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งานวิจัยนี้ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดวิซจากผักตบชวาดวยการหมัก

กับแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum จากการวิเคราะหองคประกอบของเยื่อใยของผักตบชวา
จะประกอบดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เทากบั 35.84 27.11 และ 8.33 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนัก ตามลําดับ และเม่ือนําผักตบชวามาปรับสภาพดวยกรดซัลฟวรกิ 0.5 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร และสารละลายดางโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 10 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร พบวา
องคประกอบของเยื่อใยมีการเปล่ียนแปลง ซ่ึงมีปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เทากับ 
85.31 0.85 และ 1.01 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ตามลําดับ จากนั้นนําผักตบชวาหลังผานการปรับ
สภาพแลวมาทําการศึกษาหาสภาวะในการผลิตน้ําตาลรีดวิซโดยหมักกับแบคทีเรีย Clostridium 
acetobutylicum โดยใชการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken ซ่ึงปจจัยท่ีศึกษาไดแก ปริมาณ
ของผักตบชวา 10-50 กรัมตอลิตรของอาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส และเวลาท่ีใช
ในการหมัก 24-48 ช่ัวโมง จากการออกแบบพบวาสภาวะของการผลิตน้ําตาลรีดวิซ คือ ปริมาณ
ของผักตบชวา 10.16 กรัมตอลิตรของอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 38.8 องศาเซลเซียส และเวลาใน
การหมัก 37.59 ช่ัวโมง นัน้จะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากสมการท่ีไดจากการออกแบบเทากับ 9.47 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัวัสดุหมัก  และเม่ือนําสภาวะดังกลาวนี้ไปทําการทดลองจริง พบวาได
ปริมาณน้ําตาลรีดวิซนอยกวาสมการจากการออกแบบเทากบั 4.01 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นนํา
น้ําตาลรีดิวซท่ีไดมาทําการปรับความเขมขนโดยการระเหยน้ําออกจนมีคาความหวานเปน 15 
องศาบริกซ แลวไปทําการหมักเพ่ือผลิตเอทานอลดวยยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 
จะไดปริมาณเอทานอล 2.54 กรัมตอลิตร 
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The reducing sugar production from the submerged fermentation of water hyacinth with 
Clostridium acetobutylicum was studied for the optimal conditions. The components of water 
hyacinth by dry weight are cellulose 35.84%, hemicellulose 27.11% and lignin 8.33%. Water 
hyacinth was pretreated with H2SO4 0.5% (w/w) and NaOH 10% (w/v). The results showed that, 
after the pretreatment, the compositions of water hyacinth were induced to cellulose 85.31%, 
hemicellulose 0.85% and lignin 1.01%. After that, the optimal condition for the reducing sugar 
production from water hyacinth using Clostridium acetobutylicum. This study employed the 
response surface Box-Behnken designs to find the conditions for reducing sugar production. The 
condition was the content of pretreated water hyacinth (10-50 g/l of the medium), temperature 
(30-50 °C) and incubation time (24-48 hours). The condition for reducing sugar production 
suggested by minitab program was the content of water hyacinth 10.16 g/l of the medium at  
38.8 °C for 37.59 hours. The reducing sugar yield predicted from the statistical equation was 
9.47% (g/g dry weight). The deviation value between the predicted model and the experimental 
results was 4.01%. Finally, the reducing sugar obtained from water hyacinth was concentrated  
to 15 ºBrix prior to fermented by Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339. The result showed  
that the ethanol from fermentation of water hyacinth was 2.54 g/l.  
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องคประกอบของผักตบชวาท่ีไมผานการปรับสภาพดวยสารเคมี 
องคประกอบของผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกท่ีความเขมขน
ตางๆ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
องคประกอบของผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริก 0.5 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร แลวตามดวยโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีความเขมขนตางๆ ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
องคประกอบของผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวย 1 เปอรเซ็นตกรดซัลฟวรกิ 
และตามดวยโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีความเขมขนตางๆ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
องคประกอบของผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวย 3 เปอรเซ็นตกรดซัลฟวรกิ 
และตามดวยโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีความเขมขนตางๆ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
ปริมาณน้ําตาลรีดวิซท่ีไดจากการหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย C. acetobutylicum 
ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยก ตามการออกแบบการทดลองของ  
Box-Behnken 
ปริมาณน้ําตาลรีดวิซท่ีไดจากการหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย C. acetobutylicum 
ท่ีสภาวะท่ีศึกษา 
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 (4)

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที ่ หนา 
 

ฉ8 พ้ืนท่ีใตกราฟของโครมาโตแกรมและปริมาณของน้ําตาลรดีิวซแตละชนิดท่ีไดจาก
การหมักหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย C. acetobutylicum ท่ีสภาวะท่ีศึกษา 

 
117 

ฉ9 
 
 

ฉ10 
 
 

ฉ11 
 
 

ฉ12 
 
 

ฉ13 
 
 
 
 
 
 

ความเขมขนเซลลแหงท่ีระยะเวลาตางๆ แสดงการเจริญของแบคทีเรีย C. 
acetobutylicum บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TYA ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  อัตรา
การเขยา 200 รอบตอนาที 
ความเขมขนกลูโคสท่ีระยะเวลาตางๆ แสดงการใชกลูโคสในการเจริญของ
แบคทีเรีย C. acetobutylicum บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TYA ท่ีอุณหภูมิ 37  องศา
เซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที 
ความเขมขนเซลลแหงท่ีระยะเวลาตางๆ แสดงการเจริญของยีสต S. cerevisiae 
TISTR 5339 บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการ
เขยา 200 รอบตอนาที 
ความเขมขนกลูโคสท่ีระยะเวลาตางๆ แสดงการใชกลูโคสในการเจริญของยีสต S. 
cerevisiae TISTR 5339 บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที 
พ้ืนท่ีใตกราฟโครมาโตแกรม และความเขมขนของเอทานอลท่ีไดจาการหมักเพ่ือ
ผลิตเอทานอลดวย S. cerevisiae TISTR 5339 โดยใชกลูโคส และน้ําหมักท่ีคา
ความหวาน 15 องศาบริกซ เปนแหลงคารบอน 
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 (5)

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่ หนา 

  
1 ลักษณะของผักตบชวา 6 
2 ปญหาของผักตบชวาในแหลงน้ํา 8 
3 โครงสรางของลิกโนเซลลูโลส 10 
4 โครงสรางของเซลลูโลส 11 
5 โครงสรางของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีเปนองคประกอบของเฮมิเซลลูโลส 12 
6 โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส 12 
7 โครงสรางของลิกนิน 14 
8 การเกดิตัวยับยั้งจากสวนตางๆของวตัถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลส 17 
9 การเกดิปฏิกิริยา enolization 18 
10 การเกดิสารมัธยันตของปฏิกริิยาได 3-deoxyhexosulose (3-deoxy-D-glucosone) 19 
11 การเกดิสาร 3-deoxy-D-glucosone 3-4ene 19 
12 การเกดิเฟอฟวรัล และ hydroxymethylfurfural 20 
13 สูตรโครงสรางของ 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟูรอล (HMF) 21 
14 สูตรโครงสรางของเฟอฟูรอล 21 
15 โครงสรางของกรดแทนนิก 22 
16 การไฮโดรไลซิสเซลลูโลสดวยเซลลูเลส 24 
17 การไฮโดรไลซิสไซแลนดวยเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 26 
18 ลักษณะโคโลนขีองแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum 27 
19 โครงสรางทางเคมีของน้ําตาลมอลโตส และซูโครส 28 
20 แบบจําลองท่ัวไปของกระบวนการหรือระบบ 29 
21 การออกแบบ Box-Behnken สําหรับ 3 ตัวแปร 33 
22 พ้ืนผิวตอบสนอง 34 
23 กราฟคอนทัวร 34 
24 ลักษณะของยีสต Saccharomyces cerevisiae 40 
25 ขั้นตอนการวิเคราะหองคประกอบของพืช 52 
   



 (6)

 สารบัญภาพ (ตอ)  
   

ภาพที่  หนา 
   

26 
 
 

ลักษณะทางกายภาพของผักตบชวาท่ีไมผานการปรับสภาพ (ก) ผานการปรับสภาพ
ดวยกรดซัลฟวรกิ (ข) ผานการปรบัสภาพดวยกรดซัลฟวรกิและโซเดียมไฮดรอก
ไซด (ค) 

 
 

62 
27 
 
 
 

โครงสรางของผักตบชวากอนและหลังจากปรับสภาพดวยสารเคมี โดยกลอง
อิเล็คตรอนกําลังขยายสูง (SEM) ท่ีกําลังขยาย 1000 เทา ผักตบชวาท่ีไมปรับสภาพ 
(ก) ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริก (ข) ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวรกิ
และโซเดียมไฮดรอกไซด (ค)  

 
 
 

63 
28 
 
 

แสดงการเจริญของแบคทีเรีย C. acetobutylicum ในอาหารเล้ียงเช้ือ TYA ท่ีมี
กลูโคสเปนแหลงคารบอน ท่ีพีเอช 6.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และอัตราการ
เขยา 200 รอบตอนาที  

 
 

64 
29 
 

แสดงอิทธิพลบนพ้ืนผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวรของอุณหภูมิกับระยะเวลาใน
การหมักตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสผักตบชวา 

 
70 

30 
 
 

พ้ืนผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวร แสดงอิทธิพลของปริมาณผักตบชวาใน
อาหารเล้ียงเช้ือกับระยะเวลาในการหมักตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการ
ไฮโดรไลซิสผักตบชวา 

 
 

70 
31 
 
 

พ้ืนผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวร แสดงอิทธิพลของปริมาณผักตบชวาใน
อาหารเล้ียงเช้ือกับอุณหภูมิตอปริมาณน้ําตาลรดีิวซท่ีไดจากการไฮโดรไลซิส
ผักตบชวา 

 
 

71 
32 

 
สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการหมักผักตบชวากับแบคทีเรีย  
C. acetobutylicum 

 
71 

33 
 

โครมาโตแกรมแสดงชนดิของน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย 
C. acetobutylicum ท่ีสภาวะท่ีจากการออกแบบการทดลอง 

 
73 

34 
 
 

การเจริญของยีสต S. cerevisiae TISTR 5339 บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ท่ีมี
กลูโคสเปนแหลงคารบอน ท่ีพีเอช 4.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และอัตราการ
เขยา 200 รอบตอนาที 

 
 

74 
   



 (7)

สารบัญภาพ (ตอ) 
   
ภาพผนวกที ่  

 
หนา 

 

ค1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดดูกลืนแสงกับความเขมขน
กลูโคสในการวิเคราะหปรมิาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีดีเอ็นเอส 

 
96 

ง1 โครมาโตแกรมของสารละลายเซลโลบิโอสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร 
ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 
100 

ง2 โครมาโตแกรมของสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร  
ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 
100 

ง3 
 

โครมาโตแกรมของสารละลายไซโลสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร  
ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 
101 

ง4 
 

โครมาโตแกรมของสารละลายอะราบิโนสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร  
ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 
101 

ง5 โครมาโตแกรมของสารละลายแมนโนสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร  
ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 
102 

ง6 โครมาโตแกรมของสารละลายฟรุกโตสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร  
ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 
102 

ง7 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะหดวย
เครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของเซลโลบิโอส 

 
103 

ง8 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะหดวย
เครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของกลูโคส 

 
103 

ง9 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะหดวย
เครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของไซโลส 

 
104 

ง10 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะหดวย
เครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของอะราบิโนส 

 
104 

ง11 
 

ง12 
 

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะหดวย
เครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของแมนโนส 
กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะหดวย
เครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของฟรุคโตส 

 
105 

 
105 



 (8)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่
 

หนา 

จ1 
 

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะหดวย
เครื่องโครมาโทกราฟกาซ (GC) กับความเขมขนของเอทานอลมาตรฐาน 108 



   1

การผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวาดวย Clostridium acetobutylicum โดยการออกแบบ
การทดลองตามวิธี Box-Behnken 

  
Reducing Sugar Production from Water Hyacinth by Clostridium acetobutylicum 

Using Box-Behnken Experimental Design   
 

คํานํา 
  

ปจจุบันราคาน้ํามันสูงขึ้นอยางตอเนื่อง  เกิดจากความตองการในการใชพลังงานในรูปของ
เช้ือเพลิงเพ่ิมขึ้นในปริมาณท่ีสูงมากท่ัวโลก  ขณะเดียวกันการผลิตเช้ือเพลิงดังกลาวถูกจํากัดดวย
พ้ืนท่ีท่ีมีทรัพยากร  จึงหันมาใหความสนใจกับการแสวงหาพลังงานทดแทนในรูปแบบตางๆ เชน 
พลังงานน้ํา แสงอาทิตย ลม นิวเคลียร และพลังงานชีวภาพ เปนตน พลังงานชีวภาพเปนอีกทางเลือก
หนึ่งของพลังงานทดแทน โดยเฉพาะเอทานอล การผลิตเอทานอลนั้นสามารถผลิตไดท้ังจากวัสดุ
ทางการเกษตร และวัสดุเหลือท้ิงจากอุตสาหกรรม เนื่องจากผนังเซลลของพืชมีของเซลลูโลส
องคประกอบหลัก เม่ือยอยเซลลูโลสจะไดน้ําตาล ซ่ึงสามารถนําไปหมักเปนแอลกอฮอลได ดังนั้น
กลูโคสจํานวนมากในเซลลูโลสจึงเปรียบเสมือนขุมทรัพยจากธรรมชาติ สามารถนําไปสูการผลิต
แอลกอฮอล และนาจะเปนเช้ือเพลิงท่ีสําคัญในปจจุบันและอนาคต  

 
ผักตบชวา มีช่ือทางวิทยาศาสตร Eichhomia Crassipes ช่ือสามัญคือ water hyacinth ซ่ึง

ปจจุบันนี้จะเห็นไดวา ผักตบชวาเปนวัชพืชน้ําเจริญบนผิวน้ําท่ีมีอัตราการเจริญเติบโตรวดเร็วและ
ขยายพันธุไดงาย โดยผักตบชวาเพียง 2 ตน สามารถขยายไดเปนจํานวนถึง 300 ตนภายในเวลาเพียง 
20 วัน ถาอยูในสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโต ผักตบชวาเพียง 10 ตน นั้นจะ
ขยายพันธุไดถึง 600,000 ตน ครอบคลุมพ้ืนท่ีน้ํา 2.5 ไร ภายในเวลา 8 เดือน และถึงแมวาผักตบชวา
จะตกอยูในถ่ินแหงแลง แตเมล็ดก็สามารถจะดํารงชีวิตไดนานเปนป เม่ือเมล็ดไดรับนํ้า ก็จะแตกใบ
ไดอีก จากการท่ีผักตบชวาสามารถเจริญไดดีในทุกสภาพอากาศและทุกสภาพพ้ืนท่ี ท้ังในน้ํา
สกปรกและน้ําสะอาด เจริญเติบโตไดดีท่ีพีเอช 4-10 และอุณหภูมิของน้ําไมสูงกวา 34 องศา
เซลเซียสโดยเฉพาะแหลงน้ําจืด จึงเกิดการแพรกระจายไปทุกหนทุกแหงและพบเห็นไดตามแมน้ํา
ลําคลองท่ัวทุกภาคของประเทศไทย ผักตบชวาจึงสรางปญหาในหลายๆดาน เชน การชลประทาน 
การสัญจรทางน้ํา การประมง การเกษตรและการสาธารณสุข กอปญหาทําใหแหลงน้ําตื้นเขิน น้ําเนา
เสีย ลดปริมาณออกซิเจนและแสงสวางในแหลงน้ําท่ีเปนปจจัยท่ีสําคัญของส่ิงมีชีวิตในแหลงน้ํา 
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เกิดการอุดตันทางระบายน้ํา และกีดขวางการจราจรทางน้ําเปนอยางมาก การกําจัดผักตบชวามีอยู 3 
วิธี คือ ทางเคมี ทางกายภาพ และชีววิทยา แตการกําจัดผักตบชวาอาจมีผลเสียหายตอส่ิงแวดลอม 
เชน การใชสารเคมีอาจทําใหน้ําเสียและเปนอันตรายตอสัตวน้ํา การกําจัดดวยชีววิธี เชน ใชแมลง
ชนิดหนึ่งเปนตัวทําลายผักตบชวาซ่ึงอาจทําใหเกิดความเสียหายตอพืชเศรษฐกิจบางชนิดได สวน
การกําจัดทางกายภาพ โดยการชักลากขึ้นมาบนบกท้ิงใหแหงและเผา แตพอฝนตก ตนผักตบชวาท่ี
ถูกไฟเผานั้นจะแตกยอดออน และมีขนาดใหญกวาตนเดิมถึงสองเทา ปจจุบันหลายประเทศตองเสีย
งบประมาณเปนจํานวนมากในการกําจัดวัชพืชน้ําชนิดนี้ ท้ังโดยการใชเครื่องจักรกลและแรงงาน 
โดยการใชยาปราบวัชพืช และการนําไปใชประโยชน เชน ใชในการบําบัดน้ําเสีย ใชเปนแหลง
โปรตีนในอาหารเล้ียงสัตว ใชในการบริโภค และทําเครื่องจักสาน ถึงกระนั้นก็ยังไมสามารถกําจัด
วัชพืชนี้อยางไดผล ปจจุบันยังมีการคนควาแนวทางในการนําผักตบชวามาใชเกิดประโยชน เชน 
การหาแนวทางผลิตแอลกอฮอลจากผักตบชวา การหมักเพ่ือผลิตปุยอินทรียและการหมักเพ่ือผลิต
กาซธรรมชาติ และการใชผักตบชวาเปนแหลงเซลลูโลสเพ่ือนําไปแปรสภาพดวยปฏิกิริยาเคมีให
เปนสารท่ีมีคุณคาในทางเศรษฐกิจยิ่งขึ้น 

 
ผักตบชวาเปนพืชท่ีมีเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสท่ีสูงประกอบกับจัดเปนพืชโตเร็วและ

กอใหเกิดปญหากับส่ิงแวดลอมจึงทําใหผักตบชวาจัดเปนพืชท่ีเหมาะสมเปนอยางยิ่งตอการนําไปใช
เปนวัตถุดิบหลักสําหรับการผลิตน้ําตาลรีดิวซ  

 
โครงงานวิจัยนี้ศึกษาถึงการนําผักตบชวาซ่ึงเปนพืชน้ําท่ีสรางปญหากับส่ิงแวดลอมและ

ส่ิงมีชีวิตในแหลงน้ํา มาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลรีดิวซโดยการหมักผักตบชวากับแบคทีเรีย
Clostridium acetobutylicum ซ่ึงมีคุณสมบัติสามารถผลิตเอนไซมสําหรับยอยเซลลูโลสเปนน้ําตาล
รีดิวซภายใตกระบวนการหมักแบบเปยกโดยอาศัยการออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken
เพ่ือนําน้ําตาลรีดิวซท่ีไดไปใชในการผลิตเอทานอลตอไป ซ่ึงเปนการเพ่ิมมูลคาและสงเสริมการนํา
วัชพืชท่ีเปนปญหากับส่ิงแวดลอมมาใชใหเกิดประโยชนโดยใชเปนแหลงวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาล
รีดิวซท่ีไดไปใชในการผลิตเอทานอลตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาหาความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟวริก และสารละลายดางโซเดียมไฮดรอก
ไซดท่ีเหมาะสมตอการปรับสภาพผักตบชวา โดยเปรียบเทียบองคประกอบของผักตบชวากอนและ
หลังจากการปรับสภาพ 

 
2. ศึกษาหาสภาวะการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวยสารเคมี 

ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยกดวยแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum โดยอาศัยการ
ออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken  
 

3. ศึกษาหาชนิดของน้ําตาลรีดิวซในน้ําหมักท่ีไดจากกระบวนการหมักผักตบชวากับ
แบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum เชน น้ําตาลเซลโลบิโอส กลูโคส และไซโลส เปนตน 

 
4. ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําหมักท่ีผลิตไดจากผักตบชวา โดยทําการหมักกับยีสต 

Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339  
 

ขอบเขตงานวิจัย 
 

งานวิจัยนี้ไดแบงการทดลองออกเปน 4 สวน ในสวนแรกเปนการศึกษาถึงองคประกอบ
ของผักตบชวา สวนท่ีสองจะทําการศึกษาหาความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟวริก และ
สารละลายดางโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีเหมาะสมตอการปรับสภาพผักตบชวาท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพ่ือกําจัดเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน สวนท่ีสามเปนการศึกษาหาสภาวะ
ในการผลิตน้ํ าตาลรีดิวซจากผักตบชวากับแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum ภายใต
กระบวนการหมักแบบเปยกท่ีไมมีการเติมอากาศ โดยอาศัยการออกแบบการทดลองตามวิธี Box-
Behnken ซ่ึงมีปจจัยท่ีทําการศึกษาไดแก ปริมาณผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือ (10-50 กรัมตอลิตร) 
อุณหภูมิ (30-50 องศาเซลเซียส) และ ระยะเวลาในการหมัก (24-48 ช่ัวโมง) จากนั้นนําน้ําตาลรีดิวซ
ท่ีไดจากสภาวะท่ีศึกษา ไปทําการวิเคราะหหาชนิดและปริมาณของน้ําตาลท่ีผลิตได  และในสวน
สุดทายจะศึกษาถึงการผลิตเอทานอลจากน้ําหมักท่ีไดจากการหมักผักตบชวา โดยทําการหมักกับ
ยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 ท่ีพีเอช 4.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปราศจากการ
เขยา เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  
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การตรวจเอกสาร 
 

ผักตบชวา 
 
1.  ถิ่นกําเนดิและการแพรกระจายของผักตบชวา 
 

ผักตบชวา (water hyacinth) มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.
พบครั้งแรกในทวีปอเมริกาใตแถบประเทศบราซิล ผักตบชวาไมไดกอใหเกิดปญหาใดๆ ใหแกพ้ืนท่ี
นั้นเลย ท้ังนี้ก็เพราะวาในถ่ินกําเนิดของมัน มีศัตรูธรรมชาติ เชน แมลง โรค และศัตรูอ่ืนๆ คอย
ควบคุมการระบาดอยูแลว แตเม่ือถูกนําไปจากถ่ินกําเนิดซ่ึงปราศจากศัตรูธรรมชาติ ผักตบชวาจึง
เจริญเติบโตอยางรวดเร็วและถึงขั้นทําใหเกิดปญหาตางๆ ตอมาชาวดัทซท่ีปกครองประเทศ
อินโดนีเซียไดนําผักตบชวา ซ่ึงขณะนั้นมีปลูกกันเฉพาะในสวนพฤกษชาติในหลายประเทศในทวีป
ยุโรป เขามายังประเทศอินโดนีเซียเพราะผักตบชวามีดอกสีฟาเปนชอตั้งสวยงามคลายคลึงกับดอก 
hyacinth ซ่ึงเปนไมประดับของประเทศในเขตอบอุน ในป พ.ศ. 2444 ไดมีการนําผักตบชวาจาก
ประเทศอินโดนีเซียเขามาปลูกในวังสระประทุมเพราะเห็นวาดอกผักตบชวาสวยงามสามารถใช
ประดับสระน้ําไดดี แตภายหลังเกิดน้ําทวมวังสระปทุม ทําใหผักตบชวาหลุดกระจายไปตามแมน้ํา
ลําคลอง  และแพรพันธุอยางรวดเร็ว จนถึงป พ.ศ. 2456 จึงไดมีพระราชบัญญัติสําหรับกําจัด
ผักตบชวาออกมา 
 
2. ลักษณะทั่วไปของผักตบชวา 
 

ลักษณะตน ประกอบดวยกลุมของใบเรียงกันเปนกระจุก ในตนหนึ่งๆ จะมีใบตั้งแตสองใบ
ขึ้นไป ท่ีโคนกานใบจะมีกาบใบ (sheath) ลักษณะเปนเยื่อบางๆ สีขาวแกมเขียวออนๆ แตเม่ือมีอายุ
มากขึ้นก็จะเปล่ียนเปนสีน้ําตาล บริเวณของกาบใบ เปนสีน้ําตาลแกมมวง จะเช่ือมติดตอกันโดยมี
ไหล (stolon) ซ่ึงเปนลําตนท่ีทอดไปตามผิวน้ําชวยในการขยายตัวของผักตบชวาใหเพ่ิมขึ้น ตน
หนึ่งๆ ของผักตบชวาจะมีไหลแตกออกไปไดหลายอัน เม่ือไหลแตกออกไปแลว ก็จะเจริญขึ้นเปน
ตนใหม แตยังติดกับตนเดิมอยูและเกิดเปนกอขึ้น พรอมท้ังมีรากเกิดขึ้น 

 
ลักษณะรากจะไมยึดติดกับพ้ืนดิน จึงถูกกระแสลมหรือน้ําพัดพาไปไดไกลๆ แตถาน้ําตื้น

แลวรากจะหยั่งยึดติดกับพ้ืนดินได รากของผักตบชวาเปนแบบรากฝอย (fibrous root) คือ มีราก
ยอยๆ เปนกระจุก รากท่ีแทงออก จะมีลักษณะอวบ สีขาว เม่ือมีอายุมากขึ้นจึงจะมีรากขนออน (root 
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hair) ท่ีมีสีน้ําตาลออน และเม่ือแก รากขนออนนี้จะเปนสีน้ําตาลแกจนถึงสีดํา ความยาวของรากจะ
แตกตางกันไป บางเสนก็ยาวเกือบถึงหนึ่งเมตร (60-90 เซนติเมตร)  

 
ลักษณะใบ เปนแบบใบเดี่ยว (simple leaf) ประกอบดวย แผนใบ (blade) และกานใบ 

(petiole) แผนใบมีลักษณะคลายรูปไต (reniform) หรือคลายรูปหัวใจ (cordate) มักมีความกวาง
มากกวายาว หรือเกือบจะเทาๆ กัน เม่ือยังออน ปลายใบมักจะมน แตเม่ือมีอายุมากขึ้น ปลายใบจะ
แหลม มีสีเขมขึ้น ขอบใบเรียบ ระบบเสนใบ (venation) ซ่ึงทําหนาท่ีลําเลียงน้ําและอาหาร เปนแบบ
เสนใบขนาน  

 
กานใบมีลักษณะกลม เรียบ อวบน้ํา ถาตนผักตบชวาเจริญอยูหางๆ กัน ลําตนจะเล็กและ

กานใบมักจะพองออกเปนทุนลอยน้ํา แตถาผักตบชวาเจริญอยูในท่ีเบียดชิดกันมาก โดยเฉพาะในน้ํา
นิ่ง กานใบจะไมพอง นอกจากนั้น กานใบยังยาวมาก บางแหงพบวายาวถึงหนึ่งเมตรก็มีการเกิดใบ
ออน จะเกิดตรงกลางกอ โดยแผนใบของใบออนจะมวนหุมรอบโคนกานใบใกลเคียง และมีกาบใบ
บาง ปลายกาบใบนี้ จะมีลักษณะคอดแลวบาน ขอบหยักเล็กนอย เปนเยื่อบางๆ เม่ือใบออนโตขึ้น 
กานใบก็จะขยายขึ้น ดันกาบใบท่ีหอหุมนั้นออก แผนใบก็จะคอยคล่ีเปนอิสระจากโคนกานใบเดิม 
ในระยะแรกใบจะมีสีเขียวออน ตอไปจะมีสีเขียวเขมขึ้น กาบใบนั้นก็จะคงติดอยูตรงโคนกานใบ  

 
ลักษณะดอกมีสีฟาสวยงามมาก ดอกออกเปนชอ มีกานดอก (spike) ในชอหนึ่งๆ จะมี

จํานวนดอกแตกตางกันไป ถาชอดอกเล็ก ก็จะมีดอกประมาณ 4-5 ดอก ถาชอดอกใหญ อาจจะมี
จํานวนดอกเพ่ิมขึ้นจนถึง 60 ดอก ชอดอกจะเกิดบริเวณกลางๆ ตนการเกิดของชอดอก มีลักษณะ
คลายกับการเกิดใบ คือท่ีโคนกานจะมีกาบใบบางๆ หุมไวและท่ีปลายกานมีแผนใบเล็กๆ เกิดขึ้น
ดวย ชอดอกจะเจริญมาจากโคน กานใบเล็กๆ นี้ โดยท่ีใบครึ่งแรกจะมีกาบใบบางๆ หุมชอดอกไวท่ี
หนึ่ง และมีกาบใบอีกอันหุมโคนกานใบไว เม่ือชอดอกเจริญขึ้น กานชอดอกจะคอยๆ ยาว พองใหญ
ขึ้น ทําใหภายในท่ีหุมกานชอดอกกับกานใบขาดออก และเม่ือกานชอดอกเจริญมากขึ้น ก็จะดันกาบ
ใบดานในขาด กานชอดอก (peduncle) ก็แทงชูชอดอกเจริญโผลขึ้นมาก โดยมีใบเล็กๆ ท่ีปลายกาน
ใบ และภายในทําหนาท่ีเปนใบประดับ (bract) รองรับชอดอกอีกทีหนึ่ง เม่ือเจริญเต็มท่ีแลวดอก
มักจะบานพรอมกันหมดท้ังชอ โดยจะคอยๆ บานตั้งแตแสงอาทิตยเริ่มสองแสง แลวก็จะบานเต็มท่ี
เม่ือแสงแดดสองจา ดอกจะบานเพียง 1 วัน หลังจากนั้น กลีบดอกก็จะหุบเห่ียวขดเปนเกลียว แลว
กานชอดอกก็จะโคงงอลงสูพ้ืนน้ํา ผักตบชวาตนหนึ่งๆ จะมีดอกไดหลายชอ โดยจะทะยอยกันออก
ดอก ดอกแตละดอก ประกอบดวยกลีบดอก 6 กลีบ ปลายกลีบแยกเปนแฉก มีขนาดแตกตางกัน 
สวนโคนกลีบจะติดกันเปนหลอด (tube) มีสีเขียว หลอดนี้จะติดไปถึงกานชอดอก สวนกลีบรวมนั้น 
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จะเปนสีมวงออน มีกลีบอันหนึ่งซ่ึงอยูตรงกลาง มีขนาดใหญกวากลีบอ่ืน มีแตมสีเหลืองทับอยูบนสี
มวง ทําใหดอกมีสีสันสวยงามมาก ลักษณะของผักตบชวาแสดงดังภาพท่ี 1  

 

 
 
ภาพที่ 1  ลักษณะของผักตบชวา 
 
ที่มา: Julien et al. (1999) 

 
นอกจากนี้ ยังมีเกสรตัวผู (stamen) 6 อัน ส้ัน 3 ยาว 3 ติดอยูท่ีตอนลางของกลีบดอก อับ

