซซ่ึงใชเปนอาหารเริ่มเหลือ
นอยลง จึงทําใหปริมาณเอทานอลคอนขางคงที่ไปดวย    
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(A) ระยะเวลาในการปอนโอโซน15 นาที  (B) ระยะเวลาในการปอนโอโซน 30 นาที 
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(C) ระยะเวลาในการปอนโอโซน 45 นาที  (D) ระยะเวลาในการปอนโอโซน 60 นาที 

 

 
 
 
ภาพที่ 31   การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซในน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ 
                  ที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที   
                  ระยะเวลาในการปอนโอโซน15-60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อ 
                  ผลิตเอทานอล 
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(A) ระยะเวลาในการปอนโอโซน15 นาที  (B) ระยะเวลาในการปอนโอโซน 30 นาที 
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(C) ระยะเวลาในการปอนโอโซน45 นาที  (D) ระยะเวลาในการปอนโอโซน 60 นาที 

 

 
 
 
ภาพที่ 32   การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลในน้ําหมกัที่ระยะเวลาตางๆ เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซ 
                  ที่เกิดขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที   
                  ระยะเวลาในการปอนโอโซน15-60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อ 
                  ผลิตเอทานอล 
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เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ไดจากการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ผานการปรับ
สภาพเมื่อใชโอโซนที่ระยะเวลาสัมผัสตางๆดังภาพที่ 33  พบวา เมื่อระยะเวลาในการปอนโอโซน 
15 และ 30 นาที ปริมาณเอทานอลจะมากขึน้ หากในการปรับสภาพใชอัตราการไหลอากาศเพิ่มขึ้น 
เนื่องจากเปนการเพิ่มปริมาณโอโซนในระบบ  แตเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปอนโอโซนนานขึ้นเปน 
45 และ60 นาทีปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นจะมีคาใกลเคียงกันถึงแมจะเพิ่มอัตราการไหลของอากาศ  
ทั้งนี้อาจอธิบายไดวาที่สภาวะดังกลาวในระบบมีปริมาณโอโซนมากเพียงพอที่จะออกซิไดซและ
ทาํลายโครงสรางของเซลลูโลสซึ่งเปนสารอินทรียในระบบ  ดังนั้นจึงทําใหเกิดปริมาณน้ําตาล
รีดิวซใกลเคยีงกัน  เมื่อเขาสูกระบวนการหมักจึงเกิดเปนเอทานอลไดใกลเคียงกัน   
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ภาพที่ 33   การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นในน้ําหมักที่ระยะเวลาตางๆ เมือ่ใช 
                  น้ําตาลรีดิวซที่เกดิขึ้นจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ  
                  2-8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15-60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
                  แลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอล 
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เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอรไดแก µ qs,max  qp,max  Pmax  
Yp/s และ Fermentation efficiency ไดผลแสดงดังตารางที่ 8  - 11  
 

จากตารางที่ 6-9 เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ) พบวาคา µ มีคา
เพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาในการปอนโอโซนนานขึ้น ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเชื้อยีสตสามารถเจริญเติบโตได
ดี เนื่องจากในระบบมีน้ําตาลรีดิวซอยูมากจึงทําใหเชื้อยสีตสามารถใชน้ําตาลรีดิวซในการ
เจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดมาก 

 
เมื่อพิจารณาอตัราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด (qs,max) และอัตราการสราง

ผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด (qp,max)  ที่อัตราการไหลอากาศ  2  4  6  และ8 ลิตรตอนาที พบวามีคามาก
ขึ้นเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปอนโอโซนนานขึ้น เนื่องจากในระบบมีน้าํตาลรีดิวซและเชื้อยีสตอยู
มากจึงทําใหอัตราการใชสารอาหาร (น้ําตาลรีดิวซ)เพื่อเปลี่ยนไปเปนเอทานอลเพิ่มขึ้นไปดวย แต
เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปอนโอโซนเปน 45 และ 60 นาทีจะพบวาคา qs,max และ qp,max มีคาใกลเคียง
กันเนื่องจากวาที่สภาวะดังกลาวมีปริมาณโอโซนมากเกินพอที่จะทําลายโครงสรางของเซลลูโลสจึง
ผลิตน้ําตาลรีดิวซที่ใชเร่ิมตนในการหมกัในปริมาณที่ใกลเคียงกัน 
 

สําหรับอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax) และประสทิธิภาพในการหมัก 
จากการทดลองพบวาการใชโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2  4  6  และ8 ลิตรตอนาที มีระยะเวลา
ในการปอนโอโซน45และ 60 นาทีจะมีคา Pmax  และ Fermentation efficiency  สูงใกลเคียงกัน  คือมี
อัตราการผลิตเอทานอลในชวง 5.92-7.75 มิลลิกรัม/ลิตร.ช่ัวโมง  คิดเปนประสิทธิภาพการหมักของ
งานวิจยันีก้ับคาทางทฤษฎี อยูในชวง 86.27- 90.20%  

 
เมื่อพิจารณาความเหมาะสมในการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้ง

ขั้นตนดวยโอโซนพบวาสภาวะที่เหมาะสมคือการใชโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 4  ลิตรตอนาที 
ระยะเวลาในการปอนโอโซน45 นาที  เนื่องจากที่สภาวะดังกลาวมีปริมาณโอโซนที่มากเพียงพอใน
การทําลายโครงสรางของเซลลูโลสและสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซเพื่อใชในกระบวนการหมกัที่ทํา
ใหเกิดอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax) และประสทิธิภาพในการหมักสูง หากเพิ่มอัตราการ
ไหลอากาศหรอืเพิ่มระยะเวลาในการปอนโอโซนก็จะเปนการสิ้นเปลืองเพราะไมมีผลในการเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการหมัก  
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ตารางที่ 8   คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอย 
                   เซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที  
                   ระยะเวลาในการปอนโอโซน 15 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อผลิตเอทานอล 
 

การปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน 
เมื่อใชอัตราการไหลอากาศคาตางๆ (ลิตรตอนาที) การคํานวณคาพารามิเตอร 

2 4 6 8 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ µ  (h-1) 0.025 0.028 0.030 0.031 
อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด qs,max  (mg/mg.h) 1.02 1.03 1.23 1.57 
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด qp,max (mg/mg.h) 0.29 0.20 0.29 0.42 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด  Pmax (mg/l.h) 2.02 2.15 2.44 3.10 
คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  Yp/s (mg ethanol/mg sugar) 0.30 0.31 0.34 0.38 
ประสิทธิภาพการหมัก  Fermentation efficiency 58.82 60.78 66.67 74.51 
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ตารางที่ 9   คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR เมื่อใชน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดจากการยอย 
                   เซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที  
                   ระยะเวลาในการปอนโอโซน 30 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมักเพื่อผลิตเอทานอล 
 

การปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน 
เมื่อใชอัตราการไหลอากาศคาตางๆ (ลิตรตอนาที) การคํานวณคาพารามิเตอร 

2 4 6 8 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ µ  (h-1) 0.032 0.035 0.038 0.040 
อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด qs,max  (mg/mg.h) 2.20 2.17 2.44 2.42 
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด qp,max (mg/mg.h) 0.52 0.57 0.60 0.79 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด  Pmax (mg/l.h) 3.71 3.98 4.58 5.98 
คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  Yp/s (mg ethanol/mg sugar) 0.42 0.42 0.43 0.45 
ประสิทธิภาพการหมัก  Fermentation efficiency 82.35 82.35 84.31 88.24 
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ตารางที่ 10   คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR เมือ่ใชน้ําตาลรีดวิซที่ผลิตไดจากการยอย 
                     เซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที  
                     ระยะเวลาในการปอนโอโซน 45 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอล 
 

การปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน 
เมื่อใชอัตราการไหลอากาศคาตางๆ (ลิตรตอนาที) การคํานวณคาพารามิเตอร 

2 4 6 8 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ µ  (h-1) 0.043 0.046 0.048 0.050 
อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด qs,max  (mg/mg.h) 2.66 2.83 2.50 2.46 
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด qp,max (mg/mg.h) 0.94 0.95 0.89 1.05 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด  Pmax (mg/l.h) 5.92 6.38 6.73 7.29 
คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  Yp/s (mg ethanol/mg sugar) 0.45 0.46 0.46 0.45 
ประสิทธิภาพการหมัก  Fermentation efficiency 88.24 90.59 89.41 88.24 
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ตารางที่ 11   คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. cerevisiae Bio-Ferm XR เมือ่ใชน้ําตาลรีดวิซที่ผลิตไดจากการยอย 
                     เซลลูโลสในกากตะกอนเยื่อกระดาษ ที่ผานการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 2-8 ลิตรตอนาที  
                     ระยะเวลาในการปอนโอโซน 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสแลวมาหมกัเพื่อผลิตเอทานอล 
 

การปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน 
เมื่อใชอัตราการไหลอากาศคาตางๆ (ลิตรตอนาที) การคํานวณคาพารามิเตอร 

2 4 6 8 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ µ  (h-1) 0.048 0.050 0.052 0.051 
อัตราการใชสารอาหารจําเพาะสูงสุด qs,max  (mg/mg.h) 2.67 2.44 2.42 2.22 
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะสูงสุด qp,max (mg/mg.h) 1.07 0.97 1.02 0.93 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด  Pmax (mg/l.h) 6.92 7.31 7.65 7.75 
คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  Yp/s (mg ethanol/mg sugar) 0.46 0.45 0.44 0.44 
ประสิทธิภาพการหมัก  Fermentation efficiency 89.80 89.02 86.27 86.31 
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การปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งขั้นตนที่เหมาะสมเพื่อผลิต      
เอทานอลนี้ขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน  ปริมาณผลผลิตที่ได  คาใชจายที่เกิดจากการผลิต 
เทคโนโลยีในการผลิต การจัดการกับของเสียที่เกิดขึ้นจากกระบวนการผลิต เปนตน ซ่ึงในงานวจิัย
นี้เปนการทดลองในระดับหองปฏิบัติการเพื่อเปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษ
เหลือทิ้งขั้นตนโดยการใชกรดเจือจางและการใชโอโซนกอนที่จะผานกระบวนการยอยเปนน้ําตาล
โดยใชเอนไซมและการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล  เพื่อใหไดขอมูลสําหรับการวิเคราะหความเปนไป
ไดและความเหมาะสมของแตละวิธีการ ดังตารางที่ 12 
 

 
ตารางที่ 12   การเปรียบเทียบความเหมาะสมของวิธีการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้ง 
                     ขั้นตนโดยการใชกรดเจือจางและการใชโอโซน 
 

ปจจัยตางๆ 
 Dilute acid pretreatment 

( 2% H2SO4 , Overlime 
120๐C, 60 min ) 

 Ozone pretreatment 
(Flow air 4 l/min,  

contact time 45 min) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตได 

(mg/g WPS) 76.05 54.70 

ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
(mg/g WPS) 27.55 19.60 

คา Yp/s 
(g ethanol/g sugar) 

0.457 0.462 

ประสิทธิภาพในการหมกั 
(%) 89.61 90.59 

ระยะเวลาในการหมัก 
(h) 40 40 

การเกิดสารพษิ 
เกิดพวกฟเูฟอรัล  ไฮดรอกซีเมธทิล    
ฟูเฟอรัล และกรดอะซิติก ในกรณใีช
ความเขมขนกรดหรือใชอุณหภูมิสูง 

ไมเกิดสารพิษ แตโอโซนอาจมี
ผลในการทําลายเชื้อยีสตใน
กระบวนการหมัก 

 
 



   
 

 
99 

ตารางที่ 12  (ตอ) 
 

ปจจัยตางๆ 
Dilute acid pretreatment 

( 2% H2SO4 , Overlime 
120๐C, 60 min ) 

Ozone pretreatment 
(Flow air 4 l/min, 

contact time 45 min) 

การลดความเปนพิษ 

ใชดางเพื่อชวยลดความเปนพิษที่
เกิดขึ้น แตการใชความเขมขนกรดและ
อุณหภูมิสูง การใชดางไมสามารถชวย
ลดความเปนพษิได 

ไมตองใช  แตสามารถตั้งทิ้งไว
เพื่อใหโอโซนในน้ําสลายตวัไป
โดยโอโซนมีคร่ึงชีวิตในน้ํา
ประมาณ 30 นาที 

ถังหมัก 
ถังหมักตองเปนวัสดุที่ทนกรดไดด ี
เมื่อใชไปนานๆจะเกดิการสึกกรอน
ส้ินเปลืองคาใชจายในการซอมแซม 

ถังหมักควรทําจากวัสดุประเภท 
แกว หรือวัสดทุี่ทนตอปฏิกิริยา
ของโอโซน 

การใชสารเคมี 
จําเปนตองใชสารเคมีในปริมาณมาก 
โดยใชกรดในการปรับสภาพขั้นตน
และใชดางในการลดความเปนพิษ 

ใชปริมาณสารเคมีนอยกวา 
โดยจะใชกรด-ดางเพยีงเล็กนอย 
ในการปรับคา pH 

คาใชจายในการผลิตเอทานอล คาสารเคมี  คาไฟฟา เครื่องผลิตโอโซนมีราคาแพง 
คาไฟฟา 

ปญหาดานสิ่งแวดลอม 
ของเสียที่เกิดขึ้นมีกรดปนอยูดวยจึงทํา
ใหเกิดปญหาในการบําบัดและเปนพิษ
ตอสภาพแวดลอม 

โอโซนที่เจือปนในน้ําและใน
อากาศไมเสถียร จึงสามารถ
สลายตัวไดอยางรวดเร็ว 
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ตารางที่ 13  การเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลในงานวิจยันี้กับงานวจิัยอื่นๆ 
 

แหลงคารบอน จุลินทรีย Fermentation 
efficiency 

คา Yp/s 
(g ethanol/g sugar) 

Ethanol 
(g/l) 

Ethanol 
(g/g) เอกสารอางอิง 

กากน้ําตาล S. cerevisiae SKP1 95.4 0.48 50 - Roukas, 1996 

เหงามันสําปะหลัง Z. mobillis TISTR 405 69.84 0.68 10.60 - พรรณวิไล, 2545 

กากมันสําปะหลัง S. cerevisiae TISTR 5596 91 - 3.62 - ชลดา, 2546 

มันเสน S. cerevisiae 84 - - 0.521 ธันยาภรณ, 2548 

น้ําตาลกลูโคส S. cerevisiae 91 0.31 53 - Najafpour, 2004 

น้ําตาลซูโครส S. cerevisiae 88 0.46 45 - Pramanik, 2004 
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ตารางที่ 13  (ตอ) 

 

แหลงคารบอน จุลินทรีย Fermentation 
efficiency 

คา Yp/s 
(g ethanol/g sugar) 

Ethanol 
(g/l) 

Ethanol 
(g/g) เอกสารอางอิง 

ฟางขาว S. cerevisiae TISTR 5013 88.64 - - 0.11 วรณ,ี 2546 

ฟางขาว E. coli FBR5 92.11 0.48 - 0.14 Badal, 2005 

ของเสียจากโรงงาน
กระดาษ 

K. marxianus และ        
S. cerevisiae 87.49 - - 0.17 Kadal, 2004 

กากตะกอนเยือ่
กระดาษ S. cerevisiae  89.61 0.46 0.55 0.03 งานวิจยันี ้
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เมื่อนําผลผลิตเอทานอลที่ไดจากงานวิจยันี้เปรียบเทียบกบังานวิจยัอ่ืน ผลการเปรียบเทียบ
แสดงดังตารางที่ 13 พบวาคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (Yp/s) และประสิทธิภาพในการ
หมักมีคาใกลเคียงกับกับงานวิจัยอ่ืน แตใหผลผลิตเอทานอลนอยกวา ทัง้นี้เนื่องจากวตัถุดิบที่
นํามาใชมีความแตกตางกัน โดยจะพบวาวตัถุดิบประเภทน้ําตาล เชน กากน้ําตาล น้ําตาลกลูโคส 
สามารถนําไปหมักเปนเอทานอลไดเลยเพยีงแคปรับใหมีความเขมขนของน้ําตาลที่เหมาะสมตอ
กระบวนการหมัก จึงสามารถผลิตเอทานอลไดในปริมาณมาก   สวนวตัถุดิบประเภทแปง เชน มัน
สําปะหลัง นั้นสามารถยอยไปเปนน้ําตาลไดงาย ยีสตสามารถใชน้ําตาลเพื่อหมักเปนเอทานอลได 
สําหรับวัตถุดบิประเภทเซลลูโลส เชน ฟางขาว  กากตะกอนเยื่อกระดาษ ในกระบวนการยอยเกดิ
เปนน้ําตาลในปริมาณที่นอยกวา ดังนั้นจึงทําใหในกระบวนการหมักเกดิเปนเอทานอลในปริมาณที่
นอยกวา   

