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ล้าต้นปาล์มน้้ามันเป็นอีกหนึ่งวัตถุดิบทางเลือกชนิดหนึ่งส้าหรับการผลิตไบโอเอทานอล เนื่องจาก
โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส พรีทรีตเมนต์จงึจ้าเป็นต่อการเพิ่มอัตราไฮโดรลิซิสของเอนไซม์ ช้ินล้าต้นปาล์ม
น้้ามันถูกระเบดิด้วยไอน้้าที่อุณหภูมิ 200 และ 210 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2, 4 และ 6 นาที จากนั้นล้างเยื่อด้วย
น้้าร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อก้าจัดส่ิงเจือปนออก จากผลการทดลองพบว่าสภาวะ
ที่ดีที่สุด คือการระเบิดด้วยไอน้้าที่อุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 4 นาที (ค่าความรุนแรง = 3.84) ปริมาณ
เซลลูโลส, เพนโตแซน และลิกนนิ เท่ากับ 58.8, 4.03 และ 27.12 เปอร์เซ็นต ์ตามล้าดับ ปริมาณเพนโตแซน
ลดลง 86.35 เปอร์เซ็นต์ จากช้ินล้าต้นปาล์มน้้ามัน วิธีทะกุจิ 3 ปัจจยั 3 ระดับ ใช้ศึกษาสภาวะที่ดีที่สุดในการ
ก้าจัดลิกนินด้วยวิธีสกัดด้วยด่าง โดยปัจจัยที่ศึกษาคือ ความเข้มขน้ของโซเดียมไฮดรอกไซด์ (15, 20 และ 25 
เปอร์เซ็นต ์โดยน้้าหนักต่อปริมาตร), อุณหภูมิ (70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส) และเวลา (30, 60 และ 90 นาท)ี 
สภาวะที่ดีที่สุดของการสกัดด้วยด่าง คือ ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ 15 เปอรเ์ซ็นต์ โดยน้้าหนักต่อ
ปริมาตร, อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และเวลา 60 นาที ปริมาณเซลลูโลส, เพนโตแซน และลิกนิน เท่ากับ 
87.14, 1.40 และ 6.13 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ปริมาณเซลลูโลสเพิ่มขึ้น 53.14 เปอรเ์ซ็นต์จากช้ินล้าตน้ปาล์ม
น้้ามันที่ไม่ผ่านพรทีรีตเมนต์ ในขณะที่ปริมาณเพนโตแซน และลิกนินลดลง 95.26 และ 71.67 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล้าดับ การย่อยเป็นน้้าตาลและหมักพร้อมกัน (Simultaneous saccharification and fermentation, SSF) ใช้ใน
การผลิตเอทานอลโดยใช้เยื่อล้าตน้ปาล์มน้้ามันทีผ่่านพรีทรตีเมนตเ์ป็นซับสเตรต ยีสต์สกัด เพปโตน และเยื่อล้า
ต้นปาล์มน้้ามัน 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์ พีเอช 4.8 เติมพร้อม
กับเอนไซม์ Celluclast 1.5L (15 FPU ต่อกรัมซับสเตรต), Novozym 188 (15 IU ต่อกรัมซับสเตรต) และเชื้อยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae Sc90 ในปริมาตรทั้งหมด 300 มิลลิลิตร การหมักแบบ SSF ทดลองที่อุณหภูม ิ40, 45 
และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ความเข้มข้นเอทานอลระหว่างการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 40 และ 
45 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p  0.05) โดยการหมักที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสจะให้ความ
เข้มข้นเอทานอล (CP) สูงที่สุด 44.25 กรัมต่อลิตร, อัตราการผลิตเอทานอล (QP) 0.45 กรัมต่อลิตร ช่ัวโมง, ผลได้
เอทานอล (YP/S) 0.46 กรัม     เอทานอลต่อกรัมกลูโคส และผลได้ของเอทานอลเทียบกับทางทฤษฎี 90.40 
เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้การหมักแบบการพรีไฮโดรลิซิสและการย่อยเป็นน้้าตาลและหมักพร้อมกัน 
(Prehydrolysis and simultaneous saccharification and fermentation, PSSF) ได้ให้ความเข้มขน้เอทานอล 31.22 
กรัมต่อลิตร และผลได้ของเอทานอลเทียบกับทางทฤษฎี 63.29 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการหมักแบบ PSSF ไม่มีผล
ต่อการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล การระเบิดด้วยไอน้้า และการสกัดด้วยด่างเพิ่ม ท้าให้การไฮโดรลิซิส
ช้ินล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยเอนไซม์ดีขึ้น การหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แสดงถึงความเป็นไป
ได้ของกระบวนการผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
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Oil palm trunk is an alternative raw material for bioethanol production.  Due to its structure from 
lingocellulosic materials, pretreatment is required to improve the rate of enzymatic hydrolysis.  The oil palm 
trunk chips were steam exploded at temperature 200 and 210oC for 2, 4 and 6 min.  The steam exploded fiber 
was washed by hot water at temperature 80oC for 30 min to eliminate contaminants.  The optimum condition 
of steam explosion was 210oC for 4 min (severity factor = 3.84).  The cellulose, pentosan and lignin contents 
were 58.83, 4.03 and 27.12 %, respectively.  The pentosan content was decreased 86.35 % from the chips.  
Taguchi method with 3 factors with 3 levels was used to optimize the delignification by alkaline extraction.  