เกสรตัวผู (anther) มีสีเหลือง สวนเกสรตัวเมีย (pistil) มีสวนตรงปลายเรียกวา stigma มีสีมวงออน 
อยูบนกาน (style) ตอมาจากรังไข (ovary) ซ่ึงอยูเหนือกลีบดอก (superior ovary) รังไขนี้เม่ือไดรับ
การผสมแลว จะเจริญขึ้นเปนผล แตตามปกติแลวในสภาพแวดลอมในประเทศไทยมักจะไมคอย
พบวา มีการผสมของดอกผักตบชวา จึงไมคอยพบเมล็ด (seed) ผักตบชวา ในกรณีท่ีมีการผสม เมล็ด
มีขนาดเล็กมาก สีน้ําตาลเขม 

 
หลังจากท่ีดอกบานได 48 ช่ัวโมง และไมมีแมลงมาชวยผสมเกสร จะเกิดการผสมตัวเอง 

หลังจากนั้น 3 สัปดาห เมล็ดเล็กๆ สีดําจะแก และกานชอดอกจะโคงงอลงเบ้ืองลาง เม่ือกระเปาะผล
แตก เมล็ดก็จะหลุดลงสูพ้ืนทองน้ํา ในเนื้อท่ี 1 ไร จะมีเมล็ดตกในโคลนตมใตพ้ืนน้ําถึง 18 ลาน
เมล็ด และสามารถรักษาความงอกอยูไดนานถึง 15 ป เพราะฉะนั้น ภายใตพ้ืนน้ําของดินแดนตางๆ 
ท่ีเคยมีผักตบชวาขึ้นอยูอาจจะมีเมล็ดผักตบชวาสะสมอยูนับเปนพันลานเมล็ด รอคอยท่ีจะงอกจาก
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เมล็ดเปนตนออนเม่ือถึงคราวจําเปน โดยท่ัวๆ ผักตบชวาจะไมสืบพันธุโดยเมล็ด นอกจากใน
สภาพแวดลอมท่ีเหมาะสมเชน ในตอนท่ีน้ําแหงในฤดูแลง ซ่ึงตนผักตบชวาแหงตายหมด ครั้งพอถึง
ฤดูฝนเมล็ดท่ีพักตัวอยูในดินจะเริ่มงอกขึ้นมาเปนตนออน และในไมชาก็จะเจริญเติบโต 
 

การสืบพันธุของผักตบชวาท่ีพบเห็นอยูท่ัวไปและเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุดก็คือ การ
แตกไหลแลวกลายเปนลําตนติดอยูกับตนแมเปนจํานวนมากจนเกิดเปนกอใหญ หลังจากท่ีตนออน
เกิดตากและใบของตนเองไดภายในเวลาเพียงไมกี่วัน ตนออนเหลานี้ก็จะเริ่มสรางตนออนตอไป
เปนชวงท่ีสาม ไดมีผูรายงานวา ตนผักตบชวาเพียง 2 ตน สามารถสรางลูกหลานไดเปนจํานวนถึง 
300 ตนภายในเวลาเพียง 20 วัน และเพ่ิมเปน 1200 ตน ภายใน 4 เดือน แตในสภาพตามธรรมชาติ มี
ผูสังเกตวาผักตบชวาจะเพ่ิมปริมาณเปนสองเทาภายใน 10 วัน ถาหากมีสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม
ตอการเจริญเติบโต ตนผักตบชวา 10 ตน จะสรางลูกหลานไดถึง 600,000 ตน ครอบคลุมพ้ืนท่ีน้ํา 
2.5 ไร ภายในเวลา 8 เดือน 

 
3. ปญหาที่เกิดจากผักตบชวาและการใชประโยชนจากผักตบชวา 
 

ผักตบชวาเปนวัชพืชท่ีเจริญอยูบนผิวน้ํา ซ่ึงมีอัตราการเจริญเติบโตรวดเร็วและพบเห็นได
ตามแมน้ําลําคลองท่ัวทุกภาคของประเทศไทย จากการท่ีผักตบชวาสามารถเจริญไดดีในทุกสภาพ
อากาศและทุกสภาพพ้ืนท่ีโดยเฉพาะแหลงน้ําจืด จึงเกิดการแพรกระจายไปทุกหนทุกแหง 
ผักตบชวาจะสรางปญหาหลายดาน เชน การชลประทาน การสัญจรทางน้ํา การประมง การเกษตร
และการสาธารณสุข กอปญหาทําใหแหลงน้ําตื้นเขนิ น้ําเนาเสีย ลดปริมาณออกซิเจนและแสงสวาง
ในแหลงน้ําท่ีเปนปจจัยท่ีสําคัญของส่ิงมีชีวิตในแหลงน้ํา กอใหเกิดสัตวพาหะนําโรค เกิดการอุดตัน
ทางระบายน้ํา และกีดขวางการจราจรทางน้ําเปนอยางมาก ผักตบชวาจึงเปนมลพิษตอส่ิงแวดลอม 
ดังภาพท่ี 2  
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ภาพที่ 2  ปญหาของผักตบชวาในแหลงน้ํา 
 
ที่มา: กองสาธารณสุขและส่ิงแวดลอม เทศบาลเมืองราชบุร ี(2554) 
 

เนื่องจากผักตบชวาเปนพืชท่ีเจริญเติบโตและขยายพันธุไดงาย ทําใหหลายประเทศตองเสีย
งบประมาณเปนจํานวนมากในการกําจัดวัชพืชน้ําชนิดนี้ ท้ังโดยการใชเครื่องจักรกลและแรงงาน 
โดยการใชยาปราบวัชพืช และการนําไปใชประโยชน เชน ใชในการบําบัดน้ําเสีย ใชเปนแหลง
โปรตีนในอาหารเล้ียงสัตว ใชในการบริโภค และทําเครื่องจักสาน ถึงกระนั้นก็ยังไมสามารถกําจัด
วัชพืชนี้อยางไดผล ปจจุบันยังมีการคนควาแนวทางในการนําผักตบชวามาใชเกิดประโยน เชน การ
หาแนวทางผลิตแอลกอฮอลจากผักตบชวา การหมักเพ่ือผลิตปุยอินทรีย การหมักเพ่ือผลิตกาซ
ธรรมชาติ และการใชผักตบชวาเปนแหลงเซลลูโลสเพ่ือนําไปแปรสภาพดวยปฏิกิริยาเคมีใหเปน
สารท่ีมีคุณคาในทางเศรษฐกิจยิ่งขึ้น 
 
4. สวนประกอบทางเคมีของผักตบชวา 

 
ผักตบชวาสามารถอยูไดทุกสภาพน้ํา ท้ังในน้ําสกปรกและน้ําสะอาด เจริญเติบโตไดดีท่ีพี

เอช 4-10 และอุณหภูมิของน้ําไมสูงกวา 34 องศาเซลเซียส ในตนจะมีน้ําเฉล่ียประมาณรอยละ 95 
ในใบรอยละ 89 และในกานใบรอยละ 96.7 จากการวิเคราะหองคประกอบผักตบชวา พบวา 
ผักตบชวาประกอบดวยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา และโปรตีน ดังแสดงในตารางท่ี 1  
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ตารางที่ 1  เปรียบเทียบองคประกอบของเสนใยของผักตบชวาจากงานวิจัยตางๆ 
 

งานวิจัย 
องคประกอบ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัแหง) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา โปรตีน 
Bolenz et al. (1990) 31 22 7 15 - 
Abdelhamid และ Gabr (1991) 19.5 19.02 9.27 25.7 20 
Poddar et al. (1991) 25.61 18.42 9.93 16.39 16.25 
Chanakya et al. (1993) 18 33.97 26.36 - - 
Patel et al. (1993) 17.8 43.4 7.8 20.2 11.9 
Katima (2001) 19.1 18.4 25.6 23.5 - 
Nigam (2002) 18.20 48.70 3.50 - - 
Mukherjee และ Nandi (2004) 36.5 22.0 15.2 2.6 - 
Mishima et al. (2008) 19.7 27.1 - - - 
Kumar (2009) 18.4 49.2 3.55 - 12.6 

Sornvoraweat และ  
Kongkiattikajorm (2010) 

 
19.02 

 
32.69 

 
4.37 

 
- 

 
10.20 

รัชพล (2554) 44.71 14.85 3.06 - - 
   

รัชพล (2554) ไดรายงานวา การท่ีปริมาณองคประกอบของเสนใยของผักตบชวาท่ีแตกตาง
กันนี้ขึ้นอยูกับปจจัยทางสภาพแวดลอมและสถานท่ีเก็บตัวอยางผักตบชวา พืชจะมีการปรับตัวให
เขากับสภาพแวดลอมนั้นจึงทําใหผักตบชวาในแตละสถานท่ีมีองคประกอบทางเคมีท่ีแตกตางกัน 
 

วัตถุดบิประเภทลิกโนเซลลูโลส 
  
 ลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) เปนสารอินทรียท่ีมีอยูเปนจํานวนมากในพืช เปนผล
พลอยไดจากการเกษตร เชน ชานออย ฟางขาว และเศษไม ซ่ึงลิกโนเซลลูโลสประกอบดวย 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ดังภาพท่ี 3 อัตราสวนของท้ัง 3 อยางมีความแตกตางกันไปตาม
ชนิดของพืช การนําเอามาใชประโยชนทางเทคโนโลยีคือการเปล่ียนเปนสารเคมีท่ีมีราคาสูงขึ้น 
ปญหาในการนํามาใชประโยชนเกิดขึ้นเนื่องจากลิกนิน ซ่ึงเปนสวนท่ีทําใหโครงสรางของพืชมี
ความแข็งแรง เปนตัวขัดขวางการทํางานของเอนไซมท่ีจะเขาไปยอยสลาย การใชประโยชนจากลิก
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โนเซลลูโลสตองมีการแยกสวนประกอบตางๆออกจากกัน  เซลลูโลสเปนสวนประกอบท่ีมีมากและ
เปนอนุพันธของคารโบไฮเดรตเม่ือนํามาผานการยอยสลายดวยกรดหรือเอนไซมก็จะไดน้ําตาล
กลูโคส เฮมิเซลลูโลสเม่ือนํามายอยสลายก็จะไดน้ําตาลไซโลส ซ่ึงน้ําตาลท้ัง 2 ชนิด มีประโยชนใน
ดานอุตสาหกรรมอยางกวางขวาง  
 

 
 

ภาพที่ 3  โครงสรางของลิกโนเซลลูโลส 
 
ที่มา: DeAngelis et al. (2010) 

 
1. เซลลูโลส (cellulose) 

 
เซลลูโลสเปนสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด (polysaccharides) สายยาว มีมวลโมเลกุลสูง 

ไมมีกิ่งกานสาขา และเปนโฮโมพอลิเมอร (homopolymer) ของกลูโคสเช่ือมตอกันดวยพันธะ β-
1,4-glucosidic linkage (ภาพท่ี 4) มีสูตรโมเลกุลท่ัวไปคือ (C6H12O6) โดยมีคา degree of 
polymerization อยูในชวงประมาณ 100-10,000 หนวย  เซลลูโลสเปนองคประกอบท่ีสําคัญอีกชนิด
หนึ่งท่ีอยูในผนังเซลลพืช โดยพบรวมตัวอยูกับลิกนิน เพนโตแซนกัม แทนนิน ไขมัน และสารท่ีทํา
ใหเกิดสี เซลลูโลสท่ีไดจากแตละสวนของพืช จะมีความแข็งแรงและความเหนียว (toughness) 
แตกตางกัน ขึ้นอยูกับอายุ และชนิดของพืช  

 
เซลลูโลสมีหมูไฮดรอกซิลถึง 3 หมู สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนได แรงดึงดูดระหวาง

โมเลกุลของผลึกจึงมีมาก และโครงสรางของเซลลูโลสยังจัดเรียงตัวอยางเปนระเบียบ จึงทําให
เซลลูโลสมีความเปนผลึกสูงมาก สวนท่ีเกิดผลึกจะมีความหนาแนนมาก จึงทนทานตอการถูก

เซลลูโลส 

เฮมิเซลลูโลส 

ลิกนิน 
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ไฮโดรไลซดวยเอนไซมและสารเคมีมากกวาสวนท่ีไมเปนผลึก (noncrystalline หรือ amorphous) 
นอกจากนี้สวนท่ีเปนผลึกยังดูดน้ําไดนอยกวาดวย ทําใหไมสามารถละลายน้ําได แตละลายในกรด
เขมขน เชน กรดไฮโดรคลอริก กรดซัลฟวริก เปนตน จะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสรวดเร็วมากใน
สารละลายกรดท่ีอุณหภูมิหอง แตจะหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิต่ํา เซลลูโลสบวมตัว ในสารละลายของ
เกลือเขมขนบางชนิด เชน สารละลายอัลคาไลไฮดรอกไซด (alkali hydroxide) บางครั้งทําให
เซลลูโลสท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลต่ําสามารถละลายได 
  

 
 

ภาพที่ 4  โครงสรางของเซลลูโลส 
 
ที่มา: Colebrook (2011) 

 
2. เฮมิเซลลูโลส 
 
 เฮมิเซลลูโลสเปนพอลิเมอรท่ีมีมวลโมเลกุลต่ําและมีปริมาณการเกิดเปนพอลิเมอร (degree 
of polymerization, DP) ประมาณ 200 โดยท่ัวไปพืชจะประกอบดวยเฮมิเซลลูโลสประมาณ 1 ใน 3 
ของน้ําหนักแหง โดยอยูรวมกับเซลลูโลสและลิกนิน ทําใหเกิดเปนผนังเซลลพืชท่ีแข็งแรง เฮมิ
เซลลูโลสมีท้ังโครงสรางท่ีเปนสายโซตรงและโซกิ่งของน้ําตาลท่ีมีคารบอน 5 อะตอม ไดแก 
ไซโลส และอะราบิโนส และน้ําตาลท่ีมีคารบอน 6 อะตอม ไดแก กลูโคส แมนโนส และกาแลก
โตส (ภาพท่ี 5) 
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ภาพที่ 5  โครงสรางของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีเปนองคประกอบของเฮมิเซลลูโลส  
 
ที่มา: Zomora (2011) 
 

องคประกอบสวนใหญในเฮมิเซลลูโลสเปนไซโลสท่ีเช่ือมตอกันดวยพันธะเบตา (1,4) และ
พบในไมเนื้อแข็งมากกวาไมเนื้อออน ท้ังนี้ไมคอยพบเฮมิเซลลูโลสท่ีมีไซโลสเพียงชนิดเดียวใน
ธรรมชาติ จึงมักพบอยูรวมกับน้ําตาลชนิดอ่ืนๆ และมีสวนของลิกนินจับตัวกันอยูอยางหนาแนน
ดวยพันธะโควาเลนท โดยท่ัวไปเฮมิเซลลูโลสจะมีความเปนกรด เนื่องจากมีหมู 4-เมธิล-แอลฟา-ดี-
กลูโคส (4-methyl-α-D-glucose) จับอยูกับออกซิเจนตําแหนงท่ี 2 ซ่ึงการมีหมูแทนท่ีในตําแหนงท่ี 
2 และ 3 ดังภาพท่ี 6 สงผลใหสามารถสกัดเฮมิเซลลูโลสออกโดยงายดวยสารละลายเบส แตขั้นตอน
ของการสกัดเฮมิเซลลูโลสออกนั้นอาจตองมีการกําจัดลิกนิน (delignification) รวมดวย 

 

 
 
ภาพที่ 6  โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส 
 
ที่มา: Harmsen et al. (2010) 
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 เฮมิเซลลูโลสจะถูกยอยสลายไดงายดวยกรดหรือเบสเจือจางหรือเอนไซม  เพราะเฮมิ
เซลลูโลสไมมีรูปรางแนนอน ไมเปนเสนตรง และมีลําดับของหนวยยอยน้ําตาลท่ีเรียงตัวแบบสุม 
จึงทําใหพันธะท่ีเช่ือมระหวางไซโลสถูกทําลายดวยกรดหรือเอนไซมไดงาย 
 
3. ลิกนนิ 
 

ลิกนินเปนพอลิเมอรท่ีพบในผนังเซลลพืชท่ีมีความสัมพันธเชิงโครงสรางรวมกับเซลลูโลส
และพอลิแซ็กคาไรดชนิดอ่ืนๆ ลิกนินประกอบดวยโมเลกุลท่ีเปนวงแหวนท่ีตอกันแบบสุมเปน
โครงสราง 3 มิติ โดยภายในโครงสรางจะเช่ือมกันดวยพันธะอีเธอรหรือคารบอนระหวาง 2 โมเลกุล 
ทําใหลิกนินทนทานตอการยอยสลายดวยสารเคมีและเอนไซมมากกวาพอลิเมอรชนิดอ่ืนๆ ดังนั้นจึง
ตองอาศัยสารเคมีในการแยกลิกนินออกจากพอลิแซ็กคาไรด 

 
 ลิกนินมีโครงสรางท่ีเกิดจากหนวยท่ีเหมือนกันซํ้าๆ ประกอบเปนโมเลกุลท่ีใหญ มีการ
เช่ือมตอกันของหนวยยอยคือ ฟนิลโพรพานอยด (phenyl propanoid) ท่ีมีหมูเมธิลอยูบนโมเลกุล 
(ภาพท่ี 7) ลิกนินจากไมเนื้อออน หญา และไมเนื้อแข็งมีองคประกอบของหมูแทนท่ีพวกเมธอกซี
(methoxy) และการเกิดพันธะระหวางหมูฟนิลท่ีแตกตางกัน 
 
 ลิกนินมีสมบัติท่ีสําคัญคือ การละลายในตัวทําละลาย โดยปกติลิกนินจะไมละลายน้ําและ
ตัวทําละลายท่ีไมมีขั้ว ดังนั้นจึงสามารถสกัดลิกนินไดดวยตัวทําละลายอินทรียท่ีมีขั้วสูง ขณะท่ี
บางสวนในกลุมของอัลคาไลนลิกนิน (alkaline lignin) สามารถละลายไดในตัวทําละลาย พวกได
ออกเซน (dioxane) ไพริดีน (pyridine) และสารละลายเบสเจือจางได นอกจากนี้ เม่ือมีการเติมหมู
เมธิล (methylation) และหมูอะซีติล (acetylation) แทนท่ีตําแหนงตางๆ บนวงแหวนเบนซีนใน
โครงสรางของลิกนิน ทําใหลิกนินสามารถดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตไดท่ีความยาวคล่ืนสูงสุด 
280 นาโนเมตร ท้ังนี้ การเติมโซเดียมไฮดรอกไซดก็เปนการเพ่ิมหมูไฮดรอกซีลใหแกโครงสราง
ของลิกนิน ทําใหลิกนินสามารถดูดกลืนแสงไดดวย 
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ภาพที่ 7  โครงสรางของลิกนิน 
 
ที่มา: Taiz and Zeiger (2011) 
 
 การท่ีลิกนินอยูรวมกับเซลลูโลสในเนื้อไม ทําใหโครงสรางของพืชมีความแข็งแรงไดตาม
ธรรมชาติ รวมท้ังยังทําใหจุลินทรียและเอนไซมไมสามารถทําลายโครงสรางพืชไดงาย โดย
โครงสรางท่ีลิกนินอยูรวมกับเซลลูโลสจะมีพันธะโควาเลนทเช่ือมระหวางลิกนินและเฮมิเซลลูโลส
ดังนั้นเพ่ือใหการใชประโยชนจากวัสดุกลุมลิกโนเซลลูโลสมีมากขึ้น จึงตองใชการปรับสภาพวัสดุ
เหลานี้กอน และปองกันผลเสียท่ีเกิดจากลิกนิน รวมท้ังใหเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสอยูในสภาพท่ี
เหมาะสมตอการใชประโยชนตอไป 
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การปรับสภาพวัตถุดบิ 
 

เนื่องจากเซลลูโลสท่ีนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลรีดิวซอยูในรูปผลึกของ
สารประกอบเชิงซอนกับลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงสวนท่ีนํามาใช คือเซลลูโลสเทานั้น ขั้นตอน
แรกจึงตองแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากโครงสรางของวัตถุดิบเสียกอน เพราะท้ังเฮมิ
เซลลูโลสและลิกนินทําใหพ้ืนท่ีผิวในการเกิดปฏิกิริยากับเอนไซมลดลง ซ่ึงลิกนินจะเปนตัวยับยั้ง
การทํางานของเอนไซม ทําใหประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมต่ํา และยังเปน
อุปสรรคตอการหมักดวย ดังนั้น วัตถุประสงคของการปรับสภาพวัตถุดิบกอนเขากระบวนการ
ไฮโดรไลซิส คือ แยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออก และเปนการปรับโครงสรางของเซลลูโลสใหอยู
ในสภาพท่ีเหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม เพ่ือผลิตน้ําตาลรีดิวซไดดีขึ้น 
ในการปรับสภาพนั้น จะตองสงผลตอปริมาณเซลลูโลสนอยท่ีสุด ซ่ึงวิธีการปรับสภาพวัตถุดิบ
สามารถแบงออกเปน 3 วิธี คือ    

 
1.  วิธีทางกายภาพ (physical  pretreatment) 

 
 เปนการปรับลดขนาดของวัตถุดิบและลดโครงสรางท่ีเปนผลึก (crystallinity) โดยทําลาย
โครงสรางวัตถุดิบเพ่ือใหปฏิกิริยาทางเคมีหรือชีวภาพในขั้นไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นไดอยางมี
ประสิทธิภาพสูง การตัดหรือการบดใหวัตถุดิบมีขนาดเล็กลง จะชวยเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวของวัตถุดิบทําให
สารเคมีหรือเอนไซมเขาทําการไฮโดรไลซิสไดงายขึ้น อยางไรก็ตามวิธีนี้ตองใชพลังานสูง  
 
2.  วิธีทางเคมี (chemical  pretreatment) 

 
2.1  การใชกรด (acid pretreatment) เปนการปรับสภาพวัตถุดิบโดยใชสารละลายกรดเจือ

จาง ไดแก กรดไฮโดรคลอริก และกรดซัลฟวริก เปนตน กรดจะทําการไฮโดรไลซเฮมิเซลลูโลสได
เปนน้ําตาลไซโลส และน้ําตาลชนิดอ่ืนๆ ละลายน้ําออกมา โดยประสิทธิภาพของการปรับสภาพ
ดวยกรดยังขึ้นอุณหภูมิดวย ซ่ึงท่ีอุณหภูมิสูงจะชวยทําใหประสิทธิภาพของการไฮโดรไลซิสดีขึ้น 

 
 2.2  การใชดาง (alkaline pretreatment) เปนการปรับสภาพวัตถุดิบโดยการใชสาร ละลาย
ดางเจือจาง เชน โซเดียมไฮดรอกไซด แอมโมเนียมไฮดรอกไซด และแคลเซียมไฮดรอกไซด เปน
ตน โดยสารละลายดางจะทําใหเฮมิเซลลูโลส และลิกนินละลายน้ําออกมา นอกจากนี้ยังทําใหเกิด
การพองตัว เปนการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิว และลดการเปนผลึกของวัตถุดิบอีกดวย 
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3.  วิธีทางชีวภาพ (biological  pretreatment) 
 

เปนการใชเอนไซมจากจุลินทรีย ท่ีสามารถไฮโดรไลซเฮมิเซลลูโลส และลิกนินได ซ่ึงการ
ใชเอนไซมในการปรับสภาพวัตถุดิบจะมีตนทุนท่ีสูง แตขอดีของการใชเอนไซม คือ ใชพลังงานต่ํา 
และปฏิกิริยาไมรุนแรง เปนเปล่ียนโครงสรางท่ีซับซอนของเซลลูโลสใหอยูในรูปโซตรง และชวย
ลดความเปนผลึกไดด ี
 

การไฮโดรไสซิส 
 

การไฮโดรไลซิสวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส เปนการยอยสลายเซลลูโลส หรือ เฮมิ
เซลลูโลส ซ่ึงเปนองคประกอบหลักในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลกอนดวยกรด 
หรือ ดาง หรือเอนไซมท่ีผลิตไดจากจุลินทรีย   
 
1.  การไฮโดรไลซิสดวยกรด (acid hydrolysis) 
 
  เปนการทําลายพันธะไกลโคซิดิกระหวางคารบอนตําแหนงท่ี 1 กับออกซิเจน สารละลายท่ี
นิยมใช คือ กรดไฮโดรคลอริก และกรดซัลฟวริก เปนตน โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นไมเฉพาะเจาะจง 
ดังนั้นกลูโคสท่ีเกิดขึ้นบางสวนจะทําปฏิกิริยากับกรดตอไป ทําใหไดผลิตภัณฑอ่ืนท่ีไมตองการ เชน 
เฟอฟวรัล (furfural) นอกจากนี้ปฏิกิริยาเกิดขึ้นแบบรุนแรง ภาชนะท่ีใชตองทนตอการกัดกรอน ซ่ึง
มีราคาแพง และกรดท่ีผานการใชแลวยังกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอมอีกดวย แตวิธีนี้ปฏิกิริยาจะ
เกิดขึ้นอยางรวดเร็ว ประมาณ 15-20 นาที 
 

การไฮโดรไลซิสวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลสดวยกรด นอกจากไดผลผลิตเปนน้ําตาลแลว 
ยังพบสารพิษท่ีเกิดขึ้นระหวางการไฮโดรไลซิส ซ่ึงผลิตภัณฑเหลานี้มักเกิดจากการไฮโดรไลซิส
ของเซลลูโลสไปเปนกลูโคส และเฮมิเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายชนิด เชน ไซโลส 
แมนโนส กาแลคโตส และกลูโคส เปนตน เม่ืออยูในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิและความดันสูง กลูโคส
และไซโลสจะถูกยอยสลายเปนอนุพันธฟวราน เชน เฟอฟวรัล (furfural) และไฮดรอกซีเมทิลเฟอ
ฟวรัล (hydroxymethylfurfural, HMF) ท่ีสามารถยอยสลายตอไดเปนกรดฟอรมิก (formic acid) 
และในกรณีของ HMF เม่ือยอยสลายแลวจะไดกรดเลวูลินิก (levulinic acid) สวนลิกนินเม่ือเกิดการ
ยอยสลายแลวจะเกดิสารประกอบฟนอลิกขึ้น ไดแสดงในภาพท่ี 8 ซ่ึงสารเหลานี้มีความเปนพิษตอ



   17

จุลินทรียท่ีใชในการหมัก ดังนั้นจึงตองมีวิธีการลดสารพิษกอนการหมัก เพ่ือชวยใหจุลินทรียทํางาน
ไดอยางมีประสิทธิภาพเพ่ิมขึ้น 

 

 
 

ภาพที่ 8  การเกิดตัวยับยั้งจากสวนตางๆของวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลส 
 
ที่มา: Palqvist และ Hahn-Hägerdal (1990) 
 

1.1  สารพิษและผลท่ีเกิดขึ้นจากการไฮโดรไลซิสดวยกรด มีดังนี้ 
 

1.1.1  การเกิดปฏิกิริยาการสลายตัวของน้ําตาล 
 

สารพิษท่ีไดจากการสลายตัวของน้ําตาล ไดแก เฟอฟวรัล และ HMF โดยเฟอ
ฟวรัลไดจากการสลายตัวของน้ําตาลท่ีมีคารบอน 5 อะตอม เชน ไซโลส และอะราบิโนส สวน
น้ําตาลท่ีมีคารบอน 6 อะตอม เชน กลูโคส แมนโนส และกาแลคโตส นั้นยอยสลายเปน HMF  
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การเกิดปฏิกิริยาการสลายตัวของน้ําตาลแบงเปน 3 ขั้นตอน ดังนี้ 
 
ขั้นท่ี 1  การเกิดปฏิกิริยา enolization เปนปฏิกิริยาขั้นเริ่มตน (starting reaction) 

ซ่ึงจะเกิดการเปล่ียนแปลงโมเลกุลของน้ําตาลกลูโคสกลายเปนแมนโนส และฟรุคโตส ดังภาพท่ี 9 
ขั้นตอนนี้มีความสําคัญเนื่องจากเกิดสารตั้งตนของปฏิกิริยา โดยทําใหโมเลกุลของน้ําตาลท่ีเรียงตัว
ไมเปนวงแหวน (acyclic) เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางสลับไปมาของอัลโดส และคีโตสท่ีเปน
อิพิเมอรกัน (epimer) และอยูในรูปของอีนไดออล (enediol) 

 

 
 
ภาพที่ 9  การเกิดปฏิกิริยา enolization  
 
ที่มา: พิศมัย (2547) 
 

ขั้นท่ี 2  ปฏิกิริยาการแตกสลาย (degradative reaction) ปฏิกิริยานี้เกิดการ
สลายตัวเนื่องจากความรอน และเกดิการสูญเสียน้ํา เม่ือ enediol เกิดการสูญเสียน้ํา (dehydration) มี
การจัดเรี ยงตัวใหมได  3-deoxyhexosulose (3-deoxy-D-glucosone) ซ่ึง เปนสารมัธยันต 
(intermediate) แสดงในภาพท่ี 10 จากนั้น 3-deoxy-D-glucosone เกิดการเสียน้ําไดเปน 3-deoxy-D-
glucosone 3-4ene ดังภาพท่ี 11   
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ภาพที่ 10  การเกิดสารมัธยันตของปฏิกิริยาได 3-deoxyhexosulose (3-deoxy-D-glucosone) 
 
ที่มา: พิศมัย (2547) 
 

 
 
ภาพที่ 11  การเกิดสาร 3-deoxy-D-glucosone 3-4ene 
 
ที่มา: พิศมัย (2547) 
 

ขั้นท่ี 3  ปฏิกิริยาการเกิดไฮดรอกซีเมธิลเฟอฟวรัล และ/หรือเฟอฟวรัล 
(hydroxymethylfurfural furfural formation) โดยเฟอฟวรัล และ HMF เปนผลิตภัณฑท่ีไดจากการ
สลายตัวของคารโบไฮเดรต dehydroreductone (1,2-dicarbonyl) ท่ีไดจากน้ําตาลเฮกโซสสามารถ
เกิดโครงสรางวงแหวนท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 2 และตําแหนงท่ี 5 และสูญเสียน้ําไดเปน HMF ซ่ึง
สารประกอบนี้จะใหกล่ินคาราเมลออนๆ แตไมใชองคประกอบทางดานกล่ินรสท่ีสําคัญ สวน 
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dehydroreductone ท่ีไดจากน้ําตาลเพนโทสสามารถเกิดโครงสรางท่ีเปนวงแหวนและสูญเสียน้ําได
เปนเฟอฟวรัล ซ่ึงเปนสารประกอบท่ีสําคัญในการใหกล่ินคาราเมล ดังแสดงในภาพท่ี 12  
 

 
 
ภาพที่ 12  การเกิดเฟอฟวรัล และ hydroxymethylfurfural 
 
ที่มา: พิศมัย (2547) 
 