 
นอกจากนี้ชนดิของจุลินทรียที่ใชในกระบวนการหมักกม็ีผลตอปริมาณเอทานอลทีผ่ลิตได

เชนเดยีวกัน จากงานวจิัยของ Badal, 2005 มกีารใชเทคนคิทางพันธุวิศวกรรมโดยใช  E. coli  FBR5 
ซ่ึงมีความสามารถในการหมกัน้ําตาลเพนโตสและน้ําตาลเฮกโซสไปเปนเอทานอลจึงทําใหสามารถ
ผลิตเอทานอลไดมากกวาในงานวิจยันี ้

 
ในการประมาณคาใชจายในการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษในงานวิจยันี้จะ

พิจารณาราคาของเอนไซมเซลลูเลสและเชื้อยีสตเปนหลัก จากการคํานวณซึ่งแสดงในภาคผนวก จ 
พบวาคาใชจายในการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษคือ 57.13 บาทตอเอทานอล 1 ลิตร 
และถาหากโรงงานคิมเบอรล่ี-คลาก ประเทศไทย จํากัด มีการนํากากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งมา
เปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล จะมีกําลังการผลิต 2,100 ลิตรตอวัน  
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 ในงานวิจยันี้เปนการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งโดยศึกษา
เปรียบเทียบวธีิการและสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพขั้นตนกอนที่จะเขาสูกระบวนการยอย
เซลลูโลสในเยื่อกระดาษเปนน้ําตาลรีดิวซและหมกัเปนเอทานอล สรุปผลการทดลองไดดังนี ้
 
 1.  องคประกอบของกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งสวนใหญเปนเซลลูโลสประมาณ  
รอยละ51 เฮมิเซลลูโลสประมาณรอยละ 39 และลิกนินประมาณรอยละ 7  ดังนั้นจึงสามารถนํามาใช
เปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได แตทัง้นี้องคประกอบที่เปนเฮมิเซลลโูลสซึ่งมีอยูในกากตะกอน
เยื่อกระดาษจะลดประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตได ดังนั้นจึงตองมีการปรับสภาพขั้นตนเพื่อ
ชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการผลิตเอทานอลกอน 

 
2.   ในการปรบัสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษขั้นตนดวยกรดเจือจาง สภาวะทีเ่หมาะสมคือ

การใชกรดซัลฟูริกเจือจางความเขมขน 2% อุณหภูมิที่ใชในการปรับสภาพ 120 ๐C เปนเวลา 60 นาที 
แลวนํามาผานกระบวนการยอยเปนน้ําตาลดวยเอนไซมเซลลูเลส (คาความเปนกรดดาง 5.5 อุณหภมูิ 
50๐C  เปนระยะเวลา 10 ช่ัวโมง ) จะเกิดเปนน้ําตาลรีดิวซ 76.05 มิลลิกรัมตอเยื่อกระดาษ และเมื่อ
นํามาหมักเกิดเปนเอทานอล 21.50 มิลลิกรัมตอกรัมเยื่อกระดาษ โดยจะเกิดเอทานอลสูงสุดที่
ระยะเวลาหมกั 60 ช่ัวโมง และที่สภาวะดังกลาวเกดิอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด คือ 5.26 
มิลลิกรัมตอลิตร.ช่ัวโมงและประสิทธิภาพในการหมัก คือ 70.59  ซ่ึงที่สภาวะการปรับสภาพขั้นตน
ดวยกรดเจือจางดังกลาวนัน้สามารถชวยยอยสลายพันธะของโครงสรางโมเลกุลเซลลูโลสและเปน
ตัวละลายเฮมเิซลลูโลสที่เกาะอยูกับโครงสรางของเซลลูโลสออกมา  ดังนั้นจึงเปนการกําจัด          
เฮมิเซลลูโลสออกจากกากตะกอนเยื่อกระดาษ นอกจากนี้สารละลายกรดซัลฟูริกยังทําใหเกิดการ
พองตัวในโครงสรางของเซลลูโลสซ่ึงจะชวยเพิ่มอัตราการยอยเนื่องจากเปนการเพิ่มพืน้ที่ผิวทําให
เอนไซมเขาทําปฏิกิริยาไดมากขึ้น  จึงทําใหเกิดเปนปริมาณน้ําตาลรีดวิซไดมาก ในขณะเดียวกนัก็
ผลิตสารซึ่งยับยั้งการทํางานของเชื้อยีสตต่ํา  ดังนั้นยีสตจงึสามารถเจริญเติบโตและผลิตเอทานอล
ไดมาก  แตเมือ่ใชอุณหภูมิในการปรับสภาพสูงขึ้นคือ 140  160 และ 180๐ C จะสงผลใหการผลิต  
เอทานอลเกิดไดนอยลงตามลําดับเนื่องมาจากที่สภาวะดงักลาวมีการผลิตสารพิษซึ่งยับยั้งการทํางาน
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ของเชื้อยีสต  ทําใหการเจรญิเติบโตของเชื้อยีสตลดลง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในระบบจึงลดลงเพยีง
เล็กนอยและเกิดเปนเอทานอลไดนอยเชนกัน 

 
3.   เมื่อมีการลดความเปนพษิโดยเติมดางแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไปพบวา น้ําตาล

รีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 2% ที่อุณหภูมิ 120 ๐C เปนเวลา 60 นาที (pH 
10.0 ) เมื่อนํามาหมักเกิดเปนเอทานอล 27.55 มิลลิกรัมตอกรัมเยื่อกระดาษ โดยจะเกดิเอทานอล
สูงสุดที่ระยะเวลาหมัก 40 ช่ัวโมง และที่สภาวะดังกลาวเกิดอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด คือ 6.44 
มิลลิกรัมตอลิตร.ช่ัวโมงและประสิทธิภาพในการหมัก คือ 88.24  ซ่ึงสูงกวาที่สภาวะอื่นๆ  
เนื่องมาจากเปนสภาวะที่เชื้อยีสตสามารถเจริญ เติบโตไดดี สามารถใชดางเพื่อชวยลดความเปนพษิ
ในน้ําหมกัได แตสําหรับน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพดวยกรดซลัฟูริกที่ความเขมขนสูงๆ  
เชน กรดซัลฟริูกเจือจาง 3% ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดกลับลดนอยลง   นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อใช
อุณหภูมิที่สูงขึ้นในการปรับสภาพ คือ อุณหภูมิ 140  160  และ 180 ๐C  ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได
จะลดนอยลงตามลําดับ  ซ่ึงถึงแมจะใชดางเพื่อชวยลดความเปนพิษในน้าํหมักแลวแตก็ไมสามารถ
ชวยใหการทํางานของเชื้อยสีตมีประสิทธิภาพมากขึน้  ซ่ึงเห็นไดจากการเจริญของเชื้อยีสตเพิ่มขึน้
เพียงเล็กนอยและเกิดเปนเอทานอลไดเพยีงเล็กนอยเชนเดยีวกัน  ดังนั้นในการลดความเปนพิษโดย
การใชดางจึงเปนการเพิ่มปรมิาณเอทานอลและชวยลดระยะเวลาในการหมักลง   

 
4.  ในการปรบัสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษขั้นตนดวยโอโซน สภาวะที่เหมาะสมคือ การ

ใชโอโซนที่อัตราการไหลอากาศ 4  ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน 45 นาที แลวนํามา
ผานกระบวนการยอยเปนน้าํตาลดวยเอนไซมเซลลูเลส (pH 5.5 อุณหภมูิ 50๐C  เปนระยะเวลา 10 
ช่ัวโมง ) จะเกดิเปนน้ําตาลรดีิวซ 54.70 มิลลิกรัมตอกรัมเยื่อกระดาษ และเมื่อนํามาหมักจะเกิดเปน
เอทานอล 19.60  มิลลิกรัมตอกรัมเยื่อกระดาษ โดยจะเกดิเอทานอลสูงสุดที่ระยะเวลาหมัก 40 
ช่ัวโมงและทีส่ภาวะดังกลาวเกดิอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด คือ 6.38 มิลลิกรัมตอลิตร.ช่ัวโมง
และประสิทธิภาพในการหมัก คือ 90.59  ซ่ึงที่สภาวะการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซนดังกลาวมี
ปริมาณโอโซนที่มากเพยีงพอในการทาํลายพันธะและโครงสรางของเซลลูโลสซึ่งเปนสารอินทรีย
ในระบบ  ทําใหเอนไซมเซลลูเลสสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้และสามารถ
ผลิตน้ําตาลรีดิวซเพื่อใชในกระบวนการหมักที่ทําใหเกิดอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax) และ
ประสิทธิภาพในการหมกัสูง หากเพิ่มอัตราการไหลอากาศหรือเพิ่มระยะเวลาในการปอนโอโซนก็
จะเปนการสิ้นเปลืองเพราะไมมีผลในการเพิ่มประสิทธิภาพของการหมกั  
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 5.  เมื่อเปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งขั้นตนโดยการใชกรด
เจือจางและการใชโอโซนกอนที่จะผานกระบวนการยอยเปนน้ําตาลโดยใชเอนไซมและการหมัก
เพื่อผลิตเอทานอลพบวาการใชกรดจะสามารถผลิตเอทานอลไดในปริมาณที่มากกวา แตคาผลได
ของผลิตภัณฑตอสารอาหารและประสิทธิภาพการหมักมีคาใกลเคียงกัน เมื่อพิจารณาความ
เหมาะสมในดานอื่นๆพบวาการใชกรดเจือจางมีการใชสารเคมีในปริมาณมากทั้งการใชกรดในการ
ประบสภาพและการใชดางเพื่อลดความเปนพิษจึงทําใหมีคาใชจายในการผลิตเอทานอลสูงกวา อีก
ทั้งของเสียที่เกิดขึ้นนั้นมีกรดปนอยูดวยในปริมาณมากจึงทําใหเกิดปญหาในการบําบัดและยังเปน
พิษตอสภาพแวดลอมอีกดวย 
 

