
บทที่ 2 
 

ทฤษฎีและวารสารที่เก่ียวข้อง 
 

2.1 ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

การหมักแข็งได้รับการพัฒนาทั้งกระบวนการทางชีวภาพและผลิตภัณฑโ์ดยใช้จุลินทรย์ีสาย

พันธ์ุและสับสเตรทต่างๆ ผลติภัณฑ์เอนไซม์ที่ได้ขึ้นกับสายพันธ์ุของจุลินทรีย์   การผลติเซลลูเลสจาก

การหมักแข็งราํข้าวสาลีด้วยไตรโคเดอร์มา รีสิอี [25] ซึ่งเป็นเอนไซม์เปลี่ยนเซลลูโลสเป็นน้ําตาล  

เซลลูโลสประกอบด้วยโครงสร้างทางเคมีเป็นโพลีแซคคาไรด์เส้นตรงและเฮมิเซลลูโลสเป็น 

heteropolysaccharides เป็นเส้นตรงและกิ่งซึ่งที่พบในธรรมชาติประกอบด้วย monosaccharide 5 

ชนิด คือ D-xylose, D-galactose, D-mannose, D-glucose และ L-arabinose ส่วนใหญใ่นสายโซ่

โมเลกุลคือ xylans, galactans และ mannans กากผลไม้เหลือทิ้งอุตสาหกรรมเป็นประเภทไม้อ่อน 

(soft wood) ประกอบด้วยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส โครงสร้างทางเคมีของเฮมิเซลลโูลสอยู่ในรูปของ 

mannans ซึ่งทําให้เปลือกแข็งนั่นเอง เอนไซม์ทีส่ามารถย่อยสลาย mannans ได้คือ β-mannanase 

ซึ่งผลิตได้จากเชื้อราไตรโคเดอร์มา รีสิอี ขึ้นกับสับสเตรททีน่ํามาใช้ เช่น กากเหลือทิ้งหลังจากบีบน้ํามัน

ออกแล้ว (oil cake) การใช้เอนไซม์นี้สามารถเพิ่มผลได้ของน้ําตาลมากข้ึนหลายเท่าเมื่อเทียบกับใช้ 

เซลลูเลสอย่างเดียว เชื้อราที่สามารถให้เอนไซม์ที่ย่อยสลาย mannan จึงเหมาะที่จะนํามาใช้ในการผลิต

เอทานอลชีวภาพ (bio-ethanol) [26]  

งานวิจัยที่ผ่านมาผลิตเอทานอลจากวัสดุเซลลูโลสคือฟางข้าวสาลีโดยการใช้ครูดเอนไซม์เซลล-ู    
เลสจากการหมักแข็ง จลุินทรีย์ที่ใช้คือไตรโคเดอร์มา รีสิอี และใช้ยีสต์ แซคคาโรมายซสิ ซริีวิสิอี เพื่อ

เปลี่ยนน้ําตาลเป็นเอทานอล [27] 

บทวิจารณ์เกี่ยวกับการผลิตเอนไซม์ทีใ่ช้ย่อยสลายได้ทั้งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสจาก

งานวิจัยที่ผ่านมาได้ใช้กากเหลือทิ้งที่บีบน้ํามันออกแล้ว เช่น กากมะพร้าว กากงา กากปาล์ม กากเมล็ด

ฝ้าย กากคาโนลา กากมะกอก กากเมล็ดเรพ พบว่า การผลิตเอนไซม์ไซแลนเนสจากกากคาโนลาด้วยไตร

โคเดอร์มา รีสอีิ ระบบเอนไซม์ที่ผลิตได้มสีัดส่วนของ acetyl xylan esterase, cellulase และ 

xylosidase activity  

การใช้กากเหลือทิ้งที่บีบน้ํามันออกแล้วจึงเป็นทางเลือกที่ดีสําหรับการผลิตเชื้อเพลิงสีเขียวที่

เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม และมีต้นทุนตํ่า บทวิจารณ์งานวิจัยกากของพืชน้ํามันที่สกัดน้าํมันออกแล้ว (oil 

cake) และการนําไปใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพ ได้หาองค์ประกอบทางเคมีของ oil cake ต่างๆ และการ

นําไปใช้ผลิตเอนไซม์โดยการหมักแข็ง ในบทความได้รวบรวมจุลินทรีย์ทีส่ามารถนําไปใช้ผลิตเอนไซม์

ชนิดต่างๆ จาก oil cake ที่ใช้เป็นสับสเตรท และได้รายงานการใช้กากคาโนลาผลิตไซแลนเนสโดยใช้

ไตรโคเดอร์มา รีสิอีได้ดีกว่ากากอ่ืนๆ [28] 
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งานวิจัยที่ผ่านมาได้ใช้เชื้อราไตรโครเดอร์มา ฮาร์เซียนัม (Trichoderma harzianum strain 

T4) ผลิตเอนไซม์ β-mannanase บริสทุธ์ิ โดยใช้รําข้าวสาลีเป็นแหล่งคาร์บอนหรือสับสเตรท 

ระยะเวลาหมัก 6 วัน [29] 

นอกจากเชื้อราไตรโคเดอร์มา รีสิอี สามารถผลิตเอนไซมแ์มนแนนเนส ยังสามารถผลติไซแลน-

เนสได้เช่นกัน ได้มีงานวิจัยการผลิตไซแลนเนสเพื่อใช้ย่อยไซแลนโดยใช้เชื้อราไตรโคเดอร์มา รีสิอี RUT 

C-30 จากแกลบข้าวโอ๊ตและเบ่ือของบีทที่ใช้ผลิตน้ําตาลเป็นแหล่งคาร์บอน [30] และการศกึษา 

stereochemistry ของการย่อยสลาย glycosidic linkage ด้วย endo-β-1,4-xylanase ที่ได้จากเชื้อ

ราไตรโคเดอร์มา รีสิอี  RUT C-30  [31]  

แนวคิดของงานวิจัยนี้คือการนําเอนไซม์ผสมระหว่างเชื้อราไตรโคเดอร์มา รีสิอี RT-P1 และ
เชื้อยีสต์แซคคาโรมายซิส ซิรวิีสิอี RT-P2 ทีผ่ลิตได้จากการหมักแข็งโดยใช้สับสเตรทที่เป็นกากผลไม้

เหลือทิ้งอุตสาหกรรมไปใช้ย่อยสลายได้ทั้งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสโดยนําเอนไซม์ผสมมาใช้ทั้งใน

ขั้นตอนการปรับสภาพทางชีวภาพเบื้องต้นและการย่อยสลายร่วมกับการหมักเอทานอลแบบรวม

ปฏิกิริยาในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเดี่ยวของกระบวนการ two-step SSCF บนสมมุติฐานการให้จุลินทรย์ี

ผสมเติบโตบนแหล่งคาร์บอนหรือสับสเตรทที่มีอาหารเหลวเป็นตัวกลางท่ีเหมาะสมรวมทั้งความเป็น

กรด-ด่างและอุณหภูมิของกระบวนการหมักแข็ง จุลินทรีย์ผสมจะปลดปล่อยเอนไซม์ออกมาและเปลีย่น

เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไปเป็นน้ําตาลระหว่างการเติบโต และมียีสต์ซึง่ถูกเพาะเลี้ยงให้อยู่ร่วมกันจะ

เปลี่ยนน้ําตาลไปเป็นเอทานอลไปพร้อมกันด้วย [32]  

 

2.2 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เก่ียวข้อง  

การผลิตเอทานอลจากวัสดุเซลลูโลสิกโดยกระบวนการทางชีวภาพด้วยเอนไซม์ชนิดต่างๆ ได้มี

งานวิจยัและพัฒนาถึงศักยภาพของวัตถุดิบเหล่านี้ร่วมกันการผลิตชนิดของเอนไซม์เพื่อใช้ย่อยสลาย 

เนื่องจากวัสดุเหล่านี้มีอยู่มากมายในธรรมชาติและสามารถนํามาใช้ได้อย่างยั่งยืน  

เชื้อราไตรโคเดอร์มา รีสิอี และ A. niger NCH-189 สามารถนํามาใช้ย่อยสลายแมนแนน 
(mannan) ได้ และกากมะพร้าวที่สกัดน้ํามันออกแล้ว (defatted copra หรือ coconut oil cake) 

เป็นแหล่งคาร์บอนที่ดี จึงได้มีการศึกษาการเพิ่มการผลิตเอนไซม์แมนแนนเนส (mannanase) โดยการ

หมักเหลวจากกากมะพร้าวที่สกัดน้ํามันออกแล้วด้วยเชื้อรา A. niger NCH-189 พบว่า กากมะพร้าวเป็น

แหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุดสําหรบัการผลิตเอนไซม์แมนแนนเนส ซึ่งมแีหล่งไนโตรเจนและแมนแนนเป็น

องค์ประกอบ แมนแนนเนส แอคทิวิตี เท่ากับ 28 U/mL ระยะเวลาที่ใช้หมัก 3 วัน ที ่30oC ซึ่งมีค่า

มากกว่าแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน 4 เท่า เอนไซม์แมนแนนเนสสามารถใชย่้อยสลายเฮมิเซลลูโลสได้น้ําตาล 

[33]  

กากมะพร้าวที่สกัดน้ํามันออกแล้วจึงมีศักยภาพที่จะนํามาใช้เป็นสับสเตรทในการหมักแข็งเพื่อ

ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและแมนแนนเนสได้ เพราะองค์ประกอบทางเคมีมีเส้นใย โปรตีนในปริมาณมาก 



และฟอสฟอรัสปริมาณเล็กนอ้ย โดยการใช้เอนไซม์ผสมจากการหมักแข็งระหว่างสายพันธ์ุจุลินทรีย์เชื้อ

ราไตรโคเดอร์มา รีสิอี RT-P1และเชื้อยีสต์แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 ที่สามารถย่อยสลาย

สับสเตรทนี้เพื่อผลิตเอนไซมส์ําหรับการย่อยสลายทั้งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในการหมักเอทานอล

แบบรวมปฏิกิริยาในถังปฏิกรณ์เด่ียว  

สําหรับกากผลไม้เหลือทิ้งอุตสาหกรรมทีส่ามารถได้นําไปใช้เป็นสับสเตรทเพื่อผลิตเอนไซม์ใน

งานวิจัยที่ผ่านมา คือกากองุ่นที่คั้นน้ําออกแล้ว (grape pomace) และกากเมล็ดองุ่น (grape seed) ที่

สกัดสาร anthocyanins ออกแล้ว งานวิจัยที่ผ่านมาได้รายงานองค์ประกอบและสมบติัทางกายภาพของ

กากองุ่นที่คั้นน้ําออกแล้ว และเมล็ดองุ่น พบว่า ประกอบด้วยโพลีฟีนอล 95-97% เส้นใยอาหาร  
30-32% และ โปรตีน 60-70% [34]   

การย่อยสลายกากองุ่นที่คั้นน้ําออกแล้วโดยใช้เอนไซม์จากเชื้อรา A. awamori ในการหมัก

แข็ง ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือเอนไซม์เซลลูเลส ไซแลนเนสและแพคติเนส กากองุ่นที่คั้นน้ําออกแล้ว

ประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต (8% ในเมล็ดและ 13 % ในเปลือก) เส้นใย 50% ของมวลทั้งหมด ซึ่ง

ประกอบด้วยลิกนิน 64% ในเส้นใยและ 59% ในเปลือก นอกจากนี้เส้นใยยังมีเฮมิเซลลูโซส (18% ใน

เมล็ดและ 31% ในเปลือก) และเซลลูโลส (17.75% ในเมล็ดและ 6% ในเปลือก) ส่วนเพคตินในเส้นใยมี

เพียงเล็กน้อยประมาณ 0.25% ในเมล็ด 4% ในเปลือก ได้มีการนํากากองุ่นไปใช้เป็นสับสเตรทสําหรบั

การเติบโตของเชื้อราไตรโคเดอร์มา ไวไรด์ (Trichoderma viride) ดังนั้น กากองุ่นจึงมีความเหมาะสม

สําหรับการผลติเอนไซม์เซลลเูลส ไซแลนเนสและแพคติเนสในกระบวนการหมักแข็ง เอนไซม์เหล่านี้

นําไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อาหารสัตว์ เชื้อเพลิงชีวภาพ อุตสาหกรรมเคมทีี่ใช้วัสดุเซลลูโลสกิใน

กระบวนการ โดยเฉพาะไซแลนเนสใช้ในอตุสาหกรรมสิ่งทอ [35] 

การใช้เชื้อราไตรโคเดอร์มา รีสิอี เป็นเอนไซม์ปรับสภาพน้ําองุ่นก่อนนําไปหมักเป็นไวน์จากน้ํา

องุ่น ใช้เวลา 24 ช่ัวโมงที่ 20-22oC พบว่าเอนไซม์จากเชื้อราไตรโคเดอร์มา รีสิอี เตรียมจากเพคตินและ

เซลลูโลสให้ค่าเอนไซม์ แอคทิวิตีของ pectate-lyase, cellulase, β-1,3-Glucanase และ β-1,6-

Glucanase ซึง่สามารถทําใหไ้วน์มีความขุ่นน้อยลง อัตราการหมักเอทานอลลดลงเนื่องจากสารอาหาร
น้อยลงเมื่อเทียบกับน้ําองุ่นที่ไม่ได้ปรับสภาพกับเอนไซม์ [36] 

การใช้กากองุ่นเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมไวน์สําหรับการผลิตเชื้อราไตรโคเดอร์มา ไวไรด์ โดย

กระบวนการหมักแข็งเพื่อใช้เป็นสารควบคุมโรคพืช เชื้อราสายพันธ์ุนี้ผลิต extracellular enzymes ที่

เป็นปัจจัยสําคัญสําหรบัยับย้ังจุลินทรีย์ที่ก่อโรคพืช เช่น ไคติเนสและ β-Glucanase ซึ่งย่อยสลายผนัง

เซลล์ของศัตรพืูช และเพคติเนสซึ่งทําให้พืชมีความต้านทานโรค เชื้อราสายพันธ์ุไตรโคเดอร์มา ไวไรด์ใช้

ต้านทานโรคพืช ช่วยการเติบโตและเพิ่มอัตราการผลิต ทีผ่่านมาการศึกษาเกี่ยวกับการผลิต 

extracellular enzymes จากเชื้อราสายพันธ์ุนี้โดยการหมักแข็งยังมีน้อย งานวิจัยพบว่า ผลได้ของ