1.1.2 ผลิตภัณฑท่ีไดจากการสลายตัวของน้ําตาล 
 

1) 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟูรอล (5-Hydroxymethylfurfural, 5-HMF) หรือมี
ช่ือเรียกท่ัวไปวา 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-ฟูรอลดีไฮด (5-Hydroxymethyl-2-furaldehyde) หรือ 5–ไฮ 
ดรอกซีเมทิล-2-ฟูแรนคารบอลดีไฮด (5-Hydroxymethyl-2-furancarbaldehyde) มีสูตรโครงสรางดัง
แสดงในภาพท่ี 13 โดยจะมีลักษณะเปนผลึก มีจุดเดือดอยูท่ี 115 องศาเซลเซียส จุดหลอมเหลวท่ี 35 
องศาเซลเซียส  จุดวาบไฟ 79 องศาเซลเซียส  และมีความหนาแนนท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส
เทากับ  1.29 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร โดยมีสูตรทางเคมีคือ C6H6O3  มีน้ําหนักโมเลกุล 126.11 
สามารถละลายไดในน้ําและตัวทําละลายอินทรียตางๆ  เชน  เมทานอล เอทานอล ไดทิวอีเทอร เบน
ซีน อะซิโตนและอิทิวอะซิเตต   
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ภาพที่ 13  สูตรโครงสรางของ 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟูรอล (HMF) 
 
ท่ีมา: Anonymous (2011) 
 

2) เฟอฟูรอลหรือมีชื่อเรียกอ่ืนๆ คือ ฟูแรน-2-คารบอกซอลดีไฮด (furan-2-
carboxaldehyde), ฟูรอล (fural), เฟอฟูรอลดีไฮด (furfuraldehyde), 2-ฟูรอลดีไฮด (2-furaldehyde), 
ไพโรมูซิก แอลดีไฮด (pyromucic aldehyde)  มีสูตรโครงสรางดังแสดงในภาพที่ 14  มีคุณสมบัติทาง
กายภาพ คือ จุดเดือด 161.7 องศาเซลเซียส  จุดหลอมเหลวที่ -36.5 องศาเซลเซียส จุดวาบไฟ 62 
องศาเซลเซียส และมีความหนาแนน 1.16 กรัมตอมิลลิลิตร  โดยมีสูตรทางเคมีคือ C5H4O2  มี
น้ําหนักโมเลกุล 96.08 สามารถละลายไดในเมทานอล 

 

 
 
ภาพที่ 14  สูตรโครงสรางของเฟอฟูรอล 
 
ท่ีมา:  Anonymous (2012) 
 

1.1.3  ผลิตภัณฑท่ีไดจากการสลายตัวของลิกนิน 
 

สารประกอบฟนอลิกเปนสารพิษท่ีไดจากการสลายตัวของลิกนิน มีผลตอการ
หมักมากท่ีสุด เนื่องจากมีมวลโมเลกุลขนาดเล็กและเปนพิษตอเซลล ซ่ึงมีผลใหเยื่อหุมเซลลขาด
ความแข็งแรงและประสิทธิภาพในการเลือกสารผานเขาออกไดลดลง สงผลใหการเคล่ือนท่ีเขาออก
ของเอนไซมหรือสารจําเปนอ่ืนๆ เขาสูเซลลไดนอยลงจนทําใหมีความผิดปกติในการใชน้ําตาลของ
เซลลเพ่ือการเจริญเติบโต ซ่ึงผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยสลายลิกนินยังมีความเปนพิษตอจุลินทรีย
รุนแรงกวาอนุพันธฟวราน ถึงแมวามีความเขมขนต่ํากวาก็ตาม 
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สารประกอบฟนอลิกเปนอนุพันธุของเบนซินท่ีมีหมูไฮดรอกซิลตออยูเปนหลัก 
และอาจมีหมูแทนท่ีต างๆ ในตําแหนงออโท (orto) เมตา (meta) หรือพารา (para) ได อีก 
สารประกอบฟนอลิกพ้ืนฐาน คือ  ฟนอลซ่ึงประกอบดวยวงแหวนเบนซีน 1 วง และหมูไฮดรอกซิล  
1  หมู มีมวลโมเลกุล 94.11 เปนผลึกรูปเข็ม ไมมีสี เม่ือโดนอากาศจะมีสีชมพูออนๆ จุดหลอมเหลว 
40.85 องศาเซลเซียส จุดเดือด 182 องศาเซลเซียส และจุดวาบไฟ 79 องศาเซลเซียส สารละลาย
ของฟนอลเปนกรดออนโดยมีคา pKa เทากับ 10.0 สารละลายฟนอลละลายไดในกลีเซอรอล 
คารบอนไดซัลไฟด แอลกอฮอล อีเธอรและคลอโรฟอรม สามารถวัดปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ในรูปของกรดแทนนิก (tannic acid) ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงแหวนเบนซีนดังแสดงในภาพท่ี 15 

 

 
 

ภาพที่ 15  โครงสรางของกรดแทนนกิ 
 
ที่มา: Anonymous (2012) 
 

1.1.4  อนุพันธท่ีไดจากองคประกอบของลิกโนเซลลูโลส 
 

กรดอะซีติกไดจากหมูอะซีติลท่ีพบในเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงมักเกิดขึ้นเม่ือยอยสลาย
ดวยกรด โดยสารท่ีเกิดขึ้นเหลานี้จะยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย เม่ือคาพีเอชของการหมัก
ลดลง กรดอะซีติกสามารถละลายไดในไขมัน ทําใหเกิดการเลือกผานสารเขาออกเยื่อหุมเซลลได 
เม่ือภายในเซลลท่ีมีคาพีเอชประมาณ 7.4 กรดอะซีติกจะแตกตัวและสะสมอยูภายในไซโตพลาซึม
ในรูปของโปรตอน ทําให คา pH ภายในเซลลต่ําลงและเกิดภาวะท่ีไมเหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา
ตางๆ ภายในเซลล ตลอดจนเปนสาเหตุใหเซลลตายในท่ีสุด 
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1.2  ผลจากสารพิษ  
 

HMF มีความเปนพิษตอเซลลนอยกวาเฟอฟวรัลและมักพบ HMF ในสารละลายจาก
การยอยสลายดวยกรดในปริมาณท่ีต่ํากวาดวย สารพิษมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตและการผลิตมวล
เซลล ทําใหจุลินทรียมีการเจริญเติบโตในระยะปรับตัว (lag phase) เปนเวลานาน 

 
ความสามารถของจุลินทรียท่ีทนทานตอสารพิษ ไมสามารถกําหนดเปนความเขมขนท่ี

แนนอนได เนื่องจากผลของการยับยั้งขึ้นอยูกับปจจัยหลายประการ เชน ชนิดของจุลินทรีย สภาวะ
ของการเล้ียงในอาหารหมัก ชนิดของการหมัก และชนิดของสารพิษท่ีมีอยูในสารละลายนั้น เปนตน  
 

โดยรวมแลวการเกิดความเปนพิษจากผลิตภัณฑจากการสลายตัวของน้ําตาล 
ผลิตภัณฑจากการสลายตัวของลิกนิน รวมถึงอนุพันธท่ีไดจากวัสดุกลุมลิกโนเซลลูโลส และ
ผลิตภัณฑท่ีไดจากการสลายของเฟอฟวรัล และ HMF ทําใหเกดิผลเสียตอการเจริญเติบโต การผลิต
มวลเซลล และปริมาณการเกิดผลิตภัณฑท่ีลดลงได 
 
2.  การไฮโดรไลซิสดวยดาง (alkaline hydrolysis)  

 
เปนการทําลายพันธะของไกลโคซิดิกระหวางคารบอนตําแหนงท่ี 1 กับออกซิเจน

เชนเดียวกับการไฮโดรไลซิสดวยกรด โดยสารละลายท่ีนิยมใช คือ เอทิลีน ไดอะมีน แอมโมเนีย 
และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง เปนตน การใชสารละลายดางในการยอยสลายนั้น เปน
การทําใหสายโพลีแซคาไรดส้ันลง โดยปฏิกิริยานี้เกิดไดท่ีอุณหภูมิสูงประมาณ 160-180 องศา
เซลเซียส และตองใชออกซิเจนเขารวมในการทําปฏิกิริยาดวย  

 
3. การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) 

 
 ปฏิกิริยาเกิดขึ้นแบบเฉพาะเจาะจงระหวางเซลลูเลส (cellulase) และเฮมิเซลลูเลส 
(hemicellulase) กับสารประกอบของเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ตามลําดับ ทําใหไดน้ําตาลริดิวซ
ท่ีคอนขางบริสุทธ์ิ ปฏิกิริยาเกิดขึ้นไมรุนแรงโดยเซลลูเลส และเฮมิเซลลูเลส สวนใหญจะไดจากรา 
และแบคทีเรีย  
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การไฮโดรไลซิสเซลลูโลสดวยเซลลูเลส เปนการลดจํานวนกลูโคสท่ีเรียงตอกันในสาย
โมเลกุลใหส้ันลง เม่ือการยอยสมบูรณจะมีผลิตภัณฑท่ีเกิดขึ้นเพียงอยางเดียว คือ กลูโคส โดยเปน
การทํางานรวมกันของเอนไซม (ภาพท่ี 16) ดังนี้  

 
- เอกโซกลูโคเนส (exoglucanase หรือ cellobiohydrolase หรือ 1,4-β-D-glucan 

cellobiohydrolase ; EC.3.2.91) ทําหนาท่ียอยสลายเซลลูโลส โดยการตัดพันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิ
ดิกจากปลายดาน nonreducing ไดเปนเซลโลบิโอส และกลูโคสเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

 
- เอนโดกลูโคเนส (endoglucanase หรือ 1,4-β-D-glucan 4-glucanohydrolase; 

EC.3.2.1.4) ทําหนาท่ียอยสลายเซลลูโลส โดยการตัดพันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิดิกแบบสุมได   
เซลโลบิโอส และกลูโคสเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

 
- เบตากลูโคซิเดส (β-glucosidase หรือ β-D-glucoside-4-glucohydrolase หรือ cellobiase; 

EC.3.2.1.21) ทําหนาท่ียอยสลายเซลโลบิโอส และเซลโลโอลิโกแซคคาไรด  ไดกลูโคสเปน
ผลิตภัณฑสุดทาย 
 

 
 
ภาพที่ 16  การไฮโดรไลซิสเซลลูโลสดวยเซลลูเลส 
 
ที่มา: Absoluteastronomy (2009) 
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การไฮโดรไลซิสเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงสวนใหญอยูในรูปของไซแลนดวยเอนไซมเปนปฏิกิริยา
ท่ีจําเพาะเจาะจงกวาการใชสารเคมี เนื่องจากเอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงตอสับสเตรท (substrate) 
ซ่ึงเอนไซมท่ีใชในการยอยสลายสายหลักของไซแลน เพ่ือใหไดน้ําตาลไซโลสนั้น จะเปนการ
ทํางานรวมกันของเอนไซม 2 ชนิดใหญๆ คือ (ดังภาพท่ี 17)  

 
- เอนโดไซแลนเนส (endoxylanase หรือ 1,4-β-D-xylan-xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) 

เอนไซมนี้จะทําการยอยสลายพันธะเบตา-1,4-ไซโลซิดิแบบสุม ผลิตภัณฑสุดทายท่ีไดเปนไซโลส
และโอลิโกแซคคาไรดสายส้ันๆ 

 
- เบตาไซโลซิเดส (β-xylosidase หรือ 1,4-β-D-xylan-xylohydrolase; EC 3.2.1.37) 

เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะเบตา-1,4-บีตา-ไซโลไพราโนไซดทีละ 1 หนวย จากปลายสายดาน
นอนรีดิวซ (non-reducing end) ผลิตภัณฑสุดทายท่ีไดเปนไซโลส 

 
 เนื่องจากโครงสรางของไซแลนประกอบดวยมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวชนิดอ่ืนมาเช่ือมตอ 
ดังนั้นในการยอยสลายไซแลนใหสมบูรณจําเปนตองอาศัยเอนไซมชนิดอ่ืนๆ รวมดวย เชน 
 

- เอนไซมแอลฟา-แอล-อะราบิโนซิเดส (α-L-arabinosidase; EC 3.21.55) จะยอยสลาย
หมูนอนรีดิวซ-แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนส ของ แอลฟา-แอล-อะราบิฟวราโนไซด อะรา
บิแนน และอะราบิโนกาแลคแตน ไดน้ําตาลท่ีเปนพันธะกิง่เปนผลิตภัณฑสุดทาย 

 
- เอนไซมแอลฟา-ดี-กลูคูโรโนสิเดส (α-D-glucuronosidase; EC 3.2.1.1) จะยอยสลาย

พันธะแอลฟา-1,2 ใน 4-โอ-เมททิล-ดี-กลูคูโรนิค แอซิค 
 

- เอนไซมอะเซติล (ไซแลน) เอสเทอเรส (acetyl (xylan) esterase); EC 3.1.1.6) จะยอย
สลายพันธะ-1,2 และเบตา-1,3 ท่ีเช่ือมหมูอะเซทิลกับสายหลัก ใหผลิตภัณฑสุดทายเปนกรดอะซิติก 
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ภาพที่ 17  การไฮโดรไลซิสไซแลนดวยเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 
 
ที่มา: Australian Barley Technical Symposium (2001) 
 

โดยเม่ือเปรียบเทียบขอดี และขอเสียของการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมกับดวยสารเคมีจะ
แสดงดังตารางท่ี 2 
 
ตารางที่ 2  ขอดีและขอเสียในการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม เปรียบเทียบกับการไฮโดรไลซิสดวย

สารเคมี 
 

ขอด ี  ขอเสีย 
ก. สภาวะท่ีใชท้ังอุณหภูมิและคาพีเอชไม
รุนแรง  
ข. ปฏิกิริยามีความจําเพาะเจาะจง ทําให
ผลิตภัณฑท่ีไดมีความบริสุทธ์ิสูง  
ค. ผลิตภัณฑท่ีไดไมเปล่ียนเปนสารอ่ืน  
ง. สามารถทําการหมักน้ําตาลท่ีเกิดขึน้ไป
พรอมกับการยอยได  
จ. ไมจําเปนตองใชอุปกรณท่ีทนตอการกดั
กรอน  

 ก. วัตถุดิบตองไดรับการปรับสภาพกอน  
ข. ผลิตภัณฑท่ีได สามารถเปนตัวยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยาตอไปได (product inhibition)  
ค. สูญเสียเอนไซมไป เนื่องจากถูกดูดซับ 
(adsorbed) บนวัสดุท่ีไมยอย  
ง. เส่ียงตอการปนเปอน (contamination) ของ
เช้ือจุลินทรีย  
จ. ถาระบบมีสารท่ีเปนตัวขัดขวางปฏิกิริยา เชน 
เฮมิเซลลูโลส หรือลิกนิน อัตราปฏิกิริยาจะชาลง  
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การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมจากแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum 
 

1. ลักษณะของแบคทเีรีย Clostridium acetobutylicum 
 

แบคทีเรีย C. acetobutylicum เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนแทงขนาด 0.6-0.9 x 2.4-
4.7 ไมโครเมตร เคล่ือนท่ีโดยใชแฟลกเจลลารอบเซล (peritrichous flagella) สรางเอนโดสปอรรูป
ไข (oval) ไมมีเอกโซสปอรเรียม (exosporium) ไมมีรยางค (appendage) ผนังเซลลประกอบดวย 
DL-diaminopimelic acid ลักษณะโคโลนีเปนแบบกลม (circular) ขอบไมเรียบ (irregular) ขนาด
เสนผานศูนยกลาง 3-5 มิลลิเมตร สีของโคโลนีเปนสีครีมผิวเปนมันและโปรงแสง เจริญไดดีใน
อาหารท่ีมีคารโบไฮเดรตอยูดวย ความสัมพันธกับออกซิเจนเปนแบบ obligate anaerobe ไมสราง
เอนไซมคะตะเลส ผลผลิตจากกระบวนการหมักคารโบไฮเดรตจะไดกรดอะซิติก กรดบิวทาลิก บิว
ทานอล และอะซิโตน สามารถตรึงไนโตรเจนไดบาง  

 
แบคทีเรีย C. acetobutylicum เจริญได 20-47 องศาเซลเซียส เจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส พบไดในดิน สามารถผลิตเอนไซมเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได โดยแบคทีเรียในกลุม 
Clostridium ท่ีมีความสามารถในการสรางสปอรชนิดเอนโดสปอร (endospore) ซ่ึงเปนสปอรท่ี
สรางขึ้นภายในเซลลแบคทีเรีย การสรางสปอรของแบคทีเรียทําใหแบคทีเรียสามารถทนทานอยูใน
สภาวะท่ีไมเหมาะสมได เชน การขาดสารอาหาร เปนตน สปอรมีความทนทานตอความรอน ความ
แหง และสารเคมีไดดีกวาเซลลปกติ (vegetative cell) เม่ือแบคทีเรียสรางสปอร เมแทบอลิซึมของ
แบคทีเรียจะหยุดชะงัก จนกระท่ังสภาพแวดลอมเหมาะสมจึงงอกใหมเปนเซลลปกติ  

 

 
 
ภาพที่ 18  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรยี Clostridium acetobutylicum 
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น้ําตาลรีดิวซ 
 
น้ําตาลรีดิวซ คือ น้ําตาลท่ีมีหมูไฮดรอกซิลของคารบอนท่ีตําแหนงแอนเอเมอรท่ีถูก

ออกซิไดซได โดยโครงสรางของน้ําตาลรีดิวซมี 2 แบบ คือ น้ําตาลท่ีประกอบดวยหมูแอลดีไฮด 
(aldehyde) หรือท่ีเรียกวา แอลโดส (aldose) และน้ําตาลท่ีประกอบดวยหมูคีโตน (ketone) ท่ีเรียกวา 
คีโตส (ketose) โดยมีท้ังแบบท่ีเปนสายยาว และโครงสรางแบบวง ซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงระหวางรูป
สายยาว และรูปวงแหวนอยูตลอดเวลา โดยเม่ือถูกออกซิไดซจะไดผลิตภัณฑเปนกรด เชน 
ออกซิไดซกลูโคสจะไดกรดแอลโดนิกมีช่ือวา กรดกลูโคนิก ดังนั้นน้ําตาลท่ีคารบอนแอนอเมอริก
ไมไดอยูในรูปไกลโคไซด จึงเรียกวา น้ําตาลรีดิวซ 

 
การตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซหาไดโดยอาศัยคุณสมบัติของมันท่ีสามารถรีดิวซ

โลหะอิออน เชน Cu2+ หรือ Ag+ ไดผลิตภัณฑ ท่ีไมละลายน้ํา ตัวอยางของน้ําตาลรีดิวซ เชน เซลโล
บิโอส กลูโคส อะราบิโนส มอลโตส และแลคโตส สวนคารโบไฮเดรตท่ีไมสามารถถูกออกซิไดซ
ไดเนื่องจาก อะโนเมอริกคารบอนท้ังคูถูกจับยึดไวโดยพันธะไกลโคซิดิก เชน น้ําตาลซูโครส จัดวา
เปน non reducing sugars ดังภาพท่ี 19 

 

             
     มอลโตส  ซูโครส 

 
ภาพที่ 19  โครงสรางทางเคมีของน้ําตาลมอลโตส และซูโครส 
 
ที่มา: Freeman (2002) 

 
คุณสมบัติในการรีดิวซโลหะอิออนนั้น นอกจากจะใชเพ่ือตรวจสอบปริมาณแลวยัง

สามารถใชในการบอกตําแหนง ทิศทางของหนวยยอยในคารโบไฮเดรตท่ีเปนโพลิเมอรได           
ในพอลิแซคคาไรดท่ีเปนสายตรง (linear chain) ในหนึ่งโมเลกุลจะมีปลาย reducing end 1 หนวย 
(เปนโมโนแซ็กคาไรดท่ีมีอะโนเมอริกคารบอนท่ีอิสระ) และปลายท่ีเปน non reducing end 1 หนวย 
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สวนโพลีแซ็กคาไรดท่ีมีโครงสรางเปนกิ่งกาน (branched) ในหนึ่งโมเลกุลจะมีปลายท่ีเปน non 
reducing end มากมายตามจํานวนกิ่งกานท่ีมี แตจะมีปลาย reducing end เพียงตําแหนงเดียวเทานั้น 

 
การออกแบบการทดลอง 

 
 การออกแบบการทดลอง (design and analysis of experiment: DOE) เปนเทคนิคทางสถิติ
ช้ันสูงท่ีใชในการปรับคาสภาวะของกระบวนการใหเปนไปตามสภาพท่ีเราตองการ ซ่ึงขอแตก
ตางอยางเห็นไดชัดระหวางวิธีการโดยท่ัวไปกับเทคนิคของการออกแบบการทดลอง คือ วิธีการ
โดยท่ัวไปมักเปนการทดลองแบบลองผิดลองถูก หรอืใชการทดลองปรบัตั้งคากระบวนการทีละคา 
(one-factor-at-a-time) เพ่ือท่ีจะหาจุดท่ีดีท่ีสุดของกระบวนการซ่ึงลักษณะนี้เรียกวาการทดลองแบบ
ปรับตั้งคากระบวนการทีละคานั่นเอง โดยท่ัวไปแลวการออกแบบการทดลองแบบปรับตั้งคา
กระบวนการทีละคา จะใหผลตอบสนองเขาสูจุดมุงหมายท่ีเราตองการไดชามาก และส้ินเปลือง
ทรัพยากรในการวิเคราะหรวมถึงตองเก็บขอมูลมากและยังไมเหมาะสมอยางยิง่กับกระบวนการท่ีมี
ผลของความสัมพันธรวม (interaction effect) ระหวางตวัแปรของกระบวนการดวยกันเอง ตามปกติ
แลวการทดลองถูกนํามาใชเพ่ือการศึกษาถึงประสิทธิภาพในการทํางานของกระบวนการและระบบ 
ซ่ึงท้ังกระบวนการและระบบสามารถท่ีจะแทนดวยแบบจําลอง  

 
การออกแบบการทดลอง  หมายถึง การทดสอบเพียงครั้งเดียว หรือตอเนื่อง โดยทําการ

เปล่ียนแปลงคาตัวแปรนําเขา (inputs variables) ในระบบหรือกระบวนการท่ีสนใจศึกษาเพ่ือ
สามารถสังเกตและทราบถึงสาเหตุหรือปจจัยท่ีกอใหเกิดการเปล่ียนแปลงของผลลัพธท่ีได (output) 
จากกระบวนการหรือระบบนั้น แสดงดังภาพท่ี 20 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20  แบบจําลองท่ัวไปของกระบวนการหรือระบบ 
 
ที่มา: ปารเมศ (2545) 

z1  z2  …  zq 
uncontrollable factors 

 

controllable factors 
x1  x2  …  xp 

output
s 

input
s 

process 
Y 
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 ปจจัยในกระบวนการผลิตสามารถแบงปจจัยออกเปน 2 ประเภท คือ 
 
1. ปจจัยท่ีควบคุมได (controllable factors) หมายถึง ปจจัยท่ีสามารถกําหนดคาของปจจัย

นั้นไดในกระบวนการ ซ่ึงเปนผลดีตอการทดลอง เพราะโดยสวนใหญผูทําการทดลองตองการ
กําหนดคาตางๆ ท่ีคิดวามีผลตอคาตอบสนองท่ีสนใจ 

 
2. ปจจัยท่ีควบคุมไมได (uncontrollable factors) หมายถึง ปจจัยท่ีไมสามารถกําหนดคา

ของปจจัยนั้นไดในกระบวนการ อันเนื่องมาจากเทคโนโลยีไมทันสมัย ตนทุนในการควบคุมสูงมาก
มีความรูไมเพียงพอ ฯลฯ ซ่ึงอากเปนปจจัยท่ีมีผลตอกระบวนการอยางมาก ผูทําการทดลองควร
พยายามจัดปจจัยลักษณะนี้เพ่ือใหเปล่ียนเปนปจจัยท่ีควบคุมได จึงเปนประโยชนตอการทดลอง 
 

ดังนั้น ในการออกแบบการทดลองจึงมีวัตถุประสงคดังนี ้
 
- ระบุตัวแปรปจจัยท่ีควบคุมได (X) ท่ีมีผลตอผลลัพธหรือคาตอบสนอง (Y) มากท่ีสุด 
 
- กําหนดคา X ท่ีมีผลตอ Y ท่ีทําใหไดคา Y ตามตองการ 

 
- กําหนดคา X ท่ีมีผลตอ Y ท่ีทําใหไดคา Y มีความแปรปรวนนอยท่ีสุด 

 
- กําหนดคา X ท่ีมีผลตอ Y ท่ีทําใหผลของตัวแปรปจจัยท่ีไมสามารถควบคุมได คือ z1, 

z2,…,zq มีคานอยท่ีสุด  
 

 ประโยชนของการออกแบบการทดลองในการพัฒนากระบวนการผลิตนั้น สามารถชวย
เพ่ิมผลผลิต (yield) และลดตนทุน ลดความแปรปรวนทําใหผลลัพธท่ีไดตามคาท่ีตองการลดเวลาใน
การพัฒนากระบวนการผลิต และเพ่ิมคุณภาพผลิตภัณฑ สวนประโยชนของการออกแบบการ
ทดลองในการออกแบบเชิงวิศวกรรมนั้น ชวยในการวิเคราะหเลือกรูปแบบของผลิตภัณฑ เลือก
วัตถุดิบท่ีเหมาะสม เลือกพารามิเตอรท่ีทําใหหผลิตภัณฑทํางานไดดีท่ีสุด และไดผลิตภัณฑมี
คุณภาพ 
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 วัตถุประสงคของการออกแบบการทดลอง 
 

1. เพ่ือยืนยันขอเท็จจริง (confirmation) คือการพิสูจนถึงขอเท็จจริงหรือความเช่ือจาก
ประสบการณหรือทฤษฎีบางอยางท่ีอธิบายเกี่ยวกับกระบวนการผลิต 

 
2. เพ่ือคนหาขอเท็จจริง (exploration) คือการศึกษาถึงอิทธิพลของเง่ือนไขใหมท่ีมีผลตอ

กระบวนการ 
 
หลักการพ้ืนฐานสําหรับการออกแบบการทดลอง (principle of experiments) 
 

 แผนการทดลองท่ีเม่ือนําไปใชทดลองแลวจะทําใหไดขอมูลท่ีมีคุณภาพ สามารถนําไปใช
วิเคราะหใหไดผลสรุปท่ีถูกตอง จําเปนตองมีสวนประกอบท่ีสําคัญ 3 สวน ดังนี้ 
 

1.  การทดลองซํ้า (replication) เพ่ือใหสามารถประมาณคาความคลาดเคล่ือนของการ
ทดลองได 

 
2. การสุม (randomization) เปนพ้ืนฐานหลักสําหรับการใชวิธีการเชิงสถิติในการออกแบบ

การทดลอง เพ่ือขจัดปญหาเกี่ยวกับผลของปจจัยภายนอกท่ีอาจปรากฏในการทดลอง 
 

3. การควบคุมความคลาดเคล่ือน (error control) เพ่ือใหมีความคลาดเคล่ือนของการ
ทดลองต่ํา ซ่ึงจะทําใหสามารถตรวจสอบพบความแตกตางของปจจัยไดอยางแทจริง 

 
ขอดีของการออกแบบการทดลองคือ ใหผลของความแมนยําและความถูกตองในการวิ

เคราะหขอมูลไดอยางสูง โดยสามารถระบุออกมาเป นคาตัวเลขทางสถิติท่ีแสดงถึงค าระดับ
ความสําคัญของตัวแปรท่ีสงผลตอกระบวนการ นอกจากนี้ยังมีความรวดเร็วในการดําเนินการ
ตรวจสอบสาเหตุของปญหา 

 
การออกแบบการทดลองดวยวิธี Box-Behnken 

 
 การออกแบบการทดลองดวยวิธี Box-Behnken เปนวิธีท่ีใชในการออกแบบการทดลองท่ีมี
ประสิทธิภาพ และนิยมใชมากสําหรับกรณีการศึกษาปจจัยการทดลองท่ีประกอบไปดวยระดับการ
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ทดลอง 3 ระดับ (3- level design) โดยเฉพาะกรณีท่ีตองการสรางสมการตัวแบบ โดยท่ีปจจัยแตละ
ปจจัยตองเปนปจจัยเชิงปริมาณ (quantitative factor) เชน เวลา อุณหภูมิ ความดัน ความเขมขน เปน
ตน โดยลักษณะของการออกแบบตามวิธี Box-Behnken จะใชหลักการของ 22  การทดลอง
แฟคทอเรียลเต็มรูปผนวกกับจุดกึ่งกลาง (central point) รวมเขาไป ในการออกแบบการทดลองตาม
วิธี Box-Behnken นั้น ไดมีตารางสําหรับแผนการทดลองเพ่ือใชกับปจจัยสูงสุดไมเกิน 16 ปจจัย (ไม
รวมกรณี k=8) ดังตัวอยางแผนการทดลองโดยวิธี Box-Behnken กรณีการศึกษา 3 ปจจัยดังแสดงใน
ตารางท่ี 3 
 
ตารางที่ 3  การออกแบบ Box-Behnken สําหรับ k=3 
 

Run X1 X2 X3 
1 -1 -1 0 
2 -1 1 0 
3 1 -1 0 
4 1 1 0 
5 -1 0 -1 
6 -1 0 1 
7 1 0 -1 
8 1 0 1 
9 0 -1 -1 
10 0 -1 1 
11 0 1 -1 
12 0 1 1 
13 0 0 0 
14 0 0 0 
15 0 0 0 

 
ที่มา : ประไพศร ีและ พงศชนัน (2551) 
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ภาพที่ 21  การออกแบบ Box-Behnken สําหรับ 3 ตัวแปร 
 
ที่มา: Ferreira et al. (2007)  
 

จากภาพท่ี 21 แผนภาพการทดลอง Box-Behnken ไมไดพิจารณาจุดมุม (corner points) ซ่ึง
อาจจะตองนํามาพิจารณาในบางกรณี อยางไรก็ตามผูทําการทดลองบางสวนอาจมองวาการท่ี
แผนการทดลองนี้ไมไดพิจารณาจุดมุมเปนขอท่ีนาสนใจ แตบางกลุมอาจจะมองวาเปนขอดอย  

 
 การออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken สามารถทําใหศึกษาผลกระทบเชิงเสน 
(linear effects)  ผลกระทบในเชิงเสนกําลังสอง (quadratic effects) และอันตรกิริยาหรือผลกระทบ
รวม 2 ปจจัย (2-factor inter-actions) แตมีขอเสีย คือ จํานวนครั้งท่ีทดลอง (number of runs) มีคา
มาก และไมสามารถท่ีจะลดได ไมวาผูศึกษาจะสนใจผลกระทบท่ีเกินกวาผลกระทบเชิงเสนหรือไม 
(Box-Behnken Design สามารถประมวลผลกระทบในรูปโพลิโนเมียลกําลังสอง และผลกระทบ
รวมสองปจจัยไดเสมอ) นอกจากนี้แผนการทดลองนี้จะมีประสิทธิภาพดอยกวาการออกแบบการ
ทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) เม่ือจํานวนปจจัยมีจํานวนมากกวา 4 ปจจัยขึ้นไป 
 