ขอเสนอแนะ 
 

1. ในงานวิจยันี้ใชเอนไซมเซลลูเลสบริสุทธิ์ที่ผลิตจากเชื้อรา T. reesei   จึงทําใหมตีนทุน
ในการผลิตเอทานอลสูง แตสามารถลดตนทุนในการผลิตลงไดโดยการผลิตเอนไซมขึ้นมาเอง โดย
การเลี้ยงเชื้อราสายพันธุที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและสกัดเอนไซมมาใชในการยอยเซลลูโลสไปเปน
น้ําตาลรีดิวซและนําไปหมกัเพื่อผลิตเอทานอล 

 
2.  ในงานวิจยันี้ใชเชื้อยีสต S. cerevisiae ซ่ึงใชน้ําตาลเฮกโซส (C6) เชน น้ําตาลกลูโคส   

ในการเจริญเติบโตและผลิตเปนเอทานอล จึงควรมีการศกึษาโดยใชจุลินทรียชนิดอืน่ๆ ที่สามารถ
ใชไดทั้งน้ําตาลเพนโตส (C5) มักพบในโครงสรางของเฮมิเซลลูโลสและน้ําตาลเฮกโซส (C6) ที่พบ
ในโครงสรางของเซลลูโลสที่มีอยูในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ซ่ึงอาจทําใหสามารถผลิต    
เอทานอลไดมากขึ้น  
 
 3.  จากงานวิจยันี้ศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งโดยใช
กระบวนการยอยเปนน้ําตาลแยกจากการหมัก (Separate Hydrolysis and Fermentation ; SHF) จึง
อาจทําการศึกษากระบวนการยอยเปนน้ําตาลและหมักพรอมกัน (Simultaneous Saccharification 
and Fermentation ; SSF) ซ่ึงจะทําใหสามารถลดระยะเวลาและพลังงานในกระบวนการหมักลง 
และเปนการลดคาใชจายในการผลิตอันจะเปนประโยชนตอการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรมไดเปนอยางด ี
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1. วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรดีิวซโดยวิธี 3,5- dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller L.G., 1959) 
 

     1.1  สารเคมี 
 

    3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 10 
กรัม โซเดียมโพแทสเซียมตารเตท (K-Na tartrate) 100 กรัม ฟนอล (phenol) 2.0 กรัม และ DNS 10 
กรัม ตามลําดับ คนใหเขากนับนอางน้ํารอนจนสารละลายใส ทําใหเย็น แลวปรับปริมาตรเปน 1.0 
ลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภมูิหอง 
 

      1.2  วิธีการวิเคราะห 
 

1.2.1 ปเปตสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 

1.2.2 เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม 
 

1.2.3 นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที โดยนําลูกแกวมาวางที่ปากหลอด 
 

1.2.4 แชหลอดในอางน้ําเยน็ทันท ี
 

1.2.5 เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 
นาโนเมตร 

 
1.2.6 นําคาที่ไดเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับ

สารละลายมาตรฐานน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขนในชวง 0-1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่น
เปน blank 
 

      1.3  การหากราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส 
 
  1.3.1 เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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  1.3.2 เตรียมสารละลายน้ําตาลที่ความเขมขนตางๆจากสารละลายน้ําตาล 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังตารางผนวกที ่ก1 
 
  1.3.3 ทําการวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 1.2.1 ถึง 1.2.5 
 
  1.3.4 นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานกับความเขมขนของ
น้ําตาล 
 

        1.4  การคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดวิซ  
  
ปริมาณน้ําตาล (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = คาการดูดกลืนแสง x อัตราการเจือจาง 
                  ความชัน 
 
ตารางผนวกที่ ก1  การเตรียมสารละลายน้ําตาลเพื่อสรางกราฟมาตรฐาน 
 

ความเขมขนของกลูโคส 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

ปริมาณสารละลายมาตรฐาน 
กลูโคส (มิลลิลิตร) 

น้ํากลั่น 
(มิลลิลิตร) 

0.2 0.2 0.8 
0.4 0.4 0.6 
0.6 0.6 0.4 
0.8 0.8 0.2 
1.0 1.0 0.0 
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กราฟมาตรฐานสําหรับการหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 
 

y = 1.016x - 0.0197
R2 = 0.9983

0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

glucose (mg/ml)

Absorbance

 
 

ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานสําหรับการหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 
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2. วิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอลโดยวิธีไดโครเมตออกซิเจน 
 

      2.1  สารเคมี 
 
  2.1.1 สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต  ละลายโพแทสเซีนมไดโครเมต 
(K2Cr2O7) 33.77 กรัม ในน้ํากลั่นประมาณ 450 มิลลิลิตร คอยๆเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 325 
มิลลิลิตร ทิ้งใหเยน็ ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา 
 
  2.1.2  สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต  ละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต  
((Fe(NH4)2SO2)2.6H2O) 135 กรัม ในน้ํากลั่นประมาณ 750 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 25 
มิลลิลิตร ลงไปอยางชาๆ ทิ้งใหเย็น ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลั่น 
 
  2.1.3  สารละลาย 1, 10 ฟแนนโทรลีนเฟอรรัสซัลเฟต  ละลายฟอรรัสซัลเฟต
(FeSO4.7H2O) 0.70 กรัม ในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร เติมออโทฟแนนโทรลนี (C12H8N2.H2O) 1.49 กรัม 
คนใหละลายและปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
 

       2.2 วิธีการวิเคราะห 
 
  2.2.1 เติมน้ํากลั่นลงในฟลาสกสําหรับกลั่น 100 มิลลิลิตร 
 
  2.2.2 ปเปตตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ใสลงในฟลาสกสําหรับกลั่น ตอชุดกลัน่ 
 
  2.2.3 ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 25 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกขนาด 50 
มิลลิลิตร นําไปวางที่ปลายสวนควบแนน โดยใหปลายของสวนควบคุมจุมลงในสารละลาย 
 
  2.2.4 กล่ันดวยความรอนต่ําจนไดสวน distillate รวมกับสารละลายโพแทสเซียม
ไดโครเมตจนมีปริมาตร 40-45 มิลลิลิตร จึงหยุดกลั่น 
 
  2.2.5 ฉีดลางสวนควบแนนดวยน้าํกลั่นเล็กนอยใหลงไปรวมอยูในฟลาสกสาร
ละลายโพแทสซียมไดโครเมต 
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  2.2.6 นําขวดสารละลายที่ไดไปแชในอางน้าํ ควบคุมอุณหภูมิที่ 60-65 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 25 นาที เพื่อใหแอลกอฮอลทําปฏิกิรอยากับโพแทสเซียมไดโครเมตที่อยูใน
สารละลายอยางสมบูรณ จากนั้นถายสารละลายพรอมทั้งใชน้ํากลั่นเล็กนอยฉีดลางสารละลาย
ทั้งหมดลงสูฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
 
  2.2.7 ไทเทรตกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต   จนสารละลาย
เปลี่ยนเปนสีเขียวใส เติมสารละลาย 1, 10  ฟแนนโทรลนีเฟอรรัสซัลเฟต ลงไปประมาณ 10 หยด 
แลวไทเทรตตอจนสารละลายเปลี่ยนเปนสนี้ําตาล จดปรมิาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ใชไปเปนคา VA    
 
  2.2.8 ทํา  blank โดยปเปตน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่
มีสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 25 มิลลิลิตร นําไปแชในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิที่ 60-65 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 25 นาที นํามาไทเทรตกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตตามขอ 2.2.7  
จดปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตทีใ่ชไปเปนคา VB   
   