จุลินทรีย์ ไคติเนส,  β-Glucanase และแพคติเนส เท่ากับ 6.65×109 CFU/g สับสเตรทเริ่มต้น,  

47.8 U/ g สับสเตรทเริ่มต้น, 8.32 U/ g สับสเตรทเริ่มต้น และ 9.83 U/ g สับสเตรทเริ่มต้น ตามลําดับ 
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เอนไซม์ที่ได้สามารถยับย้ังเชื้อCladosporium, Fusarium, Fuvai, Botrytis, Aspergillus, 

Penicillium, Mucor และ Rhizopus [37]  

กากเปลือกองุ่นและแอปเปิลเหลือทิ้งจากการผลิตไวน์ น้ําผลไม้ และไซเดอร์โดยใช้การย่อย

สลายด้วยกรดไตรฟลูออโรอะซิติกและไฮโดรคลอริก พบว่าความเข้มข้นกรดไตรฟลูออโรอะซิติกที่

เหมาะสมคือ 2โมลาร,์ 121 องศาเซลเซียส และใช้เวลา 2 ช่ัวโมง ให้ผลได้ของโมโนแซคคาไรด์จาก

เปลือกผลไมส้งูกว่าการย่ยอสลายด้วยกรดไฮโดรคลอริกภายใต้สภาวะเดียวกัน เปลือกองุ่นเป็นแหล่ง

ของพิกเมนต์แอนโธไซยานิน (anthocyanin pugment) ที่ดี ขณะที่เปลอืกแอปเปิลเป็นแหล่งของ 

เคทีชิน (catechins) [38]  
น้ํามันจากเมลด็องุ่นผลิตได้โดยการใช้การบีบอัดด้วยระบบไฮดรอลิกและการสกัดด้วยตัวทํา-

ละลาย ส่วนใหญ่ใช้นอร์มัล-เฮกเซน (n-hexane) ผลได้ของกระบวนการเพิ่มขึ้นจากการเพิ่มแรงอัดและ

การให้ความรอ้น การขัดสีเมล็ดเพิ่มประสิทธิภาพและลดพื้นที่ผิวได้ ทางเลือกหนึ่งของการทําให้น้ํามัน

ออกมาเพิ่มขึ้นโดยใช้การย่อยสลายผนังเซลล์ด้วยเอนไซม์ที่เหมาะสมเพือ่การปรับสภาพเบื้องต้น ทําให้

เมล็ดมีอนุภาคขนาดเล็กลง ผวิถูกย่อยเนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม์และแยกเซลล์ออกจากกันทําให้ผนัง

เซลล์ถกูทําลายทําให้สกัดน้ํามันได้เพิ่มขึ้น การย่อยสลายใช้เอนไซม์ร่วมกันระหว่างเซลลูเลสและเพคติ-

เนส สําหรับทีร่ะยะเวลานานเพิ่มการย่อยได้โดยการใช้โปรติเอสร่วมด้วย การศึกษาสภาวะที่เหมาะสม

ของการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ผสมซึ่งเป็นเอนไซม์ทางการค้าระหว่างเซลลูเลสผลิตจาก A. niger เฮมิ-

เซลลูเลสผลิตจาก Thermomyces lanugiosus  เพคติเนสผลิตจาก A. aculeatus และโปรติเอสผลิต

จาก porcine pancreas กับเมล็ดองุ่นบด พบว่า ผลได้จากการสกัดเท่ากับ 13.7% ที่สภาวะเหมาะสม

คือเวลาที่ใช้ 24 ช่ัวโมง pH เท่ากับ 4 อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส ขนาดอนุภาคเส้นผ่าศูนย์กลาง 

1.0-1.4 มิลลิเมตร และความเข้มข้นเอนไซม์ผสมของ เซลลูเลสเท่ากับ 29 โปรติเอสเทา่กับ 1191 ไซ-

แลนเนสเท่ากับ 21 และแพคติเนสเท่ากับ 569 U/g ของเมล็ดองุ่น มีค่าเพิ่มขึ้น 106% ของเมล็ดองุ่นที่

ไม่ได้ปรับสภาพเบื้องต้น สําหรับเวลาที่ใช้ 120 ช่ัวโมง ผลได้เท่ากับ 17.5% มีค่าเพิ่มขึ้น 163% ของ
เมล็ดองุ่นที่ไม่ได้ปรับสภาพเบื้องต้น [39] 

การผลิตเอทานอลชีวภาพจากกากองุ่นและบีทเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมเกษตรโดยการหมัก

แข็งด้วยยีสต์แซคคาโรมายซสิ ซริีวิสิอี ในระดับห้องปฏิบัติการ สภาวะเริ่มต้นของการเลี้ยงเชื้อคือน้ําตาล 

16.5% ที่ pH 4.5 ความช้ืน 68% ความเข้มข้นของหัวเชื้อเท่ากับ 108 เซลล์ต่อกรมัของกากผลไม้และ

ทําการบ่มในสภาพแวดล้อมที่มาใช้อากาศที่ 28oC ระยะเวลาหมักเท่ากับ 96 ช่ัวโมง พบว่า การหมัก

แข็งกากบีทให ้  เอทานอลสงูสุดที่ระยะเวลา 46 ช่ัวโมง และผลได้มากกว่า 82% ของการใช้น้ําตาล 

และการหมักแข็งให้เอทานอลมากกว่าการหมักเหลว ข้อได้เปรียบของการหมักแข็งคือทางด้านเทคนิค

และทางเศรษฐศาสตร์ ง่ายต่อการดําเนินงาน ประหยัดเวลาและพลังงาน วัตถุดิบราคาถูก [40] 

สภาวะที่เหมาะสมของการผลิตเพื่อเพิ่มเอนไซม์ β-mannanase โดย recombinant 

Aspergillus sojae การทดลองทําในขวดรูปชมพู่ โดยใช้ Box-Behnken design of response 



surface methodology กิจกรรมของเอนไซม์ β-mannanase สูงสุดมคี่าเท่ากับ 363 U/mL ใช้เวลา

หมัก 4 วัน ที ่30 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่เหมาะสมประกอบด้วย 7% กากน้ําตาลบีท 0.43% 

แอมโมเนียมไนเตรต 0.1% ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และ 0.05% แมกนีเซียมซัลเฟต 

(น้ําหนัก/ปริมาตร) ที่ 207 รอบต่อนาที ระยะเวลาของการหมัก 6 วันทีส่ภาวะเหมาะสมกิจกรรม

เอนไซม์ของ β-mannanase มีค่าเท่ากับ 482 U/mL ซึง่เป็น 1.4 เท่าของการใช้น้ําตาลกลูโคสใน

อาหารเหลวซึ่งเท่ากับ 352 U/mL โดยที่เชื้อรา Aspergillus sojae ได้จากโคลนนิ่งและเปลี่ยนรูปเป็น 

endo-β-1,4-mannanase จาก A. fumingatus IMI 385708 ไปเป็น A. sojae [41] 

 

2.3 วัสดุลิกโนเซลลูโลสเพื่อการผลิตเอทานอล  
2.3.1 โครงสร้างของวัสดุลิกโนเซลลูโลส (Dyk et al.  2012) 

วัสดุลิกโนเซลลูโลส (lignocellulosic materials, LCMs) ประกอบด้วย ลิกนิน 

คาร์โบไฮเดรต ได้แก่ เซลลูโลสและเฮมิเซลลโูลส แพคติน โปรตีน เถ้า เกลือ และแร่ธาตุต่างๆ ซึ่งลิกนิน

จะประกอบด้วยหน่วยของฟีนิลโพรเพน (phenylpropane unit) ได้แก่ p-coumaryl, coniferyl, 

guaiacyl, syringyl และ sinapyl alcohol และมคีวามต้านทานต่อการย่อยสลายสูงมาก องค์ประกอบ

ของลิกนินพบมากในไม้เนื้อแข็งและไม้เนื้ออ่อน ขณะนี้ยังไม่พบโครงสร้างสามมิติของลิกนิน ไม้ยืนต้นมี

ลิกนินอยู่ที่ผนงัเซลล์ส่วนทีท่าํให้แข็งและทนทาน ทําใหผ้นังเซลล์กันน้ําได้ และป้องกันโรค 

เค้าโครงหลักของเซลล์พืชคือเซลลูโลสประกอบด้วยสายโซ่ของกลูโคสทีเ่ชื่อมด้วย β-1,4-

linkages สายโซ่นี้เชื่อมด้วยพันธะไฮโดรเจนที่แข็งแรงทําให้สายโซ่เซลลโูลสมีแบบฟอรม์เป็นไมโคร- 

ไฟบริล (microfibrils) ทําใหเ้ป็นผลึก(crystalline) ในธรรมชาติ ที่ยากต่อการย่อยสลาย บางส่วนของ

โครงสร้างเซลลูโลสอาจเป็นอสัณฐาน (amorphus) ในธรรมชาติซึ่งง่ายต่อการย่อยสลาย เซลลูโลสถกู

ตรึงในกลุ่มของเฮมิเซลลูโลส แพคติน และลกินิน ลิกนินและเฮมิเซลลูโลสถูกพบในช่องว่างระหว่าง

เซลลูโลสไมโครไฟบริลในผนงัเซลล์ปฐมภูมแิละทุติยภูมิ เช่นเดียวกับmiddle lamellae 

โครงสร้างและองค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลสแปรผันมากกว่าเซลลูโลส ประกอบด้วยพอลิ-

เมอร์ของไซแลน(xylan polymer) แมนแนน (mannan polymer) กาแลคแทน (galactan polymer) 
และอะราไบแนน (arabinan polymer) ในธรรมชาติเฮมิเซลลูโลสมากทีสุ่ดคือไซแลน ประกอบด้วย

โครงสร้างหลักของ β-D-xyloparanosyl residues ถูกเชื่อมกับ β-1,4-glucosidic bonds ในพืชไซ-

แลนเป็นชั้นหุ้มพันธะไฮโดรเจนกับเซลลูโลส ขณะทีส่ร้างพันธะโควาเลนซ์เชื่อมกับลิกนินซึ่งเป็นฝักอยู่

ด้านนอกเพื่อป้องกันพืช รูปแบบของไซแลนเป็นส่วนสําคัญของผนังเซลลพื์ช มีอยู่ประมาณร้อยละ 30-

35 ของน้ําหนักแห้งทั้งหมด โครงสร้างส่วนใหญ่ของไซแลนคือ heteroxylan ซึ่งประกอบด้วย xylose 

residues ในสายโซ่หลักกับ acetate, arabinose และ galactose residues ที่เป็นกลุ่มมาแทนที่ 

องค์ประกอบของไซแลนแปรผนักับสายพันธ์ุพืช 
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แมนแนนเป็นองค์ประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสและประกอบด้วยน้ําตาล ได้แก่ แมนโนส  

กาแลคโทส และกลูโคส ส่วนประกอบแปรผันตามชนิดของพืชและรวมทั้งประกอบด้วยกลูโคแมนแนนใน

ไม้เนื้อแข็ง (hardwood) กาแลคโทแมนแนน และกาแลคโทกลูโคแมนแนนในไม้เนื้ออ่อน (softwood)  

แพคติน (pectin) เป็นพอลิแซคคาไรด์ที่ชอบน้ํา (hydrophilic polysaccharide) อยู่ระหว่าง

โครงข่ายของเซลลูโลส (intercellular network) และเปน็ส่วนที่นุ่มละลายน้ําได้ แพคตินในธรรมชาติมี

ความแตกต่างกันสูง ส่วนประกอบหลักคือ galacturonic acid ส่วนประกอบอื่นๆ มีดังนี้ rhamnose, 

arabinose, galactose, fucose และ apiose ขณะที่ galacturonic acid มี methyl-esterification 

หรือ acetylation อยู่ในระดับสูง 
องค์ประกอบของวัสดุลิกโนเซลลูโลสชนิดต่างๆ ได้รับการรายงานในบทความวิจัย ดังตารางที่ 

2.1 และแปรผนักับแหล่งของลิกโนเซลลูโลส ผลแตกต่างขององค์ประกอบอาจเนื่องมาจากวิธีการ

วิเคราะห์ และฤดูกาลเก็บเกี่ยวที่แตกต่างกัน การปรับสภาพเบื้องต้นอาจเป็นสาเหตุที่ทําให้องค์ประกอบ

ของวัสดุสับสเตรทชนิดเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ ค่าต่างๆ ในตารางใช้เป็นเกณฑ์เท่านั้น ควร

วิเคราะห์องค์ประกอบของสับสเตรทเมื่อนํามาใช้ เฮมิเซลลูโลสก็เช่นเดียวกัน  

2.3.2 วิธีปรับปรุงวัสดุลิกโนเซลลูโลสเพื่อเอทานอล (Margeot et al.  2009) 

การนําชีวมวลประเภทวัสดุลิกโนเซลลูโลสมาใช้เป็นวัตถุดิบสําหรับการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ

ทดแทนเชื้อเพลิงจากฟอสซิลเป็นสิ่งที่หลีกเลี่ยงไมได้แล้วในปัจจุบันนี้ เอทานอลนับเป็นเชื้อเพลิงชีวภาพ

ที่ใช้กันอย่างแพร่หลายทั่วโลก วัตถุดิบที่ใช้ผลิตเอทานอลคือวัสดุลิกโนเซลลูโลสซึ่งมีปริมาณมหาศาล จึง

เป็นวัตถุดิบที่น่าสนใจ โดยเฉพาะอย่างยิ่งประเทศไทยที่เป็นผู้ผลิตและส่งออกผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร

มากที่สุดประเทศหนึ่งของโลก นอกจากนี้เอทานอลจากไม้และของเหลอืทางเกษตรกรรมสามารถ

นํามาใช้ประโยชน์ได้แต่อต้องได้รับการพัฒนาทางด้านเทคโนโลยีและเศรษฐศาสตร์ “กระบวนการแบบ

ด้ังเดิม (conventional process)” สําหรบัการผลิตเอทานอลจากชีวมวลประเภทวัสดุลิกโนเซลลูโลส 

ประกอบด้วย 4 ขั้นตอนหลัก ดังรูปที่ 2.1 คอื 
ก. การปรับสภาพเบื้องต้น (pretreatment) เพื่อทําลายโครงสร้างของแมทริกซ์ของลิกโน-

เซลลูโลส 

ข. การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (enzyme hydrolysis) เป็นการนําเอนไซม์ที่สามารถย่อย

สลายเซลลูโลสได้ (cellulolytic enzymes) มาใช้ย่อยสลายพันธะพอลิเมอร์ของเซลลูโลสซึ่งเป็น

โมเลกุลสายโซย่าว ให้เปลี่ยนเป็นโมเลกุลเด่ียว คือน้ําตาล  

ค. การหมัก (fermentation) เป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพให้น้ําตาลเป็น 

เอทานอลโดยใช้ยีสต์ 

ง. การกลั่น-การกลั่นซ้ํา-การทําแห้ง (distillation-rectification-dehydration) และการทํา

ให้บริสุทธ์ิ เพื่อให้เอทานอลมคีุณภาพเป็นเชื้อเพลิง 

 



ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบโดยประมาณ (%) ของวัสดุชีวมวลชนิดต่างๆ หรือของเหลอืทิ้งจาก

เกษตรกรรม ทีส่ามารถถูกนําไปใช้สําหรับการย่อยสลายให้ได้น้ําตาลอย่างมีศักยภาพเพื่อ

การผลิตเอทานอลชีวภาพ ร้อยละของเถ้าและอื่นไม่ได้แสดงไว้ในตาราง (ที่มา: Dyk et al.  