นอกจากนี้การออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken จะอาศัยวิธีการวิเคราะหตัวแปร
ผิวสะทอนในการสรางแบบจําลอง และการวิเคราะหปญหาท่ีผลตอบสนองเปนฟงกช่ันของหลาย
ปจจัย โดยมีเปาหมายเพ่ือหาระดับของปจจัยตางๆ ท่ีทําใหผลตอบสนองมีคาเหมาะสมท่ีสุด  เชน 
ผลตอบสนอง Y เปนฟงกชันของปจจัย X1 และ X2 ดังนั้นจะสามารถเขียนในรูปสมการไดดังนี้ 

 
     Y = (X1, X2) +        (1) 
 
เม่ือ  คือ ส่ิงรบกวน (noise หรือ error) ท่ีเกิดขึ้นในกระบวนการ มีผลกระทบตอผลตอบสนอง Y 
E(Y) = f(X1, X2) คือ คาคาดหวังของ Y (expected response) 
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ดังนั้นพ้ืนผิวตอบสนอง (response surface) สําหรับระบบท่ีมีจํานวน 2 ปจจัยสามารถแทน
ดวยคา Y = f(X1, X2) และพ้ืนผิวตอบสนองสามารถแสดงไดดังภาพท่ี 22 สวนกราฟคอนทัวซ 
(contour) แสดงดังภาพท่ี 23 โดยมีเสนระดับท่ีมีคาของผลการตอบสนองคงท่ีจะถูกพล็อตลงใน
ระนาบ X1 กับ X2โดยแตละเสนระดับจะสอดคลองกับความสูงของพ้ืนผิวตอบสนอง 

 

 
 

ภาพที่ 22  พ้ืนผิวตอบสนอง  
 
ที่มา: ประไพศร ีและ พงศชนัน (2551) 

 

 
 
ภาพที่ 23  กราฟคอนทัวร 
 
ที่มา: ประไพศร ีและ พงศชนัน (2551) 

Y (expected response) 

X1 X2 

X1 

X2 
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 ในปญหาเกี่ยวของกับพ้ืนผิวตอบสนอง มักจะไมทราบรูปแบบของความสัมพันธระหวาง
ผลตอบสนองกับปจจัยตางๆ ดังนั้นขั้นตอนแรกในการหาพ้ืนผิวตอบสนอง คือ การประมาณ
ความสัมพันธระหวางผลตอบสนอง และปจจัยตางๆ โดยท่ัวไปจะใชรูปแบบของสมการลําดับท่ี 1 
(first order model) ในการประมาณความสัมพันธโดยมีรูปแบบคือ 

 

Y = β + ∑βXi +                      (2) 
 

 แตในกรณีท่ีพ้ืนผิวมีความโคง (curvature) จะทําการประมาณโดยใชรูปแบบของสมการ
ลําดับท่ี 2 โดยมีรูปแบบ คือ 

 

Y = β + ∑βXi + ∑ βXi
2 + ∑∑βXiXj +                 (3) 

 
วิธีการหาพ้ืนผิวตอบสนอง เปนวิธีการท่ีเปนลําดับขั้นตอน (sequential procedure) กลาวคือ

จากสภาวะการทํางานในปจจุบันซ่ึงเปนจุดท่ีอยูไกลจากจุดท่ีเหมาะสมท่ีสุดในพ้ืนท่ีผิวตอบสนอง  
ดังนั้นเพ่ือความรวดเร็วในการเคล่ือนท่ีเพ่ือเขาไปยังบริเวณท่ีเหมาะสมท่ีสุดของพ้ืนผิวตอบสนองจะ
สามารถใชรูปแบบของสมการลําดับท่ี 1 ในการประมาณได ซ่ึงเปาหมายตอไปก็คือการเขาไปใกล
บริเวณท่ีเหมาะสมท่ีสุดแลวสามารถใชรูปแบบของสมการท่ีมีลําดับท่ีสูงกวา (higher order) เขามา
ชวยในการประมาณ  และพบวาสวนใหญนิยมใชรูปแบบของสมการลําดับท่ี 2 (second order 
model) เนื่องจากมีความยุงยากไมมากนักเม่ือเปรียบเทียบกับรูปแบบอ่ืนๆ ดังนั้นจะใชรูปแบบของ
สมการลําดับท่ี 2 ในการประมาณและการวิเคราะหเพ่ือหาจุดท่ีเหมาะสมท่ีสุด  
 

การวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of variance: ANOVA) 
 
 เปนวิธีการทดสอบความแตกตางระหวางคาเฉล่ียของกลุมตัวอยาง ตั้งแต 3 กลุมขึ้นไป ซ่ึง
จะเปนการวิเคราะหอัตราสวนระหวางความแปรปรวนระหวางกลุม (between group variance) และ
ความแปรปรวนภายในกลุม (within group variance) ความแปรปรวนระหวางกลุม เปนคาท่ีเกิดจาก
ความแตกตางของคาเฉล่ียระหวางกลุมตางๆ ถาคาเฉล่ียระหวางกลุมแตกตางกันมาก คาความ
แปรปรวนระหวางกลุมก็จะมากตามไปดวย สําหรับความแปรปรวนภายในกลุมเปนคาท่ีแสดงให
เห็นวา คะแนนแตละตัวท่ีรวบรวมมานั้นภายในแตละกลุมมีการกระจายมากหรือนอย คาท่ีคํานวณ
ไดเรียกวาความคลาดเคล่ือน 
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แบบจําลองการถดถอย (regressive model) 
 

แบบจําลองการถดถอย เปนแบบจําลองทางคณิตศาสตรท่ีใชสําหรับการหาคาความสัมพันธ
ระหวางปจจัย เพ่ือนําไปสรางสมการทํานายคาของผลตอบ ซ่ึงจะทําใหสามารถหาผลตอบท่ีจุดใดๆ 
ในแตละชวงของปจจัยได โดยวิธีการท่ีใชในการประมาณคาตัวแปรตางๆ ในแบบจําลองนี้สวน
ใหญคือ วิธีกําลังสองนอยสุด (least square method) ซ่ึงเปนการประมาณคาตัวแปรท่ีไมทราบคา (β) 
เพ่ือทําใหผลรวมของกําลังสองของความผิดพลาด (ε2) มีคานอยท่ีสุด ซ่ึงบางครั้งเราเรียก β เหลานี้
วา คาสัมประสิทธ์ิการถดถอย โดยมีจั้นตอนในการประมาณคาดังนี ้

 
1) สรางผลรวมของกําลังสองขของคาความผิดพลาด โดยการฟตผลตอบ 
 
2) ประมาณคาสัมประสิทธ์ิการถดถอยของปจจัยในเทอมตางๆ ท่ีทําใหผลรวมของกําลัง

สองของคาความผิดพลาดมีคานอยท่ีสุด 
 
3) นําคาสัมประสิทธ์ิการถดถอยท่ีไดไปเขียนสมการทํานายคาของผลตอบ 

 
กระบวนการหมัก 

 
การหมัก (fermentation) เปนกระบวนการแปรสภาพทางชีวเคมี อันเปนผลจากการทํางาน

ของเอนไซมท่ีสรางขึ้นโดยจุลินทรีย  จะเห็นไดวาผลิตภัณฑตางๆ เชน เอนไซม สารปฏิชีวนะ 
กรดอะมิโน น้ําสมสายชู เอทานอล และกาซชีวภาพ (กาซมีเทน) ลวนแตอาศัยการหมัก โดยเฉพาะ
อยางยิ่งระบบการหมักในสภาพอาหารเหลวเปนสําคัญ  
 

กระบวนการหมักโดยท่ัวไปจะมีดวยกัน 3 แบบ ซ่ึงแบงตามลักษณะปริมาณน้ําในอาหาร
เล้ียงเช้ือหรือของเหลวท่ีเติม คือ การหมักแบบแหง (solid-state fermentation; SSF) การหมักใน
สภาพกึ่ง เหลว (semi-solid fermentation) และการหมักในสภาพอาหารเหลว (submerged 
fermentation; SmF) 
 

การหมักโดยใชอาหารแข็งหรือการหมักแบบแหง เปนกระบวนการหมักบนวัสดุท่ีเปน
ของแข็ง ซ่ึงไมมีน้ําอิสระท่ีใชในการเจรญิของจุลินทรีย เพราะฉะนั้นน้ําท่ีอยูในกระบวนการหมักนี้ 
จึงอยูในสภาพของความช้ืนท่ีอยูในวัสดุหมัก การหมักแบบแหงนี้ไมรวมกระบวนการหมักใน
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ของเหลวท่ีมีของแข็งท่ีไมละลายน้ําปนอยู หรือการหมักของแข็งในอาหารเหลว การหมักแบบแหง
นี้ วัตถุดิบสวนใหญ ไดแก เมล็ดธัญพืช เชน ขาว ขาวสาลี ขาวบารเลย ขาวโพด ขาวฟาง และถ่ัว
เหลือง หรือวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลส เชน ไม ฟางขาว ซางขาวฟางหวาน วัตถุดิบจําพวกนี้สวน
ใหญโมเลกุลจะใหญจึงไมละลายน้ํา หรือละลายน้ําไดนอย และมีปริมาณมาก หางาย ราคาถูก และมี
สารอาหารในปริมาณมาก แตก็มีขอจํากัดคือ เกิดปญหาการสะสมความรอนหากใชในอุตสาหกรรม
การหมักขนาดใหญ การติดตามผลและการควบคุมระหวางกระบวนการหมักทําไดยาก เชน พีเอช 
อุณหภูมิ ปริมาณความช้ืน ปริมาณออกซิเจนและคารบอนไดออกไซด น้ําหนักเซลล และปริมาณ
ผลิตภัณฑนั้น และขอมูลในการปรับปรุงกระบวนการหมักบนอาหารแข็งมีคอนขางนอย  

 
การหมักในสภาพกึ่งเหลว (semi-solid fermentation) เปนการหมักท่ีมีอาหารหมักเปน

ของเหลวแตมีของแข็งแขวนลอยอยูบางสวน เชน การหมักเนย โยเกิรต ไสกรอก แหนม เปนตน 
 
การหมักโดยใชอาหารเหลว เปนกระบวนการหมักท่ีวัตถุดิบท่ีใชในการหมักละลายอยูใน

อาหารเหลว ดังนั้นสวนประกอบหลักของอาหารเล้ียงเช้ือจึงเปนของเหลวท่ีมีสารอาหารตางๆและ
วัตถุดิบ (ท่ีใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน) ละลายอยูซ่ึงจุลินทรียสามารถนําไปใชในการ
เจริญเติบโต และทําการหมักเพ่ือผลิตผลิตภัณฑท่ีตองการตอไป โดยสารอาหารเปนไดท้ัง synthetic 
medium ท่ีทราบองคประกอบของสารอาหารแนนอนแตคอนขางมีราคาสูง จึงนิยมใช complex 
medium แทนโดยอาหารชนิดนี้ เปนอาหารท่ีไมทราบองคประกอบท่ีแนชัด แหลงคารบอนท่ีใชใน
อาหารประเภทนี้ ไดแก กากน้ําตาล แปง เซลลูโลส ธัญพืชและแลคโตส เปนตน สําหรับแหลง
ไนโตรเจนท่ีนิยมใช ไดแก กากถ่ัวเหลือง เจลาติน เคซีน เปนตน ซ่ึงสวนใหญจะเปนวัสดุเหลือใช 
หรือ by product จากโรงงานอุตสาหกรรมประเภทตางๆ เชน น้ําตาล แปง เปนตน 

 
การท่ีกระบวนการหมักในอาหารเหลวนิยมใชกันมากในอุตสาหกรรมเนื่องจากใชเวลาและ

เนื้อท่ีในการผลิตนอยทําให เก็บเกี่ยวผลผลิตได เร็ว สามารถควบคุมและติดตามปจจัยใน
กระบวนการหมัก เชน พีเอช อุณหภูมิ ความช้ืน ปริมาณออกซิเจนและคารบอนไดออกไซด น้ําหนัก
เซลล และปริมาณผลิตภัณฑไดงาย 

 
กระบวนการหมักเอทานอล 

 
เอทานอล (ethanol) หรือท่ีเรียกอีกช่ือหนึ่งวา เอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) สูตร

โครงสรางเปน C2H5OH น้ําหนักโมเลกุล 46.07 มีจุดเดือด 78.5 องศาเซลเซียส จุดเยือกแข็ง -115 
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องศาเซลเซียส ท่ี 760 มิลลิเมตรปรอท มีความหนาแนน 0.7851 ท่ี 20 องศาเซลเซียส ลักษณะท่ัวไป 
เปนของเหลวใส ไมมีสี ระเหยงาย ติดไฟงาย สามารถละลายน้ําและสารอินทรียอ่ืนๆได มีกล่ิน
เฉพาะตัวของเอทานอล ประโยชนของเอทานอลนั้นใชเปนสารเคมีท่ีเกี่ยวของในชีวิตประจําวัน  
เชน ใชเปนเช้ือเพลิงใหพลังงานและความรอน ในทางอุตสาหกรรมใชเปนตัวทําละลาย ในทาง
การแพทยใชเปนตัวทําละลายยาและเปนสารเสริมชวยออกฤทธ์ิในยา ใชเปนยาฆาเช้ือเพ่ือทําความ
สะอาดบาดแผล ในอุตสาหกรรมผลิตเครื่องสําอางใชเปนสารตั้งตนในการทํากฏิกิริยาทางเคมีเพ่ือ
ผลิตสารบางชนิด เชน น้ําหอม สบู นอกจากนี้ยังเปนสวนประกอบในเครื่องดื่ม เชน สุรา เบียร และ
ไวน เปนตน 

 
โดยท่ัวไปเอทานอลจะทํามาจากวัตถุดิบจําพวกน้ําตาลและแปงมันสําปะหลัง แตวาตนทุน

วัตถุดิบยังอยูในเกณฑสูงและวัตถุดิบขางตนยังสามารถผลิตสินคาชนิดอ่ืน เชน เปนอาหารซ่ึงถือวา
มีความสําคัญมากกวา ปจจุบันมีผูสนใจท่ีจะศึกษาการผลิตเอทานอลจากชีวมวล โดยชีวมวล
หมายถึง ส่ิงท่ีไดจากส่ิงมีชีวิต หรือองคประกอบของส่ิงมีชีวิตหรืออินทรียสารตางๆ เชน ไมยืนตน 
พืชท่ีมีสวนประกอบเปนแปง น้ําตาล เซลลูโลส วัชพืช และน้ําของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ี
เกี่ยวของกับการเกษตร หลักเกณฑในการเลือวัตถุดิบท่ีนํามาผลิตเอทานอล คือ วัตถุดิบมีปริมาณ
เพียงพอสําหรับปอนเขาสูโรงงานไดตลอดท้ังป หาไดงาย ราคาถูก สามารถผลิตเอทานอลตอหนวย
ของวัตถุดิบและตอหนวยพ้ืนท่ีเพาะปลูกไดในปริมาณสูง เปนตน ซ่ึงวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตเอทา
นอลสามารถแบงออกไดเปน 3 ประเภทดังนี้ 

 
1. วัตถุดิบประเภทน้ําตาล ไดแก ออย และกากน้ําตาล ซ่ึงจะนําเขาสูกระบวนการผลิตเอทา

นอลไดโดยตรง 
 
2. วัตถุดิบประเภทแปง ไดแก ผลผลิตทางการเกษตรพวกธัญพืช เชน ขาวเจา ขาวโพด ขาว

ฟาง ขาวสาลี และพวกพืชหัว เชน มันสําปะหลัง มันฝรั่ง และมันเทศ เปนตน  
 

3. วัตถุดิบประเภทเสนใย สวนใหญเปนผลพลอยไดจากการเกษตร เชน ฟางขาว ชานออย 
ซังขาวโพด รําขาว เศษไม เศษกระดาษ ขี้เล่ือย ผักตบชวา รวมท้ังของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 
เชน โรงงานกระดาษ เปนตน  
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ในกระบวนการหมักเอทานอลนั้น จุลินทรียจะเปล่ียนน้ําตาลกลูโคสใหเปนเอทานอล ซ่ึง
โดยท่ัวไปจะใชยีสต สายพันธุ Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงสามารถผลิตเอทานอลไดสูง และ
สามารถทนสภาพแวดลอมท่ีมีเอทานอลไดด ี 
 
1. จุลินทรียที่ใชในการผลิตเอทานอล 
 
 กระบวนการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลดวยยีสตนั้นในระดับอุตสาหกรรมมีกระบวนการ
ผลิตแตกตางกันไป รวมถึงยีสต  ท่ีได รับความสนใจและถูก เลือกใชในการหมัก ได แก 
Saccharomyces cerevisiae, S. uvaum และ Kluyveromyces species (Roehr, 2001) สําหรับแบคทีเรีย
ท่ีไดรับความสนใจและมีการนํามาใช ในกระบวนการหมัก ไดแก Zymomonas mobilis (สาวิตรี, 
2540) ซ่ึงการเลือกใช จุลินทรียชนิดใดก็ขึ้นอยู กับวัตถุดิบท่ีนํามาใชสําหรับ Z. mobilis และ S. 
cerevisiae ตางมีความเหมาะสมตอการนําไปใชในกระบวนการหมักในระดับอุตสาหกรรม ท้ังนี้
ขึ้นอยูกับพ้ืนฐานของการจัดการ กรณีเลือกใช Z. mobilis ซ่ึงเปนจุลินทรียท่ีใหผลผลิตเอทานอลสูง
แตมีชีวมวลต่ํา ฉะนั้นจําเปนตองมีความระมัดระวังในเรื่องของการกําจัดเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ 
ดังนั้นเม่ือคํานึงถึงแงเศรษฐศาสตร โรงงานอุตสาหกรรมท่ัวไปจึงใหความสนใจ S. cerevisiae มา
กกวา (Qureshi and Manderson, 1995) อีกท้ัง Z. mobilis มีความทนตอเอทานอลต่ํากวายีสต 
(สาวิตรี, 2540) การผลิตเอทานอลในระดับโรงงานอุตสาหกรรมนั้นจุลินทรียท่ีเลือกมาใชตองมี
ลักษณะเหมาะสมกับกระบวนการและอุปกรณท่ีใชในการผลิตและการออกแบบลักษณะของ
กระบวนการการผลิตนั้นก็ขึ้นอยู กับจุลินทรียท่ีถูกเลือกมาใชในกระบวนการหมักดวยเชนกัน 
(Roehr, 2001) ตามทัศนคติของนักวิจัย จุลินทรียท่ีดีและมีความเหมาะสมในการผลิตเอทานอลควร
มีลักษณะดังนี้  
 

1.  ใหผลผลิตสูง   
 
2.  ทนตอเอทานอล (ethanol tolerance)  

 
3.  ทนตอแรงดันออสโมซีส (osmotolerance)  

 
4.  มีความคงตัวภายใตสภาวะตางๆ ของการหมัก   

 
5.  ทนตอพีเอชต่ํา (acid tolerance)  
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6.  ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance)  
 

7.  มีอัตราการหมักเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง   
 
8.  เพ่ิมจํานวน (propagation) ไดงาย 

 
9.  ใหความรอนในระหวางการหมักต่ํา 

 
10.มีความทนทานตอสารพิษตางๆ 

 
2. ยีสต Saccharomyces cerevisiae 

 
ยีสตเปนจุลินทรียพวกยูคาริโอต เซลลยีสตสวนใหญมีรูปรางกลม หรือรี ดังภาพท่ี 24 ซ่ึง

เปนลักษณะของยีสต S. cerevisiae สารอาหารท่ียีสตใชไดดี ไดแก น้ําตาล โดยเฉพาะกลูโคสและ
ฟรักโทส S. cerevisiae มีอุณหภูมิของท่ีเหมาะสมอยุระหวาง 30-37 องศาเซลเซียส สามารถเจริญได
ในชวงคาพีเอชกวาง โดยคาพีเอชต่ําสุดท่ีเจริญได คือ 1.5 สวนคาพีเอชสูงสุด คือ 8.0-8.5 สําหรับคา
พีเอชท่ีเหมาะสม คือ 4.0-4.5 แตจะเจริญไมดีในสภาพท่ีเปนดาง 

 

 
 
ภาพที่ 24  ลักษณะของยีสต Saccharomyces cerevisiae 
 
ที่มา: Fiddler (2006) 
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3. การหมักเอทานอลโดยยีสต 
 
ในสภาวะท่ีมีอากาศยีสตจะใชน้ําตาลกลูโคสในการหายใจ (respiration) เพ่ือการเจริญ และ 

เพ่ิมจํานวนเซลล ตามสมการท่ี 4 
 

       C6H12O6 + 6O2  -------------->   6H2O + 6 CO2 + 38 ATP                            (4) 
 

สวนการผลิตเอทานอลนั้น เปนกระบวนการท่ีเกิดขึ้นภายในเซลลยีสต โดยจะเปล่ียน
กลูโคสไปเปนเอทานอลในสภาวะท่ีไรอากาศ ผานวิถีไกลโคไลซิส (glycolysis) และปลดปลอย    
เอทานอลออกมาภายนอกเซลล ตามทฤษฏีกลูโคสจะเปล่ียนเปนเอทานอลได 51.1 เปอรเซ็นต และ
สวนท่ีเหลือ 48.9 เปอรเซ็นต เปนกาซคารบอนไดออกไซด ตามสมการท่ี 5 

 

                                    C6H12O6   -------------->   2CH3CH2OH + 2 CO2 + 2ATP                           (5) 
 

แตในทางปฏิบัติน้ําตาลเพียง 95 เปอรเซ็นตเทานั้น ท่ีจะเปล่ียนไปเปนแอลกอฮอลได
นอกจากนั้นยีสตจะใชน้ําตาลสําหรับการเจริญเติบโตของตัวมันเอง และเปล่ียนเปนผลพลอยได
อ่ืนๆ ไดแก อะซีตัลดีไฮด กรดอะซีติก กลีเซอรีน กรดแลคติก กรดซัตซินิก น้ํา ฟวเฟอรัล เปนตน 
จํานวนเล็กนอย โดยการหมักแอลกอฮอลนั้น สามารถแบงออกเปน 3 ชนิด ไดแก 

 
1) การหมักแบบกะ (batch fermentation) เปนกระบวนการหมักผลิตภัณฑโดยอาศัยการ

เติมวัตถุดิบ สารอาหาร และตนเช้ือ ลงไปในถังหมักเพียงครั้งเดียวตลอดการหมัก 
 
2) การหมักแบบกึ่งกะ (fed-batch fermentation) เปนกระบวนการหมักท่ีมีการเติม

วัตถุดิบ และสารอาหารลงไปในถังหมักมากกวา 1 ครั้ง ขึ้นไป เพ่ือใหจุลินทรียสามารถใชวัตถุดิบ
และสารอาหารไดในปริมาณสูงขึ้น 
 

3) การหมักแบบตอเนื่อง (continuous fermentation) เปนกระบวนการหมักท่ีมีการเติม
วัตถุดิบ และสารอาหารเขาไปในถังหมักตลอดเวลา ขณะเดียวกันก็มีการแยกเอาผลิตภัณฑออกมา
ตลอดเวลาเชนกัน ทําใหสามารถผลิตผลิตภณัฑไดสูงสุดในระยะเวลาเทากัน เม่ือเทียบกับการหมัก
ท้ังสองชนิดท่ีกลาวมา 
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งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
  
 วัชรา และ สุภัตรา (2546) เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลระหวางชานออยและผักตบชวา 
โดยยอยวัสดุหมักดวยกรดซัลฟวริก 0.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที กรองแลวเก็บสวนสารละลายไว จากนั้นนําสวนท่ีเปนของแข็งไปยอยอีกทีดวยกรด
ซัลฟวริก 1.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นํา
สารละลายท่ีกรองไดในครั้งรวมกับสารละลายสวนท่ี 2 และปรับปริมาตรใหได 150 มิลลิลิตร แลว
ปรับพีเอชใหอยูในชวง 4-4.5 จากนั้นนําไปหมักกับยีสต Saccharomyces cerevisiae จากการทดลอง
พบวา เอทานอลท่ีไดสูงสุดจากการหมักผักตบชวาเทากับ 2.71 กรัมตอลิตร โดยใชเวลาในการหมัก 
3 วัน หลังจากวันท่ี 2 ของการหมัก ความเขมขนของเอทานอลลดลงเนื่องจากเอทานอลท่ีผลิตไดจะ
กลับมายับยั้งการเจริญของยืสต ดังนั้นเม่ือเอทานอลท่ีไดมีความเขมขนสูง อัตราการเจริญของยีสต
จะลดลง ท้ังนี้เพราะวาเอทานอลมีผลตอเอนไซมและสรีรวิทยาของเซลล โดยมีผลตอการทํางาน
ของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสและเฮกโซไคเนส มีผลตอเมมเบรนและเซลลยีสตดวย  เม่ือ
เปรียบเทียบเอทานอลท่ีไดจากการหมักชานออยได 5.67 กรัมตอลิตร ใชเวลาในการหมัก 4 วัน โดย
ชานออยจะใหปริมาณเอทานอลท่ีสูงกวาผักตบชวา  
 

ประเวทย และคณะ (2551) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากตบชวา โดยปรับสภาพดวยกรด
ซัลฟวริกความเขมขน 0.1 โมลารโดยใชความรอนจากการอบดวยไอน้ําอุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส 
ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 30 นาที ปรับพีเอช 5.5 เติมเอนไซมเพคติเนส อะไม
โสกลูโคซิเดส แอลฟาอะไมเลส เซลลูเลส และไซแลนเนส แลววัดปริมาณกลูโคสและน้ําตาลรีดิวซ
ท่ีผลิตไดเทากับ 5.81 และ 8.52 กรัมตอลิตร หรือเทากับ 0.387 และ 0.568 กรัมตอกรัม ตามลําดับ 
จากนั้นนําไปหมักเอทานอลแบบกระบวนการยอยเปนน้ําตาลและหมักพรอมกัน (SSF) จาก
ผักตบชวาโดยยีสตผสมระหวาง S. cerevisiae TISTR 5048 กับ Candida tropicalis TISTR 5045 ใน
อัตราสวน 1:1 ใหเอทานอลสูงสุดเทากับ 0.19 กรัมตอกรัม หรือ 2.81 กรัมตอลิตร  

 
รัชพล พะวงศรัตน (2554) ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพผักตบชวาโดยใช

วิธีทางกายภาพรวมกับทางเคมีท่ีแตกตางกัน 3 วิธี คือ 1) แชน้ําเปลา 2) แชสารละลายกรด 3) แช
สารละลายดาง โดยพบวาการปรับสภาพดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขนขน 2 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร รวมกับหมอนึ่งความดันไอน้ําความดันสูงจะไดไฮโดรไลเสทท่ีมีโครงสราง 
และองคประกอบเสนใยสูงท่ีสุดโดยมีเฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส และลิกนิน คิดเปน 23.16 47.38 และ 
3.71 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก เม่ือเทียบกับวิธี อ่ืนๆ นอกจากนี้ยังพบวา ปริมาณน้ําตาลและ
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สารประกอบอนุพันธท่ีเปนพิษจากกระบวนการปรับสภาพ เชน เฟอฟูรอล และ 5-ไฮดรอกซิลเม
ทธิลเฟอฟูรอลมีปริมาณนอยมาก 

 
Abraham et al. (1996) ศึกษาปจจัยในการผลิตแอลกอฮอลจากผักตบชวาท่ีผานการปรับ

สภาพดวยกรดเปอรอะซิติก (peracetic acid) ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดย
เปรียบเทียบการยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสจากรา 4 สายพันธุ ไดแกรา Myrothecium verrucaria, 
Coprinus comatus, Pleurotus florida และ Cellomonas sp. กับการยอยดวยกรด จากนั้นหมักกับ
ยีสต Saccharomyces cerevisiae เพ่ือผลิตแอลกอฮอล พบวาผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพแลวยอย
ดวยเอนไซมจากรา M. verrucaria สามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซไดสูงสุดเทากับ 0.43 กรัมตอกรัม
ผักตบชวา และเม่ือนําไปหมักกับยีสต S. cerevisiae ในสภาวะท่ีเหมาะสมคือ ท่ีอุณหภูมิ 28-30 
องศาเซลเซียส พีเอช 4 และใชระยะเวลาในการหมัก 3 วัน  สามารถผลิตแอลกอฮอลได 0.16 กรัม
ตอกรัมผักตบชวา สวนผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพแลวยอยดวยกรดซัลฟวริกท่ีความเขมขน 2.5 
5.0 7.5 และ 10 เปอรเซ็นต แลวนําไปใหความรอนภายใตความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
30 นาที พบวาผักตบชวาท่ียอยดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 10 เปอรเซ็นต สามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซได
สูงสุดเทากับ 0.38 กรัมตอกรัมผักตบชวา และเม่ือนําไปหมักกับยีสต S. cerevisiae ผลิตแอกอฮอล
ได 0.12 กรัมตอกรัมผักตบชวา  

 
Allcock and Woods (1981) ศึกษาการผลิตเอนไซมคารบอนซีเมทธิลเซลลูเลสและเซลโลบิ

เอสจากแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum โดยใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอน พบวาผลิต
เอนไซมคารบอนซีเมทธิลเซลลูเลสสูงสุดท่ีพีเอช 4.6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยท่ีปริมาณ
เอนไซมคารบอนซีเมทธิลเซลลูเลสและเซลโลบิเอสท่ีผลิตจากแบคทีเรยีจะต่ํากวาปริมาณเอนไซมท่ี
ผลิตจากรา  

 
Aswathy et al. (2010) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากผักตบชวาโดยกระบวนการหมักแบบ

แหง โดยยอยผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวยเอนไซมจากรา Aspergillus niger และรา 
Trichoderma reesei โดยใชการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken เพ่ือศึกษาปจจัยท่ีเหมาะสม
ในการยอยผักตบชวา ไดแก ปริมาณเอนไซมเซลลูเลส (8-16 ยูนิตตอกรัม) ปริมาณเอนไซม
เบตากลูโคซิเดส (BGL) (1600-3200 ยูนิตตอกรัม) และความเขมขนของ tween 80 (0.05-0.15 เปอร
เซ็นตอโดยปริมาตร) จากนั้นหมักเปนเอทานอลดวยยีสต Saccharomyces  cerevisiae พบวาสภาวะ
ท่ีเหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวา คือ  ใชปริมาณเซลลูเลส 8 ยูนิตตอกรัม ปริมาณ 
BGL 3130 ยูนิตตอกรัม และความเขมขน 0.14 เปอรเซ็นตอโดยปริมาตร ไดคาน้ําตาลรีดิวซจาก
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สมการเทากับ 825 มิลลิกรัมตอกรัมผักตบชวา และเม่ือนําสภาวะท่ีเหมาะสมไปทําการทดลองจริง
นั้นไดน้ําตาลรีดิวซ 790-850 มิลลิกรัมตอกรัมผักตบชวา จากนั้นนําน้ําตาลรีดิวซท่ีไดทําใหมีความ
เขมขน 10 เปอรเซ็นต แลวนําไปหมักกับยีสต S. cerevisiae ผลิตเอทานอลได 4.25 กรัมตอลิตร 
(0.54 เปอรเซ็นตตอโดยปริมาตร) 