  2.2.9 นําคา VA และ VB ที่ไดคํานวณหาปรมิาณแอลกอฮอลในตัวอยาง 
 

ปริมาณแอลกอฮอล (% V/V) = 25 – 25 x VA 
                         VB 
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3. วิธีวิเคราะหปริมาณโฮโลเซลลูโลส  ใชวิธีใน TAPPI 203 om-88  
 

       3.1 สารเคมี 
  
  3.1.1 กรดอะซติิก 
  
  3.1.2 โซเดียมคลอไรต 
 
  3.1.3 อะซิโตน 
 

       3.2 วิธีการวิเคราะห 
 
  3.2.1 ช่ังผงตัวอยางลงในกระดาษฟอยลโดยน้ําหนักอบแหง 3 กรัม ถายผงเยื่อใส
ลงในขวดรูปกรวบขนาด 250 มิลลิลิตร 
 
  3.2.2 เติมน้ํากลั่นลงในขวดรปูกรวยจํานวน 160 มิลลิลิตร และกรดอะซิติกเขมขน
จํานวน 0.5 มิลลิลิตร กับโซเดียมคลอไรต 1.5 กรัมลงไปดวย ตามลําดบั แลวใชขวดรูปกรวยขนาด
เล็กคว่ําปดปากขวดรูปกรวยที่ใสผงตัวอยางนั้น นําไปตั้งในอางที่ควบคมุอุณหภูมิใหอยูระหวาง 70-
80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยทาํการทดลองในตูดูดควันพษิ มีการเขยาเปนระยะจะได
กาซคลอรีนไดออกไซด (ClO2) เกิดขึ้น และมีการทําปฏิกริิยากับลิกนนิในผงตัวอยาง 
 
  3.2.3 เมื่อครบ 1 ช่ัวโมง เติมกรดอะซิติกเขมขนจํานวน 0.5 มิลลิลิตร กับโซเดียม
คลอไรต 1.5 กรัมตามลําดับ ลงในขวดรูปกรวย ยังคงเขยาขวดเปนระยะ ทําเชนนี้นาน 1 ช่ัวโมง 
และทําตอไปอีก 2  3  และ 4 ช่ัวโมงหรือจนกวาผงตัวอยางจะมีสีขาว 
 
  3.2.4 เมื่อครบกําหนดเวลา นาํขวดรูปกรวยไปแชในอางน้าํแข็งเพื่อใหกาซพิษลด
การฟุงกระจายลงเปนเวลา 30 นาที 
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  3.2.5 กรองผงเยื่อดวยถวยกรองเบอร 2 ที่ทราบน้ําหนักอบแหงละเอยีดถึง 0.1 
มิลลิลิตร โดยใชเครื่องกรองที่มีแรงดูดจากการไหลผานของน้ําที่ปมมาจากเครื่องปมลงครบชุด ทํา
ใหกาซพษิที่ฟุงกระจายออกจากสารละลายจะไดถูกดูดและละลายไปกบัน้ํา 
 
  3.2.6 ลางผงโฮโลเซลลูโลสดวยน้ํากลั่นจนกระทั่งมีสีขาว จึงลางดวยอะซิโตนและ
ดูดออกใหมากที่สุด 
 
  3.2.7 นําโฮโลเซลลูโลสไปผึ่งใหแหงในบรรยากาศและทาํใหแหงใน
โถดูดความชืน้และชั่งน้ําหนัก เก็บผงตวัอยางไววิเคราะหหาปริมาณแอลฟาเซลลูโลสตอไป 
 
  3.2.8 นําถวยกรองพรอมโฮโลเซลลูโลสบางสวนไปใสในตูอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง จนน้ําหนกัคงที่ ทิ้งไวใหเย็นในโถดูดความชื้นและชั่งน้ําหนัก 
 
  3.2.9 นําผลที่ไดไปคํานวณหาปริมาณโฮโลเซลลูโลสเปนรอยละ 
 

% ปริมาณโฮโลเซลลูโลส      =  100 x W1 
                            W2 
   

W1  คือ  น้ําหนักอบแหงของโฮโลเซลลูโลส (กรัม) 
           W2  คือ  น้ําหนกัอบแหงของผงตัวอยาง (กรัม) 
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4. วิธีวิเคราะหปริมาณแอลฟาเซลลูโลส  ใชวิธีใน TAPPI 203 om-88  
 

      4.1 สารเคมี 
 
  4.1.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 17.5 %  เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดร
อกไซด 87.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่น และเจือจางเปน 500 มิลลิลิตร  
 
  4.1.2 กรดอะซติิกความเขมขนรอยละ 10 
 

      4.2 วิธีการวิเคราะห 
 
  4.2.1 ช่ังโฮโลเซลลูโลสที่ทราบน้ําหนกัอบแหงแนนอนแลวจํานวน 2 กรัม โดย
น้ําหนกัอบแหงใสในบีกเกอรทรงสูงขนาด 300 มิลลิลิตร 
 
  4.2.2 เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน17.5 % จํานวน 75 มิลลิลิตร
ลงไป และปรับอุณหภูมิของสารละลายโดยนําไปใสในอางควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 
  4.2.3 คนสารละลายดวยเครื่องกระจายจนเกดิการกระจายอยางสมบูรณโดยมิให
เกิดฟองอากาศ 5 นาที 
 
  4.2.4 ลางเครื่องกระจายดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด17.5 % จํานวน 25 
มิลลิลิตร 
 
  4.2.5 คนสารละลายดวยแทงแกวและนําไปแชไวในอางควบคุมอุณหภมูิ 25 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 นาท ี
 
  4.2.6 เติมน้ํากลั่นลงในสารละลายจํานวน 100 มิลลิลิตร แลวคนดวยแทงแกวทิ้งไว
ในอางควบคุมอุณหภูมิอีก 30 นาที 
 
  4.2.7 กรองสารละลายดวยถวยกรองเบอร 2 
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  4.2.8 ลางตะกอนดวยน้ํากลั่นจนกระทั่งเปนกลาง 
 
  4.2.9 ลางตะกอนตอไปอีกดวยกรดอะซิติกความเขมขนรอยละ 10 โดยใหแชอยู
นาน 5 นาทีจํานวน 40 มิลลิลิตร 
 
  4.2.10 ลางตะกอนครั้งสุดทายดวยน้ํากลั่นจนน้ําที่ลางนัน้ไมมีสภาพเปนกรด 
 
  4.2.11 นําเขาตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวจึงนํา
ออกมาใสในโถดูดความชื้นและทิ้งไวใหเย็น ช่ังน้ําหนักจนคงที่ นําผลมาคํานวณหาปรมิาณแอลฟา
เซลลูโลส 
 

% ปริมาณแอลฟาเซลลูโลส =  100 x W1 
                                         W2 
   

W1  คือ  น้ําหนักอบแหงของแอลฟาเซลลูโลส (กรัม) 
             W2  คือ  น้ําหนักอบแหงของผงตัวอยาง (กรัม) 
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5.วิเคราะหปริมาณลิกนินใชวิธีใน TAPPI 203 om-88  
 

      5.1 สารเคมี 
 
  5.1.1 กรดซัลฟวริกความเขมขนรอยละ 72 เตรียมโดยเทกรดซัลฟวริกเขมขน
จํานวน 665 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น 300 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหของผสมเยน็ลงเทาอุณหภูมิปกติ แลว
เติมน้ํากลั่นใหของผสมมีปริมาตรทั้งหมด 1000 มิลลิลิตร เก็บไวในตูเยน็ 
 
  5.1.2 สารผสมเอทานอล-เบนซีน โดยมีอัตราสวน 1 : 2 โดยปริมาตร 
 

       5.2 วิธีการวิเคราะห 
 
  5.2.1 ช่ังผงตัวอยาง 2 กรัมโดยน้ําหนักอบแหงลงในบกีเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 
  5.2.2 วางบีกเกอรลงในอางน้ําแข็งแลวคอยๆเติมกรดซัลฟวริกความเขมขนรอยละ 
72 ที่แชเยน็ลงไป 15 มิลลิลิตร พรอมคนใหกระจายอยางสม่ําเสมอจนกระทั่งผงตัวอยางละลายหมด 
 
  5.2.3 เมื่อผงตัวอยางกระจายดีแลวปดปากบีกเกอรดวยกระจกนาฬกิา นํามาตั้งทิ้ง
ไวในอางควบคุมอุณหภูม ิ20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พรอมคนสารละลายอยางสม่ําเสมอ
ทุกๆ 15 นาที จนแนใจวามีการละลายสมบูรณ 
 