2012) 

 

ชีวมวล เซลลูโลส % เฮมิเซลลูโลส % ลิกนิน % อ้างอิง 

Rapeseed stover 

Corn cobs 

 

Rice hull 

 

Melon shells 

Corn stover 

(Zea mays) 

Wheat straw 

 

 

 
 

Rice straw 

(Oryza sativa sp.) 

 

Bagasse 

 

 

 

Sawdust 

Coconut fibre 

Nut shell 

Leaves 

Grasses (average) 

27.6 

35-39 

45 

24-29 

36.1 

35 

39 

41.7 

36.6 

44 

41.3 

33 
30 

41 

39 

32.1 

38.1 

39.3 

43 

33.4 

45.0 

17.7 

25-30 

15-20 

25-40 

20.2 

38-42 

35 

12-14 

19.7 

19 

19.1 

20.5 

24.8 

29.6 
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(ก) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ข) 

 

 

 
 

 

 

 

(ค) 

รูปที่ 2.1 แผนภาพการผลิตเอทานอลชีวภาพจากชีวมวลประเภทวัสดุลิกโนเซลลูโลส (ก) กระบวนการ

แบบด้ังเดิม (ข) กระบวนการหมักแบบรวมปฏิกิริยาและการหมักร่วม (simultaneous 

saccharification and co-fermentation process, SSCF) (ค) consolidated 

bioprocessing (CBS), LCB, lignocellulosic biomass เส้นประแทนทางทางเลือกของ

กระบวนเพิ่มเติมขึ้นกับกระบวนการบําบัดเบ้ืองต้นที่เลือกใช้ (ที่มา: Margeot et al.  2009) 

LCB 

เซลลูโลส 

+ ลิกนิน 

เฮมิเซลลูโลส 

การผลิตเอนไซม์ 

ลิกนิน

กลูโคส 
การย่อยสลาย 
ด้วยเอนไซม์ 

เซลลูเลส 

การกลั่น 

น้ําหมักเอทานอล 

การหมัก 

เอทานอล 

การปรับสภาพเบื้องต้น 

LCB 

เซลลูโลส 

+ ลิกนิน 

เฮมิเซลลูโลส 

การผลิตเอนไซม์ 

ลิกนิน

เซลลูเลส 

SSCF 

เอทานอล 

การกลั่น น้ําหมักเอทานอล การปรับสภาพเบื้องต้น 

ลิกนิน

เอทานอล 

การกลั่น น้ําหมักเอทานอล 

LCB 

เซลลูโลส 

+ ลิกนิน 

เฮมิเซลลูโลส 

การผลิตเซลลูเลส 
และSSCF 

การปรับสภาพเบื้องต้น 



การปรับสภาพวัสดลุิโนเซลลูโลสเบื้องต้น มีจุดประสงค์เพื่อให้ได้เซลลูโลสที่เอนไซม์สามารถ

ย่อยสลายได้ง่ายขึ้น โดยการเอาผนังเซลล์ของพืชออกไป ดังรูป 2.2 ปัจจัยของการปรับสภาพเบื้องต้น

ประกอบด้วย การเพิ่มพ้ืนที่ผวิที่เอนไซม์สามารถเข้าถึงได้ การทําลายโครงสร้างของผลึก สลายพันธะพอ

ลิเมอร์ของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และหรอืการละลายของลิกนินและปรับโครงสร้างลิกนิน 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 แผนภาพจุดประสงค์การปรับสภาพเบื้องต้นของวัสดุลิกโนเซลลูโลส (Balat, 2011) 

 

เทคโนโลยกีารปรับสภาพเบื้องต้นแบ่งออกได้ดังนี้ 

1. การปรับสภาพเบื้องต้นทางกายภาพคือการลดขนาดอนุภาคด้วยการบด (milling and 

grinding) 

2. การปรับสภาพเบื้องต้นทางกายภาพ-เคมี (physic-chemical pretreatment) ได้แก่ การ

ระเบิดด้วยไอน้ํา (steam explosion) หรือเรียกว่า autohydrolysis, น้ําร้อน (hydrothermaolysis) 

หรือ liquid hot water, LHW, wet oxidation และการระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนีย (Ammonia 

fibre explosion, AFEX) 
3. การปรับสภาพเบื้องต้นทางเคมี (chemical pretreatment) ได้แก่ ด่าง ปูนขาว กรดเจือ-

จาง กรดร้อน (acid cooking)สารออกซิไดซงิ และตัวทําละลายอินทรีย์ หรือการสกัดด้วย organosolv 

4. กระบวนการทางชีวภาพ คือการนําจุลินทรย์ีมาใช้ย่อยสลายลิกนิน และเฮมิเซลลูโลสที่

ละลายน้ําได้ ได้แก่ เชื้อราสายพันธ์ุ brown-rot, white-rot และ soft-rot  

อย่างไรก็ตาม วิธีการดังกล่าวข้างต้นยังไม่ได้รับการพัฒนาเพียงพอที่มีความเป็นไปได้ทางด้าน

เทคนิคและเศรษฐศาสตรใ์นการนําไปใช้กับกระบวนการระดับใหญ่ (large-scale processes) เช่น การ

บดไม้ลดขนาดอนุภาคถูกนําไปใช้ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ําเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ ข้อได้เปรียบและ

ข้อด้อยของกระบวนการปรับสภาพเบื้องต้นวัสดุลิกโนเซลลูโลสแบบต่างๆ สรุปดังตารางที่ 2.2  

 

ลิกนิน 

บริเวณผลึก 

บริเวณอสัณฐาน 

เซลลูโลส 

เฮมิเซลลูโลส 

การปรับสภาพเบื้องต้น 
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ตารางที่ 2.2 ข้อได้เปรียบและข้อด้อยของกระบวนการปรับสภาพเบื้องต้นวัสดุลิกโนเซลลูโลสแบบต่างๆ 

(ที่มา: Balat, 2011) 

กระบวนการปรับสภาพเบื้องต้น ข้อได้เปรียบ ข้อด้อย 

การลดขนาดทางกล 

 

การระเบิดด้วยไอน้ํา 

 

 

 

การระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนีย 

(AFEX) 

 

การระเบิดด้วย

คาร์บอนไดออกไซด์ 

 

การใช้โอโซน (Ozonolysis) 

การย่อยด้วยกรด (Acid 

hydrolysis) 
 

การย่อยด้วยด่าง (Alkali 

hydrolysis) 

 

Organosolv 

 

 

 

ไพโรไลซิส (pyrolysis) 

Paused electrical field 

 

การย่อยทางชีวภาพ 

 

 

ลดความเป็นผลึกของเซลลูโลส 

 

ทําให้เฮมิเซลลโูลสย่อยสลาย 

และเปลี่ยนแปลงรูปลิกนิน  

มีประสิทธิผลต่อการลงทุน 

(cost-effective) 

เพิ่มการเข้าถึงพื้นที่ผิว 

กําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส 

ไม่เกิดสารยับย้ังต่อจุลินทรีย์  

เพิ่มการเข้าถึงพื้นที่ผิว 

มีประสิทธิผลต่อการลงทุน 

ไม่เกิดสารยับย้ังต่อจุลินทรีย์  

ลดลิกนิน ไม่เกดิของเหลือพิษ 

เปลี่ยนเฮมิเซลลูโลสไปเป็น

ไซโลสและน้ําตาลอ่ืนๆ  
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างลิกนิน 

กําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส 

เพิ่มการเข้าถึงพื้นที่ผิว 

 

ย่อยลิกนินและเฮมิเซลลูโลส 

 

 

 

ผลิตภัณฑ์เป็นก๊าซและของเหลว 

สภาวะที่บรรยากาศ รบกวน

เซลล์พืช 

อุปกรณ์อย่างง่าย ย่อยลิกนิน

และเฮมิเซลลูโลส ต้องการ

พลังงานต่ํา 

การชํ้ากลังไฟฟ้าสูงกว่าค่าวัตถุดิบ 

ทําลายส่วนของไซแลน ทําลาย

ลิกนินได้ไม่สมบูรณ์  

เกิดสารประกอบยับย้ังต่อจุลินทรีย์ 

 

 

ไม่มีประสิทธิภาพสําหรับชีวมวลที่

มีลิกนินสูง 

 

ไม่ได้ปรับปรุงลิกนินและเฮมิ

เซลลูโลส 

 

ต้องใช้โอโซนมาก ราคาแพง 

ต้นทุนสูง; กัดกร่อนอุปกรณ์ 

เครื่องจักร การเกิดของสารพิษ 
 

ใช้เวลาในการทําปฏิกิริยานาน 

ไม่สามารถนําเกลือกลับคืนมาได้

และรวมตัวเข้าไปในชีวมวล 

ต้องระบายตัวทําละลายออกจาก

เครื่องปฏิกรณ์ ถูกระเหย ถูก

ควบแน่น และใช้การหมุนเวียน 

ต้นทุนสูง 

อุณหภูมิสูง เกดิเถ้าขึ้น 

ต้องทําวิจัยกระบวนการต่อไป 

 

อัตราการย่อยสลายต่ํามาก 



ปัญหาหลักคือ ได้โมเลกุลน้ําตาลน้อยที่สุด และมีสารยับย้ังเกิดขึ้น (สารประกอบ furanic 

และ phenolic) และข้อจํากัดของการใช้สารเคมี พลังงาน และน้ํา รวมทัง้มีของเสียเกิดขึ้น การเลือก

เทคโนโลยีการปรับสภาพเบือ้งต้นที่เหมาะสมยังคงทําไดย้าก เพราะสมรรถนะขึน้กับชีวมวลที่

นํามาใช้เป็นวตัถุดิบ  

เทคนิคการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสพอลิเมอร์คาร์โบไฮเดรตให้ได้น้ําตาลก่อนนําไปทํา

การหมักเอทานอลต้องผ่านการย่อยสลายทีเ่รียกว่าไฮโดรไลซิส (hydrolysis) การไฮโดรไลซิสของวัสดุ

ลิกโนเซลลูโลสวิธีต่างๆ ที่นิยมนํามาใช้มากที่สุดแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือการย่อยสลายทางเคมีด้วยกรด

เจือจางและเข้มข้น (dilute and concentrated acid hydrolysis) และการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 
(enzymatic hydrolysis) นอกจากนี้ยังมีการย่อยสลายวิธีอ่ืนอีกบ้าง ได้แก่ การใช้รังสแีกมม่า 

(gamma-ray) หรือคลื่นลําอิเล็กตรอน (electron-beam irradiation) หรือคลื่นไมโครเวฟ แต่

กระบวนการดังกล่าวไม่เป็นทางการค้ายังอยู่ในระหว่างการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 2.3 ผลิตภัณฑ์จากการย่อยสลายหลักที่เกิดระหว่างไฮโดรไลซิสของวัสดุลิกโนเซลลูโลส (ที่มา: 

Balat, 2011) 

 

ผลิตภัณฑ์ต่างๆ ที่เกิดจากการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลส ดังรูปที่ 2.3 เมื่อเฮมิเซลลูโลสถูก

ไฮโดรไลซ์ ผลติภัณฑ์ต่างๆ ได้แก่ ไซโลส แมนโนส กรดอะซิติก กาแลคโทสและกลูโคส จะถูกปลดปลอ่ย

ออกมา การนําไซโลสไปใช้หลักคือเปลี่ยนเป็นไซลิทอล (xylital) ซึ่งคือกลุ่มฟังก์ชันสารให้ความหวาน (a 

functional sweetener) เขียนการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสเป็นสมการอย่างง่ายได้คือ 

 

 

เซลลูโลส 

เฮกโซส 

เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 

กรดอะซิติก ฟีโนลิค 

เฟอฟูรอล 

ฟีโนลิคมวลโมเลกุลตํ่า 

วัสดุพอลิเมอร์ 

เพนโทส 

ฟูแรน 

วัสดุลิกโนเซลลูโลส 

เฮมิเซลลูโลส          ไซแลน           ไซโลส           เฟอฟูรอล 

กลุ่มอะเซทธิล  กรดอะซิติก



17 
 

การย่อยสลายไซแลนไดผ้ลิตภัณฑ์หลักออกมา 8 สารประกอบ คือ น้ํา เมทธานอล 

(methanol) กรดฟอร์มิก (formic acid) กรดอะซิติก (acetic acid) และกรดโพรไพออนิก (propionic 

acid) ไฮดรอกซ-ี1-โพรพาโนน (hydroxyl-1-propanone) ไฮดรอกซี-1-บิวทาโนน (hydroxyl-1-

butanone) และ 2-เฟอฟูรอลดีไฮด์ (2-furfuraldehyde) ภายใต้อุณหภูมและความดันสูง ไซโลสถูก

ย่อยสลายต่อไปเป็นเฟอฟูรอล ทํานองเดียวกัน การย่อยสลายเฮกโซสจะได้ 5-ไฮดรอกซีเมทลิ เฟอฟูรอล 

หรือ HMF (5-hydroxymethyl furfural) ส่วนเซลลูโลสถูกย่อยเป็นกลูโคส ดังสมการ 

 

 
 

 

การย่อยสลายด้วยสารเคมี (chemical hydrolysis)คือการนําวัสดุลิกโนเซลลูโลสมาทํา

ปฏิกิริยากับสารเคมีโดยใช้เวลาที่อุณหภูมิเฉพาะเพื่อให้ได้น้ําตาลโมเลกุลเด่ียวจากสายโซ่เซลลูโลสและ 