 
Isarankura-Na-Ayudhya et al. (2007) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากผักตบชวาโดยใชกรด

ซัลฟวริกในการยอยเฮมิเซลลูโลสเปนน้ําตาลไซโลส พบวาเม่ือใชกรดซัลฟวริกเขมขน 10 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นั้นไดน้ําตาลไซโลส 134 มิลลิกรัมตอกรัมผักตบชวา ซ่ึงมากกวาเม่ือใช
กรดซัลฟวริกเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร หลังจากยอยผักตบชวาดวยกรดแลวทําการใหความ
รอนกับสารละลายท่ี 60 องศาเซลเซียสและเติมแคลเซียมไฮดรอกไซดจนมีพีเอชเปน 10 จากนั้น
นําไปหมักดวยยีสต Candida shehatae ไดปริมาณเอทานอลสูงสุดเทากับ 1.01 กรัมตอลิตร  

 
Kumar et al. (2009) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากผักตบชวาโดยยีสต Pichia stipitis โดย

ยอยผักตบชวาดวยใชกรดซัลฟวริก 2 เปอรเซ็นตตอโดยปริมาตร ทําการยอยภายใตสภาวะรีฟลักซท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 ช่ัวโมง เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที กรองนําสวนท่ีไมละลายมาลาง
ดวยน้ําอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นําสารละลายท่ีกรองไดรวมกับสารละลายท่ีลางดวยน้ํา พบวาได
น้ําตาลรีดิวซ 0.19 กรัมตอกรัมแหงโดยเปนสวนของน้ําตาลเพนโตส 0.13 กรัมตอกรัมแหง จากนั้น
นําสารละลายมาใหความรอนท่ี 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที แลวเติม Ca(OH)2 จนพีเอช
เปน 10 จากนั้นนําไปหมักตอกับยีสต P. stipitis ไดเอทานอล 0.425 กรัมตอกรัมแหง  

 
Kurup et al. (2005) ศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากผักตบชวาจากแบคทีเรีย 2 สาย

พันธุ ไดแก  Alcaligens faecalis และ Aquaspirillum sp. พบวาในสภาวะท่ีเหมาะสมคือ พีเอช 7 
หมักเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ความช้ืน 1:0.5 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ซูโครส 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
และยูเรีย 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก พบวา A. faecalis ผลิตเซลลูเลสในชวง 16.8 - 94.8 ยูนิตตอกรัม 
และ Aquaspirillum sp. ผลิตเซลลูเลสไดในชวง  25.2 - 110.4 ยูนิตตอกรัม และเม่ือเติมแหลง
ไนโตรเจนและแหลงคารบอน Aquaspirillum sp. ผลิตเซลลูเลสได 216 ยูนิตตอกรัม สวน A. 
faecalis ผลิตเซลลูเลสได 210 ยูนิตตอกรัม 

 
Lee et al. (1985) ศึกษาการผลิตเอนไซมจากแบคทีเรยี Clostridium acetobutylicum NRRL 

B527 และ ATCC 824 โดยมีเซลโลบิโอสเปนแหลงคารบอน พบวาแบคทีเรียท้ัง 2 สายพันธุ ผลิต
เอนไซมเอนโดกลูคาเนส (70-90%) และเซลโลบิเอส (60-90%) ในชวงการเจริญของกระบวนการ
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หมักแบบตอเนื่องและแบบกะในอาหารท่ีมีพีเอช 5.2 ซ่ึง C. acetobutylicum B527 ในการหมักแบบ
กะสามารถผลิตเอนไซมเอนโดกลูคาเนสและเซลโลบิเอสในอาหารท่ีมีพีเอช 5.2 และ 4.8 ตามลําดับ 
สวน C. acetobutylicum ATCC 824 สามารถไฮโดรไลซคารบอนซีเมทธิลเซลลูโลสและอะไวเซล
(เซลลูโลส)  

 
Masami et al. (2008) ยอยผักตบชวาดวยกรดซัลฟวริก 0.5-4 เปอรเซ็นตตอโดยปริมาตร 

แลวทําการยอยท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 0.5-1.5 ช่ัวโมง กรองแลวทําใหเปนกลางดวย
โซเดียมไฮดรอกไซด 10 นอรมอล แลวกรอง พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยผักตบชวาคือใช
กรดซัลฟวริก 1 เปอรเซ็นตตอโดยปริมาตร ทําการยอยท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
แลวนําไปหมักตอกับยีสต 624 สายพันธุจากแหลงน้ํา 28 แหลง พบวาสายพันธุ 484 นั่นคือยีสต 
Candida shehatae สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 1.77 กรัมตอลิตร 

 
Mesa et al. (2009) ศึกษาการปรับสภาพชานออยแบบ 2 ขั้นตอน ในขั้นตอนแรกปรับสภาพ

ดวยกรดซัลฟวริก 1 เปอรเซ็นต เพ่ือละลายเฮมิเซลลูโลส และทําใหเกิดการสูญเสียกลูโคสในระดับ
ท่ีต่ําอีกดวย สวนขั้นตอนท่ี 2 ใชโซเดียมไฮดรอกไซด 3 เปอรเซ็นตในการปรับสภาพเพ่ือกําจัด
ลิกนินโดยตรง และมีเฮมิเซลลูโลสบางสวนละลายออกมา อีกท้ังยังทําใหโครงสรางเซลลูโลสเกิด
การพองตัว ซ่ึงเปนการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวของวัตถุดิบ ทําใหงายตอการไฮโดรไลซิส 
 

Mishima et al. (2008) เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากผักตบชวากับจอก โดยนําวัสดุ
หมักผานการปรับสภาพกอนดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร นาน 
12 ช่ัวโมง แลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 31 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร นาน 12 ช่ัวโมง 
จากนั้นนําไปยอยดวยเอนไซมเซลลูเลสและไซแลนเลส แลวนําไปหมักกับจุลินทรียเพ่ือผลิตเอทา
นอลโดยเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดจากจุลินทรีย 2 ชนิด คือ ยีสต Saccharomyces 
cerevisiae NBRC 2346 และแบคทีเรีย Escherichia coli KO11 ซ่ึง E. coli นั้นไดรับการตัดตอ
พันธุกรรม พบวาในกระบวนการยอยเปนน้ําตาลและหมักพรอมกัน (SSF) เม่ือหมักผักตบชวากับ 
ยีสต S. cerevisiae พบวาสามารถผลิตเอทานอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 48 เทากับ 14.4 กรัมตอลิตร สวน
ผักตบชวาท่ีหมักดวยแบคทีเรีย E. coli ผลิตเอทานอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 96 เทากับ 16.9 กรัมตอลิตร 
และจอกท่ีหมักกับยีสต S. cerevisiae ผลิตเอทานอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 48 เทากับ 14.9 กรัมตอลิตร 
สวนจอกท่ีหมักดวยแบคทีเรีย E. coli ผลิตเอทานอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 96 เทากับ 16.2 กรัมตอลิตร 
และในกระบวนการยอยเปนน้ําตาลแยกกับการหมัก (SHF) พบวาเม่ือหมักผักตบชวากับยีสต S. 
cerevisiae ผลิตเอทานอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 9 เทากับ 10.1 กรัมตอลิตร สวนผักตบชวาไปหมักดวย
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แบคทีเรีย E. coli ผลิตเอทานอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 30 เทากับ 10.3 กรัมตอลิตร และเม่ือหมักจอกกับ 
ยีสต S. cerevisiae ผลิตเอทานอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 9 เทากับ 11.3 กรัมตอลิตร สวนจอกท่ีหมักดวย
แบคทีเรีย E. coli ผลิตเอทานอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 30 เทากับ 12.7 กรัมตอลิตร  

 
Monot et al. (1982) ศึกษาการเล้ียงแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum ATCC 824 

พบวา การเจริญของแบคทีเรยีขึ้นอยูกับแมกนีเซียม เหล็ก และโพแทสเซียมในอาหารเล้ียงเช้ือ โดย
แมกนีเซียมและแมงกานีสท่ีมากเกินไป จะเกิดผลเสียกับแบคทีเรีย สูตรอาหารท่ีเล้ียงแบคทีเรีย คือ 
แมกนีเซียมซัลเฟต 50-200 มิลลิกรัมตอลิตร แมงกานีสซัลเฟต 0-20 มิลลิกรัมตอลิตร ไอรอนซัลเฟต 
1-50 มิลลิกรัมตอลิตร ไบโอติน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร แอมโมเนียมอะซิเตต 1.1 มิลลิกรัมตอลิตร
โพแทสเซียมคลอไรด 0.015-8 กรัมตอลิตร และกลูโคส 20-60 กรัมตอลิตร 

 
Nigam (2002) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากผักตบชวาโดยยีสต Pichia stipitis โดยยอย

ผักตบชวาดวยกรดซัลฟวริกเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เปนเวลา 7 ช่ัวโมง แลวนําไปเขยา
ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที แลวกรองเก็บสวนท่ีเปนสารละลายท่ีกรองไดไว สวนท่ีเปนของแข็ง
นําไปลางดวยน้ําอุน (60 องศาเซลเซียส) นําน้ําท่ีลางรวมกับสารละลายท่ีกรองได จากนั้นทําการให
ความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีและเติมแคลเซียมไฮดรอกไซดจนมีพีเอช
เปน 10 จากนั้นหมักสารละลายกับยีสต P. stipitis ท่ีอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส พีเอช 6 และมีการ
ใหอากาศ พบวาไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 0.35 กรัมตอกรัมผักตบชวา และความเขมขนของเอทา
นอลท่ีผลิตไดเทากับ 0.18 กรัมตอลิตร 
 

Sornvaraweat and Kongkiattikajorn (2010) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ SHF จากใบ
ผักตบชวาโดยเปรียบเทียบยีสต 3 สายพันธุ คือ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5048 S. 
cerevisiae KM 1195 และ S. cerevisiae KM 7253 ซ่ึงผักตบชวาผานการปรับสภาพดวยกรด
ซัลฟวริก 0.1 โมลาร ท่ีอุณหภูมิ 135 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําผักตบชวามาไฮโดร
ไลซดวยเอนไซมเซลลูเลส ไซแลนเนส และเพคติเนส ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 
จากกระบวนการผลิตเอทานอลในกระบวนการยอยเปนน้ําตาลแยกกับการหมัก (SHF) จาก
ผักตบชวา เม่ือเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดจากยีสต 3 สายพันธุ พบวายีสต S. cerevisiae 
KM 7253 ผลิตเอทานอลไดต่ําสุด 0.19 กรัมตอกรัมผักตบชวา สวนยีสต S. cerevisiae KM 1195 
ผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 0.24 กรัมตอกรัมผักตบชวา  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1. จุลินทรียที่ใชในการทดลอง 
 

1.1 แบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum จากภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทําการถายลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TYA agar โดยมีสูตรอาหารดังภาคผนวก 
ก ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน ทําการเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
1.2 ยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัย

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) จังหวัดปทุมธานี ทําการถายเช้ือลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ YM agar โดยสูตรอาหารแสดงดงัภาคผนวก ก ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 วัน จากนั้นเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
2. วัสดุหมัก 
 

ผักตบชวาท่ีนํามาศึกษาเก็บจากแหลงน้ําธรรมชาติ ในบริเวณมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ตัดสวนท่ีเปนรากท้ิง จะนําไปลางทําความสะอาดดวยน้ํา จากนั้นห่ันผักตบชวาใหมีขนาดเล็ก ตาก
แดดจนแหง แลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนกระท่ังไดน้ําหนักคงท่ี จากนั้นนํามาลด
ขนาดดวยเครื่องบดใหมีขนาด 20-50 เมซ และทําการศึกษาองคประกอบของผักตบชวา ไดแก 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเถา ดวยเครื่องวัดปริมาณเยื่อใย 

 
3. อุปกรณและเคร่ืองมือทีใ่ชในการทดลองและวิเคราะห 

 
3.1  เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร Anthekie Advanced, Secomam, France 
3.2  เครื่องเขยา (Shaking Incubator): SI2, China 
3.3  เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge): PLC-012, Gemmy, Taiwan 
3.4  เครื่องช่ังแบบละเอียด (ทศนิยม 5 ตําแหนง): XP205, Mettler Toledo, Switzerland 
3.5  เครื่องช่ังแบบหยาบ (ทศนิยม 2 ตําแหนง): PM6100, Mettler Toledo, Switzerland 
3.6  เครื่องนึ่งฆาเช้ือ: HL-340, Huxley, China 
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3.7  ตูอบลมรอน: PH510, EUTECH, U.S.A. 
3.8  เครื่องวัดพีเอช: 420A, Orion, U.S.A. 
3.9  ตูบมเช้ือ: Memmert, Germany 
3.10 เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC):Thremo, U.S.A.  
3.11 คอลัมน HPLC: Rezex RPM monosaccharide 00H-0135-K0 
3.12 เครื่อง Gas Chromatography (GC): GC-8A, Shimadzu, Japan 
3.13 คอลัมน GC: OV-1 80/100 
3.14 เครื่องวัดความหวาน (Hand Refractometer): 507-I, N.O.W., Japan 
3.15 เครื่องใหความรอนและกวนสารละลาย (Hot Plate & Stirrer): Cimarec 2, England 
3.16 เครื่องทําน้ํากล่ัน: 2012, GFL, Germany 
3.17 เตาเผาอุณหภูมิสูง: Carbolite, Scientific, Thailand 
3.18 เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) 
3.19 เครื่องผสม (Vortex Mixer): KMC-1300V, VISION, Korea 
3.20 ชุดกรอง Mobile Phase: Supelco, U.S.A. 
3.21 ตูควบคุมความช้ืน: BQ 97, Bossmen, Taiwan 
3.22 ออโตปเปตขนาด 1, 5, 10 ml. : Boeco, Germany  
3.23 เตาไฟฟา: H51, TL 
3.24 เครื่องควบคุมน้ําหลอเย็น: CBAI, Scientific, Thailand 
3.25 นาฬิกาจับเวลา: HS20, Casio, Japan 
3.26 ฟลาสกขนาด 125, 250, 500, 1000 ml 
3.27 บีกเกอรขนาด 50, 150, 250, 500, 1000 ml 
3.28 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ: SI2, CT laboratory,  
3.29 เครื่องวิเคราะหเยื่อใย: FIWE 6, VELP Scientifica, Italia 
3.30 อางควบคุมอุณหภูมิ: SBD50-COLD, Scientific, Thailand  
3.31 syringe filter ขนาดรูพรุน 0.45 µm  
3.32 ปเปตแกว 
3.33 กระบอกตวง 
3.34 ตูเขี่ยเช้ือ 
3.35 ปมสูญญากาศ 
3.36 ชอนตักสาร 
3.37 หลอดทดลอง 
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3.38 ขวดปรับปริมาตร 
3.39 แทงแกว 
3.40 ลวดเขี่ยเช้ือ 
3.41 จานเพาะเช้ือ 
3.42 ตะเกียงแอลกอฮอล 
3.43 สําลี  
3.44 ขวด Vial 

 
4. สารเคมีที่ใชในการทดลอง  
 

4.1  กรดซัลฟวรกิ (เกรด AR, Merck, Germany) 
4.2  โซเดียมไฮดรอกไซด (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.3  เอทานอล (เกรด AR, Merck, Germany) 
4.4  เมทานอล (เกรด AR, Ajax finechem, Australia)  
4.5  โซเดียมซิเตรต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia)  
4.6  กรดซิตรกิ (เกรด AR, Merck, Germany) 
4.7  แอมโมเนียมซัลเฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia)   
4.8  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia)    
4.9  แคลเซียมคลอไรด (เกรด AR, Ajax finechem, Australia)    
4.10 แมกนีเซียมซัลเฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.11 เปปโตน (Biomark Laboratory, India) 
4.12 สารสกัดยีสต  (Biomark Laboratory, India) 
4.13 มอลลสกัด (Biomark Laboratory, India) 
4.14 แอมโมเนียมอะซิเตต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.15 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.16 แมกนีเซียมซัลเฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.17 เฟอรัสซัลเฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia)    
4.18 ทริปโตน (Biomark Laboratory, India) 
4.19 เดกซโตส (เกรดการคา) 
4.20 โซเดียมโบเรต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.21 ไดโซเดียม เอทิลลีนไดเอมีนเทอรอะซิเตรต (EDTA) 
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4.22 โซเดียมลารวรีซัลเฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.23 2-อีทรอกซีเอทานอล (เกรด AR, Merck, Germany) 
4.24 ไดโซเดียมฟอสเฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.25 อะซิโตน (เกรดการคา) 
4.26 ออกทานอล (เกรด AR, Merck, Germany) 
4.27 ซิติลไตรเมททิลแอมโมเนียมโบมายด (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.28 3,5ไดไนโตรซาลิไซเลต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.29 น้ําตาลกลูโคส (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.30 น้ําตาลไซโลส (เกรด AR, Fluka, Switzerland) 
4.31 น้ําตาลอะราบิโนส (เกรด AR, Fluka, Switzerland) 
4.32 น้ําตาลแมนโนส (เกรด AR, Fluka, Switzerland) 
4.33 น้ําตาลเซลโลบิโอส (เกรด AR, Fluka, Switzerland) 
4.34 โพแทสเซียมโซเดียมทาเทรต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.35 โซเดียมซัลไฟต (เกรด AR, Ajax finechem, Australia) 
4.36 ผงวุน 
 

วิธีการ 
 

1. การวิเคราะหองคประกอบของผกัตบชวา 
 

วิเคราะหองคประกอบของผักตบชวาจัดเปนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ไดแก 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และ เถา แสดงในภาพท่ี 25 โดยวิเคราะหตามวิธีของ Goering และ 
Van (1970) ดวยเครื่องวัดเยื่อใย ประกอบไปดวยขั้นตอน 4 ขั้นตอน ดังนี้ 
 

1.1 หาคา Neutral Detergent Fiber (NDF)  
 
นําผักตบชวา 1 กรัม มาทําการสกัดโปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรตชนิดท่ีละลายน้ําได 

และส่ิงเจือปนดวย Neutral Detergent Solution (NDS) 100 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) เติม 0.5 กรัม
ของโซเดียมซัลไฟต และ 3-4 หยดของออกทานอล ตมใหเดือดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นลาง
ดวยน้ําเดือด ตามดวยอะซิโตน นําไปอบใหแหงท่ี 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง แลวปลอย
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ใหเย็นในตูควบคุมความช้ืน ช่ังน้ําหนักและคํานวณหาเปอรเซ็นตของ Neutral Detergent Fiber 
(%NDF) (ภาคผนวก ข) 

 
1.2 หาคา Acid Detergent Fiber (ADF) 

 
นําผักตบชวา 1 กรัม มาทําการสกดัเฮมิเซลลูโลสดวย Acid Detergent Solution (ADS) 

100 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) หยดออกทานอล 3-4 หยด ตมใหเดือดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้น
ลางดวยน้ําเดือด ตามดวยอะซิโตน นําไปอบใหแหงท่ี 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง แลว
ปลอยใหเย็นในตูควบคุมความช้ืน ช่ังน้ําหนักและคํานวณหาเปอรเซ็นตของ Acid Detergent Fiber 
(%ADF) (ภาคผนวก ข) 

 
1.3 หาคา Acid Detergent  Lignin (ADL)  

 
นําสวนตะกอนท่ีเหลือจากขั้นตอนการหาคา Acid Detergent Fiber มาทําการสกัด

เซลลูโลสดวย 72 เปอรเซ็นตของกรดซัลฟวริก 25 มิลลิลิตร ทําการสกัดท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 
ช่ัวโมง โดยมีการคนทุกๆ ช่ัวโมง หลังจากนั้นทําการลางดวยน้ําเดือด เสร็จแลวนําไปอบใหแหงท่ี 
105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นในตูควบคุมความช้ืน ช่ังน้ําหนักและ
คํานวณหาเปอรเซ็นตของ Acid Detergent lignin (%ADL) (ภาคผนวก ข) 

 
1.4 หาคาเถา (Ash) 

 
นําสวนตะกอนท่ีเหลือจากขั้นตอนการหาคา Acid Detergent Lignin ไปทําการเผาดวย

เตาเผาอุณหภูมิสูง ท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นในตูควบคุม
ความช้ืน ช่ังน้ําหนักและคํานวณหาคาเปอรเซ็นตของเถา (%Ash)  

 
โดยคา Neutral Detergent Fiber (NDF), Acid Detergent Fiber (ADF), Acid Detergent 

Lignin (ADL) และ Ash ท่ีไดจากการวิเคราะห สามารถนําไปใชคํานวณหาเปอรเซ็นตของ             
เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนิน และเถาได ดังแสดงภาคผนวก ข 
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ภาพที่ 25  ขั้นตอนการวิเคราะหองคประกอบของพืช 
 
ที่มา: นิรนาม (2554) 
 
2. ศึกษาหาความเขมขนกรดซัลฟวริก และโซเดียมไฮดรอกไซดที่เหมาะสมตอการปรับสภาพ  
 

ผักตบชวาท่ีจะใชเปนวัสดุหมักในการศึกษาหาสภาวะเหมาะสมตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซ
ดวยแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum โดยนําผักตบชวามาปรับสภาพกอนดวยสารละลายกรด
ซัลฟวริกกอน เพ่ือกําจัดเฮมิเซลลูโลสออก แลวทําการกําจัดลิกนินออกดวยสารละลายโซเดียม   
ไฮดรอกไซด โดยองคประกอบหลักท่ีเหลือในผักตบชวา คือ เซลลูโลส  

 
ในขั้นตอนแรกของการปรับสภาพวัสดุหมัก นําผักตบชวามาเติมสารละลายกรดซัลฟวริก 

(0.5 1 และ 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) ในอัตราสวนผักชวาตอกรดซัลฟวริกเทากับ 1:20 ทําการให
ความรอนโดยหมอนึ่งความดันท่ี 121 องศาเซลเซียส (ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว) เปนเวลา 20 
นาที หลังจากนั้นกรองแยกสวนท่ีเปนของแข็งออกจากสารละลายดวยผาขาวบาง แลวลางเอากรด

ยอยดวยสารละลายมีฤทธ์ิเปนกรด 

ยอยดวยกรดซัลฟวรกิ 

เผาท่ี 550 องศาเซลเซียส 

พืช 

ยอยดวยสารละลายมีฤทธ์ิเปนกลาง 

NDS (องคประกอยภายในเซลล) NDF (ผนังเซลล) 

ADF (ลิกโนเซลลูโลส) ADS (เฮมิเซลลูโลส) 

ADL (ลิกนิน ซิลิกา และควิติน) เซลลูโลส 

เถา ลิกนิน 
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ออกดวยน้ํา จนมีคาพีเอชเปนกลาง อบแหงท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส แลวนําไปวิเคราะหหา
องคประกอบตามวิธีของ Goering และ Van (1970) ดวยเครื่องวัดเยื่อใย  

 
สวนขั้นตอนท่ี 2 นั้นนําผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพจากขั้นตอนแรกมาปรับสภาพตอ

ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (1 3 5 10 15 และ 20 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร) ใน
อัตราสวนผักชวาตอตอสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเทากับ 1:20 ทําการใหความรอนโดยหมอ
นึ่งความดันท่ี 121 องศาเซลเซียส (ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว) เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้น
กรองแยกสวนท่ีเปนของแข็งออกจากสารละลายดวยผาขาวบาง แลวลางเอาดางออกดวยน้ํา จนมีคา
พีเอชเปนกลาง อบแหงท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส แลวนําไปวิเคราะหหาองคประกอบตามวิธีของ 
Goering และ Van (1970) ดวยเครื่องวัดเยื่อใย เลือกความเขมขนของกรดซัลฟวริกและสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพผักตบชวา 

 
3. ศึกษาการเจริญของแบคทเีรีย Clostridium acetobutylicum 

 
ทําการเขี่ยแบคทีเรีย C.acetobutylicum บนอาหารเล้ียงเช้ือ TYA agar จํานวน 1 โคโลนี ลง

ในอาหารเล้ียงเช้ือ TYA broth ท่ีบรรจุอยูในหลอดทดลอง สูตรอาหารเล้ียงเช้ือแสดงในภาคผนวก ก 
ท่ีพีเอช 6.0 อัตราการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น
ทําการถายเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือ TYA broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร เขยาท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น
นําไปใชเปนตนเช้ือในการศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย  
 

ในการศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย C. acetobutylicum ทําโดยการถายตนเช้ือท่ีไดลงใน
อาหารเล้ียงเช้ือ TYA broth พีเอช 6.0 ท่ีบรรจุในฟลาสกขนาด 1000 มิลลิลิตร คิดเปนความเขมขน
เช้ือเริ่มตน 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เขยาท่ี 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการ
เก็บตัวอยางตามเวลาท่ีกําหนด เพ่ือวัดน้ําหนักเซลลแหง และวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เพ่ือ
หาชวงเวลาท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียท่ีใชเปนตนเช้ือในการหมักผักตบชวา โดยชวงเวลาท่ี
เหมาะสมสําหรับใชเปนตนเช้ือนั้น จะตองเจริญอยูในชวงกอนเขาสูระยะคงท่ี  
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4. ศึกษาหาสภาวะในการผลิตน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากผักตบชวาดวยแบคทีเรีย  Clostridium 
acetobutylicum 
 

 ทําการศึกษาหาสภาวะในชวงท่ีกําหนดของการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวาดวย
แบคทีเรีย C. acetobutylicum ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยกนั้น จะอาศัยการออกแบบการ
ทดลองตามวิธีของ Box-Behnken โดยปจจัยท่ีทําการศึกษา ไดแก ปริมาณของผักตบชวาตออาหาร
เล้ียงเช้ือ อุณหภูมิในการหมัก และเวลาท่ีใชในการหมัก ซ่ึงระดับการทดลองของแตละปจจัยจะแบง
ออกเปน 3 ระดับ ไดแก ขอบลาง (-1), คากลาง (0) และขอบบน (+1) ดังตารางท่ี 4 สําหรับการ
ทดลอง 3 ปจจัย ในการออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken ดวยโปรแกรมวิเคราะหผลทาง
สถิติ MINITAB จะไดการทดลองท้ังหมด 15 การทดลอง ทําการวิเคราะหตามสภาวะท่ีกําหนด แลว
นําไปวิเคราะหหาปริมาณของน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS แสดงในภาคผนวก ค 
 
ตารางที่ 4 ปจจัยและระดับของแตละปจจัยท่ีกําหนดในการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวาโดยการ

หมักกับแบคทีเรยี C. acetobutylicum 
 

ปจจัยการทดลอง สัญลักษณ 
ระดับของปจจัย 

-1 0 1 
ปริมาณของผักตบชวาตออาหารเล้ียงเช้ือ (กรัม/ลิตร) S 10 30 50 
อุณหภูมิท่ีใชในการหมัก (องศาเซลเซียส) T 30 40 50 
ระยะเวลาในการหมัก (ช่ัวโมง) t 24 36 48 

 
ปริมาณของน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการทดลองท้ัง 15 การทดลอง จะนําไปวิเคราะหหา

ผลทางสถิติ พ้ืนผิวตอบสนอง 3 มิติ (response surface-3D) กราฟคอนทัวร (contour-2D) สมการ
ทํานายปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และสภาวะในชวงท่ีกําหนดของการผลิตน้ําตาลรีดิวซในโปรแกรม 
MINITAB จากนั้นทําการทดลองเพ่ือยืนยันผลการผลิตน้ําตาลรีดิวซท่ีสภาวะท่ีเหมาะสม แลวนํา
คาท่ีไดจากการทดลองเปรียบเทียบกับคาท่ีไดการคํานวณตามสมการทํานายปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  

 
ในการออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken ดวยโปรแกรมวิเคราะหผลทางสถิติ 

MINITAB version 14.0 สําหรับการทดลอง 3 ปจจัย จะไดการทดลองท้ังหมด 15 การทดลอง ซ่ึงจะ
กําหนดปริมาณของผักตบชวาตออาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิในการหมัก และเวลาท่ีใชในการหมักท่ี
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ระดับการทดลองตางๆ โดยในการในการทดลองนั้น จะนําผักตบชวาลงในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ท่ี
มีอาหารเล้ียงเช้ือ TYA (ไมเติมกลูโคส) พีเอช 6.0 ปริมาตร 45 มิลลิลิตร แลวจึงนําไปฆาเช้ือดวย
หมอนึ่งความดันสูงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส (ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว) เปนเวลา 15 
นาที ท้ิงใหเย็น จากนั้นถายตนเช้ือแบคทีเรีย C. acetobutylicum ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาท่ีความเร็ว
รอบ 250 รอบตอนาที แลวทําการหมักกับผักตบชวาท่ีอุณหภูมิและเก็บตัวอยางตามเวลาท่ีกําหนดไว
ในการทดลอง จากนั้นนําไปวิเคราะหหาปริมาณของน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS 
 

นอกจากนี้น้ําตาลรีดิวซท่ีไดจะถูกนําไปวิเคราะหหาชนิด และปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวย
เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC) ดังภาคผนวก ง 
 
5. ศึกษาผลิตเอทานอลจากน้ําหมักทีไ่ดจากการหมักผักตบชวา 
 

ในการศึกษาการผลิตเอทานอลนั้นจะนําน้ําหมักท่ีไดจากสภาวะท่ีกําหนดจากกระบวนการ
หมักผักตบชวา โดยทําการหมักน้ําตาลรีดิวซกับยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 ซ่ึงจะ
แบงออกเปน 2 ตอน  

 
5.1 ศึกษาการเจรญิของยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 
 

ทําการเขี่ยยีสต S. cerevisiae TISTR 5339 บนอาหารเล้ียงเช้ือ YM agar จํานวน 1 
โคโลนี ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ YM broth ท่ีบรรจุอยูในหลอดทดลอง สูตรอาหารเล้ียงเช้ือแสดงใน
ภาคผนวก ก ท่ีพีเอช 4.5 อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จากนั้นทําการถายเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือ YM broth ท่ีบรรจุในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร คิดเปนความเขมขนเช้ือเริ่มตน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เขยาท่ี 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปใชเปนตนเช้ือในการศึกษาการเจริญของยีสต  

 
ในการศึกษาการเจริญของยีสต S. cerevisiae TISTR 5339 ทําโดยการถายตนเช้ือท่ีได

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ YM broth พีเอช 4.0 ท่ีบรรจุในฟลาสกขนาด 1,000 มิลลิลิตร คิดเปนความ
เขมขนเช้ือเริ่มตน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เขยาท่ี 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทํา
การเก็บตัวอยางตามเวลาท่ีกําหนด เพ่ือวัดน้ําหนักเซลลแหงและวิเคราะหหาความเขมขนของน้ําตาล
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รีดิวซ เพ่ือหาชวงเวลาท่ีเหมาะสมของยีสตท่ีใชเปนตนเช้ือในการหมักเอทานอล โดยชวงเวลาท่ี
เหมาะสมสําหรับใชเปนตนเช้ือนั้น จะตอเปนยีสตท่ีเจริญอยูในชวงกอนเขาสูระยะคงท่ี  