  5.2.4 เติมน้ํากลั่น 300-400 มิลลิลิตรลงใน Erlenmeyer flask แลวเทสารละลายใน
บีกเกอรลงใน Erlenmeyer flask ดวย และเติมน้ํากลั่นลงไปอีกเพื่อใหกรดมีความเจือจางลดลงจน
เหลือความเขมขนรอยละ 3 จนถึงระดับ 1540  มิลลิลิตร ที่ไดทําเครื่องหมายไว 
 
  5.2.5 Reflux สารละลายเปนเวลา 4 ช่ัวโมง รักษาปริมาตรสารละลายใน Flask ให
คงที่ 
 
  5.2.6 ปลอยทิ้งใหตะกอนนอนกน 1 คืน นํามากรองผานถวยกรองเบอร 4 ที่ทราบ
น้ําหนกัแลว โดยกรองน้ําใสกอนแลวจึงกรองตะกอนลิกนิน 
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  5.2.7 ลางลิกนินใหปราศจากกรดดวยน้ํารอน 
 
  5.2.8 นําถวยกรองที่มีลิกนินอยูใสในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
6 ช่ัวโมง ทิ้งไวในโถดดูความชื้นใหเย็นและชั่งจนไดน้ําหนักคงที่ แลวคํานวณหาปรมิาณลิกนินเปน
รอยละ 
 

% ปริมาณลิกนิน  =  100 x W1 
                           W2 
    

W1  คือ  น้ําหนักของลิกนินอบแหง (กรัม) 
   W2  คือ  น้ําหนักอบแหงของผงตัวอยาง (กรัม) 
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ภาคผนวก ข 
การทดสอบอัตราการผลิตโอโซน 
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การทดสอบอัตราการผลติโอโซนของเครื่องผลิตโอโซน 
 

ในการทดลองทําการตรวจสอบปริมาณโอโซนจากเครื่องผลิตโอโซน  โดยปริมาณโอโซน
ที่เกิดขึ้นจากเครื่องผลิตสัมพันธโดยตรงกับระยะเวลาที่สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดดสัมผัส
โอโซน ไดกราฟความสัมพนัธเปนสมการเสนตรง  ในการทดลองใชเครื่องผลิตโอโซนมี
แหลงกําเนิดคอือากาศ (มีออกซิเจนประมาณ 21 %)  ซ่ึงในการผลิตโอโซนนี้การเพิ่มปริมาณโอโซน
สามารถทําไดโดยการเพิ่มคาอัตราการไหลของอากาศที่เขาสูเครื่องผลิตโอโซน  ในการทดลองใช
อัตราการไหลของอากาศ 2  4  6 และ 8 ลิตรตอนาที    ผลการทดลองแสดงดังตารางผนวกที่ 2 และ
ภาพผนวกที ่2 และแสดงปรมิาณโอโซนที่เติมลงในน้ําที่ระยะเวลาสัมผัสตางๆดังตารางผนวกที่ 3 
 
ตารางผนวกที่  ข1  ความสัมพันธระหวางอตัราการไหลอากาศและอัตราการผลิตโอโซน 
 

อัตราการไหลอากาศ 
(ลิตรตอนาที) 

อัตราการผลิตโอโซน 
(กรัมตอช่ัวโมง) 

0 0 
2 25 
4 30 
6 37 
8 46 
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y = 6.3333x
R2 = 0.8363

0

10

20

30

40

50

60

0 2 4 6 8 10

อตัราการไหลอากาศ (ลิตรตอนาที)

อตั
ราก

ารผ
ลติ
โอ
โซ
น

(กร
มัต
อชั่
วโม

ง)

 
 
ภาพผนวกที่ ข2   ความสัมพันธระหวางอตัราการไหลของอากาศและอัตราการผลิตโอโซนของ 
                            เครื่องผลิตโอโซน 
 
ตารางผนวกที่ ข2   ปริมาณโอโซนที่เติมลงในน้ําที่ระยะเวลาสัมผัสตางๆ 
 

ปริมาณโอโซน (กรัม) ที่อัตราการผลิตโอโซน (กรัมตอช่ัวโมง) ตางๆ ระยะเวลาสัมผัส 
(นาท)ี 25 30 37 46 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 
5 2.08 2.50 3.08 3.83 
10 4.17 5.00 6.17 7.67 
15 6.25 7.50 9.25 11.50 
30 12.50 15.00 18.50 23.00 
45 18.75 22.50 27.75 34.50 
60 25.00 30.00 37.00 46.00 
90 37.50 45.00 55.50 69.00 
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ภาคผนวก ค 
ตารางผลการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ค1  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1%     
                              อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.05 360 53.4 0 
12 5.04 420 52.25 4.45 
24 4.96 515 49.6 5.05 
36 4.97 728 46.5 5.7 
48 4.99 1075 41.65 6.9 
60 4.98 1652 32.45 10.15 
72 4.96 2216 13.8 15.3 
84 4.97 2467 13.35 16.6 

 
 
ตารางผนวกที่ ค2   ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                               ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก1% อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาที 
                               และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.06 420 53.4 0 
12 5.06 480 50.95 4.1 
24 5.05 752 47.5 5.1 
36 5.05 1258 39.2 6.95 
48 5.03 2113 20.35 12.9 
60 5.04 2581 16 15.4 
72 5.04 2742 11.55 17.25 
84 5.03 2797 10.25 18.5 
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ตารางผนวกที่ ค3  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก2%     
                               อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.06 390 76.05 0 
12 5.02 435 75.35 4.05 
24 4.98 560 73.5 5.15 
36 4.96 702 68.4 6.6 
48 4.87 998 62.35 8.7 
60 4.84 1694 45.8 12.45 
72 4.81 2075 26.9 18.95 
84 4.82 2280 25.1 21.5 

 
 
ตารางผนวกที่ ค4   ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                               ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2% อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                               และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.05 300 76.05 0 
12 5.04 380 73.4 4.55 
24 5.03 560 70.85 6.2 
36 5.02 940 58.95 9.4 
48 5.01 1643 29.75 15.45 
60 5.02 2224 23.05 20.1 
72 5.02 2496 18.6 24.35 
84 5.01 2572 15.8 27.55 
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ตารางผนวกที่ ค5  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก3%     
                              อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.02 350 82.15 0 
12 4.98 400 81.4 4.15 
24 4.93 518 79.3 5.1 
36 4.88 693 73.9 6.9 
48 4.79 952 65.7 9.35 
60 4.72 1370 49.65 11.25 
72 4.64 1748 36.6 15.5 
84 4.64 1861 35.8 17.8 

 
 
ตารางผนวกที่ ค6   ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                               ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3% อุณหภูมิ 120 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                               และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.03 340 82.15 0 
12 4.99 380 79.5 4.3 
24 5.02 526 74 5.5 
36 4.96 850 65.8 7.75 
48 4.97 1470 44 12.65 
60 4.95 1884 35.65 15.85 
72 4.96 2092 33.05 18.55 
84 4.95 2114 30.35 20.5 
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ตารางผนวกที่ ค7  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก1%     
                              อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.06 385 58 0 
12 5.05 454 54.75 3.2 
24 5.00 598 45.6 4.25 
36 4.96 812 42.05 5.95 
48 4.97 1165 38.7 7.25 
60 4.95 1737 33.4 10.1 
72 4.96 2204 22.25 13.55 
84 4.95 2385 19.6 14.1 

 
 
ตารางผนวกที่ ค8   ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                               ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1% อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                               และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.07 392 58 0 
12 5.05 501 54.35 3.75 
24 5.04 750 48.75 4.7 
36 5.02 1223 38.4 6.9 
48 5.04 1848 27.1 12.25 
60 5.01 2281 22 14.95 
72 4.98 2509 19.1 15.5 
84 5.01 2624 17.3 15.95 
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ตารางผนวกที่ ค9  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก2%     
                              อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.04 427 83 0 
12 5.00 509 78.6 3.5 
24 4.92 593 73.35 4.85 
36 4.86 730 67.5 6.5 
48 4.77 994 62.9 9.3 
60 4.72 1395 50.2 12.05 
72 4.74 1852 37.65 16.25 
84 4.72 2041 35.75 17.65 

 
 
ตารางผนวกที่ ค10   ผลการหมักน้ําตาลรดีิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ที่ไดจากการ 
                                 ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2% อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                                 และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.06 363 83 0 
12 5.02 465 75.5 4.1 
24 4.99 703 68.4 5.6 
36 4.96 1105 51.8 8.8 
48 4.91 1552 38 14.15 
60 4.86 1994 29.65 18.7 
72 4.82 2242 27.6 20.6 
84 4.81 2378 26.4 21.75 
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ตารางผนวกที่ ค11  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก3%     
                                อุณหภูม ิ140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.04 370 89.2 0 
12 5.00 407 81.05 3.3 
24 4.89 450 78.5 4.2 
36 4.82 609 71.8 5.8 
48 4.73 871 65.4 7.75 
60 4.62 1314 55.25 10.5 
72 4.60 1647 44.6 14.05 
84 4.61 1845 42.75 15.2 