เฮมิเซลลูโลส ในกระบวนการย่อยสลายด้วยสารเคมีนี้อาจจะเป็นการปรับสภาพเบื้องต้นควบคู่กับการ

ย่อยในขั้นตอนเดียว ส่วนมากใช้กรดซึ่งอาจเป็นกรดเจือจางหรืดกรดเข้มข้น  

กระบวนการยอ่ยสลายด้วยกรดเจือจางเป็นเทคโนโลยีเก่าแก่ที่สุดใช้สําหรับเปลี่ยนเซลลูโลส

ในชีวมวลเป็นเอทานอลชีวภาพ กระบวนการนี้ดําเนินการภายใต้อุณหภูมิและความดันสูงในเวลาสั้นเป็น

วินาทีหรือนาทแีละต่อเนื่อง สารละลายกรดที่ใช้คือ 1% H2SO4 ในเครื่องปฏิกรณ์แบบต่อเนื่องที่

อุณหภูมิประมาณ 488 K หรอื 215 องศาเซลเซียส ผลได้น้ําตาลประมาณ 50% การรวมปฏิกิริยาจาก

กรดและอุณหภูมิสูงต้องใช้วัสดุของเครื่องปฏิกรณ์เฉพาะ จึงทําให้มีราคาแพง ปฏิกิริยาอันดับแรกเปลี่ยน

วัสดุเซลลูโลสเป็นน้ําตาลและอันดับสองเปลี่ยนน้ําตาลไปเป็นสารเคมีอ่ืน ซึ่งทั้งสองปฏิกิริยาเกิดขึ้น

พร้อมๆ กัน  

การย่อยสลายด้วยกรดเจือจาง จึงแบ่งกระบวนการออกเป็น 2 ขั้นตอน ขั้นตอนที่ 1 
ดําเนินการที่อุณหภูมิตํ่า เพื่อเพิ่มผลได้ของเฮมิเซลลูโลสใหม้ากที่สุด (0.7% H2SO4, 463 K) ให้ได้

น้ําตาลคาร์บอน 5 ขั้นตอนที ่2 ที่อุณหภูมิสงูเพื่อย่อยสลายเซลลูโลสส่วนที่อยู่ในวัตถุดิบที่สภาวะ

เหมาะสม (488 K, 0.4% H2SO4) เปลี่ยนเป็นน้ําตาลคาร์บอน 6 จากการทดลองใหม่ๆ  พบว่า 

กระบวนการ 2 ขั้นตอนนี้ (3 นาทีต่อขั้นตอน) ผลได้คือ 89% แมนโนส 82% กาแลคโทส แต่ได้กลูโคส

เพียง 50% และกลูโคสน้ีเปลีย่นเป็นเอทานอลซึ่งมีผลได้สงูสุดเท่ากับ 90% ของทฤษฎี แผนภาพของ

การย่อยสลายด้วยกรดเจือจาง ดังรูปที่ 2.4  

 

 

 

 

              ผลติภัณฑ์อ่ืนๆ จากปฏิกิริยาการแตกตัว     

เซลลูโลส               กลแูคน           กลูโคส      



 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.4 แผนภาพของการย่อยสลายด้วยกรดเจือจาง (ขั้นตอนที่ 1 และ ขั้นตอนที ่2) และการหมัก

แบบแยกของน้ําตาลเพนโทสและเฮกโซส (ที่มา: Balat, 2011) 

 
กระบวนการยอ่ยสลายด้วยกรดเข้มขน้ มจีุดประสงค์เพื่อให้เฮมิเซลลูโลสปลดปล่อยน้ําตาล

ออกมาในขั้นตอนต่อมาต้องการให้ชีวมวลแห้ง ตามด้วยการเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (70-90%) ความ

เข้มข้นของกรดที่ใช้อยู่ในช่วง 10-30% เวลาที่ใช้ทําปฏิกิริยามากกว่าการใช้กรดเจือจาง กระบวนการนี้

ให้การเปลี่ยนจากเซลลูโลสเป็นน้ําตาลกลูโคสได้อย่างสมบรูณ์ และรวดเร็ว และน้ําตาลเพนโทสเกิดได้

น้อย ปัจจัยวิกฤตต้องทําให้กระบวนการนี้เป็นไปได้ทางเศรษฐศาสตร์คือน้ําตาลที่ได้ควบคู่กับต้นทุนของ

กรดที่ใช้และการหมุนเวียนกรดมาใช้ซ้ํา ผลได้ของเอทานอลจากการย่อยสลายลําต้นข้าวโพดด้วยกรด

ซัลฟิวริกเข้มขน้ ดังตารางที่ 2.3 การใช้กรดเข้มข้นสามารถลดต้นทุนการผลิตมากกว่าการใช้กรดเจือจาง 

อย่างไรก็ตาม ปัญหาที่ตามมาคือ ด้านสิ่งแวดล้อมและการกัดกร่อน รวมทั้งต้นทุนการใช้กรดสูงและ

อุปสรรคทางเศรษฐศาสตรข์องการหมุนเวียนกรดมาใช้ใหม่ 

 

การย่อยสลายด้วยกรดเจือจาง ขั้นตอนที่ 1 

การย่อยสลายด้วยกรดเจือจาง ขั้นตอนที่ 2 

ที่อุณหภูมิและเวลาสูงกว่า 

การกลั่นเอทานอล 

การหมักเอทานอลชีวภาพ 

ของแข็งที่ถูกแยกออกจากการย่อยสลาย

การกําจัดความเป็นพิษ 

วัสดุลิกโนเซลลูโลส 

ของเหลวที่แยกออกจากการย่อยสลายขั้นตอนที่ 2 

ของเหลวที่แยกออกจากการย่อยสลาย 
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ตารางที่ 2.3 ผลได้ของเอทานอลชีวภาพจากการย่อยสลายลําต้นข้าวโพดด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 

(ที่มา: Balat, 2011) 

ปริมาณลําต้นข้าวโพด (กิโลกรัม) 

ปริมาณเซลลูโลส (กิโลกรัม) 

ประสิทธิภาพการเปลี่ยนเซลลโูลสและการผลิต (% dry weight) 

ผลได้เอทานอลชีวภาพทางทฤษฎี (% dry weight) 

ประสิทธิภาพการหมักกลูโคส (% dry weight) 

ผลได้เอทานอลชีวภาพจากน้ําตาลกลูโคส (กิโลกรัม) 

ปริมาณลําต้นข้าวโพด (กิโลกรัม) 

ปริมาณเฮมิเซลลูโลส (กิโลกรัม) 

ประสิทธิภาพการเปลี่ยนเฮมิเซลลูโลสและการผลิต (% dry weight) 

ผลได้เอทานอลชีวภาพทางทฤษฎี (% dry weight) 

ประสิทธิภาพการหมักไซโลส (% dry weight) 
ผลได้เอทานอลชีวภาพจากน้ําตาลไซโลส (กิโลกรัม) 

ผลได้เอทานอลชีวภาพทั้งหมดจากลําต้นข้าวโพด 1000 กิโลกรัม 

1000 

430 

76 

51 

75 

130 

1000 

290 

90 

51 

50 
66 

196 

(225.7 ลิตร = 59 แกลลอน 

 

การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (enzymatic hydrolysis)สามารถนํามาใช้ย่อยสลายเซลลูโลส
ให้ได้น้ําตาลกลูโคสได้ดีกว่าการย่อยสลายด้วยกรด ถึงแม้การย่อยสลายด้วยเอนไซม์เกิดขึ้นได้อย่างช้าๆ 

เพราะปัจจัยโครงสร้างของสับสเตรทที่เป็นอุปสรรคและขัดขวางการเข้าถึงของเอนไซม์ ได้แก่ ปริมาณ

ของลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส พ้ืนที่ผิวและความเป็นผลึกของเซลลูโลส ต้นทุนการย่อยสลายด้วยเอนไซม์

ตํ่ากว่าเมื่อเทียบกับการใช้กรดหรือด่าง เพราะการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ใช้สภาวะอ่อน ไม่รุนแรง (พีเอช 

4.8) และอุณหภูมิไม่สูงมากนัก (318-323 K)  และไม่มีปัญหากัดกร่อน ผลได้จกการย่อยสลายด้วย

เอนไซม์สูง (75-85%) และมกีารพัฒนางานวิจัยอย่างต่อเนื่องตลอด 10 ปีที่ผ่านมา (85-95%)  

การเปรียบเทียบสภาวะและสมรรถนะของกระบวนการที่ใช้ย่อยสลายเซลลูโลส 3 แบบ ดังตารางที่ 2.4 

ทางเลือกหนึ่งคือการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ซึ่งเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมโดยใช้เอนไซม์ย่อยคาร์โบไฮเดรต 

(เซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส) เพื่อไฮโดรไลซ์ลิกโนเซลลูโลสไปเป็นน้ําตาลที่สามารถทําการหมักได้ 

(fermentable sugar) 

การย่อยสลายด้วยเอนไซม์มีเป้าหมายสลายพันธะพอลิเมอร์ของพอลิแซคคาไรด์ในน้ําที่อยู่ใน

ส่วนของแข็งที่ยังคงเหลืออยู่หลังจากการปรับสภาพเบื้องต้น ผลิตภัณฑพ์อลิแซคคาไรด์ที่ได้ส่วนใหญ่

หลังการปรับสภาพเบื้องต้นคือ เซลลูโลส เอนไซม์ที่สามารถย่อยเซลลูโลสแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ  



ตารางที่ 2.4 การเปรียบเทียบสภาวะและสมรรถนะของกระบวนการที่ใช้ย่อยสลายเซลลูโลส 3 แบบ 

(ที่มา: Balat, 2011)  

ย่อยสลายโดยใช้ สารเคม ี อุณหภูมิ (K) เวลา ผลได้น้ําตาล ใช้ประโชน์ 

กรดเจือจาง 

กรดเข้มข้น 

เอนไซม ์

<1% H2SO4 

30-70% H2SO4 

เซลลูเลส 

488 

313 

323 

3 นาท ี

2-6 ช่ัวโมง 

1.5 วัน 

50-70 

90 

75 → 95 

ปัจจุบัน 

ปัจจุบัน 

ปัจจุบัน → 2020 

 

กลุ่มแรกคือ endo-β-1,4-glucanases (EG, EC 3.1.2.4) เข้าไปจับส่วนในของสายโซเ่ซลลูโลส 

(endogenous part), กลุม่สองคือ exo-β-1,4-glucanases หรือ cellobiohysrolases (CBH, EC 
3.2.1.91) เข้าไปจับส่วนปลายสุดของสายโซ่พอลิเมิอร์ แตกพันธะสายโซ่ปลดปล่อยเซลโลไบโอส ในที่สุด

กลุ่มสามคือเบต้า-กลูโคสิเดส (β-glucosidases, BG, EC 3.2.1.21) หรือเซลลโลไบแอส (cellobiase) 

เข้าไปย่อยเซลโลไบโอสได้เป็นกลูโคส 2 โมเลกุล ดังรูปที่ 2.5  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.5 การทํางานของเอนไซม์ย่อยสลายเซลลูโลส (ที่มา: Balat, 2011)  

 

การย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม ์เซลลโูลสถูกย่อยสลายได้ด้วยเอนไซมท์ี่เรียกว่าเซลลูเลส 

เอนไซม์เหล่านีไ้ด้จากจุลินทรย์ีหลายสายพันธ์ุ ได้แก่ แบคทเีรียและรา ซึ่งมีทั้งสายพันธ์ุที่ต้องการอากาศ
หรือไม่ต้องการอากาศ ทนอุณหภูมิปานกลางหรือสูง แบคทีเรียที่ผลิตเซลลูเลสอย่างมปีระสิทธิผล คอื 

Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococus, Bacteriodes, 

Erwinia, Acetovibrio, Microbispora และ Streptomyces ส่วนราที่ถกูนํามาใช้ผลิตเซลลูเลส ได้แก่ 

Sclerotium rolfsii, P.chrysosporium และ สายพันธ์ุของ Trichoderma, Aspergillus, 

Schizophyllum และ Penincilium ราสายพันธ์ุ Trichoderma ที่ถูกทาํให้กลายพันธ์ุ (T. viride,  

T. reesei, T. longibrachiatum) ได้รับการยอมรับว่าเป้นผลิตภัณฑ์ที่ดีและใช้ทําลายเซลลูโลสผลึกได้ดี

มาก ผลิตภัณฑ์เซลลูเลสทางการค้าแยกมาจาก T. reesei ถูกใช้มานานตั้งแต่อดีตในอาหารธัญพืช 

เซลลูโลส เซลลูโลส* 

กลูโคส 

endo-β-1,4-glucanases 

exo-β-1,4-glucanases endo-β-1,4-glucanases 

β-glucosidases β-glucosidases 

เซลโลไบโอส เซลโลไบโอส + กลูโคส 
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อุตสาหกรรมเหล้า เบียร์ ผลไม้และผัก ปัจจุบันได้นํามาใช้ผลิตเอทานอลชีวภาพ T. reesei ปลดปล่อย

เอนไซม์ได้ในปริมาณสูงถึง 100 กรัมต่อลิตร  

เซลลูเลสคือกลุ่มของเอนไซม์ที่เกิดขึ้นจากการเติบโตของราและทําการย่อยสลายเซลลูโลส  

ดังรูปที่ 2.5 กลไกที่ยอมรับกันอย่างกว้างขวางสําหรับการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ประกอบด้วย

การทํางาน (synergistic actions) ร่วมกันของเอนไซม์ต่างๆ คือเอ็นโดกลคูาเนส (EG) เฮ็กโซกลูคาเนส

หรือเซลลโลไบโอไฮโดรเลส (CBH) และเบต้า-กลูโคสิเดส (BGL) เอนไซม์ EG เข้าไปย่อยสลายพันธะ  

β-1,4-glycosidic ที่อยู่ระหว่างสายโซ่หลักของเซลลูโลสแบบสุ่มเพื่อผลิตปลายสายโซ่ใหม่ CBH เข้าไป

ตัดที่ปลายสายโซ่เซลลูโลสเพือ่ปลดปล่อยเซลโลไบโอสหรือกลูโคสละลายน้ําได้ และ BGL ย่อยสลาย 
เซลโลไบโอสเป็นกลูโคสเพื่อที่จะกําจัดการยับย้ังที่จะเกิดจากเซลโลไบโอส BGLทําใหก้ระบวนการย่อย