 
5.2 ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําหมักท่ีผลิตไดจากการหมักผักตบชวา 

 
ในการศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําหมักท่ีไดจากการหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย 

C. acetobutylicum ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยก ทําไดโดยการนําน้ําหมักท่ีไดจากการหมัก (มี
คาความหวานประมาณ 1 องศาบริกซ) ทําการระเหยน้ําออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
(rotary vaccuum evaporator) ภายใตความดัน 72 มิลลิบาร อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนไดคา
ความหวาน 15 องศาบริกซ จากนั้นทําการถายตนเช้ือของยีสต S. cerevisiae TISTR 5339 ท่ีมีการ
เจริญอยูในชวงกอนเขาสูระยะคงท่ี คิดเปนความเขมขนเช้ือเริ่มตน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ลงใน
น้ําหมักท่ีมีคาความหวาน 15 องศาบริกซ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร พีเอช 4.0 ท่ีบรรจุในฟลาสกขนาด 
50 มิลลิลิตร ตั้งไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง นําตัวอยางไปวิเคราะหหา
ปริมาณเอทานอล (ภาคผนวก จ) 

 
6. การวิเคราะหตัวแปรตาง ๆ  
 

6.1 การวิเคราะหน้ําตาลรดีิวซ 
   

นําตัวอยางท่ีไดจากการทดลองมาทําการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 (Whatman 
No.1) นําสารละลายท่ีไดไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยสารละลาย 3,5-ไดไนโตรซาลิไซ
ลิก (DNS) ตามวิธีของ Miller (1959) โดยดูดสารละลายน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจํานวน 1.0 มิลลิลิตรลงใน
หลอดทดลอง และเติมสารละลาย DNS 1.0 มิลลิลิตร ผสมรวมใหเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นนํา
ตัวอยางไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที และแชในน้ําเย็นเปนเวลา 10 นาที ทําการเจือจางน้ํากล่ัน 
10 มิลลิลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาการดูดกลืน
แสงท่ีไดกับทํากราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคส เพ่ือคํานวณหาคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดังแสดงไว
ในภาคผนวก ค 

 
วิเคราะหหาชนิดของน้ําตาลรีดิวซ ดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะ

สูง (HPLC) โดยนําสารละลายน้ําตาลท่ีไดไปทําการกรองผาน syring filter ท่ีมีขนาดรูพรุน 0.45 
ไมโครเมตร จากนั้นนําตัวอยาง 10 ไมโครลิตรไปฉีดผานคอลัมน Rezex RPM monosaccharide 
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00H–0135-K0 (300 × 7.8 มิลลิเมตร) เดินระบบโดยใชน้ํากล่ันเปนสารวัฏภาคเคล่ือนท่ี (mobile 
phase) ทําการตรวจวัดปริมาณสารท่ีผานออกจากคอลัมนดวยเครื่องตรวจวัดแบบอารไอ (RI 
detector) ท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นําพ้ืนท่ีใตกราฟจาก โครมาโตแกรมท่ีไดไปเทียบกับกราฟ
มาตรฐานน้ําตาล โดยน้ําตาลท่ีใชในการสรางกราฟมาตรฐาน ไดแก เซลโลบิโอส (cellobiose), 
กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส และแมนโนส ตามลําดับ เพ่ือหาชนิดและความเขมขนของน้ําตาลตาม
วิธีท่ีแสดงในภาคผนวก ง 

 
6.2 การวิเคราะหเอทานอล 

 
วิ เ ค ร า ะ ห ห า ป ริ ม า ณ เ อ ท า น อ ล ด ว ย เ ค รื่ อ ง โ ค ร ม า โ ท ก ร า ฟ แ บ บ ก า ซ  (Gas 

Chromatography, GC) โดยนําสารละลายเอทานอลท่ีไดไปกรองผาน syring filter ท่ีมีขนาดรูพรุน 
0.45 ไมโครเมตร จากนั้นนําตัวอยาง 10 ไมโครลิตรไปฉีดผานคอลัมน OV-1 80/100 เดินระบบโดย
ใชฮีเลียม (helium) เปนกาซตัวพา (carrier gas) ทําการตรวจวัดปริมาณสารท่ีผานออกจากคอลัมน
ดวยเครื่องตรวจวัดแบบเอฟไอดี (FID detector) นําพ้ืนท่ีใตกราฟจากโครมาโตแกรมท่ีไดไปเทียบ
กับกราฟมาตรฐานเอทานอล เพ่ือหาความเขมขนของเอทานอลตามวิธีท่ีแสดงในภาคผนวก จ 

 
6.3 การวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง 
 

นําหลอดเหวี่ยงพลาสติกไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตั้ง
ท้ิงไวใหเย็นในโถดูดความช้ืน ทําการช่ัง และจดบันทึกน้ําหนักของหลอดเหวี่ยงพลาสติกเปลา ดูด
ตัวอยางสารละลายท่ีตองการวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหงปริมาณ 10 มิลลิลิตรใสลงในหลอด
เหวี่ยงพลาสติก นําไปทําการปนเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทน้ําสวนใสออก 
จากนั้นนําหลอดเหวี่ยงพลาสติกท่ีมีกากตะกอนของเซลลอยูไปอบแหงท่ี 105 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 48 ช่ัวโมง ตั้งท้ิงไวใหเย็นในโถดูดความช้ืน ทําการช่ังและบันทึกน้ําหนัก นําน้ําหนักท่ีช่ังได
ครั้งหลังไปลบดวยน้ําหนักของหลอดเหวี่ยงพลาสติกเปลา คาท่ีได คือ น้ําหนักเซลลแหงในอาหาร
เล้ียงเช้ือปริมาณ 10 มิลลิลิตร  
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ผลและวิจารณ 
 

งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการนําผักตบชวาซ่ึงเปนวัชพืชน้ํา ซ่ึงมีอัตราการเจริญเติบโต
รวดเร็วและพบเห็นไดตามแมน้ําลําคลองท่ัวทุกภาคของประเทศไทย จากการท่ีผักตบชวาสามารถ
เจริญไดดีในทุกสภาพอากาศและทุกสภาพพ้ืนท่ีโดยเฉพาะแหลงน้ําจืด จึงเกิดการแพรกระจายไป
ทุกหนทุกแหงและสรางปญหากับส่ิงแวดลอมและส่ิงมีชีวิต จากการศึกษาหาขอมูลเกี่ยวกับ
ผักตบชวาจะเห็นวามีงานวิจัยนําผักตบชวามาใชใหเกิดประโยชน เชน ใชอาหารเสริมสําหรับเล้ียง
สัตว ใชบําบัดน้ําเสีย การผลิตเอทานอล และกาซชีวภาพ เปนตน ซ่ึงในหลายงานวิจัยนั้นเนนท่ีจะนํา
เซลลูโลสท่ีเปนองคประกอบสวนใหญในผักตบชวามาใช โดยเซลลูโลสจัดเปนโฮโมพอลิเมอรของ
กลูโคส เม่ือผานกระบวนการไฮโดรไลซิสจะไดกลูโคสออกมา ดังนั้นผักตบชวาจัดเปนวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสชนิดหนึ่ง ท่ีมีความเหมาะสมในการนํามาใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิต
น้ําตาลรีดิวซโดยกระบวนหมักดวยจุลินทรีย และนําน้ําตาลรีดิวซท่ีไดไปใชในการผลิตเอทานอล  
ซ่ึงเปนการเพ่ิมมูลคาและสงเสริมการนําวัชพืชท่ีเปนปญหากับส่ิงแวดลอมมาใชใหเกิดประโยชน 

 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงไดทําการนําผักตบชวามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลรีดิวซดวย

แบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยก โดยแบคทีเรียชนิดนี้มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม ไดแก เซลลูเลส และเฮมิเซลลูเลส  ท่ีใชในการยอยสลาย
เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสท่ีมีอยูในผักตบชวา โดยในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตน้ําตาล
รีดิวซนั้น จะอาศัยการออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken เพ่ือใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูง
ท่ีสุด  โดยมีการปรับสภาพผักตบชวาดวยสารเคมีกอน สารเคมีท่ีใชในการปรับสภาพ ไดแก กรด
ซัลฟวริกและโซเดียมไฮดรอกไซด ซ่ึงเปนสารเคมีท่ีนิยมใชกันอยางแพรหลายในอุตสาหกรรม
โดยท่ัวไป และมีราคาไมสูงมากนัก นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชกรดซัลฟวริก และโซเดียม      
ไฮดรอกไซดในการปรับสภาพวัตถุดิบ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซิสวัตถุดิบประเภท
ลิกโนเซลลูโลสดวยเอนไซม โดยน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจะนําไปหาชนิดและปริมาณของน้ําตาล แลว
นําไปใชในการหมักเอทานอลดวยยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 เพ่ือศึกษาผลของ
น้ําตาลรีดิวซท่ีไดตอการผลิตเอทานอล  
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1. ศึกษาหาองคประกอบเบื้องตนของผักตบชวา 
 

เก็บผักตบชวาจากแหลงน้ํา ตัดรากท้ิง แลวนําสวนใบและกานใบมาลางเพ่ือกําจัดส่ิง
สกปรกท่ีติดมา อบแหง และลดขนาดผักตบชวาดวยเครื่องบด จากนั้นนํามาวิเคราะหหาเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเถา ในผักตบชวา แสดงดังตารางท่ี 5 

 
ตารางที่ 5  องคประกอบของผักตบชวาท่ีไดจากการวิเคราะหเยื่อใย 
 

องคประกอบของผักตบชวา เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัแหง 
 เซลลูโลส 35.84 
 เฮมิเซลลูโลส 27.11 
 ลิกนิน 8.33 
 เถา 0.61 

 
จากการวิเคราะหองคประกอบของผักตบชวาดังแสดงในตารางท่ี 5 พบวาผักตบชวาท่ีใชใน

งานวิจัยนี้มีปริมาณเซลลูโลสมากท่ีสุดคือ 35.84 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักแหง รองลงมาคือปริมาณเฮ
มิเซลลูโลส ลิกนิน และเถา คือ 27.11 8.33 และ 0.61 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักแหง ตามลําดับ 
ผักตบชวาเปนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสท่ีมีเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในปริมาณสูง จึงมี
ความเปนไปไดท่ีจะนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลรีดิวซได  

 
2. ศึกษาหาความเขมขนกรดซัลฟวริก และโซเดียมไฮดรอกไซดที่เหมาะสมตอการปรับสภาพ  

 
ผักตบชวาจัดเปนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ท่ีประกอบดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 

และลิกนิน โดยลิกนินเปนตัวยึดเกาะระหวางเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงจะขัดขวางการทํางาน
ของกรดหรือเอนไซมในการไฮโดรไลซิสเซลลูโลส ดังนั้นจึงจําเปนตองมีขั้นตอนการปรับสภาพ
วัตถุดิบเพ่ือปรับโครงสรางของเซลลูโลสใหอยูในสภาพท่ีเหมาะสม และกําจัดลิกนิน จะทําใหพ้ืนท่ี
ผิวสัมผัสระหวางเซลลูโลสและเอนไซมเพ่ิมขึ้น ก็จะทําใหประสิทธิภาพการไฮโดรไลซิสเพ่ิมสูงขึ้น
อีกดวย (Fan et al., 1987) เพ่ือใหไดปริมาณน้ําตาลกลูโคสมากขึ้น สงผลใหไดปริมาณเอทานอล
สูงขึ้นดวย แตเนื่องจากยีสต S. cerevisiae ใชน้ําตาลเฮกโซสเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได
เทานั้น ในขณะท่ีเม่ือเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลท่ีไดจากวัตถุดิบท่ีไมผานการปรับสภาพ จะได
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ปริมาณเอทานอลท่ีต่ํากวา เพราะเม่ือวัตถุดิบถูกไฮโดรไลซแลวสวนมากจะไดน้ําตาลไซโลส 
(Tellez-Luis et al., 2002) หลุดออกมาเปนหลัก เนื่องจากพันธะของเฮมิเซลลูโลสนั้นงายตอการถูก
ไฮโดรไลซมากกวาเซลลูโลส (Karimi et al., 2006) จึงทําใหซ่ึงยีสตสายพันธุนี้ไมสามารถใชน้ําตาล
ชนิดนี้ได 

 
โดยท่ัวไปในการปรับสภาพวัตถุดิบจะใชการทําปฏิกิริยากับสารเคมีท่ีอุณหภูมิสูง สารเคมีท่ี

นิยมใชในการทําลายพันธะไฮโดรเจนและแวนเดอรวาลล ซ่ึงเปนพันธะท่ีทําใหโครงสรางผลึกของ
ลิกโนเซลลูโลส ไดแก กรดซัลฟวริกและโซเดียมไฮดรอกไซด (Carmen, 2009) 

 
เม่ือนําผักตบชวาท่ีผานการอบแหงแลวจะนําไปผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกท่ี

ความเขมขน 0.5 1 และ 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
จากนั้นทําการวิเคราะหองคประกอบตามภาคผนวก ข พบวาองคประกอบของผักตบชวาเม่ือผาน
การปรับสภาพแลวจะวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเถา แสดงในตารางท่ี 6 
จากนั้นนําผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวย กรดซัลฟวริกมีความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร นําไปปรับสภาพตอดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีความเขมขน 1 3 5 10 15 และ 
20 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวนําไป
วิเคราะหหาปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเถา แสดงในตารางท่ี 6 

 
ตารางที่ 6  องคประกอบของผักตบชวาหลังจากผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกกอนท่ีความ

เขมขนตางๆแลวนําไปปรับสภาพตอดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
 

ความเขมขนของ
H2SO4 (%v/v) 

ความเขมขนของ 
NaOH (%w/v) 

องคประกอบ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัแหง) 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา 

0.5 - 50.81 6.83 7.92 0.18 

 1 77.69 3.67 3.14 0.12 

 3 79.96 3.10 1.08 0.11 

 5 80.07 1.75 1.14 0.09 

 10 85.31 0.85 1.01 0.05 

 15 85.65 0.51 0.87 0.03 

 20 85.73 0.35 0.64 0.00 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 

 
ความเขมขนของ

H2SO4 (%v/v) 
ความเขมขนของ 
NaOH (%w/v) 

องคประกอบ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัแหง) 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา 

1 - 60.87 2.50 9.95 0.39 

 1 77.19 0.93 6.35 0.23 

 3 79.50 0.40 5.68 0.21 

 5 81.12 0.15 3.18 0.14 
3 - 63.14 1.08 12.45 0.61 

 1 79.60 0.00 9.32 0.48 
 3 80.13 0.00 6.76 0.35 
 5 81.90 0.00 3.87 0.14 

 
จากการทดลองพบวาการปรับสภาพผักตบชวาดวยกรดซัลฟวริก จะมีผลทําใหเฮมิ

เซลลูโลสละลายออกมา โดยปริมาณของเฮมิเซลลูโลสจะลดลงจาก 27.11 เปน 6.83 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนัก ท่ีความเขมขนของกรดซัลฟวริก 0.5 เปอรเซ็นต เปนผลทําใหเปอรเซ็นตของเซลลูโลสและ
ลิกนินเพ่ิมขึ้นจาก 35.81 เปน 50.81 และ 8.11 เปน 7.92 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ตามลําดับ การท่ี
ปริมาณเฮมิเซลลูโลสลดลง ทําใหความบริสุทธ์ิของเซลลูโลสในองคประกอบมากขึ้น เม่ือความ
เขมขนของกรดซัลฟวริกเพ่ิมจาก 0.5 เปน 1 และ 3 เปอรเซ็นต แลวนําไปปรับสภาพตอดวย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 3 และ 5 เปอรเซ็นต พบวาปริมาณของเซลลูโลสไมตางกันมากนัก 
จึงเลือกใชกรดซัลฟวริก 0.5 เปอรเซ็นตในการปรับสภาพกอน จากนั้นเพ่ิมความเขมขนของ
โซเดียมไฮดรอกไซดเปน 10 15 และ 20 เปอรเซ็นต เพ่ือกําจัดลิกนินออก ซ่ึงลิกนินจะทําหนาท่ี
เสมือนเกราะปองกันเซลลูโลสจากการไฮโดรไลซิส (Palmqvist et al.,1999) เม่ือความเขมขนของ
โซเดียมไฮดรอกไซดเพ่ิมขึ้นเปน 10 เปอรเซ็นตน้ําหนักโดยปริมาตร จะทําใหปริมาณของเซลลูโลส
เพ่ิมขึ้นถึง 85.31 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก โดยเพ่ิมขึ้นคิดเปนประมาณ 2 เทาของปริมาณเซลลูโลส
เริ่มตน ในขณะท่ีปริมาณเฮมิเซลลูโลส และลิกนินลดลง คิดเปนประมาณ 4 และ 30 เทา ตามลําดับ 
เม่ือเพ่ิมความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 15 เปอรเซ็นตน้ําหนักโดยปริมาตร 
องคประกอบของผักตบชวามีการเปล่ียนแปลงเพียงเล็กนอยกลาวคือปริมาณของเซลลูโลสจะ
เพ่ิมขึ้นเพียง 0.27 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักเทานั้น ดังนั้นจากผลการทดลองดังกลาวจึงแสดงวาการ
ปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกกอนท่ีความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นตแลวนําไปปรับสภาพตอดวย
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สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี 10 เปอรเซ็นตเปนสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการนําไปปรับ
สภาพผักตบชวาเพ่ือนําไปใชในเปนวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลรีดิวซตอไป 

 

 
  (ก) (ข) (ค) 

 
ภาพที่ 26  ลักษณะทางกายภาพของผักตบชวาท่ีไมผานการปรับสภาพ (ก) ผานการปรับสภาพดวย

กรดซัลฟวริก (ข) ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกและโซเดียมไฮดรอกไซด (ค)  
 

 จากภาพท่ี 26 แสดงลักษณะทางกายภาพของผักตบชวาท่ีไมผานการปรับสภาพ ผานการ
ปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริก และผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกกอนแลวตามดวยโซเดียม 
ไฮดรอกไซด พบวาโครงสรางของผักตบชวาหลังจากปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกมีลักษณะแข็ง
มากขึ้นเม่ือเทียบกับผักตบชวาท่ีไมผานการปรับสภาพ เนื่องจากสารละลายกรดจะเขาไปทําลาย
โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส ทําใหเฮมิเซลลูโลสมีปริมาณลดลง ซ่ึงกรดจะสงผลตอปริมาณลิกนิน
นอยมาก (Silverstein et al., 2007) จึงทําใหลิกนินยังคงมีอยู โดยลิกนินจะทําหนาท่ีเปรียบเสมือน
เกราะปองกันการไฮโดรไลซิสดวยกรดหรือเอนไซม และเม่ือนําผักตบชวามาปรับสภาพตอดวย
โซเดียมไฮดรอกไซดโดยสารละลายดางจะทําใหลิกนินละลายออกมา นอกจากนี้ยังทําใหเกิดการ
พองตัว เปนการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิว และลดการเปนผลึกของเซลลูโลสอีกดวย (Galbe and Zacchi, 2007)  
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  (ก) (ข) (ค) 

 
ภาพที่ 27   โครงสรางของผักตบชวากอนและหลังจากปรับสภาพดวยสารเคมี โดยกลองอิเล็คตรอน

กําลังขยายสูง (SEM) ท่ีกําลังขยาย 1000 เทา ผักตบชวาท่ีไมปรับสภาพ (ก) ผานการ
ปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริก (ข) ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกและโซเดียม    
ไฮดรอกไซด (ค)  

 
จากผลการทดลองเม่ือทําการปรับสภาพผักตบชวาดวยสารเคมี พบวาโครงสรางของเสนใย

มีลักษณะเปล่ียนไปจากเดิมเม่ือเปรียบเทียบกับโครงสรางท่ีไมผานการปรับสภาพ (ภาพท่ี 27ก) 
หลังจากปรับสภาพผักตบชวาดวยกรดซัลฟวริก ดังภาพท่ี 27ข พบวาโครงสรางของเสนใยจะชัดเจน
ขึ้น เรียงเปนระเบียบมากขึ้น เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสหลุดออกไป เสนใยยังไมถูกทําลาย แตเม่ือปรับ
สภาพดวยกรดและดางทําใหเสนใยถูกทําลายอยางเห็นไดชัด เพราะลิกนินถูกกําจัดออกไป แสดงใน
ภาพท่ี 27ค ซ่ึงทําใหกรดหรือเอนไซมสามารถเขาไฮโดรไลซิสเซลลูโลสไดงายขึ้น 
 
3. ศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum  
 

จากการศึกษาเจริญของแบคทีเรีย C. acetobutylicum ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TYA ท่ีใช
กลูโคสเปนแหลงคารบอน ท่ีพีเอช 6.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และอัตราการเขยา 250 รอบตอ
นาที แลววัดปริมาณกลูโคสท่ีเหลือ และน้ําหนักเซลลแหง แสดงในภาพท่ี 28 พบวาแบคทีเรียอยูใน
ระยะปรับตัว (lag phase) เปนระยะท่ีแบคทีเรียจะปรับตัวใหเขากับอาหารและส่ิงแวดลอมนั้น (วรา
วุฒิ, 2529) จนถึงช่ัวโมงท่ี 8 หลังจากนั้นแบคทีเรียจะมีการเจริญอยางรวดเร็ว โดยสังเกตจากความ
ชันของน้ําหนักเซลลแหงจนถึงช่ัวโมงท่ี 36 แลวหลังจากช่ัวโมงท่ี 36 อัตราการเจริญของแบคทีเรีย
เริ่มลดลง สาเหตุเนื่องจากอาหารเหลือนอยมาก และเกิดการสะสมของเสียท่ีแบคทีเรียสรางขึ้นซ่ึงจะ
ไปยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอีกดวย (วราวุฒิ, 2529) จากการศึกษาดังกลาวทําใหทราบวาช่ัวโมง
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ท่ี 12-24 เปนชวงเวลาท่ีเหมาะสมสําหรับนําไปเปนตนเช้ือในการผลิตน้ําตาลรีดิวซ เนื่องจาก
ชวงเวลานี้เปนชวงท่ีแบคทีเรียอยูในระยะเพ่ิมจํานวน (log phase) ซ่ึงแบคทีเรียมีความแข็งแรงและ
เจริญเกือบเต็มท่ีแลว 

 

 
ภาพที่ 28  การเจริญของแบคทีเรีย C. acetobutylicum ในอาหารเล้ียงเช้ือ TYA ท่ีมีกลูโคสเปนแหลง  

คารบอน ท่ีพีเอช 6.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และอัตราการเขยา 250 รอบตอนาที         
 
4. การศึกษาหาสภาวะของการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวาดวยแบคทีเรีย Clostridium 
acetobutylicum 
 

ในการหาสภาวะในชวงท่ีกําหนดของการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวาท่ีผานการปรับ
สภาพกับแบคทีเรีย C. acetobutylicum นั้น ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยก โดยกําหนดให
ปริมาณเช้ือเริ่มตน 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร พีเอช 6.0 และเขยาท่ีความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที 
โดยใชการออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken ซ่ึงมีปจจัยการทดลองท่ีทําการศึกษา 3 ปจจัย 
ไดแก ปริมาณของผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิ และเวลาในการหมัก จะไดการทดลอง
ท้ังหมด 15 การทดลอง ทํา 3 ซํ้า หลังจากทําการหมักตามท่ีไดออกแบบการทดลองแลว จะได
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในแตละการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 7 
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ตารางที่ 7  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักผักตบชวากับแบคทีเรีย C. acetobutylicum ตาม
การออกแบบการทดลอง Box-Behnken 

 

การทดลองท่ี 
ปจจัยการทดลอง ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ  

(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัวัสดุหมัก) S (g/l) T (°C) t (hour) 
1 10 30 36 6.97±0.18 
2 50 30 36 1.57±0.10 
3 10 50 36 2.86±0.25 
4 50 50 36 0.48±0.02 
5 10 40 24 6.75±0.14 
6 50 40 24 3.55±0.05 
7 10 40 48 7.20±0.24 
8 50 40 48 1.98±0.03 
9 30 30 24 2.85±0.05 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

30 
30 
30 
30 
30 
30 

50 
30 
50 
40 
40 
40 

24 
48 
48 
36 
36 
36 

0.90±0.14 
3.44±0.09 
1.62±1.97 
8.18±0.21 
8.06±0.17 
8.16±0.11 

 
หมายเหตุ   S  คือ  ปริมาณของผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือ (กรัมตอลิตร) 
 T คือ  อุณหภูมิในการหมัก (องศาเซลเซียส) 
 t   คือ ระยะเวลาในการหมัก (ช่ัวโมง) 

  
นําปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการทดลองท้ัง 15 การทดลองแสดงในตารางท่ี 7 มาทํา

การวิเคราะหผลทางสถิติดวยโปรแกรม MINITAB version 14.0 เพ่ือวิเคราะหหาสมการแบบจําลอง
ทํานายปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซ 
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4.1 ผลการวิเคราะหสมการแบบจําลองทํานายปริมาณน้ําตาลรดีิวซ 
 

สมการแบบจําลองท่ีไดจากการทดลอง จะสามารถเขียนในรูปแบบจําลองกําลังสอง 
(full quadratic model) ซ่ึงจะประกอบไปดวย 4 พจน คือ พจนของคาคงท่ี พจนของเชิงเสนตรงพจน
ของกําลังสอง และพจนของปฏิสัมพันธระหวางปจจัย ซ่ึงเม่ือทําการกระจายพจนตางๆ จะไดดัง
สมการท่ี 6 
 

Y = β 0 + β1S + β2T + β3t - β11S2 - β22T2 - β33t2 + β12ST - β13St + β23Tt  (6) 
 
โดยท่ี  Y  คือ  คาปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากสมการ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักวัสดุหมัก) 
          β  คือ  คาสัมประสิทธ์ิของแตละปจจัยในสมการแบบจําลองกําลังสอง 

  
ตารางที่ 8 คาสัมประสิทธ์ิการถดถอยของการผลิตน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักผักตบชวาดวย

แบคทีเรีย C. acetobutylicum 
 

ปจจัยการทดลอง คาสัมประสิทธ์ิ p-value 
คาคงท่ี -65.3611  0.000**  

S        0.0107   0.881  
T  2.8972  0.000**  
t  1.0620  0.001**  

S2  
T2 

-0.0031  
-0.0392 

0.003**  
0.000** 

t2  -0.0140  0.000**  
S*T  0.0038  0.022**  
S*t  -0.0021  0.079  
T*t  0.0003  0.893  

 
หมายเหตุ ** p ≤ 0.05 
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จากสมการท่ี 6 เม่ือแทนคาสัมประสิทธ์ิของแตละปจจัย (βi) ท่ีไดจากการทดลองตาม
ตารางท่ี 8 จะไดสมการแบบจําลองอธิบายความสัมพันธระหวางปริมาณน้ําตาลรีดิวซกับปจจัยตางๆ 
ไดแก ปริมาณของผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิ และเวลาในการหมัก ดังสมการท่ี 7  
 

Y = -65.3611+0.0107S+ 2.8972T+1.0620t-0.0031S2-0.0392T2-0.014t2+0.0038ST-
0.0021St+0.0003Tt    (7) 

 
ในสวนตอมาจะทําการพิจารณาคาวิกฤตการแจกแจง (F) และคาสัมประสิทธ์ิการ

ตัดสินใจ (R2) ของสมการแบบจําลอง ดังแสดงในตารางท่ี 9 โดยท่ีคา F จะเปนตัวพิจารณาวาสมการ
ท่ีไดนั้นมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปใชหรือเช่ือถือไดหรือไม โดยจะทําการพิจารณาเทียบกับคา F 
จากตารางคาวิกฤตการแจกแจง (F-test) ถาหากคา Fmodel มีคามากกวาคา FTable นั้นแสดงวาสมการท่ี
ไดจากการทํานายมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปใช (Box and Draper, 2007) สวน R2 จะเปนคาท่ีใช
อธิบายความสามารถของสมการ หรือปจจัยในสมการวาสามารถอธิบายการเปล่ียนแปลงของคา
ตอบสนอง หรือตัวแปรตามไดมากนอยเพียงเทาใด ดังนั้นคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) ยิ่งมาก 
สมการก็ยิ่งมีความเหมาะสมมาก 
 
ตารางที่ 9  วิเคราะหความแปรปรวน และคาสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจของการผลิตน้ําตาลรีดิวซ

จากการหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย C. acetobutylicum 
 

Source DF SS MS F P value 
Regression (Model) 
Residual Error 
Total 

9 
5 
14 

116.2278 
1.053 

117.281 

12.9142 
0.2106 

 

61.31 
 

0.000 
 

R2 = 99.1%         R2(adj) = 97.5%  
 

โดยจากการเปดตารางคาวิกฤตการแจกแจงท่ีระดับนัยสําคัญ 0.05 คา Fα(Model,Residual Error) 
เปน F0.05(9,5) มีคาเทากับ 4.77 เม่ือเปรียบเทียบกับคา Fmodel มีคาเปนไปตามทฤษฎี และคาสัมประสิทธ์ิ
การตัดสินใจ สําหรับการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวาดวยแบคทีเรีย C. acetobutylicum มีคา
เทากับ 99.1 เปอรเซ็นต จึงถือไดวาสมการแบบจําลองทางคณิตศาสตรท่ีไดจากการทํานายมีความ
เหมาะสมและเช่ือถือได  
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4.2  การวิเคราะหนัยสําคญัของคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (βi) ของแตละปจจัย 
 

การวิเคราะหหาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (βi) ของปจจัย โดยรูปแบบจําลอง full 
quadratic สามารถแสดงคาสัมประสิทธ์ิการถดถอยไดดังตารางท่ี 8 

 
 การวิเคราะหนัยสําคัญของคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (βi) ของแตละปจจัยเปนการ

ทดสอบสมมติฐานเกี่ยวกับคาสัมประสิทธ์ิการถดถอยของปจจัยตางๆ ท่ีไดจากตารางท่ี 9 เพ่ือเปน
การทดสอบวาปจจัยแตละตัวในสมการท่ี 7 นั้นมีอิทธิพลตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ หรือมีนัยสําคัญ
ทางสถิต ิ(significance) หรือไม 

 
ทําการกําหนดสมมติฐานโดย 

 
H0 : β1, β2,…….., β9 = 0  ตัวแปรอิสระทุกตวัไมมีอิทธิพลตอตัวแปรตาม 
H1 : β1, β2,…….., β9 ≠ 0  มีตัวแปรอิสระอยางนอยหนึ่งตวัท่ีมีอิทธิพลตอตัวแปรตาม 

 
โดยตัวสถิติท่ีใชในการทดสอบคือ p-value 
 
ในการพิจารณาวาคาสัมประสิทธ์ิของแตละปจจัยสงผลตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ อยาง