 
 
ตารางผนวกที่ ค12  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                                ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3% อุณหภูมิ 140 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.05 380 89.2 0 
12 5.03 462 82.9 3.5 
24 5.00 610 76.05 4.45 
36 4.92 958 64 7.1 
48 4.85 1275 49.75 10.5 
60 4.74 1564 45.35 13.55 
72 4.75 1793 42.65 16.4 
84 4.73 1914 41.05 17.6 
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ตารางผนวกที่ ค13  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1%     
                                อุณหภูม ิ160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.07 329 61.3 0 
12 5.02 386 57.35 2.95 
24 4.99 483 54.25 3.6 
36 4.94 657 46.9 4.5 
48 4.92 884 44.3 5.7 
60 4.90 1271 42.45 7.8 
72 4.86 1549 35.1 9.45 
84 4.85 1710 32.05 10.05 

 
 
ตารางผนวกที่ ค14  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                                ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1% อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.05 384 61.3 0 
12 5.04 483 55.65 3.1 
24 5.02 626 51 4.2 
36 5.02 994 44.2 5.15 
48 5.00 1588 30.25 8.8 
60 4.96 1890 28.05 11.85 
72 4.92 2028 26.5 12.45 
84 4.91 2153 25.1 13.05 
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ตารางผนวกที่ ค15  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2%     
                                อุณหภูม ิ160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.06 348 88.05 0 
12 5.00 389 82.65 3.2 
24 4.92 452 78.5 4 
36 4.85 584 74.2 6.1 
48 4.76 817 73.65 7.55 
60 4.75 1056 67.6 9.9 
72 4.70 1309 58.2 12.35 
84 4.70 1635 50.15 13.35 

 
 
ตารางผนวกที่ ค16  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                                ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2% อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.02 350 88.05 0 
12 5.01 402 83.1 3 
24 4.98 593 76 4.6 
36 4.95 934 67.55 7.45 
48 4.87 1308 50.2 10.65 
60 4.85 1630 44.15 12.85 
72 4.82 1806 42.45 14.9 
84 4.80 2014 40.8 15.65 
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ตารางผนวกที่ ค17  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3%     
                                อุณหภูม ิ160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.05 381 92.15 0 
12 4.95 420 90.1 3 
24 4.88 487 87.95 3.45 
36 4.80 568 84.25 4.25 
48 4.72 750 80.05 5.55 
60 4.60 1027 76.65 7.1 
72 4.57 1224 68.8 8.55 
84 4.56 1267 63.5 9.7 

 
 
ตารางผนวกที่ ค18  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                                ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3% อุณหภูมิ 160 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.04 368 92.15 0 
12 5.02 422 89.85 2.65 
24 4.97 558 82.15 3.55 
36 4.92 806 76.4 5.3 
48 4.84 1123 64.25 8.1 
60 4.72 1474 55.2 11.05 
72 4.70 1562 53.75 13.3 
84 4.68 1637 51.45 13.6 
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ตารางผนวกที่ ค19  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1%     
                                อุณหภูม ิ180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.02 332 76.8 0 
12 4.96 374 75.15 2.65 
24 4.92 442 73.3 3.2 
36 4.86 520 70.35 3.8 
48 4.77 664 65.5 4.6 
60 4.75 903 60.6 5.9 
72 4.66 1160 55.35 6.75 
84 4.62 1282 54.25 7.4 

 
 
ตารางผนวกที่ ค20  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                                ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 1% อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                                 และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.03 385 76.8 0 
12 4.99 420 72 2.8 
24 4.95 551 67.9 3.65 
36 4.94 773 57.1 4.7 
48 4.91 1058 51.45 6.75 
60 4.83 1395 49.2 8.9 
72 4.84 1557 47.55 9.8 
84 4.81 1682 46.3 10.5 
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ตารางผนวกที่ 821  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2%     
                                อุณหภูม ิ180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.04 349 97.5 0 
12 4.92 411 95.55 2.3 
24 4.90 484 93.5 2.75 
36 4.83 582 88.7 3.35 
48 4.74 710 85.15 4.1 
60 4.64 873 79.9 4.95 
72 4.58 1120 73.8 6.35 
84 4.54 1192 72.1 7.25 

 
 
ตารางผนวกที่ ค22  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                                ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 2% อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.07 405 97.5 0 
12 5.00 478 91.35 2.5 
24 4.94 563 88.8 3.45 
36 4.87 759 80.95 4.75 
48 4.82 1094 68 6.95 
60 4.75 1305 65.35 8.65 
72 4.71 1479 64.45 9.65 
84 4.67 1588 62.3 10.4 
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ตารางผนวกที่ ค23  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3%     
                                อุณหภูม ิ180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาทีและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.05 374 99.45 0 
12 4.91 412 98.15 2.6 
24 4.86 468 95.6 3.2 
36 4.80 532 92.85 3.75 
48 4.71 612 90.05 4.4 
60 4.62 744 85.65 5.3 
72 4.54 935 80.55 5.6 
84 4.52 1112 74.2 5.85 

 
 
ตารางผนวกที่ ค24  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซ(มีการใชดางเพื่อลดความเปนพิษ)ทีไ่ดจากการ 
                                ปรับสภาพขั้นตนดวยกรดซัลฟูริก 3% อุณหภูมิ 180 ๐C เปนระยะเวลา 60 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) pH น้ําหนกัเซลลแหง 

(mg/l) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(mg/g WPS) 
ปริมาณเอทานอล 

(mg/g WPS) 
0 5.04 358 99.45 0 
12 4.98 385 96 2.4 
24 4.92 446 92.65 3 
36 4.84 576 87.7 3.7 
48 4.79 807 79.1 4.9 
60 4.72 996 74 6.05 
72 4.65 1129 70.05 7.2 
84 4.62 1260 65.1 8.5 
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ตารางผนวกที่ ค25  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 360 23.5 0 
12 455 22.25 2.3 
24 621 20.1 3.05 
36 893 16.8 3.9 
48 1356 11.05 4.85 
60 1560 8.15 5.25 
72 1703 6.25 5.5 
84 1852 5.8 5.7 

 
 
ตารางผนวกที่ ค26  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 4 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 370 25.4 0 
12 468 23.1 2.4 
24 625 20.75 3.25 
36 915 17.35 4 
48 1364 11.5 5.15 
60 1572 8.95 5.5 
72 1773 7.2 5.8 
84 1894 6.2 6 
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ตารางผนวกที่ ค27  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 6 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 390 30.7 0 
12 470 28.65 2.1 
24 652 25.6 3 
36 955 21.45 4.15 
48 1402 14.25 5.85 
60 1598 10.55 6.7 
72 1790 9.6 7.4 
84 1911 7.65 7.95 

 
 
ตารางผนวกที่ ค28  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน15นาท ี
                                 และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 350 37 0 
12 469 34.4 2.35 
24 673 31.05 3.45 
36 984 26.6 4.9 
48 1435 17.2 7.45 
60 1632 11.75 9.3 
72 1820 9.7 10.2 
84 1956 8.85 10.8 
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ตารางผนวกที่ ค29  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน30นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 380 40.75 0 
12 460 39.1 2.65 
24 635 35.5 3.7 
36 912 29.75 5.7 
48 1465 16.2 8.9 
60 1690 12.35 10.95 
72 1806 10.25 12.75 
84 1952 8.25 13.65 

 
 
ตารางผนวกที่ ค30  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 4 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน30 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 410 44.3 0 
12 485 40.7 2.9 
24 662 37.15 4.1 
36 975 30.75 6 
48 1478 17.4 9.55 
60 1746 13.95 12.3 
72 1924 12.05 13.25 
84 2012 10.1 14.3 
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ตารางผนวกที่ ค31  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 6 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน30นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 370 49.5 0 
12 478 46.25 3.15 
24 651 40.6 4.7 
36 963 34.2 7.35 
48 1455 19.4 11 
60 1752 15.2 13.7 
72 1964 12.6 15.1 
84 2119 11.55 16.25 

 
 
ตารางผนวกที่ ค32  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน30 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 390 53 0 
12 450 48.2 3.5 
24 693 43.05 5.2 
36 992 35.25 9.3 
48 1529 19.85 14.35 
60 1824 16.25 16.7 
72 1992 13.8 17.8 
84 2151 12.15 18.55 
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ตารางผนวกที่ ค33  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน45นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 350 51.5 0 
12 440 47.6 3.4 
24 616 44.15 4.85 
36 905 35.6 8.6 
48 1432 19.75 14.2 
60 1679 16.6 16 
72 1882 14.3 17.7 
84 2042 11.6 18.1 