สลายสมบรณูด้์วยการเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายของเซลโลไบโอสไปเป็นกลูโคส การเสริมกลุ่มของเบต้า-

กลูโคสิเดสในการย่อยสลายเป็นที่ต้องการ เนื่องจากปริมาณเอนไซม์ที่ได้รับจาก T. reesei ไม่เพียงพอ 

เพื่อป้องการการถูกยับย้ังที่เป็นผลมาจากการสะสมของเซลโลไบโอส ระหว่างการย่อยสลายเซลลูโลส 

คุณลักษณะของสับสเตรทของแข็งแปรผัน ประกอบด้วย (1) ปลายสายโซ่เซลลูโลสเปลีย่นแปลงจํานวน 

เป็นผลจากการเกิดโดย EG และการใช้โดย CBH และ (2) การเข้าถึงของเอนไซม์ที่สายโซ่เซลลูโลส

เปลี่ยนแปลง เป็นผลมาจากการใช้สับสเตรทและการแตกของเซลลูโลสออกเป็นโมเลกุลเล็กลง  

ปัจจัยอ่ืนๆ ทีม่ผีลต่อการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ คอื สับสเตรท กิจกรรมของเอนไซม์ 

(enzyme activity) สภาวะของปฏิกิริยา (อุณหภูมิ พีเอชและตัวแปรอื่นๆ) และการยับย้ังที่เกิดจาก

ผลิตภัณฑ์ (product inhibition) การวิจัยควรมุ่งเน้นกระบวนการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ที่เหมาะสม

เพื่อปรับปรุงผลได้และอัตราการย่อยสลาย รวมทั้งทําให้กิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มขึ้น  อัตราการย่อย

สลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ขึ้นกับลักษณะโครงสร้างของเซลลูโลส ลักษณะของเซลลูโลสทีส่่งผลต่ออัตรา

การย่อยสลายประกอบด้วย (1) โครงสร้างโมเลกุลเซลลูโลส (2) ความเป็นผลึกของเซลลูโลส (3) พ้ืนที่ผิว

ของเส้นใยเซลลูโลส (4) องศาการบวมของเส้นใยเซลลูโลส (5) องศาของพอลิเมอรไรซ์เซชัน (6) การมี

ลิกนินหรือสารอื่นๆ รวมอยู่ ความเข้มข้นสบัสเตรทน้อยทาํให้ผลได้และอัตราต่ํา และถ้าเพิ่มปริมาณ
เซลลูเลสที่ต้องการให้สูงขึ้นอาจทําให้ต้นทุนเพิ่มขึ้น ความต้องการปริมาณเซลลูเลสเท่ากับ 10 FPU 

(filter paper unit) ต่อกรัมของชีวมวล มักจะใช้ในการศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการเพราะว่าโปรไฟล์

ของการย่อยสลายให้ผลได้น้ําตาลระดับสูงในเวลา (48-72 ช่ัวโมง) และราคาของเอนไซม์ที่สมเหตผุล 

ข้อจํากัดหนึ่งของการใช้เซลลเูลสคือมีการลดลงของอัตราเนื่องจากเกิดการยับย้ังของ

ผลิตภัณฑ์สุดทา้ย (เซลโลไบโอส และกลูโคส) ขึ้น การใช้การหมักแบบรวมปฏิกิริยา (simultaneous 

saccharification and fermentation, SSF) สามารถแกปั้ญหาดังกล่าวได้ โดยการย่อยสลายเซลลูโลส

ไปพร้อมๆ กับการหมักผลิตภัณฑ์น้ําตาลไปเป็นเอทานอลในเวลาเดียวกัน 

การย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ ถ้ามีเอนไซม์ตัวช่วยเพิ่ม ได้แก่ เฮมิเซลลูเลส 

(hemicellulases) และลิกนนิเนส (ligninases)  อาจเพิ่มการย่อยสลายพันธะกิ่งรอบสายโซ่หลักได้มาก



ขึ้นโดยทําให้เอนไซม์เข้าถึงสายโซ่หลักเซลลูโลสได้สะดวกยิ่งขึ้น ปัญหาของอุตสาหกรรมเอทานอลจาก

วัสดุลิกโนเซลลูโลสคือ ราคาการผลิตเอนไซม์สูงและการย่อยสลายชีวมวลที่ผา่นการปรับสภาพ

เบื้องตน้จําเปน็ต้องใชป้ริมาณเอนไซม์ที่มากเกินพอ จึงต้องมีวิธีการปรับปรุงต่างๆ ขึ้น เพื่อให้เอนไซม์

ใหม่ๆ  ทีม่ีราคาถูกลงและใช้ในปริมาณไม่มากนัก  

แหล่งอุตสาหกรรมหลักของเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสคือเชื้อราที่ทนอุณหภูมิปานกลาง คือ

ไตรโคเดอร์มา รสีิอี (mesophilic soft-rot fungus, Trichoderma reesei) หรือเรียกว่า Hypocrea 

jecorina เนื่องจากเป็นเชื้อรากลายพันธ์ุที่ได้จากการเปลี่ยนรูปแบบสุ่มจะมีความสามารถขับโปรตีนได้

สูง การผลิตเอนไซม์โดยใช้แหล่งคาร์บอนราคาถูกจากเซลลูโลสิกชีวมวล ไตรโคเดอร์มา รีสิอี จึงเป็นสาย
พันธ์ุที่มีสมรรถนะสูงในการผลิตเซลลูเลสผสม (native cocktail) โดยร้อยละ 90 ของเอนไซม์ผสมถกูขับ

ออกมาจากไตรโคเดอร์มา รีสิอี ได้แก่ CBH I, CBH II, EG I และ EG II ในสัดส่วนโดยประมาณ 

60:20:10:10 ส่วนร้อยละน้อยกว่า 1 เชื้อรานี้ขับเบต้า-กลูโคสิเดส  อย่างไรก็ตาม เอนไซม์ผสมที่ได้ตาม

ธรรมชาตินี้ได้จากสภาวะที่ไม่เหมาะสม จึงต้องปรับปรุงการย่อยสลายลกิโนเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ผสม

บริสุทธ์ิ ปัจจุบันได้ใช้ความรู้ด้านพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวเคมีเพื่อการปรับปรุงเอนไซม์จาก 

ไตรโคเดอร์มา รีสิอี อย่างเต็มที่  

การหมักเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลส น้ําตาลที่ได้จากการย่อยสลายเซลลูโลสคือ โมเลกุล

น้ําตาลคาร์บอน 6 อะตอม (hexose) ได้แก่ น้ําตาลกลูโคส (glucose) แมนโนส (mannose) กาแลค-

โทส (galactose) และโมเลกลุน้ําตาลคาร์บอน 5 อะตอม ได้แก่ น้ําตาลเพนโทส (pentose) ไซโลส 

(xylose) และอะราไบโนส (arabinose) ผสมกันอยู่ในสารยับย้ัง ได้แก่ กรดอ่อน ฟอร์มัลดีไฮด์ และ 

ฟีนอลิก ยีสต์ขนมปังแซคคาโรมายซิส สิรีวิซอีิ ซึ่งใช้กันมานานมากในการผลิตเอทานอลจากน้ําตาล

เหล่านี้ แต่มีความสามารถต่ําในการเปลี่ยนน้ําตาลเพนโทส ไซโลส และอะราไบโนส จึงต้องทําการ

ปรับปรุงจุลินทรีย์ที่ปลดปล่อยเอนไซม์ที่สามารถใช้ย่อยสลายน้ําตาลดังกล่าวได้  

การหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยา (SSF) จากลิกโนเซลลูโลส ในกระบวนการนี้มีน้ําตาล
เข้มข้นน้อยเหลืออยู่ในถังปฏิกรณ์และมกีารกระตุ้นให้หมักไซโลสได้โดยไม่ถูกยับย้ังการถ่ายโอนไซโลส 

การใช้ SSF จึงเป็นการปรับปรุงวิธีการหมักไซโลสด้วยยีสต์ S. cerevisiae ที่ถูกตัดแต่งพันธุกรรมจาก 

Candida intermedia  

2.3.3 เฮมิเซลลูโลสสาํหรับเอทานอลเพื่อพลังงานทดแทน (Girio et al. 2010) 

เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสมอียู่ 2 ใน 3 ของวัสดุลิกโนเซลลูโลส ซึ่งได้ถูกนํามาใช้เป็น

สับสเตรทในการผลิตเอทานอลซึ่งเป็นการผลิตอันดับที่สอง (second generation ethanol 

production) จุลินทรย์ีทีส่ามารถเปลี่ยนส่วนของเฮมิเซลลโูลสในวัสดุลิกโนเซลลูโลส ไมว่่าจะอยู่ในรูป

ของโมโนเมอร์ (monomeric form) หรือกลุ่มของโอลิโกเมอร์ริก (oligomeric form) จะทําใหผ้ลได้

ของเอทานอลเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสําคัญ น้ําตาลจากเฮมิเซลลโูลสที่ถูกสกัดออกจากวัสดุลิกโนเซลลูโลสโดย

ใช้สารเคมีจําพวกกรดอ่อน จะมีสารฟูแรนปนอยู่ซึ่งเป็นสารยับย้ังจุลินทรย์ีในระหว่างการย่อยสลายทาง
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ชีวภาพและการหมักเอทานอล ถ้ายังคงมีลิกนินปนอยู่ด้วยก็จะรบกวนกระบวนการเช่นเดียวกัน ดังนั้น 

แนวโน้มในปัจจุบันจึงต้องมีอย่างน้อยที่สุด 3 ขั้นตอน ดังได้กล่าวมาแล้วใน 3.2.2 เพื่อเอาชนะอุปสรรค

ต่างๆ ในการผลิตเอทานอลทางการค้าโดยใช้วัสดุลิกโนเซลลูโลส  

โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลสเปน็พอลิเมอร์ที่มก่ิีง (heterogeneous class of polymer) เป็น

องค์ประกอบในพืชร้อยละ 15-35 ซึ่งเป็นน้ําตาลเพนโทส (β-D-xylose, α-L-arabinose) เฮกโซส  

(β-D-mannose, β-D-glucose, α-D-galactose) และ/หรือ กรดยูโรนิก (uronic acid, α-D-

glucuronic, α-D-4-O-methylgalacturonic and α-D-galacturonic acids) น้ําตาลอ่ืนๆ ได้แก่  

α-L-rhamnose และ α-L-fucose อาจจะมีอยู่ในปริมาณน้อยและกลุ่มของไฮดรอกซิล (hydroxyl- 

groups) ของน้ําตาลสามารถถูกแทนที่ด้วยกลุ่มของอะเซทิล (acetyl groups) ส่วนพอลิเมอร์สายโซ่ตรง 

(homopolymers) ของไซโลส เรียกว่า โฮโมไซแลน (homoxylans) พบในสาหร่ายทะเลเท่านั้น 
(สาหร่ายสีแดงและสีเขียว) 

ประเด็นสําคัญของเฮมิเซลลูโลสคือไซแลน (มีปริมาณมากที่สุด) และกลูโคแมนแนน ไซแลนจึง

เป็นองค์ประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสซึ่งเป็นส่วนของผนังเซลลอ์ยู่ร้อยละ 20-30 ของไม้เนื้อแข็ง 

(hardwood) และลําต้นไม้ (herbaceous plants) ในเนื้อเยื่อของต้นหญ้าและธัญพืชมีไซแลนอยู่ถึง

ร้อยละ 50 ไซแลนมีปรมิาณมากในของเหลอืไม้ยืนต้น เกษตรกรรม อุตสาหกรรมขเกษตร ไม้และเยื่อใย 

อุตสาหกรรมกระดาษ สําหรับเฮมิเซลลูโลสชนิดแมนแนน ในรูปของกลูดคแมนแนนและกาแลคโทแมน-

แนนซึ่งเป็นสารประกอบเฮมิเซลลูโลสหลักของผนังเซลล์ไมเ้นื้ออ่อน ขณะที่เป็นรองในไม้เนื้อแข็ง  

โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลสชนิดต่างๆ ขึ้นกับกําเนิดทางชีววิทยา ดังตารางที่ 2.5 เมื่อเฮมิ-

เซลลูโลสผ่านกระบวนการย่อยสลาย โมเลกุลจะแตกออกเป็นโมโนเมอร์ ดังตารางที่ 2.6 ตามลําดับ 

โครงสร้างของแมนแนน (Zyl et al. 2010) แมนแนนแบ่งเป็นกลุ่มหลัก 2 กลุม่ คือแมนแนน

กับกลูโคแมนแนน ขึ้นกับการเชื่อมตําแหน่ง β-1,4 กับสายโซ่หลัก D-mannose ซึ่งถูกแตกโมเลกุลจาก

แมนแนน หรือการรวมของโมเลกุลของแมนโนสกับ D-glucose ซึ่งแตกโมเลกุลจากกลุม่กลูโคแมนแนน 

กลุ่มต่างๆ เหลา่นี้แบ่งย่อยการเชื่อมตําแหน่งเป็นการเชื่อม α-1,6 กับกาแลคโทสซึ่งเปน็กลุ่มข้างคียง 

(side group) สายโซต่รงของแมนแนนและกลูโคแมนแนนประกอบด้วย D-galactose ไม่เกิน 5% 

(w/w) และเรียกว่ากาแลคโทแมนแนนและกาแลคโทกลโูคแมนแนน ตามลําดับ โครงสร้างของแมนแนน
4 รูปแบบทีแ่ตกต่างกันดังรูปที่ 2.6 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2.6 โครงสร้างของแมนแนนและเอนไซม์ที่ต้องการย่อยสลายแมนแนน (ก) สายโซ่ตรงแมนแนน สายโซ่ตรงหลักแมนแนนถูกย่อยสลายด้วย เบต้า-แมนแนนเนส ได้ผลิตภัณฑ์เป็น (ข) แอน

โนส ซึ่งถูกย่อยต่อไปโดยเบต้า-แอนโนสิเดส (β-annosidase) ผลได้ในที่สุดคือน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวแมนโนส (ที่มา: Zyl et al. 2010)  
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รูปที่ 2.6 (ต่อ) โครงสร้างของแมนแนนและเอนไซม์ที่ต้องการย่อยสลายแมนแนน (ค) กิ่ง กาแลคโทแมนแนน ถูกแอลฟา-กาแลคโทสิเดส ย่อยและปลดปล่อยกาแลคโทส (ง) สายโซ่ตรงกลูโคแมน