มีนัยสําคัญทางสถิต ิ(significance) หรือไมนั้น จะพิจารณาไดจากคา p-value ดังท่ีแสดงในตารางท่ี 8 
ซ่ึงคา p-value เปนคาท่ีสามารถบงบอกไดถึงการมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยถาคาสัมประสิทธ์ิของ
ปจจัยนั้น มีคา p ≤ 0.05 (ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต) แสดงวาปจจัยดังกลาวมี
ความสัมพันธกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซอยางมีนัยสําคัญ  

 
ผลจาการวิเคราะหจากตารางท่ี 8 จะเห็นวาปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ คือ 

พจน  T, t, S2, T2 t2 และ ST ท่ีมีคา p-value ท่ีต่ํากวา 0.05 แตผลของปจจัยรวม ST มีผลอยางมี
นัยสําคัญ ดังนั้นปจจัยหลัก S มีผลตามดวย ไมสามารถตัดพจน S ท้ิงได (ธิติมา, 2551) สวนพจน St 
และ Tt คามากกวา 0.05 แสดงวาพจนนั้นมีความสัมพันธกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซนอย จึงสามารถท่ี
จะตัดท้ิงได 

 
เม่ือพิจารณาในสวนของพจนเชิงเสนตรง ไดแก พจน S, T และ t พบวาคา p-value 

ของพจน T มีคาเปนศูนย สวนพจน t นั้นมีคา p-value เทากับ 0.0001 แสดงวาพจน T และ t มี
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ความสัมพันธกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ อยางมีนัยสําคัญ โดยอุณหภูมิในการหมักเปนปจจัยท่ีสงผล
ตอการเปล่ียนแปลงของปริมาณน้ําตาลมากท่ีสุด รองลงมาคือ เวลาในการหมัก สวนพจน S แทบจะ
ไมมีผลตอปริมาณน้ําตาล 

 
จากการพิจารณาความสําคัญของปจจัยในแตละพจนท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 

เปอรเซ็นต สามารถลดรูปสมการท่ี 7 ไดดังสมการท่ี 8 
 

 Y = -65.3611+0.0107S+2.8972T+1.0620t-0.0031S2-0.0392T2-0.014t2+0.0038ST    (8) 
 

4.3  การวิเคราะหอิทธิพลของแตละปจจัยตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซ 
 
ในการวิเคราะหอิทธิพลของแตละปจจัย ไดแก ปริมาณผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือ 

อุณหภูมิ และเวลาในการหมัก ตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย C. 
acetobutylicum ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยก จะสามารถอธิบายไดโดยอาศัยพ้ืนผิวตอบสนอง 
3 มิติ และกราฟคอนทัวร 2 มิติ ดังภาพท่ี 29 ถึง 31 ซ่ึงในการใชพ้ืนผิวตอบสนอง 3 มิติ และกราฟ
คอนทัวร 2 มิติ สําหรับการทดลอง 3 ปจจัยการทดลองนั้น จะแสดงอิทธิพลของแตละปจจัย โดย
การพิจารณาปจจัยพิจารณาทีละ 2 ปจจัย และกําหนดใหอีกปจจัยมีคาคงท่ี เทากับคากลาง (0) ของ
ปจจัยนั้น  

 
 จากภาพท่ี 29 แสดงอิทธิพลของภาพพ้ืนผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวรของ
อุณหภูมิกับระยะเวลาในการหมักท่ีมีตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสผักตบชวา 
โดยกําหนดปริมาณผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีระดับกลางของการทดลองเทากับ 30 กรัมตอลิตร 
จะเห็นไดวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพ่ิมขึ้นเม่ืออุณหภูมิของการหมักเพ่ิมขึ้นจาก 30 จนถึง 38 องศา
เซลเซียส ในช่ัวโมงของการหมักท่ี 32-40 สงผลใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพ่ิมขึ้นจาก 6 เปน 8 กรัมตอ
ลิตร แตเม่ืออุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียส มีผลทําใหแบคทีเรีย C. acetobutylicum ผลิตน้ําตาล
รีดิวซไดลดลง อาจเกิดจากอุณหภูมิท่ีสูง ทําใหการทํางานของแบคทีเรียลดลง 
 

ในภาพท่ี 30 แสดงอิทธิพลของภาพพ้ืนผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวรของปริมาณ
ผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือกับระยะเวลาในการหมักตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยกําหนดอุณหภูมิ
ท่ีระดับกลางของการทดลองเทากับ 40 องศาเซลเซียส พบวา ปริมาณผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือ
ในชวง 10-30 กรัมตอลิตร สงผลใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซคอนขางคงท่ี และเม่ือเพ่ิมปริมาณ
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ผักตบชวามีผลทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง การเพ่ิมเวลาชวยเพ่ิมการผลิตน้ําตาลรีดิวซ แตเม่ือ
เพ่ิมเวลาสูงกวา 46 ช่ัวโมงจะทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง 

 
สําหรับพ้ืนผิวตอบสนองกราฟคอนทัวรของปริมาณผักตบชวาในอาหารเล้ียงเช้ือกับ

อุณหภูมิตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซ โดยกําหนดระยะเวลาในการหมักท่ีระดับกลางของการทดลอง
เทากับ 36 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพท่ี 31 พบวาการผลิตน้ําตาลรีดิวซเพ่ิมขึ้นเล็กนอยเม่ือ
ปริมาณผักตบชวาเพ่ิมจาก 10 ถึง 30 กรัมตอลิตร สวนเวลาในการหมักสงผลใหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซเพ่ิมในช่ัวโมง 32-42 ของการหมัก 

 

 
 
ภาพที่ 29  แสดงอิทธิพลบนพ้ืนผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวรของอุณหภูมิกับระยะเวลาในการ  

หมักตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสผักตบชวา 
 

 
 

ภาพที่ 30  แสดงอิทธิพลบนพ้ืนผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวรของปริมาณผักตบชวาในอาหาร   
เล้ียงเช้ือกับเวลาในการหมักตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสผักตบชวา 
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ภาพที่ 31  พ้ืนผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวร แสดงอิทธิพลของปริมาณผักตบชวาในอาหารเล้ียง      

เช้ือกับอุณหภูมิตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสผักตบชวา 
 

4.4 การวิเคราะหหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตน้ําตาลรีดวิซ 
 

ในการวิเคราะหหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชโปรแกรม MINITAB version 14.0 เปน
การนําเอาเทคนิคท่ีเรียกวา Simultaneous Optimization Technique มาใชในการวิเคราะห ซ่ึงจะได
สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวา ดังแสดงในภาพท่ี 32 

 

 
 
ภาพที่ 32  สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการหมักผักตบชวากับแบคทีเรีย C. 

acetobutylicum 
 

เม่ือพิจารณาจากภาพท่ี 32 พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการ
หมักผักตบชวากับแบคทีเรีย C. acetobutylicum ไดแก ใชปริมาณผักตบชวา 10.16 กรัมตอลิตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือ หมักท่ีอุณหภูมิ 38.8 และใชเวลาในการหมัก 37.59 ช่ัวโมง จากการใชสมการท่ี 8 
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ในการทํานายแบบจําลองเม่ือใชสภาวะดังกลาวแลวจะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 9.47 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และเม่ือทําการทดลองท่ีสภาวะเดียวกันเพ่ือยืนยันผลการทํานาย พบวาได
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 9.09±0.63 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักวัสดุหมัก โดยมีคาความคลาดเคล่ือน
เทากับ 4.01 เปอรเซ็นต เนื่องจากคาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจากโปรแกรมมีความละเอียดมาก แตใน
การทดลองจริงไมสามารถควบคุมสภาวะท่ีเหมาะสมดังกลาวไดตามคาท่ีทํานาย ซ่ึงคาความคลาด
เคล่ือนท่ียอมรับไดไมควรเกิน 5 เปอรเซ็นต ดังนั้นสมการแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซกับปจจัยตางๆ ท่ีไดจากการออกแบบการทดลองโดยวิธี  Box-Behnken สามารถ
นํามาใชเปนสมการตัวแบบในการพยากรณปริมาณน้ําตาลรีดิวซได  

 
ตารางที่ 10  เปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักผักตบชวากับแบคทีเรีย C. 

acetobutylicum จากการทํานายตามสมการแบบจําลองกับการทดลองจริงท่ีสภาวะ
เดียวกัน โดยมีปริมาณของผักตบชวา 10.16 กรัมตอลิตรของอาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิ 
38.8 องศาเซลเซียส และเวลาในการหมัก 37.59 ช่ัวโมง  

 
สภาวะท่ีใช ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัวัสดุหมัก) 

S (g/l) T (ºC) t (h) คาจากสมการ คาจากการทดลอง คาความคลาด
เคล่ือน* (%) 

10.16 38.8 37.59 9.47 9.09±0.63 4.01 
 
หมายเหต:ุ *คาความคลาดเคล่ือนของปริมาณน้ําตาลรดีิวซระหวางคาจากสมการลดรูป (8) กับคา

จากการทดลอง  
 
4.5  วิเคราะหหาชนิดและปริมาณของน้ําตาล 
 

เม่ือนําน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักผักตบชวาท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมและน้ําตาล
กลูโคสมาทําการวิเคราะหหาชนิดและปริมาณของน้ําตาลดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบ
สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) พบวาจะไดลักษณะโครมาโต
แกรม ดังภาพท่ี 33 
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ภาพที่ 33  โครมาโตแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย 

C. acetobutylicum ท่ีสภาวะท่ีเหมาะสม  
 

เม่ือนําตําแหนงและพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากโครมาโตแกรมดังภาพท่ี 33 ทําการเทียบกบั
กราฟมาตรฐานน้ําตาล (ภาคผนวก ง) จะทําใหสามารถระบุไดถึงชนิดและปริมาณน้ําตาลของ
น้ําตาลเหลานั้นได ดังแสดงในตารางท่ี 11 โดยน้ําตาลท่ีใชในการสรางกราฟมาตรฐาน ไดแก  
เซลโลบิโอส กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส แมนโนส และฟรุกโตส  
 
ตารางที่ 11 ชนิดและปริมาณของน้ําตาลท่ีไดจากการหมักผักตบชวา 

 
       ชนิดของน้ําตาลรีดิวซ ปริมาณน้ําตาล (กรัม/ลิตร) 
 โอลิโกแซ็กคาไรด - 
 เซลโลบิโอส 0.29 
 กลูโคส 0.42 
 ไซโลส - 
 อะราบิโนส  - 

 แมนโนส 
ฟรุคโตส 

- 
- 

 
ชนิดและปริมาณของน้ําตาลท่ีไดจากการหมักผักตบชวาท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมแสดงใน

ตารางท่ี 11 จากการศึกษาพบวาชนิดของน้ําตาลท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสนั้นจะประกอบไปดวย
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น้ําตาลในกลุมโอลิโกแซ็กคาไรด น้ําตาลเซลโลบิโอส และน้ําตาลกลูโคส แตปริมาณน้ําตาลในกลุม
โอลิโกแซ็กคาไรดไมสามารถวิเคราะหได เนื่องจากไมสามารถระบุชนิดของน้ําตาลในกลุมนี้ได  
 
5. การผลิตเอทานอลจากน้ําหมักที่ไดจากการหมักผักตบชวา 
 

5.1 การศึกษาการเจริญของยีสต Saccharomyces cerevisiae 
 

 
 
ภาพที่ 34  การเจริญของยีสต S. cerevisiae TISTR 5339 บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ท่ีมีกลูโคส 

เปนแหลงคารบอน ท่ีพีเอช 4.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และอัตราการเขยา 200 รอบ
ตอนาที         

 
เม่ือพิจารณาจากภาพท่ี 34 ซ่ึงแสดงถึงการเจริญของยีสต S. cerevisiae TISTR 5339 

บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน ท่ีพีเอช 4.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที พบวายีสตมีการใชเวลาในการปรับตัวนอย อาจเปนเนื่องมากจาก
สูตรอาหารท่ีใชและสภาวะในขั้นตอนการเตรียมตนเช้ือเปนท่ีเดียวกับท่ีใชในการศึกษาการเจริญ 
ยีสตจะใชกลูโคสในการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจนถึงช่ัวโมงท่ี 12 หลังจากนั้นอัตราการเจริญของ
ยีสตจะลดลง และเริ่มคงท่ี สังเกตไดจากความเขมขนน้ําหนักเซลลแหง ท่ีมีความชันลดลง และเริ่ม
คงท่ี เนื่องจากความเขมขนของกลูโคสลดลงจนเกือบหมด (ท่ีช่ัวโมงท่ี 16 มีความเขมขนกลูโคส
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เหลือเพียง 0.87 กรัมตอลิตร) ซ่ึงจากการศึกษาดังกลาวทําใหทราบวาช่ัวโมงท่ี 12-16  เปนชวงเวลาท่ี
เหมาะสมของการนําไปใชเปนตนเช้ือในการผลิต เอทานอลตอไป เนื่องจากชวงเวลานั้น ยีสตท่ี
เจริญอยูในชวงกอนเขาสูระยะคงท่ี เปนชวงท่ียีสตมีความแข็งแรงและเจริญเกือบเต็มท่ี ปรับตัวเขา
กับสภาวะแวดลอมไดดี ทําใหลดระยะเวลาในการปรับตัวของจุลินทรียได โดยท่ีช่ัวโมงท่ี 16 มี
ความเขมขนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 3.59 กรัมตอลิตร 

 
5.2 ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําหมักท่ีผลิตไดจากการหมักผักตบชวา 

 
นําน้ําหมักท่ีไดจากกการหมักผักตบชวาตามสภาวะดังตารางท่ี 10 มาทําการปรับความ

เขมขนโดยการระเหยน้ําออกภายใตความดัน 72 มิลลิบาร อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากคาความ
หวานเริ่มตนประมาณ 1 องศาบริกซ จนน้ําตาลมีคาความหวานเพ่ิมขึ้นเปน 15 องศาบริกซ ไปทํา
การหมักกับยีสต S. cerevisiae TISTR 5339 โดยใชปริมาณตนเช้ือ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร หมักท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง โดยเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลท่ีไดจากน้ําตาล
รีดิวซท่ีผลิตไดจากผักตบชวากับสารละลายกลูโคสท่ีคาความหวานเดียวกัน พบวาน้ําตาลรีดิวซท่ีคา
ความหวาน 15 องศาบริกซ ซ่ึงมีปริมาณกลูโคส 6.3 กรัมตอลิตร นั้นจะไดปริมาณเอทานอลเทากับ 
2.54 กรัมตอลิตร หรือเทากับ 0.40 กรัมเอทานอลตอน้ําตาลกลูโคส 1 กรัม ในสวนสารละลาย
กลูโคสนั้น ท่ีมีคาความหวานเทากับ 15 องศาบริกซเชนกัน จะไดปริมาณเอทานอลเทากับ 14.42 
กรัมตอลิตร หรือเทากับ 0.23 กรัมเอทานอลตอน้ําตาลกลูโคส 1 กรัม ในสวนของปริมาณเอทานอล
ท่ีไดจากการหมักน้ําตาลท่ีไดจากการหมักผักตบชวามีปริมาณท่ีนอยกวากลูโคสนั้น เนื่องจาก
น้ําตาลท่ีไดจากการหมักผักตบชวามีปริมาณกลูโคสท่ีต่ํากวาเม่ือเทียบกับน้ําตาลกลูโคสท่ีคาความ
หวานเดียวกัน   
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

โครงงานวิจัยนี้มีความเปนไปไดในการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวา โดยทราบสภาวะ
ของการผลิตน้ําตาลรีดิวซในกระบวนการหมักกับแบคทีเรีย C. acetobutylicum แลวนําน้ําตาลรีดิวซ
ท่ีไดไปใชในการผลิตเอทานอลตอไป โดยงานวิจัยนี้เปนการเพ่ิมมูลคาใหกับผักตบชวา ลดปญหาท่ี
เกิดจากผักตบชวาและเปนแหลงพลังงานทางเลือกท่ีนาสนใจท่ีจะชวยลดปญหาการขาดแคลน
พลังงานท่ีจะเกิดขึ้นในอนาคต อีกท้ังเปนวัตถุดิบเสริมในระบบการผลิตเอทานอล ซ่ึงเปนแนวทาง
หนึ่งท่ีจะชวยเสริมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของโรงงานตางๆ ไดอยางเหมาะสม 

 
1. ศึกษาหาความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟวริก และสารละลายดางโซเดียมไฮดรอกไซดที่
เหมาะสมตอการปรับสภาพผักตบชวา โดยเปรียบเทียบองคประกอบของผักตบชวากอนและ
หลังจากการปรับสภาพ 

 
จากการวิเคราะหองคประกอบเบ้ืองตนของผักตบชวา พบวาผักตบชวาประกอบดวย 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เทากับ 35.84 27.11 และ 8.33 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
ตามลําดับ จากนั้นทําการเปรียบเทียบองคประกอบของผักตบชวา ไดแก เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนิน ท่ีผานการปรับสภาพดวยสารเคมีท่ีความเขมขนตางๆ พบวาท่ีความเขมขนของกรด
ซัลฟวริก 0.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แลวนําไปปรับสภาพตอดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
เขมขน 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนสภาวะท่ีเหมาะสมนั้นจะไดปริมาณปริมาณของ
เซลลูโลสเพ่ิมขึ้นเปน 2 เทาของปริมาณเซลลูโลสเริ่มตน และในสวนของปริมาณเฮมิเซลลูโลสจะ
ลดลงประมาณ 4 เทาของปริมาณเฮมิเซลลูโลสเริ่มตน และลิกนินลดลง 30 เทาของปริมาณลิกนิน
เริ่มตน ทําใหสรุปไดวาการปรับสภาพวัตถุดิบดวยกรดซัลฟวริกกอนทําใหเฮมิเซลลูโลสท่ีเปนโพลิ
เมอรขนาดเล็ก มีโครงสรางท่ีไมเปนระเบียบ เฮมิเซลลูโลสจึงถูกไฮโดรไลซไดงายกวาเซลลูโลส 
ดังนั้นตองไฮโดรไลซเฮมิเซลลูโลสกอนโดยใชความเขมขนของกรดต่ํา จากนั้นใชสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดในการปรับสภาพตอเพ่ือทําลายโครงสรางของลิกนิน ทําใหโครงสรางท่ีเปน
ผลึกของเซลลูโลสลดลง มีผลใหพ้ืนท่ีผิวของเซลลูโลสเพ่ิมขึ้น 
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2. ศึกษาหาสภาวะของการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากผักตบชวาที่ผานการปรับสภาพดวยสารเคมี 
ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยกดวยแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum โดยอาศัยการ
ออกแบบการทดลองตามวิธี Box-Behnken  
 

จากการนําผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพมาศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน้ําตาล
รีดิวซโดยการหมักกับแบคทีเรีย C. acetobutylicum ซ่ึงอาศัยการออกแบบการทดลองตามวิธี Box-
Behnken พบวาสภาวะของการผลิตน้ําตาลรีดิวซ คือ ปริมาณของผักตบชวา 10.16 กรัมตอลิตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิ 38.8 องศาเซลเซียส และเวลาในการหมัก 37.59 ช่ัวโมง ผลการวิเคราะห
ตามสภาวะดังกลาวสามารถสรางสมการแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณน้ําตาลรีดิวซกับปจจัย
ในการทดลองตางๆ ไดดังสมการ 
 
ปริมาณน้ําตาลรดีวิซ = -65.3611+0.0107S+2.8972T+1.0620t-0.0031S2-0.0392T20.014t2+0.0038ST 
 

จากสมการขางตนเม่ือคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ พบวาจะไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
9.47 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักวัสดุหมัก และเม่ือทําการทดลองท่ีสภาวะเดียวกันเพ่ือยืนยันผลพบวาได
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 9.09±0.63 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักวัสดุหมัก โดยมีคาความคลาดเคล่ือนท่ีได
จากการคํานวณและผลการทดลองจริงเทากับ 4.01 เปอรเซ็นต  

 
3.  ศึกษาหาชนิดของน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากกระบวนการหมักผักตบชวากับแบคทีเรีย Clostridium 
acetobutylicum  
 

เม่ือนําน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักผักตบชวาตามสภาวะขางตนมาทําการวิเคราะหหา
ชนิดและปริมาณของน้ําตาลดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High 
Performance Liquid Chromatography, HPLC) พบวามีเซลโลบิโอส 0.29 กรัมตอลิตร และกลูโคส 
0.42 กรัมตอลิตร ซ่ึงอาจจะมีน้ําตาลชนิดอ่ืนดวย แตไมสามารถวิเคราะหได โดยยีสตสายพันธุนี้ใช
เพียงแตน้ําตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอลเทานั้น  
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4. ศึกษาการผลติเอทานอลจากน้ําหมักทีไ่ดจากการหมักผกัตบวา 
 
จากการนําน้ําหมักท่ีไดจากกระบวนการหมักผักตบชวา ท่ีมีคาความหวานของน้ําตาลรีดิวซ 

15 องศาบริกซ ทําการผลิตเอทานอลโดยหมักกับยีสต S. cerevisiae TISTR 5339 ท่ีพีเอช 4.0 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จะไดเอทานอล 2.54 กรัมตอลิตร 

 
 

ขอเสนอแนะ 
 

1. ในกระบวนการผลิตน้ําตาลรีดิวซโดยหมักแบคทีเรียกับผักตบชวา ควรเล้ียงแบคทีเรีย 
C. acetobutylicum ในอาหารท่ีใชผักตบชวาเปนแหลงกอนท่ีจะทําการหมักกับผักตบชวาตามวิธี 
Box-Behnken เพ่ือใหแบคทีเรียไดปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมใหม 

 
2. เนื่องจากแบคทีเรีย C. acetobutylicum เปนแบคท่ีเรียท่ีไมใชออกซิเจน จึงทําใหปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซท่ีไดมีปริมาณนอย  
 
3. ในกรณีท่ีตัวแปรท่ีตองการศึกษามีจํานวนมากนั้น การออกแบบการทดลองควรมีการคดั

กรองปจจัย (screen) เพ่ือจะไดทราบถึงอิทธิพลของแตละปจจัยวามากนอยเพียงใด จะไดเปนการลด
ตัวแปรท่ีไมมีอิทธิพลตอคาการตอบสนอง (response) ออก  
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารเลีย้งเชื้อจุลนิทรีย 
 

1. สูตรอาหารเล้ียงแบคทีเรีย (TYA) 
 

กลูโคส 40.0 กรัมตอลิตร 
ทริปโตน 6.0 กรัมตอลิตร 
สารสกัดยีสต 2.0 กรัมตอลิตร 
แอมโมเนียมอะซิเตต 3.0 กรัมตอลิตร 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 กรัมตอลิตร 
แมกนีเซียมซัลเฟต  0.3 กรัมตอลิตร 
ไอรอน (II) ซัลเฟต 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
วุน (ในกรณีท่ีเปนอาหารแข็ง) 30.0 กรัมตอลิตร 

 
2. สูตรอาหารเล้ียงยีสต (YM) 

  
กลูโคส 10.0 กรัมตอลิตร 
เปปโตน 5.0  กรัมตอลิตร 
สารสกัดยีสต 3.0 กรัมตอลิตร 
มอลลสกัด 3.0 กรัมตอลิตร 
วุน (ในกรณีท่ีเปนอาหารแข็ง) 20.0 กรัมตอลิตร 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของผักตบชวา 
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ภาคผนวก ข 
 

การวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของผักตบชวา 
 

ในการวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของผักตบชวานั้น จะมีดวยกัน 4 ขั้นตอนตามวิธี
ของ Goering และ Van (1970) ดังตอไปนี ้

 
ขั้นตอนที่ 1 การหาคา Neutral Detergent Fiber (NDF) 
 

1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 

1.1 สารละลาย Neutral Detergent Solution (NDS) สามารถเตรียมไดจากการละลาย
โซเดียมโบเรต 6.81 กรัม และไดโซเดียมเอทิลลีนไดเอมีนเทอรเทอรอะซิเตรต (EDTA) 18.61 กรัม 
กับน้ํากล่ันพอประมาณในบีกเกอร ใหความรอนกับสวนผสม จากนั้นเติมสารโซเดียมลาววรีซัลเฟต 
30 กรัม และ 2-อีทรอกซีเอทานอล 10 มิลลิลิตร ลงไป แลวทําการละลายใหเขากัน หลังจากนั้นทํา
การละลายไดโซเดียมฟอสเฟต 4.56 กรัม ในบีกเกอรอีกใบหนึ่งกับน้ํากล่ันพอประมาณ ใหความ
รอนกับสวนผสม ละลายจนหมด เอาสวนผสมของสารละลายจากบีกเกอรท้ัง 2 ผสมเขาดวย แลวทํา
การปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร แลวปรับคาพีเอช ใหอยูระหวาง 6.9-7.1 

 
1.2 ออกทานอล 

 
1.3 โซเดียมซัลไฟต 

 
1.4 อะซิโตน 

 
2. วิธีการหาคา Neutral Detergent Fiber (NDF) 
 

นําตัวอยางท่ีผานการทําใหแหงมาบดแลวกรองผานตะแกรงท่ีมีรูขนาด 1 มิลลิเมตร ทํา
การช่ังตัวอยางในถวยแกวใหไดน้ําหนักประมาณ 1 กรัม เติมสารละลายของ NDS 100 มิลลิลิตร ลง
ในถวยแกว ท่ีอุณหภูมิหอง แลวเติมโซเดียมซัลไฟต 0.5 กรัม และออกทานอล 3-4 หยดลงในถวย
แกว ตมจนเดือดเปนเวลา 60 นาที กรองตัวอยางท่ีได แลวลางดวยน้ําเดือด 3 ครั้ง และลางดวยอะซิ
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โตนอีก 2 ครั้ง นํามาอบใหแหงท่ี 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นใน
ตูควบคุมความช้ืน ทําการช่ังน้ําหนักกากของตัวอยางท่ีไดพรอมถวยแกว นําคาท่ีไดคํานวณหา
เปอรเซ็นต NDF ดังสูตรคํานวณตอไปนี้ 

 
% NDF = (น้ําหนักของถวยแกว + น้ําหนักของกาก) - น้ําหนักของถวยแกว × 100 

น้ําหนักตวัอยางเริ่มตน 
 

ขั้นตอนที่ 2 การหาคา Acid Detergent Fiber (ADF) 
 

1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 

1.1 สารละลาย Acid Detergent Solution (ADS) สามารถเตรียมไดจากการละลายซิติล
ไตรเมทิลแอมโมเนียมโบมายด 20 กรัม ลงในกรดซัลฟูริกท่ีความเขมขน 1 N คิดเปน 49.40 กรัมตอ
ลิตร ปริมาตร 1 ลิตร ทําการผสมใหเขากัน 

 
1.2 ออกทานอล 

 
1.3 อะซิโตน 

 
2. วิธีการหาคา Acid Detergent Fiber (ADF) 
 
นําตัวอยางท่ีผานการทําใหแหงมาบดแลวกรองผานตะแกรงท่ีมีรูขนาด 1 มิลลิเมตร ทําการ

ช่ังตัวอยางในถวยแกวใหไดน้ําหนักประมาณ 1 กรัม เติมสารละลายของ ADS 100 มิลลิลิตรและ
ออกทานอล 3-4 หยดลงในถวยแกว ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นตมจนเดือดเปนเวลา 60 นาที กรอง
ตัวอยางท่ีได แลวลางดวยน้ําเดือด 3 ครั้ง และลางดวยอะซิโตนอีก 2 ครั้ง นํามาอบใหแหงท่ี 105 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นในตูควบคุมความช้ืน ช่ังน้ําหนักกากของ
ตัวอยางท่ีไดพรอมถวยแกว นําคาท่ีไดคํานวณหาเปอรเซ็นต ADF ดังสูตรคํานวณตอไปนี้ 
 

% ADF = (น้ําหนักของถวยแกว + น้ําหนักของกาก) - น้ําหนักของถวยแกว × 100 
น้ําหนักตวัอยางเริ่มตน 
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ขั้นตอนที่ 3 การหาคา Acid Detergent Lignin (ADL)  
 

1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 
1.1 กรดซัลฟวริกเขมขน 72 เปอรเซ็นต  

 
2. วิธีวิเคราะห Acid Detergent Lignin (ADL)  

 
นํากากตัวอยางท่ีเหลือจากขั้นตอน ADF มาทําการเติมดวย 25 มิลลิลิตรของกรด        

ซัลฟูริกเขมขน 72 เปอรเซ็นต ท่ีอุณหภูมิหอง โดยมีการคนทุก ๆ ช่ัวโมง เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้น
ทําการกรองแลวลางดวยน้ํารอน 3 ครั้ง อบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 8 ช่ัวโมง แลวปลอย
ใหเย็นในตูควบคุมความช้ืน ช่ังน้ําหนักกากท่ีเหลือพรอมถวยแกว นําไปคํานวณหาคาเปอรเซ็นต 
ADL ดังสูตรคํานวณตอไปนี้ 
 

% ADL = (น้ําหนกัของถวยแกว + น้ําหนักของกาก) - น้ําหนักของถวยแกว × 100 
น้ําหนักตวัอยางเริ่มตน 

 
ขั้นตอนที่ 4 การหาปริมาณเถา (Ash) 
 

  นํากากตัวอยางท่ีเหลือจากขั้นตอน ADL มาทําการเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นในตูควบคุมความช้ืน ทําการช่ังน้ําหนักกากท่ีเหลือพรอมถวย
แกว นําไปคํานวณหาคาเปอรเซ็นตเถาดังสูตรคํานวณตอไปนี ้
 

% Ash = (น้ําหนักของถวยแกว + น้ําหนักของกาก) - น้ําหนักของถวยแกว × 100 
น้ําหนักตวัอยางเริ่มตน 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซโดยวิธีดีเอ็นเอส 
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ภาคผนวก ค 
 

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซโดยวิธีดีเอ็นเอส (DNS method) 
 

ในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีดีเอ็นเอส (DNS method) นั้นเปนการ
วิเคราะหตามวิธีของ Miller (1959) 

  
1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 

 
1.1 สารละลาย 3,5-ไดไนโตรซาลิไซเลต (DNS) 1.0 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ังดีเอ็นเอส 

10 กรัม ในน้ํากล่ัน 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายดางทีละนอย (โซเดียมไฮดรอกไซด 16 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร) คนใหละลายเขากันจนหมด นําไปอุนในอางน้ํารอนจนกระท่ังได
สารละลายใส  จากนั้นเติมโพแทสเซียมโซเดียมทาเทรตลงไปทีละนอยจนครบ 300 กรัม ปรับ
ปริมาตรสุดทายใหได 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอง 

 
1.2 สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยช่ังกลูโคสมา 0.1 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน

ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร จะไดสารลายกลูโคสท่ีความเขมขน 1 กรัมตอลิตร จากนั้น
นํามาเจือจางใหไดความเขมขนตั้งแต 0-1.0 กรัมตอลิตร ดังตารางผนวกท่ี ค1 
 