 
 
ตารางผนวกที่ ค34  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 4 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน45 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 380 54.7 0 
12 472 49.25 3.65 
24 673 43.6 5.25 
36 984 37.7 9.4 
48 1486 20.15 15.3 
60 1748 17.6 17.05 
72 1930 14.85 18.6 
84 2118 12.15 19.6 
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ตารางผนวกที่ ค35  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 6 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน45นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 400 57.6 0 
12 495 50.85 3.8 
24 702 46.55 5.65 
36 1056 40.1 10.25 
48 1575 23.75 16.15 
60 1844 19.65 18.15 
72 2015 16.8 19.45 
84 2237 13.5 20.1 

 
 
ตารางผนวกที่ ค36  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน45 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 370 59.7 0 
12 480 54.45 3.75 
24 689 48.8 5.5 
36 1013 40.85 10.7 
48 1545 25 17.5 
60 1860 20.55 19.05 
72 2054 17.9 20.3 
84 2275 14.1 20.7 
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ตารางผนวกที่ ค37  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน60นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 390 58.35 0 
12 470 53.75 3.55 
24 640 48.2 5.3 
36 957 42.35 9.85 
48 1506 25.6 16.6 
60 1845 20.4 18.4 
72 2083 18.25 19.55 
84 2310 14.2 20.25 

 
 
ตารางผนวกที่ ค38  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 4 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน60 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 410 59.6 0 
12 489 54.4 3.8 
24 670 49.25 5.7 
36 984 43.1 11.25 
48 1545 27.35 17.55 
60 1889 21.5 19.1 
72 2117 19.15 19.85 
84 2352 15.25 20.15 
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ตารางผนวกที่ ค39  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 6 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน60นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 380 61.9 0 
12 472 57.7 3.7 
24 710 51.8 5.5 
36 1072 45.5 11.55 
48 1592 29.45 18.35 
60 1930 23.75 19.4 
72 2188 20.3 19.9 
84 2383 16.2 20.3 

 
 
ตารางผนวกที่ ค40  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการปรับสภาพขั้นตนดวยโอโซน                                               
                                ที่อัตราการไหลอากาศ 8 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการปอนโอโซน60 นาท ี
                                และยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(mg/l) 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(mg/g WPS) 

ปริมาณเอทานอล 
(mg/g WPS) 

0 370 63.25 0 
12 474 59.3 3.9 
24 715 53.95 6 
36 996 45.55 12.25 
48 1620 30.55 18.5 
60 1952 24.9 19.5 
72 2196 21.5 20.05 
84 2397 17.05 20.3 
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ภาคผนวก ง 

ตัวอยางการคํานวณคาพารามเิตอรตางๆ 
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1.  การคํานวณอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ (qs ) และอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (qp )  จากผลการทดลองตารางผนวกที ่ง1 
 

qs         =              -1  ds     
x   dt 
 

qp         =  1   dp     
x   dt 

ตารางผนวกที่ ง1  การคํานวณอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ (qs) และอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (qp)   
 

เวลา 
(ชั่วโมง) dt น้ําหนกัเซลล

แหง  (x) dx ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ  (s) ds 

qs 
  (mg/mg.h) 

ปริมาณ 
เอทานอล  (p) dp qp  

(mg/mg.h) 
0 0 360 0 53.4 0 0 0 0 0 
12 12 420 60 52.25 -23 0.657 89 89 2.543 
24 12 515 95 49.6 -53 1.235 101 12 0.280 
36 12 728 213 46.5 -62 1.022 114 13 0.214 
48 12 1075 347 41.65 -97 1.083 138 24 0.268 
60 12 1652 577 32.45 -184 1.337 203 65 0.472 
72 12 2216 564 13.8 -373 2.020 306 103 0.558 
84 12 2467 251 13.35 -9 0.044 332 26 0.126 
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2.  การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด (µmax) 
 
   µ   =            ln x (ti) – ln x (to)    
           (ti-to)  
 

แทนคาผลการทดลองจากตารางผนวกที่ ง1 
 
 

y = 0.0269x - 0.2144
R2 = 0.9835
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ภาพผนวกที่ ง1  การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด 

 

µ       =       0.027  h-1 
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3.  การคํานวณคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร (Yp/s) 
 
Yp/s                 =          ∆ P     

                           -∆S 
 
แทนคาผลการทดลองจากตารางผนวกที่ ง1 

 

y = 0.3045x + 75.238
R2 = 0.9931
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ภาพผนวกที่ ง2  การคํานวณคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร 
 

Yp/s                 =         0.3045 mg ethanol/mg sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   
 

 
152 

4. การคํานวณอัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด (Pmax) 
 

อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด =      ความเขมขนของเอทานอลที่ผลิตไดสูงสุด (mg/l) 
         เวลาที่ใชในการผลิตเอทานอล (h) 
 

แทนคาผลการทดลองจากตารางผนวกที่ ง1 
 
อัตราการสรางผลิตภัณฑสูงสุด = 306 mg/l 

          72 h 
 
      = 4.25 mg/l.h 
  
5. การคํานวณประสิทธิภาพการหมัก (Fermentation efficiency) 

 
ประสิทธิภาพการหมัก(%) = Yp/s    x 100   

      0.51 
   

แทนคาผลการทดลองจากตารางผนวกที่ ง1 
 

ประสิทธิภาพการหมัก(%) = 60 
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ภาคผนวก จ 
การคํานวณตนทุนในการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษ 
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1)  จากงานวิจยันี้สามารถผลิตเอทานอลได 27.55 มิลลิกรัมตอกรัมเยื่อกระดาษ  
 
เอทานอลมีความหนาแนน 0.79 g/ml 
 

ดังนั้นสามารถผลิตเอทานอลได   = 27.55 x 10-3 g/g WPS 
             0.79       g/ml 
       

= 0.035 ml/g WPS 
 
นั่นคือ กากตะกอนเยื่อกระดาษ 1 กรัม สามารถผลิตเอทานอลได 0.035 มิลลิลิตร 
 
ถาตองการผลิตเอทานอล 1 ลิตร ตองใชกากตะกอนเยื่อกระดาษ = 1000 ml x 1 g 
             0.035 ml 
        = 28.57 kg 
 

2) หรือคิดเปนปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจากงานวจิัยนี้ 551 มิลลิกรัมตอลิตรน้ําหมัก 
 

ดังนั้นคิดเปนปริมาณเอทานอล   = 551 x 10-3 g/l 
          0.79     g/ml 

      = 0.70 ml/l 
 
นั่นคือ ในน้ําหมัก 1 ลิตร มีปริมาณเอทานอลอยู 0.70 มิลลิลิตร 
 
ถาตองการผลิตเอทานอล 1 ลิตร ตองมีน้ําหมักปริมาตรรวม  = 1000 ml x 1 l 
                      0.70 ml  
        = 1428 l 
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      ตารางผนวกที่ จ1  การคํานวณคาใชจายในการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษ 
  

 หนวย ราคาตอหนวย  
(บาท) 

ปริมาณที่ใช 
ในงานวิจยันี ้

ปริมาณที่ใชในการ 
ผลิตเอทานอล 1 ลิตร 

คาใชจายในการผลิต 
เอทานอล 1 ลิตร (บาท) 

Cellulase enzyme ลิตร 200 1 ml/200 g WPS 142.85 ml 28.57 
Yeast กิโลกรัม 100 0.2 g/l  285.6 g 28.56 

รวมคาใชจาย 57.13 
 
 
       การคํานวณปริมาณการผลิตเอทานอลจากกากตะกอนเยื่อกระดาษ 
 
  โรงงานคิมเบอรลี่-คลาก ประเทศไทย จํากัด มีปริมาณกากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้งเกิดขึ้นประมาณ 60 ตันตอวัน  
  

จาก กากตะกอนเยือ่กระดาษ  28.57    กิโลกรัม   สามารถผลิตเอทานอลได  1   ลิตร 
ดังนั้น กากตะกอนเยือ่กระดาษ  60 x 103   กิโลกรัม/วัน   สามารถผลิตเอทานอลได  2,100  ลิตร/วัน 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวอิสรี  รอดทัศนา 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 16 กันยายน 2525 
สถานที่เกิด  สุพรรณบุรี 
ประวัติการศึกษา ระดับปริญญาตรี (เกียรตนิิยมอันดับสอง)  

ภาควิชาวิทยาศาสตรส่ิงแวดลอม 
คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน  
สถานที่ทํางานปจจุบัน  
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ   
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนจากสถาบันบัณฑิตวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีไทย 

(Thailand Graduate Institute of Science and Technology, 
TGIST) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาติ (สวทช.)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