แนน และ (จ) กลูโคแมนโนส โอลิโกแซคคาไรด์ (glucomannose oligosaccharides) ซึ่งถูกย่อยต่อไปโดยเบต้า-แอนโนสิเดส (β-annosidase) และเบต้า-กลูโคสิเดส (β-

glucosidase) ผลได้ในที่สุดคือน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวแมนโนส กลูโคสและกาแลคโทส (ที่มา: Zyl et al. 2010)  
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รูปที่ 2.6 (ต่อ) โครงสร้าง (ฉ) กิ่ง กาแลคโทกลูโคแมนแนน สายโซ่หลักแมนแนนถูกย่อยสลายด้วย เบต้า-แมนแนนเนส ขณะที่แอลฟา-กาแลคโทสิเดสและอะเซทธิลแมนแนน เอสเตอเรส 

ปลดปล่อยกาแลคโทสและกลุ่มอะเซทธิล ตามลําดับ ผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากเบต้า-แมนแนนเนส (ข) แอนโนส (annose) และ (จ) กลูโคแมนโนส โอลิโกแซคคาไรด์ (glucomannose 

oligosaccharides) ซึ่งถูกย่อยต่อไปโดยเบต้า-แอนโนสิเดส (β-annosidase) และเบต้า-กลูโคสิเดส (β-glucosidase) ผลได้ในที่สุดคอืน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวแมนโนส กลูโคสและกาแลค

โทส (ที่มา: Zyl et al. 2010)  
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ตารางที่ 2.5 ชนิดโพลิแซคคาไรด์หลักที่มีอยู่ในเฮมิเซลลูโลส (ที่มา: Girio et al. 2010) 

ชนิดโพลิแซคคาไรด์ แหล่งกําเนิด ตัวย่อ ปริมาณ 1 หน่วย DP 2 สัญลักษณ์ 

สายโซ่หลัก กิ่ง เชื่อม 

Arabinogalactan 

 

 

Xyloglucan 

 

 

Softwoods 

 

 

Hardwoods, 

grasses 

AG 

 

 

XG 

1-3;353 

 

 

2-25 

β-D-Galp 

 

 

β-D-Glcp 

β-D-Xylp 

 

β-D-Galp 

α-L-Araf 

β-L-Arap 

β-D-Xylp 

β-D-Galp 

α-L-Araf 

α-L-Fucp 

Acetyl 

β-(1→6) 

α-(1→3) 

β-(1→3) 

β-(1→4) 

α-(1→3) 

β-(1→2) 

α-(1→2) 

α-(1→2) 

100-600  

 

4                                               1 

 

 

 

4                                                  1 

                                                 
1 % dry biomass  

 
2 Degree of polymerization 

β-L-Arap; β-L-Araf;  β-D-Galp;  β-D-Glcp;  β-D-Manp;   β-D-Xylp;  α-L-Fucp;   Feruloyl;  Acetyl;    4-O-Me-α-D-GlcpA 
3 (up to) in the heartwood of larcges  
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ตารางที่ 2.5 (ต่อ) ชนิดโพลิแซคคาไรด์หลกัที่มีอยู่ในเฮมิเซลลูโลส (ที่มา: Girio et al. 2010) 
ชนิดโพลิแซคคาไรด์ แหล่งกําเนิด ตัวย่อ ปริมาณ 4 หน่วย DP 5 สัญลักษณ์ 

สายโซ่หลัก กิ่ง เชื่อม 

Galactoglucomannan 

 

Glucomannan 

 

 

Glucuronoxylan 

 

Arabinoglucuronoxylan 

 

Softwoods 

 

Softwoods and 

hardwoods 

 

Hardwoods 

 

Grasses, cereals, 

softwood 

GGM 

 

GM 

 

 

GX 

 

AGX 

10-25 

 

2-5 

 

 

15-30 

 

5-10 

β-D-Manp 

β-D-Glcp 

β-D-Manp 

β-D-Glcp 

 

β-D-Xylp 

 

β-D-Xylp 

 

β-D-Galp 

 

 

 

 

4-O-Me-α-D-GlcpA 

Acetyl 

4-O-Me-α-D-GlcpA 

β-L-Araf 

α-(1→6) 

 

 

 

 

α-(1→2) 

 

α-(1→2) 

α-(1→3) 

40-100 

 

40-70 

 

 

100-200 

 

50-185 

 

4                                              1 

 

4                                               1 

 

4                                              1 

 

4                                             1 

                                                 
4 % dry biomass  

 
5 Degree of polymerization 

β-L-Arap; β-L-Araf;  β-D-Galp;  β-D-Glcp;  β-D-Manp;   β-D-Xylp;  α-L-Fucp;   Feruloyl;  Acetyl;    4-O-Me-α-D-GlcpA         28 



29 
 
ตารางที่ 2.5 (ต่อ) ชนิดโพลิแซคคาไรด์หลกัที่มีอยู่ในเฮมิเซลลูโลส (ที่มา: Girio et al. 2010) 

ชนิดโพลิแซคคาไรด์ แหล่งกําเนิด ตัวย่อ ปริมาณ 1 หน่วย DP 2 สัญลักษณ์ 

สายโซ่หลัก กิ่ง เชื่อม 

Arabinoxylan 

 

 

Glucuronoarabinoxylan 

 

 

Homoxylan 

Cereals 

 

 

Grasses, cereals 

 

 

Algae 

AX 

 

 

GAX 

 

 

X 

0.15-30 

 

 

15-30 

 

 

 

β-D-Xylp 

 

 

β-D-Xylp 

 

 

β-D-Xylp 

α-L-Araf 

Feruloyl 

 

α-L-Araf 

4-O-Me-α-D-GlcpA 

Acetyl 

α-(1→2) 

α-(1→3) 

 

α-(1→2) 

α-(1→3) 

 

  

 

4                                                  1    

 

4                                                   1 

 

4                                                   1 

 

 
                                                 
1 % dry biomass  

 
2 Degree of polymerization 

β-L-Arap; β-L-Araf;  β-D-Galp;  β-D-Glcp;  β-D-Manp;   β-D-Xylp;  α-L-Fucp;   Feruloyl;  Acetyl;    4-O-Me-α-D-GlcpA         29 



ตารางที่ 2.6  องค์ประกอบเฮมิเซลลูโลสของวัสดุลิกโนเซลลูโลสต่างๆ1,2,3 (ที่มา: Girio et al. 2010) 

วัตถุดิบ Xyl Ara Man Gal Rha UA AcG อ้างอิง4 

Softwoods 

Douglas fir 

Pine 

Spruce 

 

6.0 

5.3-10.6 

5.3-10.2 

 

3.0 

20.-4.2 

1.0-1.2 

 

- 

5.6-13.3 

9.4-15.0 

 

3.7 

1.9-3.8 

1.9-4.3 

 

- 

- 

0.3 

 

- 

2.6-6.0 

1.8-5.8 

 

- 

1.2-1.9 

1.2-2.4 

 

(1) 

(2,3) 

(2, 4-7) 

 

 

                                                 
1  Non-glycosidic units 
2  Expressed as g/100 g of dry material  
3  The percentages of oses were, in some cases, calculated from the corresponding “polymers”. Xyl, xylose; Ara, arabinose; Man, mannose; Gal, galactose; Rha, 

rhamnose; UA, uronic acids; AcG, acetyl groups. 
4  1. Schell et al. 1999, 2. Fengel and Wegener 1983, 3. Ballesteros et al. 2000, 4. Taherzadeh et al. 1997, 5. Tengborg et al. 1998, 6. Soderstrom et al. 2002, 7. 

Soderstrom et al. 2004, 8. Grohmann  et al. 1985, 9. Torget et al. 1991, 10. Pereira 1988, 11. Miranda and Pereira 2002, 12. Garrote et al. 1999b, 13. Kabel et al. 2002, 

14. Conner 1984, 15.  Torget and Hsu 1994, 16. Torget et al. 1990, 17. Sassner et al. 2004, 18. Montane et al. 1994, 19. Magee and Kosaric 1985, 20. Gominho et al. 

2001, 21. Ropars et al. 1992, 22. Garrote et al. 2001b, 23. Allen et al. 2001b, 24. Rubio et al. 1998, 25. Torgete et al. 2000, 26. Lee 1997, 27. Fernandez-Bolanos et al. 

2004, 28. Vila et al. 2002, 29. Dekker and Wallis 1983, 30. Neureiter et al. 2002; Aguilar V 2002. 

30 
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ตารางที่ 2.6  (ต่อ) องค์ประกอบเฮมิเซลลูโลสของวัสดุลิกโนเซลลูโลสต่างๆ1,2,3 (ที่มา: Girio et al. 2010) 

วัตถุดิบ Xyl Ara Man Gal Rha UA AcG อ้างอิง4 

Hardwoods 

Aspen 

Birch 

Black locust 

Eucalypt 

Maple 

 

18-27.3 

18.5-24.9 

16.7-18.4 

14-19.1 

18.1-19.4 

 

0.7-4.0 

0.3-0.5 

0.4-0.5 

0.6-1 

0.8-1 

 

0.9-2.4 

1.8-3.2 

1.1-2.2 

1-2.0 

1.3-3.3 

 

0.6-1.5 

0.7-1.3 

0.8 

1-1.9 

1.0 

 

0.5 

0.6 

- 

0.3-1 

- 

 

4.8-5.9 

3.6-6.3 

4.7 

2 

4.9 

 

4.3 

3.7-3.9 

2.7-3.8 

3.-3.6 

3.6-3.9 

 

(1, 2, 4, 8) 

(2, 4) 

(2, 9) 

(10-13) 

(2, 9) 

                                                 
1  Non-glycosidic units 
2  Expressed as g/100 g of dry material  
3  The percentages of oses were, in some cases, calculated from the corresponding “polymers”. Xyl, xylose; Ara, arabinose; Man, mannose; Gal, galactose; Rha, 

rhamnose; UA, uronic acids; AcG, acetyl groups. 
4  1. Schell et al. 1999, 2. Fengel and Wegener 1983, 3. Ballesteros et al. 2000, 4. Taherzadeh et al. 1997, 5. Tengborg et al. 1998, 6. Soderstrom et al. 2002, 7. 

Soderstrom et al. 2004, 8. Grohmann  et al. 1985, 9. Torget et al. 1991, 10. Pereira 1988, 11. Miranda and Pereira 2002, 12. Garrote et al. 1999b, 13. Kabel et al. 2002, 

14. Conner 1984, 15.  Torget and Hsu 1994, 16. Torget et al. 1990, 17. Sassner et al. 2004, 18. Montane et al. 1994, 19. Magee and Kosaric 1985, 20. Gominho et al. 

2001, 21. Ropars et al. 1992, 22. Garrote et al. 2001b, 23. Allen et al. 2001b, 24. Rubio et al. 1998, 25. Torgete et al. 2000, 26. Lee 1997, 27. Fernandez-Bolanos et al. 

2004, 28. Vila et al. 2002, 29. Dekker and Wallis 1983, 30. Neureiter et al. 2002; Aguilar V 2002. 31 



ตารางที่ 2.6  (ต่อ) องค์ประกอบเฮมิเซลลูโลสของวัสดุลิกโนเซลลูโลสต่างๆ1,2,3 (ที่มา: Girio et al. 2010) 

วัตถุดิบ Xyl Ara Man Gal Rha UA AcG อ้างอิง4 

Hardwoods 

Oak 

Poplar 

Sweet gum 

Sycamore 

Willow 

 

21.7 

17.7-21.2 

19.9 

18.5 

11.7-17.0 

 

1.0 

0.9-1.4 

0.5 

0.7 

2.1 

 

2.3 

3.3-3.5 

0.4 

1.0 

1.8-3.3 

 

1.9 

1.1 

0.3 

- 

1.6-2.3 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

3 

2.3-3.7 

2.6 

- 

- 

 

3.5 

0.5-3.9 

2.3 

3.6 

- 

 

(14) 

(2, 15) 

(16) 

(9) 

(4, 17) 

                                                 
1  Non-glycosidic units 
2  Expressed as g/100 g of dry material  
3  The percentages of oses were, in some cases, calculated from the corresponding “polymers”. Xyl, xylose; Ara, arabinose; Man, mannose; Gal, galactose; Rha, 

rhamnose; UA, uronic acids; AcG, acetyl groups. 
4  1. Schell et al. 1999, 2. Fengel and Wegener 1983, 3. Ballesteros et al. 2000, 4. Taherzadeh et al. 1997, 5. Tengborg et al. 1998, 6. Soderstrom et al. 2002, 7. 

Soderstrom et al. 2004, 8. Grohmann  et al. 1985, 9. Torget et al. 1991, 10. Pereira 1988, 11. Miranda and Pereira 2002, 12. Garrote et al. 1999b, 13. Kabel et al. 2002, 

14. Conner 1984, 15.  Torget and Hsu 1994, 16. Torget et al. 1990, 17. Sassner et al. 2004, 18. Montane et al. 1994, 19. Magee and Kosaric 1985, 20. Gominho et al. 

2001, 21. Ropars et al. 1992, 22. Garrote et al. 2001b, 23. Allen et al. 2001b, 24. Rubio et al. 1998, 25. Torgete et al. 2000, 26. Lee 1997, 27. Fernandez-Bolanos et al. 

2004, 28. Vila et al. 2002, 29. Dekker and Wallis 1983, 30. Neureiter et al. 2002; Aguilar V 2002. 32 



33 
 
ตารางที่ 2.6  (ต่อ) องค์ประกอบเฮมิเซลลูโลสของวัสดุลิกโนเซลลูโลสต่างๆ1,2,3 (ที่มา: Girio et al. 2010) 

วัตถุดิบ Xyl Ara Man Gal Rha UA AcG อ้างอิง4 

Agricultural and agro-industrial materials  

Almond shells 

Barley straw 

Brewery’s spent grain 

Corn cobs 

Corn fibre 

 

34.3 

15 

15 

28-35.3 

21.6 

 

2.5 

4.0 

8 

3.2-5.0 

11.4 

 

1.9 

- 

0 

- 

- 

 

0.6 

- 

1 

1-1.2 

4.4 

 

- 

- 

0 

1 

- 

 

- 

- 

2 

3 

- 

 

- 

- 

0.8 

1.9-3.8 

- 

 

(18) 

(19) 

(12) 

(9, 13, 21, 22) 

(23) 

                                                 
1  Non-glycosidic units 
2  Expressed as g/100 g of dry material  
3  The percentages of oses were, in some cases, calculated from the corresponding “polymers”. Xyl, xylose; Ara, arabinose; Man, mannose; Gal, galactose; Rha, 

rhamnose; UA, uronic acids; AcG, acetyl groups. 
4  1. Schell et al. 1999, 2. Fengel and Wegener 1983, 3. Ballesteros et al. 2000, 4. Taherzadeh et al. 1997, 5. Tengborg et al. 1998, 6. Soderstrom et al. 2002, 7. 