2. ขั้นตอนหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีดีเอ็นเอส 
 

นําสารละลายตัวอยางท่ีจะหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซและสารละลายกลูโคสมาตรฐานท่ี
ความเขมขน 0 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1.0 กรัมตอลิตร จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง ทํา
การเติมสารละลายดีเอ็นเอสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง นําหลอดทดลองไปตมในน้ํา
เดือดเปนเวลา 5 นาที ทําใหเย็นโดยทันท่ีอางน้ําเย็นเปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติมน้ํากล่ันปริมาตร 
5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ผสมใหเขากันแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร จดบันทึกคาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยาง
และสารละลายมาตรฐานกลูโคสท่ีความเขมขนตางๆ ดังตารางผนวกท่ี ค2 และนําไปสรางกราฟ
มาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขน ดังภาพผนวกท่ี ค1 
 



   95

ตารางผนวกที่ ค1 การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานท่ีความเขมขน 0 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรจากสารละลายกลูโคสท่ีความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 

 
ตารางผนวกที ่ค2 คาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรของสารละลายกลูโคสมาตรฐานท่ีความ

เขมขน 0 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1.0 กรัมตอลิตร 
 

ความเขมขนของกลูโคส (กรัมตอลิตร) คาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 
0.0 0 
0.2 0.213 
0.4 0.473 
0.6 0.732 
0.8 0.978 
1.0 1.275 

 
 

สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาตรท่ีใช (มิลลิลิตร) 

น้ํากล่ัน สารละลายกลูโคส  
(1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

0.0 1.0 0.0 
0.2 0.8 0.2 
0.4 0.6 0.4 
0.6 0.4 0.6 
0.8 0.2 0.8 
1.0 0.0 1.0 
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ภาพผนวกที่ ค1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดดูกลืนแสงกับความเขมขน

กลูโคสในการวิเคราะหปรมิาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีดีเอ็นเอส 
 

3. วิธีการคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 

คํานวณหาความเขมขนน้ําตาลรีดวิซท่ีไดจากสูตร  
 

ความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ   =   (คาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร) × (อัตราการเจือจาง) 
                (กรัมตอลิตร)    คาความชันของกราฟมาตรฐาน 

 
คํานวณหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซไดจากสูตร 
 

ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั)  =  ความเขมขนน้ําตาลรดีิวซ (กรัม/ลิตร) × 100 
              น้ําหนักวัสดุหมัก (กรัม) 
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ภาคผนวก ง 
การวิเคราะหชนิดและปริมาณน้ําตาลดวยวิธี HPLC 
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ภาคผนวก ง 
 

การวิเคราะหชนิดและปริมาณน้ําตาลดวยวิธี HPLC 
 

1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 

1.1 สารละลายน้ําตาลมาตรฐานของเซลโลบิโอส กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส และ 
แมนโนส ท่ีความเขมขน 0 0.5 และ 1.0 กรัมตอลิตร 

 
2. ขั้นตอนหาชนิด และปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดย HPLC 
 

นําสารละลายตัวอยางท่ีจะหาชนิดและปริมาณน้ําตาล และสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน
ของเซลโลบิโอส กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส และ แมนโนส ท่ีความเขมขน 0 0.5 และ 1.0 กรัมตอ
ลิตร ไปวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะ (HPLC) โดยนําสารละลาย
น้ําตาลท่ีไดไปกรองผาน syring filter (ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร) จากนั้นนําตัวอยาง 10 
ไมโครลิตรไปฉีดผานคอลัมน Rezex RPM monosaccharide 00H-0135-K0 (300×7.8 มิลลิเมตร) 
เดินระบบโดยใชน้ํากล่ันเปนสารวัฏภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase) ทําการตรวจวัดปริมาณสารท่ีผาน
ออกจากคอลัมนดวยเครื่องตรวจวัดแบบอารไอ (RI detector) ท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส จด
บันทึกตําแหนงของเวลาและพ้ืนท่ีใตกราฟของโครมาโตแกรม (ตารางผนวกท่ี ง1 และภาพผนวกท่ี 
ง1-5) นําไปสรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟกับความเขมขน ดังภาพ
ผนวกท่ี ง6-10 
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ตารางผนวกที่ ง1  ตําแหนงเวลา และพ้ืนท่ีใตกราฟโครมาโตแกรมของสารละลายเซลโลบิโอส 
กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส แมนโนส และฟรุคโตสมาตรฐานท่ีความเขมขน 0 
0.5 และ 1.0 กรัมตอลิตร 

 

ความเขมขน  
(กรัมตอลิตร) 

ชนิดของน้ําตาล 
เซลโลบิโอส กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส แมนโนส ฟรุคโตส 

ตําแหนงเวลา (นาที) 
6.73 7.96 8.59 9.77 10.11 10.52 

พ้ืนท่ีใตกราฟ (mV) 
0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
0.5 78.76 81.285 69.879 46.656 135.607 49.376 
1.0 174.55 178.051 156.162 143.734 320.194 144.366 

 
3. วิธีการคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

 
คํานวณหาความเขมขนน้ําตาลรีดวิซท่ีไดจากสูตร  

 
ความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ       =      (พ้ืนท่ีใตกราฟโครมาโตแกรม) × (อัตราการเจือจาง) 

                    (กรัมตอลิตร)      คาความชันของกราฟมาตรฐาน 
 

คํานวณหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซไดจากสูตร 
 

ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั)  =  ความเขมขนน้ําตาลรดีิวซ (กรัม/ลิตร) × 100 
              น้ําหนักวัสดุหมัก (กรัม) 
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ภาพผนวกที่ ง1 โครมาโตแกรมของสารละลายเซลโลบิโอสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอ

ลิตร ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ง2 โครมาโตแกรมของสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร         

ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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ภาพผนวกที่ ง3 โครมาโตแกรมของสารละลายไซโลสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร       

ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ง4 โครมาโตแกรมของสารละลายอะราบิโนสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร 

ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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ภาพผนวกที่ ง5 โครมาโตแกรมของสารละลายแมนโนสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร   

ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ง6  โครมาโตแกรมของสารละลายฟรุกโตสมาตรฐานความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร    

ท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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ภาพผนวกที่ ง7  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะห
ดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของ         
เซลโลบิโอส  

 

 
 

ภาพผนวกที่ ง8 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะห
ดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของกลูโคส  
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ภาพผนวกที่ ง9 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะห

ดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของไซโลส  
 

 
 

ภาพผนวกที่ ง10 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะห
ดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของ         
อะราบิโนส 
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ภาพผนวกที่ ง11 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะห
ดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของ       
แมนโนส 

 

 
 

ภาพผนวกที่ ง12 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะห
ดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงกับความเขมขนของ       
ฟรุคโตส 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะหปริมาณเอทานอลดวย GC 
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ภาคผนวก จ 
 

การวิเคราะหปริมาณเอทานอลดวยวิธี GC 
 

1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 

1.1 สารละลายเอทานอลมาตรฐานท่ีความเขมขน 0 2.0 4.0 6.0 8.0 และ 10 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร 

 
2. ขั้นตอนการวิเคราะหปริมาณเอทานอลดวยวิธี GC 
 

วิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ดวยเครื่องโครมาโตกราฟแบบกาซ (GC) โดยนํา
สารละลายเอทานอลท่ีได และสารละลายเอทานอลมาตรฐานท่ีความเขมขน 0 0 2.0 4.0 6.0 8.0 และ 
10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรไปกรองผาน syring filter (ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร) จากนั้นนํา
ตัวอยาง 1 ไมโครลิตรไปฉีดผานคอลัมน OV-1 80/100 เดินระบบโดยใชฮีเลียม (helium) เปนกาซ
ตัวพา (carrier gas) ทําการตรวจวัดปริมาณสารท่ีผานออกจากคอลัมนดวยเครื่องตรวจวัดแบบเอฟไอ
ดี (FID detector) นําพ้ืนท่ีใตกราฟจากโครมาโตแกรมท่ีได (ตารางผนวกท่ี จ1) ไปเทียบกับกราฟ
มาตรฐานเอทานอล (ภาพผนวกท่ี จ1) เพ่ือหาความเขมขนของเอทานอล 
 
ตารางผนวกที่ จ1 พ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการสารละลายเอทานอลมาตรฐานท่ีความเขมขน 0 2.0 4.0 

6.0 8.0 และ 10.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรดวยเครื่องโครมาโทกราฟกาซ (GC)  
 

ความเขมขนเอทานอล (เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) พ้ืนท่ีใตกราฟ (mV) 
0.0 0 
2.0 663891 
4.0 1392550 
6.0 2016014 
8.0 2598904 
10.0 3408726 
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ภาพผนวกที่ จ1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟท่ีไดจากการวิเคราะห

ดวยเครื่องโครมาโทกราฟกาซ (GC) กับความเขมขนของเอทานอลมาตรฐาน 
 

3. วิธีการคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 

คํานวณหาความเขมขนเอทานอลท่ีไดจากสูตร  
 
ความเขมขนเอทานอล       =      (พ้ืนท่ีใตกราฟโครมาโตแกรม) × (อัตราการเจือจาง) 

 (เปอรเซ็นตโดยปริมาตร)      คาความชันของกราฟมาตรฐาน 
 
 คํานวณปริมาณเอทานอลจากเปอรเซ็นตโดยปริมาตร (% v/v) เปนน้ําหนักตอปริมาตร 
(g/l) 
 

 สมมติปริมาณเอทานอลท่ีวัดไดเทากับ X% (โดยปริมาตร) นั่นคือ 
สารตัวอยาง 100 มิลลิลิตร มีปริมาณเอทานอล  X   มิลลิลิตร  
ถาสารตัวอยาง 1,000 มิลลิลิตร มีปริมาณเอทานอลเทากับ X × 1000    

                                                                                                            100 
 =  X × 10  มิลลิลิตร/ลิตร 
 

จากความถวงจําเพาะของเอทานอลเทากับ 0.793 กรัม/มิลลิลิตร 
เพราะฉะนัน้ ปริมาณเอทานอล = X × 10 มิลลิลิตร/ลิตร × 0.793 กรัม/มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ฉ 
ขอมูลผลการทดลอง 
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ภาคผนวก ฉ 
 

ขอมูลผลการทดลอง 
 
ตารางผนวกที ่ฉ1  องคประกอบของผักตบชวาท่ีไมผานการปรับสภาพดวยสารเคมี  
 

ผักตบชวาท่ี
ไมผานการ
ปรับสภาพ 

คาท่ีไดจากการวิเคราะหเยื่อใย 
(เปอรเซ็นต)   องคประกอบทางเคมี  

(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั) 

NDF ADF ADL Ash   เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส ลิกนิน เถา 

ครั้งท่ี 1 71.62 45.31 8.34 0.78 36.97 26.31 7.56 0.78 
ครั้งท่ี 2 72.16 43.65 8.84 0.61 34.81 28.51 8.23 0.61 
ครั้งท่ี 3 71.9 45.39 9.65 0.45 35.74 26.51 9.20 0.45 
คาเฉล่ีย 71.89 44.78 8.94 1.10 35.84 27.11 8.33 0.61 

SD 0.27 0.98 0.66 0.17   1.08 1.21 0.82 0.17 
 

วิธีการคํานวณหาคาเฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส และลิกนิน 
 

1. การหาคาเฮมิเซลลูโลส 
 
เฮมิเซลลูโลส  = %NDF - %ADF  = 71.62 – 45.31 = 26.31 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัแหง 

 
2. การหาคาเซลลูโลส 

 
เซลลูโลส  = %ADF - %ADL  = 45.31 – 8.34  = 36.97 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัแหง 

 
3. การหาคาลิกนิน 

 
ลิกนิน  = %ADL - %Ash = 8.34  – 0.78  = 7.56  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักแหง 
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ตารางผนวกที่ ฉ2  องคประกอบของผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริกท่ีความ
เขมขนตางๆ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  

 

ความเขมขน 
H2SO4 (%) 

คาท่ีไดจากการวิเคราะหเยื่อใย 
(เปอรเซ็นต)   องคประกอบทางเคมี  

(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั) 

NDF ADF ADL Ash   เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส ลิกนิน เถา 

0.5 ครั้งท่ี 1 64.35 59.35 8.72 0.22  50.63 5.00 8.50 0.22 

 ครั้งท่ี 2 66.96 60.00 6.96 0.13  53.04 6.96 6.83 0.13 

 ครั้งท่ี 3 65.95 57.39 8.62 0.18  48.77 8.56 8.44 0.18 

 คาเฉล่ีย 65.74 58.91 8.10 0.05  50.81 6.84 7.92 0.05 

 SD 1.30 1.36 0.99 0.08  2.14 1.78 0.95 0.08 
1.0 ครั้งท่ี 1 74.24 71.99 10.08 0.42  61.91 2.25 9.66 0.42 

 ครั้งท่ี 2 73.83 70.42 9.11 0.41  61.31 3.41 8.70 0.41 

 ครั้งท่ี 3 73.05 71.21 11.83 0.38  59.38 1.84 11.45 0.38 

 คาเฉล่ีย 73.71 71.21 10.34 0.39  60.87 2.50 9.94 0.39 
SD 0.60 0.78 1.38 0.04  1.32 0.81 1.40 0.04 

3.0 ครั้งท่ี 1 78.50 78.14 14.33 0.71  63.81 0.36 13.62 0.71 
ครั้งท่ี 2 76.75 74.84 12.85 0.63  61.99 1.91 12.22 0.63 
ครั้งท่ี 3 76.58 75.61 12.00 0.48  63.61 0.97 11.52 0.48 
คาเฉล่ีย 77.27 76.20 13.06 0.61  63.14 1.08 12.45 0.61 

SD 1.06 1.73 1.17 0.12  1.00 0.78 1.07 0.12 
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ตารางผนวกที่ ฉ3   องคประกอบของผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟวริก 0.5 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร แลวตามดวยโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีความเขมขนตางๆ ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  

 

NaOH (%) 

คาท่ีไดจากการวิเคราะหเยื่อใย 
(เปอรเซ็นต)  

องคประกอบทางเคมี 
(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั) 

NDF ADF ADL Ash  เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส ลิกนิน เถา 

1 ครั้งท่ี 1 84.07 81.41 2.96 0.15  78.45 2.66 2.81 0.15 

 ครั้งท่ี 2 85.35 79.99 3.56 0.09  76.43 5.36 3.47 0.09 

 ครั้งท่ี 3 84.45 81.47 3.26 0.12  78.21 2.98 3.14 0.12 

 คาเฉล่ีย 84.63 80.95 3.26 0.12  77.69 3.68 3.14 0.12 

 SD 0.66 0.83 0.30 0.03  1.10 1.48 0.33 0.03 
3 ครั้งท่ี 1 85.14 82.30 1.06 0.11  81.24 2.84 0.95 0.11 

 ครั้งท่ี 2 84.02 79.71 1.52 0.19  78.19 4.31 1.33 0.19 

 ครั้งท่ี 3 83.61 81.45 0.99 0.02  80.46 2.16 0.97 0.02 

 คาเฉล่ีย 84.25 81.15 1.19 0.11  79.96 3.1 1.08 0.11 

 SD 0.79 1.32 0.29 0.09  1.58 1.10 0.21 0.09 
5 ครั้งท่ี 1 83.04 81.09 0.86 0.08  80.23 1.95 0.78 0.08 

 ครั้งท่ี 2 82.93 81.12 1.22 0.10  79.90 1.81 1.12 0.10 

 ครั้งท่ี 3 83.18 81.70 1.60 0.08  80.10 1.48 1.52 0.08 

 คาเฉล่ีย 83.05 81.30 1.23 0.09  80.07 1.75 1.14 0.09 

 SD 0.13 0.34 0.37 0.01  0.17 0.24 0.37 0.01 
10 ครั้งท่ี 1 86.31 87.93 0.84 0.09  80.23 1.95 0.78 0.09 

 ครั้งท่ี 2 86.70 86.55 1.35 0.03  79.90 1.81 1.12 0.03 

 ครั้งท่ี 3 88.65 85.97 1.00 0.04  80.10 1.48 1.52 0.04 

 คาเฉล่ีย 87.22 86.37 1.06 0.05  80.07 1.75 1.14 0.05 

 SD 1.25 1.01 0.26 0.03  0.17 0.24 0.37 0.03 
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ตารางผนวกที ่ฉ3  (ตอ)  
 

 NaOH (%) 

คาท่ีไดจากการวิเคราะหเยื่อใย 
(เปอรเซ็นต)   องคประกอบทางเคมี  

(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั) 

NDF ADF ADL Ash   เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส 

ลิกนิน เถา 

15 ครั้งท่ี 1 86.11 86.94 1.16 0.01  85.78 0.00 1.15 0.01 

 ครั้งท่ี 2 87.99 86.15 0.92 0.04  85.23 1.84 0.88 0.04 

 ครั้งท่ี 3 87.05 86.55 0.61 0.03  85.94 0.50 0.58 0.03 

 คาเฉล่ีย 87.05 86.54 0.90 0.03  85.65 0.78 0.87 0.03 

 SD 0.94 0.39 0.27 0.01  0.37 0.95 0.29 0.01 
20 ครั้งท่ี 1 86.35 86.55 0.63 0.00  85.92 0.00 0.63 0.00 

 ครั้งท่ี 2 85.48 86.10 1.09 0.00  85.01 0.00 1.09 0.00 

 ครั้งท่ี 3 88.37 86.48 0.22 0.01  86.26 1.89 0.21 0.01 

 คาเฉล่ีย 86.73 86.38 0.64 0.00  85.73 0.63 0.64 0.00 

 SD 1.48 0.24 0.44 0.01  0.65 1.09 0.44 0.01 
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ตารางผนวกที ่ฉ4 องคประกอบของผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวย 1 เปอรเซ็นตกรดซัลฟวรกิ 
และตามดวยโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีความเขมขนตางๆ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 

ความเขมขน 
NaOH (%) 

คาท่ีไดจากการวิเคราะหเยือ่ใย 
(เปอรเซ็นต)  

องคประกอบทางเคมี 
(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั) 

NDF ADF ADL Ash  เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส ลิกนิน เถา 

1 ครั้งท่ี 1 83.42 84.08 7.16 0.16  76.92 0.00 7.00 0.16 

 ครั้งท่ี 2 85.64 82.73 6.65 0.26  76.08 2.91 6.39 0.26 

 ครั้งท่ี 3 85.05 84.50 5.92 0.20  78.58 0.55 5.72 0.20 

 คาเฉล่ีย 84.70 83.77 6.58 0.23  77.19 0.93 6.35 0.23 

 SD 1.15 0.93 0.62 0.07  1.27 1.82 0.64 0.07 
3 ครั้งท่ี 1 84.45 85.25 6.62 0.27  78.63 0.0 6.35 0.27 

 ครั้งท่ี 2 86.98 85.97 5.30 0.19  80.67 1.01 5.11 0.19 

 ครั้งท่ี 3 85.94 84.94 5.76 0.17  79.18 1.00 5.59 0.17 

 คาเฉล่ีย 85.79 85.39 5.89 0.21  79.5 0.40 5.68 0.21 

 SD 1.27 0.53 0.67 0.05  1.06 0.58 0.63 0.05 
5 ครั้งท่ี 1 85.77 84.92 3.55 0.19  81.37 0.85 3.36 0.19 

 ครั้งท่ี 2 84.80 84.78 3.68 0.11  81.1 0.02 3.57 0.11 

 ครั้งท่ี 3 83.23 83.63 2.74 0.12  80.89 0 2.62 0.12 

 คาเฉล่ีย 84.60 84.44 3.32 0.14  81.12 0.16 3.18 0.14 

 SD 1.28 0.71 0.51 0.05  0.24 0.49 0.50 0.05 
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ตารางผนวกที ่ฉ5 องคประกอบของผักตบชวาท่ีผานการปรับสภาพดวย 3 เปอรเซ็นตกรดซัลฟวรกิ 
และตามดวยโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีความเขมขนตางๆ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 

ความเขมขน 
NaOH (%) 

คาท่ีไดจากการวิเคราะหเยื่อใย 
(เปอรเซ็นต)  

องคประกอบทางเคมี 
(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั) 

NDF ADF ADL Ash  เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส ลิกนิน เถา 

1 ครั้งท่ี 1 87.12 88.94 8.60 0.51  80.34 0.00 8.09 0.51 

 ครั้งท่ี 2 89.83 88.15 11.41 0.55  76.74 1.68 10.86 0.55 

 ครั้งท่ี 3 87.36 91.11 9.40 0.38  81.71 0.00 9.02 0.38 

 คาเฉล่ีย 88.10 89.40 6.84 0.48  79.60 0.00 9.32 0.48 

 SD 1.50 0.89 1.53 0.09  2.57 0.97 1.41 0.09 
3 ครั้งท่ี 1 84.57 87.72 7.24 0.42  80.48 0.00 6.82 0.42 

 ครั้งท่ี 2 83.87 85.42 8.24 0.22  77.18 0.00 8.02 0.22 

 ครั้งท่ี 3 84.02 88.60 5.87 0.42  82.73 0.00 5.45 0.42 

 คาเฉล่ีย 84.15 87.25 7.12 0.35  80.13 0.00 6.76 0.35 

 SD 0.37 1.64 1.19 0.12  2.79 0.00 1.29 0.12 
5 ครั้งท่ี 1 84.98 84.66 4.40 0.17  80.26 0.32 4.23 0.17 

 ครั้งท่ี 2 82.56 84.32 3.63 0.06  80.69 0.00 3.57 0.06 

 ครั้งท่ี 3 84.13 88.77 4.01 0.19  84.76 0.00 3.82 0.19 

 คาเฉล่ีย 83.89 85.92 4.10 0.14  81.90 0.00 3.87 0.14 

 SD 1.23 2.48 0.27 0.07  2.48 0.18 0.33 0.07 
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ตารางผนวกที่ ฉ6 ป ริ ม า ณ น้ํ า ต า ล รี ดิ ว ซ ท่ี ไ ด จ า ก ก า ร ห มั ก ผั ก ต บ ช ว า ด ว ย แ บ ค ที เ รี ย                          
C. acetobutylicum ภายใตกระบวนการหมักแบบเปยก ตามการออกแบบการ
ทดลองของ Box-Behnken  

 
การ

ทดลองท่ี 
ปจจัยการทดลอง  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ (% w/w) 

คาเฉล่ีย SD 
X1 X2 X3  ครั้งท่ี1 ครั้งท่ี2 ครั้งท่ี3 

1 -1 -1 0  7.14 6.77 7.01 6.97 0.18 
2 1 -1 0  1.64 1.60 1.46 1.57 0.10 
3 -1 1 0  2.66 3.14 2.78 2.86 0.25 
4 1 1 0  0.48 0.46 0.51 0.48 0.02 
5 -1 0 -1  6.89 6.61 6.73 6.75 0.14 
6 1 0 -1  3.60 3.51 3.53 3.55 0.05 
7 -1 0 1 

 
7.46 7.18 6.97 7.20 0.24 

8 1 0 1  1.96 2.01 1.97 1.98 0.03 
9 0 -1 -1  2.89 2.80 2.86 2.85 0.05 
10 0 1 -1  0.77 0.87 1.05 0.90 0.14 
11 0 -1 1  3.39 3.39 3.55 3.44 0.09 
12 0 1 1  0.47 0.50 3.90 1.62 1.97 
13 0 0 0  8.41 8.02 8.10 8.18 0.21 
14 0 0 0  8.22 8.06 7.89 8.06 0.17 
15 0 0 0 

 
8.16 8.05 8.26 8.16 0.11 
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ตาร าง ผน วก ที่  ฉ7  ป ริม าณ น้ํ า ตา ลรี ดิว ซ ท่ีไ ดจ าก กา รห มัก ผัก ตบ ชว าด วย แบ คที เรี ย                           
C. acetobutylicum ท่ีสภาวะท่ีศึกษา 

 

วัสดุหมัก 
 คาการดูดกลืนแสง

ท่ี 540 นาโนเมตร 
ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ 

(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั) 
ผักตบชวา ครั้งท่ี1 0.245 0.99 9.72 

 ครั้งท่ี2 0.213 0.86 8.45 
 ครั้งท่ี3 0.229 0.92 9.09 
 คาเฉล่ีย - 0.92 9.09 
 SD - 0.64 0.63 

 
ตารางผนวกที่ ฉ8  พ้ืนท่ีใตกราฟของโครมาโตแกรมและปริมาณของน้ําตาลรีดิวซแตละชนิดท่ีได

จากการหมักหมักผักตบชวาดวยแบคทีเรีย C. acetobutylicum ท่ีสภาวะท่ีศึกษา 
 

 ชนิดของน้ําตาลรีดิวซ ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

พ้ืนท่ีใตกราฟ (mV) 
เซลโลบิโอส 56.40 40.26 51.523 

กลูโคส 74.98 75.02 78.20 
ปริมาณน้ําตาล  
(กรัมตอลิตร) 

เซลโลบิโอส 0.33 0.24 0.30 
กลูโคส 0.43 0.43 0.45 
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ตารางผนวกที่ ฉ9  ความเขมขนเซลลแหงท่ีระยะเวลาตางๆ แสดงการเจริญของแบคทีเรีย            
C. acetobutylicum บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TYA ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
อัตราการเขยา 250 รอบตอนาที 

 

ระยะเวลา (ช่ัวโมง) 
ความเขมขนเซลลแหง(กรัมตอลิตร) 

คาเฉล่ีย SD 
ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

0 0.2380 0.2300 0.1750 0.2143 0.03 
2 0.1860 0.3920 0.2840 0.2873 0.10 
4 0.2570 0.2870 0.2500 0.2647 0.02 
6 
12 

0.7100 
0.4190 

0.3720 
0.6240 

0.3270 
0.5220 

0.4697 
0.5217 

0.21 
0.10 

16 0.7910 1.0260 1.3440 1.0537 0.28 
24 1.8180 2.2520 1.8510 1.9737 0.24 
36 2.0610 2.4500 2.2300 2.2470 0.20 
48 1.8460 1.7380 2.4330 2.0057 0.37 
60 2.0540 2.0500 1.7870 1.9637 0.15 
72 1.8810 1.5660 1.5380 1.6617 0.19 

 
ตารางผนวกที่ ฉ10  ความเขมขนกลูโคสท่ีระยะเวลาตางๆ แสดงการใชกลูโคสในการเจริญของ

แบคทีเรีย C. acetobutylicum บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TYA ท่ีอุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที 

 

ระยะเวลา (ช่ัวโมง) 
ความเขมขนกลูโคส (กรัมตอลิตร) 

คาเฉล่ีย SD 
ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

0 42.16 42.40 41.85 42.14 0.28 
2 40.05 41.38 42.40 41.27 1.18 
4 41.61 39.97 40.67 40.75 0.83 
6 38.64 40.36 40.28 39.76 0.97 
8 37.07 37.85 38.56 37.83 0.74 
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ตารางผนวกที ่ฉ10  (ตอ) 

    
ระยะเวลา (ช่ัวโมง) 

ความเขมขนกลูโคส (กรัมตอลิตร) 
คาเฉล่ีย SD 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 
12 26.96 31.74 31.35 30.02 2.65 
16 6.11 6.46 6.96 6.51 0.43 
20 3.97 3.82 3.81 3.87 0.09 
24 3.31 3.57 3.98 3.62 0.34 
30 2.55 2.73 3.10 2.80 0.28 
36 1.68 1.68 1.72 1.69 0.03 

 
ตารางผนวกที่ ฉ11  ความเขมขนเซลลแหงท่ีระยะเวลาตางๆ แสดงการเจริญของยีสต S. cerevisiae 

TISTR 5339 บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตรา
การเขยา 200 รอบตอนาที 

 

ระยะเวลา (ช่ัวโมง) 
ความเขมขนเซลลแหง(กรัมตอลิตร) 

คาเฉล่ีย SD 
ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

0 0.0300 0.0500 0.0400 0.0400 0.01 
2 0.1300 0.1300 0.1600 0.1400 0.02 
4 0.2300 0.2100 0.2500 0.2300 0.02 
6 0.8100 0.8700 1.0600 0.9133 0.13 
12 2.9700 2.8300 2.7800 2.8600 0.10 
16 3.6100 3.6600 3.5000 3.5900 0.08 
24 4.3900 4.4200 4.4000 4.4033 0.02 
36 4.3700 4.3600 4.2000 4.3100 0.10 
48 4.4100 4.3700 4.3400 4.3733 0.04 
60 4.5900 4.3300 4.4100 4.4433 0.13 
72 4.2900 3.9000 3.8100 4.0000 0.26 
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ตารางผนวกที ่ฉ12  ความเขมขนกลูโคสท่ีระยะเวลาตางๆ แสดงการใชกลูโคสในการเจริญของยีสต 
S. cerevisiae TISTR 5339 บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที 

 

ระยะเวลา (ช่ัวโมง) 
ความเขมขนกลูโคส (กรัมตอลิตร) 

คาเฉล่ีย SD 
ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 

0 14.84 14.27 13.53 14.21 0.66 
2 14.66 12.64 13.56 13.62 1.01 
4 13.16 12.74 14.03 13.31 0.66 
6 5.52 5.61 5.67 5.60 0.08 
8 1.80 2.00 1.89 1.90 0.10 
12 0.93 0.88 0.81 0.87 0.06 
16 0.89 0.98 0.81 0.89 0.09 
20 1.12 1.27 1.12 1.17 0.09 
24 1.33 1.10 0.95 1.12 0.19 
30 1.33 1.08 0.99 1.13 0.18 
36 1.24 1.19 1.06 1.16 0.10 
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ตารางผนวกที ่ฉ13  พ้ืนท่ีใตกราฟโครมาโตแกรม และความเขมขนของเอทานอลท่ีไดจาการหมัก  
เพ่ือผลิตเอทานอลดวย S. cerevisiae TISTR 5339 โดยใชกลูโคส และน้ําหมักท่ี
คาความหวาน 15 องศาบริกซ เปนแหลงคารบอน 

 

แหลงคารบอน 
พ้ืนท่ีใตกราฟ (mV) 

ปริมาณเอทานอล 
(เปอรเซ็นตโดย

ปริมาตร) เฉล่ีย SD 

1 2 3 1 2 3 
กลูโคส 
(15 ºBx) 3139501 3083017 2931269 9.35 9.18 8.73 18.18 0.64 

น้ําตาลรีดิวซ 
(15 ºBx) 96335 112513 121847 0.28 0.33 0.35 0.32 0.04 
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
 
ชื่อ ชมพูนุช ลออิสระตระกูล 
เกิดวันที ่ 20 เดือน พฤศจิกายน พ.ศ. 2524 
สถานที่เกดิ  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (เทคโนโลยอุีตสาหกรรมเกษตร) มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี

พระจอมเกลาพระนครเหนือ  
ตําแหนงปจจุบัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ทุนการศึกษาทีไ่ดรับ - 

 

 
 