Soderstrom et al. 2004, 8. Grohmann  et al. 1985, 9. Torget et al. 1991, 10. Pereira 1988, 11. Miranda and Pereira 2002, 12. Garrote et al. 1999b, 13. Kabel et al. 2002, 

14. Conner 1984, 15.  Torget and Hsu 1994, 16. Torget et al. 1990, 17. Sassner et al. 2004, 18. Montane et al. 1994, 19. Magee and Kosaric 1985, 20. Gominho et al. 

2001, 21. Ropars et al. 1992, 22. Garrote et al. 2001b, 23. Allen et al. 2001b, 24. Rubio et al. 1998, 25. Torgete et al. 2000, 26. Lee 1997, 27. Fernandez-Bolanos et al. 

2004, 28. Vila et al. 2002, 29. Dekker and Wallis 1983, 30. Neureiter et al. 2002; Aguilar V 2002. 32 



ตารางที่ 2.6  (ต่อ) องค์ประกอบเฮมิเซลลูโลสของวัสดุลิกโนเซลลูโลสต่างๆ1,2,3 (ที่มา: Girio et al. 2010) 

วัตถุดิบ Xyl Ara Man Gal Rha UA AcG อ้างอิง4 

Agricultural and agro-industrial materials  

Corn stalks 

Corn stover 

Olive stones 

Rice husks 

Rice straw 

 

25.7 

14.8-25.2 

2.0-3.7 

17.7 

14.8-23 

 

4.1 

2-3.6 

1.1-1.2 

1.9 

2.7-4.5 

 

<3.0 

0.3-0.4 

0.2-0.3 

- 

1.8 

 

<2.5 

0.8-2.2 

0.5-0.7 

- 

0.4 

 

- 

- 

0.3-0.5 

- 

- 

 

- 

- 

1.2-2.2 

- 

- 

 

- 

1.7-1.9 

- 

1.62 

- 

 

(24) 

(9, 25, 26) 

(27) 

(28) 

(23, 26) 

                                                 
1  Non-glycosidic units 
2  Expressed as g/100 g of dry material  
3  The percentages of oses were, in some cases, calculated from the corresponding “polymers”. Xyl, xylose; Ara, arabinose; Man, mannose; Gal, galactose; Rha, 

rhamnose; UA, uronic acids; AcG, acetyl groups. 
4  1. Schell et al. 1999, 2. Fengel and Wegener 1983, 3. Ballesteros et al. 2000, 4. Taherzadeh et al. 1997, 5. Tengborg et al. 1998, 6. Soderstrom et al. 2002, 7. 

Soderstrom et al. 2004, 8. Grohmann  et al. 1985, 9. Torget et al. 1991, 10. Pereira 1988, 11. Miranda and Pereira 2002, 12. Garrote et al. 1999b, 13. Kabel et al. 2002, 

14. Conner 1984, 15.  Torget and Hsu 1994, 16. Torget et al. 1990, 17. Sassner et al. 2004, 18. Montane et al. 1994, 19. Magee and Kosaric 1985, 20. Gominho et al. 

2001, 21. Ropars et al. 1992, 22. Garrote et al. 2001b, 23. Allen et al. 2001b, 24. Rubio et al. 1998, 25. Torgete et al. 2000, 26. Lee 1997, 27. Fernandez-Bolanos et al. 

2004, 28. Vila et al. 2002, 29. Dekker and Wallis 1983, 30. Neureiter et al. 2002; Aguilar V 2002. 34 



35 
 
ตารางที่ 2.6  (ต่อ) องค์ประกอบเฮมิเซลลูโลสของวัสดุลิกโนเซลลูโลสต่างๆ1,2,3 (ที่มา: Girio et al. 2010) 

วัตถุดิบ Xyl Ara Man Gal Rha UA AcG อ้างอิง4 

Agricultural and agro-industrial materials  

Sugar cane bagasse 

Wheat bran 

Wheat straw 

 

20.5-25.6 

16 

19.2-21.0 

 

2.3-6.3 

9 

2.4-3.8 

 

0.5-0.6 

0 

0-0.8 

 

1.6 

1 

1.7-2.4 

 

- 

0 

- 

 

- 

2 

- 

 

- 

0.4 

- 

 

(29-31) 

(13) 

(8, 26) 

                                                 
1  Non-glycosidic units 
2  Expressed as g/100 g of dry material  
3  The percentages of oses were, in some cases, calculated from the corresponding “polymers”. Xyl, xylose; Ara, arabinose; Man, mannose; Gal, galactose; Rha, 

rhamnose; UA, uronic acids; AcG, acetyl groups. 
4  1. Schell et al. 1999, 2. Fengel and Wegener 1983, 3. Ballesteros et al. 2000, 4. Taherzadeh et al. 1997, 5. Tengborg et al. 1998, 6. Soderstrom et al. 2002, 7. 

Soderstrom et al. 2004, 8. Grohmann  et al. 1985, 9. Torget et al. 1991, 10. Pereira 1988, 11. Miranda and Pereira 2002, 12. Garrote et al. 1999b, 13. Kabel et al. 2002, 

14. Conner 1984, 15.  Torget and Hsu 1994, 16. Torget et al. 1990, 17. Sassner et al. 2004, 18. Montane et al. 1994, 19. Magee and Kosaric 1985, 20. Gominho et al. 

2001, 21. Ropars et al. 1992, 22. Garrote et al. 2001b, 23. Allen et al. 2001b, 24. Rubio et al. 1998, 25. Torgete et al. 2000, 26. Lee 1997, 27. Fernandez-Bolanos et al. 

2004, 28. Vila et al. 2002, 29. Dekker and Wallis 1983, 30. Neureiter et al. 2002; Aguilar V 2002.  35 



2.4 เอนไซม์ชนิดต่างๆ ที่ต้องการใช้เพื่อย่อยลกิโนเซลลูโลส (Dyk et al. 2012) 

เอนไซม์หลายชนิดที่มีคุณลักษณะเฉพาะต่างๆ ถูกนํามาใช้ย่อยองค์ประกอบทั้งหมดของ 

ลิกโนเซลลูโลสได้ตามต้องการ ตารางที่ 2.7 แสดงชนิดของเอนไซม์ที่ต้องการย่อยสับสเตรทลิกโน-

เซลลูโลสเชิงซอ้น เอนไซม์ที่ได้รับการยอมรับในการย่อยสลายเซลลูโลสไปเป็นโมโนเมอร์ของน้ําตาลมีอยู่ 

3 ชนิด คือ 

ก.  exo-1,4-β-glucanase, EC 3.2.1.91 และ EC 3.2.1.76 (cellobiohydrolase)  

ข. Endo-1,4-β-glucanase, EC 3.2.1.4  

ค. β-glucosidase แบ่งเป็น EC 3.2.1.21 (cellobiases) 
Cellobiohydrolase เข้าไปตัดตรงปลายสายโซ่เซลลูโลส ขณะที่ endo-glucanase ตัดสาย

โซ่เซลลูโลสตรงกลางและลดองศาพอลิเมอไรเซชันลง Cellobiohydrolase อาจจะชอบตัดสายโซ่

เซลลูโลสท่ีเป็นทั้งน้ําตาลรีดิวซิงหรือไม่เป็นรีดิวซิงก็ได้ 

องค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลสแปรผันมากกว่าเมื่อเทียบกับเซลลูโลส ดังนั้นจึงต้องการชนิด

ของเอนไซม์จํานวนมากเพื่อการย่ยอสลายอย่างมีประสิทธิภาพ เอนไซม์ที่ย่อยสลายเฮมิเซลลูโลส

สามารถแบ่งออกเป็นเอนไซม์ทําลายพอลิเมอร์ซึ่งตัดตรงสายโซ่หลัก (backbone) และเอนไซม์ที่ย้าย

กลุ่มแทนทีซ่ึ่งบดบังการเข้ามาตัดพันธะพอลิเมอร์ออกไป 

เอนไซม์แกนสาํหรับการย่อยสลายไซแลนไปเป็นโมโนเมอร์คือ endo-xylanases ซึ่งตัดสายโซ่

หลักของไซแลนให้สั้นลงเป็น oligosaccharides และ β-xylosidase ซึ่งตัด xylo-oligosaccharide 

ขนาดสั้นๆ ไปเป็นไซโลส ทํานองคล้ายๆ กัน เอนไซม์แกนสําหรับการย่อยสลายแมนแนนไปเป็นโมโน-

เมอร์ คือ endo-mamnanase และ β-mannosidase อย่างไรก็ตาม โดยทั่วไป ไซแลนและแมนแนน มี

กลุ่มแทนที่แตกต่างกันมาเชื่อมสายโซ่หลัก ได้แก่ อะราไบโนส อะเซทิล กาแลคโทส และกลูโคส ซึ่ง

ต้องการแหล่งรองรับ (host) เอนไซม์รอง (ancillary enzymes)  ที่ไม่ใช้เอนไซม์แกน เพื่อให้เอนไซม์

แกนเข้าถึงและย่อยสายโซ่หลักได้ 

เอนไซม์รองต่างๆ ได้แก่ acetyl xylan esterase, β-xylosidase, endo-mannanase,  

β-mannosidase, α-L-arabinofuranosidase, α-glucuronidase, ferulic acid esterase,  

α-galactosidase, p-coumaric acid esterase และ acetyl mannan esterase เอนไซม์ที่ตัดการ-

เชื่อมระหว่างเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน คือ ferulic acid esterase ส่วน α-L-arabinofuranosidase มี

ความเฉพาะตรงที่ตัด 1,2 linkages หรือ 1,3 linkages ขณะที่เอนไซมอ่ื์นๆ สามารถตัดกลุ่มแทนทีไ่ด้ 2 

กลุ่มที่เป็น arabinose residues จาก arabinoxylan เอนไซม์ต่างๆ ทีส่ามารถย่อยแพคติน pectin 

methyl esterase ย้ายกลุ่ม methyl จากแพคตินเพื่อให้เข้าถึงการย่อยสลายพอลิเมอร์ด้วยเอนไซม์ 

ได้แก่ polygalacturonas, pectin lyase หรือ pectate lyase  

 



37 
 
ตารางที่ 2.7 เอนไซม์หลักบางชนิดที่ต้องการใช้ย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสให้เป็นโมโนเมอร์ (ที่มา: Dyk 

et al.  2012) 

ลิกนิน 

แพคติน 

 

เฮมิเซลลูโลส 

 

 

 

เซลลูโลส 

Laccase, Manganese peroxidase, Lignin peroxidase 

Pectin methyl esterase, pectate lyase, polygalacturonase, 

rhamnogalacturonan lyase 

Endo-xylanase, acetyl xylan esterase, β-xylosidase, endo-

mannanase, β-mannosidase, α-L-arabinofuranosidase, α-

glucuronidase, ferulic acid esterase, α-galactosidase, p-

coumaric acid esterase 

Cellobiohydrolase, endo-glucanase, β-glucosidase 

 

ย่ิงไปกว่านั้น rhamnogalacturonases และ rhamnogalacturonan lyase เข้าย่อยสลาย 

“hairy regions” ในแพคติน ขณะที่ pectin acetylesterases ย้าย acetyl group จาก acetylated 

homogalacturonan และ rhamnogalacturonan 

จุลินทรีย์ทีผ่ลติระบบเอนไซม์ 2 ชนิดสําหรับการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสใช้ช่ือว่า ระบบ

อิสระ (free system) และ ระบบเชิงซ้อน (complexed system) ระบบอิสระเกิดกับแบคทีเรียและ

เชื้อราที่ต้องการอากาศ (aerobic bacteria and fungi) ที่ได้รับการศึกษาวิจัยมากที่สดุคือ 

Trichoderma reesei และ Aspergillus niger  

ระบบเชิงซ้อนเกิดขึ้นเป็นมัลติเอนไซม์เชิงซ้อน (multienzyme complexes) มีช่ือ 
cellulosome ซึ่งส่วนใหญ่พบในแบคทีเรียไม่ต้องการอากาศ ได้แก่ clostridi, Butyrivibrio 

fibrisolvens, Acetovibrio cellulolyticus  

 

2.5 กระบวนการหมักสถานะของแข็ง (solid-state fermentation) เพือ่ผลิตเอนไซม ์

(Singhania et al.  2009) 

การหมักสถานะของแข็งหรือเรียกสั้นๆ ว่า การหมักแข็งหรอื SSF คือกระบวนการหมัก

ประกอบด้วยช้ันสับสเตรทของแข็ง (solid matrix) ที่ไม่มีน้ําหรือปราศจากน้ําอิสระ อย่างไรก็ตาม

สับสเตรทจะต้องมีระดับความช้ืนเริ่มต้นเพื่อสนับสนุนการเติบโตและแมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ ช้ัน

ของแข็งเป็นทั้งแหล่งของสารอาหารและเป็นที่ยึดเกาะของสารอาหารอย่างง่ายเพ่ือการเจริญเติบโตของ

จุลินทรีย์ การหมักแข็งใช้เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์บนสับสเตรทที่มีความเข้มข้นสูง SSF คล้ายกับที่อยู่ของ

จุลินทรีย์ตามธรรมชาติและเป็นตัวเลือกให้กับจุลินทรีย์เติบโตและเพิ่มมุลค่าโดยปลดปล่อยผลิตภัณฑท์ี่

เป็นประโยชน์ออกมา ส่วนการหมักก่ึงเหลว (submerged fermentation) หรือ SmF ถูกพิจารณาเป็น

สิ่งทําลายต่อที่อยู่ตามธรรมชาติของจุลินทรีย์ ยกเว้นจุลินทรีย์ที่อยู่ในทะเลที่ชอบว่ายในน้ําอิสระมากกว่า 



เพราะว่ามากกว่า 98% ของจุลินทรีย์ทีแ่ยกได้มาจากผิวของแข็งที่อยู่ใต้น้ําทะเล ราปรับตัวได้ดีเมื่อใช้

เทคนิคของกระบวนการ SSF ในระดับห้องปฏิบัติการศึกษาผลของปัจจยัต่างๆ ต่อแมทาบอลิซึมของรา 

SSF นําไปใช้ในการทําปุ๋ยหมักทางหนึ่งเป็นการนําวัสดุเหลือทางเกษตรกรรมทําใหม้ีความคุ้มค่าด้าน

เศรษฐศาสตรแ์ละลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม 

ในอดีตกระบวนการหมักทั้งหมดใช้หลักการของเทคโนโลยีการหมักแข็ง หลังจากปี ค.ศ.  

1940 ประเทศตะวันตกให้ความสําคัญมากกบักระบวนการ SmF ซึ่งใช้ในการผลิตยาเพนนิซิลีน ทําให ้

SSF ลดความนิยมลง ระหวา่งปี ค.ศ. 1950-1960 กระบวนการ SSF ได้ถูกนํามาใช้ผลิตยาสเตียรอยด์

จากการเพาะเลี้ยงรา ระหว่างปี ค.ศ.  1960-1970 ได้ใช้ SSF ผลิตโปรตีนเสริมเป็นอาหารของวัวโดยใช้
ของเหลืออุตสาหกรรมเกษตร นับเป็นการใช้วัตถุดิบต้นทุนตํ่าทําให้มีมูลค่าเพิ่มขึ้น นับแต่นั้นมามีการนํา 

SSF ไปใช้ในกระบวนการผลิตทางชีวภาพต่างๆ ในอุตสาหกรรมอย่างต่อเนื่อง ข้อดีของ SSF มีมากกว่า 

SmF จึงถูกนํามาใช้ด้านการจัดการของเสีย การอนุรักษ์พลังงานชีวมวล และการผลิตอาหาร เชื้อเพลิง 

เทคโนโลยีที่สามารถตัดแต่งพันธุกรรมสายพันธ์ุราใช้ SSF ในการผลิตเช่นเดียวกัน 

SSF เหมาะสําหรับการเพาะเลี้ยงยีสต์และราตามทฤษฎีของกิจกรรมของน้ํา (water activity) 

สําหรับแบคทีเรียบางสายพันธ์ุได้มีการศึกษาการผลิตสารพิษบนรําข้าวสาลีพบว่ามีประสิทธิผลคุม้ทุน 

(cost effective)  

ปัจจัยสําคัญทีสุ่ดซึ่งมีผลต่อ SSF คือความช้ืน และธรรมชาติของสับสเตรทที่นํามาใช ้การ

เลือกความชื้นขึ้นกับจุลินทรย์ีที่นํามาเพาะเลี้ยงและธรรมชาติของสับสเตรทด้วยเช่นกัน ราต้องการ

ความช้ืนตํ่า ประมาณ 40-60% ก็เพียงพอ แต่การเลือกสบัสเตรทขึ้นกับหลายปัจจัย ปัจจัยหลักคือราคา

และการใช้ประโยชน์รวมทั้งต้องคัดกรองของเหลืออุตสาหกรรมเกษตรด้วย 

ปัจจุบันสิ่งแวดล้อมเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วมาก เราต้องการความก้าวหน้าของเทคโนโลยี

เพื่อเร่งนวัตกรรมเป็นด้านหลัก SSF เป็นกระบวนการทางชีวภาพที่มีความได้เปรียบที่ถูกนําไปใช้ใน

ระดับห้องปฏิบัติการเพื่อเพิ่มอัตราการผลติ ของการหมักให้สูงขึ้น ความเข้มข้นสุดท้ายของผลิตภัณฑ์สูง 
ได้ผลิตภัณฑ์ทีเ่สถียรภาพ การเพาะเลี้ยงเชื้อราผสม ต้องการความปลอดเชื้อตํ่าเพราะกิจกรรมของน้าํที่

ใช้ใน SSF มีคา่ตํ่า ความท้าทายคือการทําผลิตภัณฑ์สุดทา้ยให้บริสุทธ์ิ ขณะที่ปัจจุบัน มีความก้าวหน้า

ทางวิศวกรรมชีวเคมี เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพมากมายได้รับการออกแบบซึ่งสามารถเอาชนะอุปสรรคต่างๆ 

ของการขยายระดับการผลิตรวมทั้งสามารถเฝ้าติดตามการถ่ายโอนความร้อนและมวลอย่างต่อเนื่องได้

โดยใช้เครื่องมือวัดอัตโนมัติ  

การขยายขนาด SSF ยังคงมีอุปสรรคด้านการถ่ายโอนความร้อนและมวลภายในชั้นของ

สับสเตรท การติดตามตัวแปรต่างๆ หลายๆ ตัวแปรแบบ on-line และการผสมของเบดอย่างเพียงพอ

โดยไม่มีการทําลายจุลินทรีย์ รวมทั้งขนาดอนุภาคของเบด ความร้อนที่เกดิขึ้นจากกิจกรรมแมทาบอลิก

ของการเติบโตของจุลินทรีย์ ความร้อนที่เกิดอาจทําให้จุลนิทรีย์ตายตอนท้ายของกระบวนการ ความช้ืน

ที่มากเกินไปทาํให้ความพรุนของสับสเตรทต่ําลง ทําให้ออกซิเจนแทรกซมึผ่านเข้าไปไม่ได้หรือได้น้อยลง 



39 
 
ขณะที่ความช้ืนน้อยเกินไปทําให้การเข้าถึงของสารอาหารไม่ดีผลทําใหข้ัดขวางการเติบโตของจุลินทรีย์ 

การแก้ปัญหาความยากสําหรับสมรรถนะเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพต้องได้รับการค้นคว้าในลําดับต่อไป 

Singhania, et. al., 2010. ได้นําเสนอว่าเซลลูเลสเป็นที่ต้องการของตลาดและเพิ่มสูงขึ้น

สําหรับการนําไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ รวมทั้งการผลิตเอทานอลจากการเปลี่ยนชีวมวลลิกโนเซลลูโลส

ด้วยเซลลูเลสเป็นหลัก การผลิตเซลลูเลสใหม้ีประสิทธิภาพจึงต้องปรับปรุงพัฒนาเทคโนโลยีกระบวนการ

ทางชีวภาพ การหมักแข็ง และการหมักก่ึงเหลว ในรายงานนําเสนอผู้ผลิตรายใหญท่ี่ผลิตเซลลูเลสทาง

การค้าและจุลนิทรีย์ที่นํามาใช้ในการผลิตเอนไซม์ รวมทั้งชนิดของกระบวนการทางชีวภาพ สายพันธ์ุ

จุลินทรีย์สับสเตรตที่ใช้ ขนาดของการหมัก เอนไซม์ แอคทิวิตี ในการผลติเซลลูเลส ซึ่งมีต้ังแต่ระดับขวด
เขย่าจนถึงถังหมักขนาดต่างๆ ต้ังแต่ 2 ลิตร ถึง 700 ลิตร หรือถังหมักชนิดถาด ในรายงานอ้างถึงการ

ผลิตเซลลูเลสโดย SSF มีความคุ้มค่าทางเศรษฐศาสตร์มากกว่า SmF ประมาณ 10 เทา่ โดยใช้การ

เพาะเลี้ยงรา T. reesei ในอาหารเหลวที่มีเกลือแร่ต่างๆ การผลิตเซลลูเลสโดยใช้ของเหลือจาก

เกษตรกรรมเป็นสับสเตรทภายใต้ SSF นับเป็นการใช้เทคโนยีที่เหมาะสมในปัจจุบันและในอนาคตเพื่อ

การผลิตในระดับการค้าที่ใช้วัตถุดิบเซลลูโลสในธรรมชาติที่มีราคาถูก เซลลูเลสทีผ่ลิตได้จาก SSF มี

ความเสถียรต่ออุณหภูมิ พีเอช อิออนของโลหะ ฯลฯ SSF คือเทคโนโลยทีี่พอเพียงต่อการนํามาใช้ใน

อุตสาหกรรมเอทานอลเพื่อพลังงานทดแทน   

 

2.6 กระบวนการหมักก่ึงเหลว (submerged fermentation) เพื่อผลิตเอทานอล (Singhania, 

et. al., 2010) 

การหมักก่ึงเหลวหรือ SmF คือการหมักในที่มีน้ําอยู่มากเกินพอ (excess water) ส่วนใหญ่

การผลิตเอนไซม์ในระดับใหญ ่(large-scale) ใช้เทคโนโลยี SmF เพราะผลิตได้อย่างต่อเนื่องและง่ายต่อ

การดําเนินการ เซลลูเลสการค้าส่วนใหญ่ได้จากการเพาะเลี้ยง T. reesei หรือ A. niger ในอาหารเหลว 

หรือ SmF การผลิตเซลลูเลสในเชื้อดังกล่าวไดรับผลกระทบจากพารามิเตอร์ต่างๆ เป็นอย่างมาก ซึ่ง
ประกอบด้วย ธรรมชาติของเซลลูโลสทีใ่ช้เป็นสับสเตรท พีเอชของอาหารเหลว สารอาหารที่อยู่ในน้ํา 

(nutrient) การเพิ่มสารเหนี่ยวนํา (inducer supplementation) อุณหภูมขิองการหมัก การผลิตเซลลู-

เลส ในระดับใหญ่ต้องการความเข้าใจและการควบคุมการเติบโตและความสามารถของเชื้อที่นํามาใช้

เป็นผู้ผลิต (producer) ที่เหมาะสม เซลลูเลสทีผ่ลิตได้จากราเส้นใย Trichoderma, Penicillium, 

Aspergillus, Humicola สามารถผลิตได้ทีช่่วงของพีเอชและอุณหภูมิแตกต่างกัน สูตรของอาหารเหลว

ที่ใช้เป็นสื่อ (media formulation) สําหรับการหมักทีท่ําให้การเติบโตของจุลินทรีย์ต่างๆ ได้ดีหรือ

เหมาะสมนั้นต้องพิจารณาอย่างมีนัยสําคัญเพราะไม่มีสูตรทั่วไป อาหารเหลวที่ใช้เพาะเลี้ยง T. reesei 

นิยมใช้สูตรอาหารเหลวของ Mandels และ Reese หรือ Mandel และ Weber ที่ปรับปรุงหรือไม่ได้

ปรับปรุงเพิ่ม อย่างไรก็ตาม สูตรอาหารเหลวต่างๆ เหล่านี้มีความซับซอ้นอย่างมากเพราะปัจจัยมากมาย

และปฏิกิริยาต่างๆ สามารถสง่ผลกระทบต่ออัตราการผลิตเซลลูเลสได้ 



การผลิตเซลลูเลสต้องระวังเกี่ยวกับการนําจุลินทรีย์เซลลูเลส (microbial cellulase) มาใช้ 

เพราะจุลินทรีย์เหล่านี้อยู่ภายใต้กลไกการเหนี่ยวนํา (induction mechanism) และการยับย้ัง 

(repress mechanism) และกระบวนการที่ถูกออกแบบและสูตรอาหารที่ใช้ แลคโทสคือสารเนี่ยวนํา

ยีนส์เซลลูเลสที่รู้จักกันแพรห่ลายและนํามาใช้เป็นสารเติม (additive) ในอาหารสําหรับอุตสาหกรรมการ

หมัก ส่วนใหญก่ารผลิตเซลลูเลสนิยมใช้กระบวนการแบบแบทซ์หรือแบบกะ (batch process) การ

ปรับปรุงการผลิตเซลลูเลสทีต้่องใช้เวลาการผลิตยาวนานซึ่งมีข้อจํากัดทางเทคนิค จึงได้มีการพยายามใช้

กระบวนการแบบกึ่งกะ (fed-batch) หรือแบบต่อเนื่อง (continuous mode) เพื่อข้ามสาเหตุของการ

ยับย้ังจากการสะสมของน้ําตาลรีดิวซ์ที่เวลาการหมักนานเพิ่มขึ้นกับอัตราการผลิตที่ลดตํ่าลง  
ในระบบเซลลูเลส น้ําตาลกลูโคสและเซลโลไอโอสคือสารยับย้ังเอนไซม์จึงได้มีความพยายาม

พัฒนาจุลินทรย์ีกลายพันธ์ุที่ต่อต้านตัวยับย้ังดังกล่าวได้ เซลลูเลสที่ได้จาก T. reesei เป็นเอนไซม์

เหนี่ยวนําและมีกิจกรรมดีทีส่ดุเมื่อนํามาเพาะเลี้ยงในตัวกลางที่มีเซลลูโลส ส่วนใหญ่เซลลูโลสบริสทุธ์ิ

เตรียมมาจาก Solka-Floc และ Avicell ในอาหารเหลวให้ผลได้สูง แต่ถ้าใช้วัสดุเซลลูโลสธรรมชาติเป็น

แหล่งคาร์บอน ผลได้เซลลูเลสจากจุลินทรีย์ตํ่า แหล่งคารบ์อนหลักของการหมักเซลลูเลสการค้าคือ ชีว-

มวลเซลลูโลส ได้แก่ ของเหลอืจาก ลําต้น เยื่อ และธัญพืช ข้าว รําข้าวสาลี ชาน ของเสยีจาก

อุตสาหกรรมกระดาษ  

การผลิตเซลลูเลสในการเพาะเลี้ยงเกี่ยวข้องกับการเติบโตของจุลินทรีย์ ราเส้นใยมีแนวโน้ม

เติบโตติดกับผิวและอิทธิพลของชนิดการเติบโตต่อสรีรศาสตร์ของรา (fungal physiology) ยังไม่ได้รับ

การศึกษาอย่างละเอียด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง การนํามาสัมพันธ์กับอัตราการผลิต ภายใต้สภาวะธรรมชาติ 

ราที่สัมผสักับผวิต้องการใช้สารอาหาร ปลดปล่อยเอนไซม์ และการเติบโตของยอดไฮฟี ราเส้นใยสามารถ

เติบโตได้โดยไม่ต้องใช้น้ําอิสระ การเติบโตของราใน SmF ไม่ใช่ธรรมชาติ การเติบโตบนและภายใน

สับสเตรทของแข็งคือหลักการเบื้องต้นสัมพันธ์กับการเกาะติดของเซลล์ (adhesion) รูปร่างลักษณะการ

เติบโตของราเส้นใยเป็นพารามิเตอร์สําคัญสัมพันธ์กับอัตราการผลิตของกระบวนการอุตสาหกรรมต่างๆ 
ในกระบวนการระดับใหญ่ การเติบโตของราเกิดเป็นฟิล์มชีวภาพซึ่งมีผลต่อประสิทธิภาพการผลิต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