The factors of NaOH concentration (15, 20 and 25 % w/v), temperature (70, 80 and 90oC) and time (30, 60 
and 90 min) were studied.  The optimum condition of the alkaline extraction was 15 % w/v NaOH, 
temperature at 90oC and 60 min.  The content of cellulose, pentosans and lignin were 87.14, 1.40 and 6.13 %, 
respectively.  The cellulose content was increased 53.14 % from untreated oil palm trunk chips, while the 
pentosan and lignin contents were decreased 95.26 and 71.67 %, respectively.  A simultaneous 
saccharification and fermentation (SSF) was used to produce ethanol by using pretreated oil palm trunk fiber 
as substrate. Yeast extract, peptone and 10 % w/v fibers in citrate buffer pH 4.8 solution was added with 
Celluclast 1.5L (15 FPU/g substrate), Novozym 188 (15 IU/g substrate) and Saccharomyces cerevisiae Sc90 
in a total volume of 300 mL.  The SSF was run at temperature of 40, 45 and 50oC for 96 h.  Ethanol 
concentrations between SSF at 40oC and 45oC were not statistically different (p  0.05).  The highest ethanol 
concentration (CP) of 44.25 g/L, ethanol productivity (QP) 0.45 g/L h, ethanol yield (YP/S) 0.46 g/g and 
theoretical ethanol yield 90.40 % were achieved after fermentation at 40oC.  In addition, the prehydrolysis and 
simultaneous saccharification and fermentation (PSSF) gave the ethanol concentration 31.22 g/L and 
theoretical ethanol yield 63.29 %.  It was revealed that PSSF did not enhance the efficiency of bioethanol 
production.  Steam explosion and alkaline extraction to enhanced enzymatic hydrolysis of oil palm trunk 
chips.  SSF at 40C showed the potential process to produce ethanol from oil palm trunk fiber. 
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องค์ประกอบทางเคมีของล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
ส่วนประกอบของเฮเมิเซลลูโลส 
สรุปเทคโนโลยีการพรีทรีตเมนต์บางวิธีและผลกระทบต่อองค์ประกอบทางเคมี
และโครงสร้างทางกายภาพของชีวมวลลิกโนเซลลูโลส 
เปรียบเทียบผลได้เอทานอลกับปริมาณ WIS โดยใช้ S. cerevisiae ในการหมัก
แบบ SSF 
จ้านวนการทดลองโดยวิธีทะกุจิและแฟคทอเรียลในสภาวะการทดลองต่าง ๆ 
สภาวะที่ใช้ในการระเบิดด้วยไอน้้าของชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
ปัจจัยและระดับในการหาสภาวะการสกัดด้วยด่าง 
L9 (3

3) Orthogonal Array 
ปัจจยัและระดับในการทดลองการหาสภาวะการสกัดด้วยด่างของเยื่อล้าต้นปาล์ม
น้้ามันที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน้้าและการสกัดด้วยน้้าร้อน ออกแบบด้วยวิธีทะกุจิ 
องค์ประกอบทางเคมีของล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิดด้วยไอน้้า 
ปริมาณเฟอร์ฟูรอลและ5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอลในน้้าหลังการสกัดด้วยน้้า
ร้อน 
องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการสกัดด้วยน้้าร้อน 
ค่าสัดส่วนองค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่สกัดด้วยด่าง ณ 
สภาวะที่แตกต่างกัน 
อิทธิพลหลักของแต่ละปัจจัยที่มีผลต่อสัดส่วนเซลลูโลสของเยื่อล้าต้นปาล์ม
น้้ามันที่สกัดด้วยด่าง 
อิทธิพลหลักของแต่ละปัจจัยที่มีผลต่อสัดส่วนลิกนินของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่
สกัดด้วยด่าง 
อิทธิพลหลักของแต่ละปัจจัยที่มีผลต่อสัดส่วนเพนโตแซนของเยื่อล้าต้นปาล์ม
น้้ามันที่สกัดด้วยด่าง 
การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการเพิ่มสัดส่วนเซลลูโลสของเยื่อ
ล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
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การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการลดสัดส่วนลิกนินของเยื่อล้าต้น
ปาล์มน้้ามัน 
การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการลดสัดส่วนเพนโตแซนของเยื่อ
ล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
สรุปค่าสัดส่วน S/N ของค่าสัดส่วนเซลลูโลส ลิกนิน และเพนโตแซน จากการ
ทดลองทั้ง 9 ชุดการทดลอง ของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการสกัดด้วยด่าง
สรุปสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดด้วยด่างของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันค้านวณโดย
วิธีทะกุจิ  
องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันจากการทดลองยืนยันผลของชุด
การทดลอง A และ B โดยวิธีทะกุจิ 
ค่าสัดส่วนเซลลูโลสและลิกนินที่ได้จากการเปรียบเทียบการประมาณค่าและจาก
การยืนยันผลการทดลองของการสกัดด่างด้วยสภาวะที่เหมาะสมโดยวิธีทะกุจิ 
สรุปค่าสัดส่วนองค์ประกอบทางเคมีของชิ้นและเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจาก  
การพรีทรีตเมนต์ในสภาวะที่เหมาะสม 
ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ด้วยการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ  
ต่าง ๆ และการหมักแบบ PSSF เมื่อสิ้นสุดการหมัก 
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การเตรียมสารมาตรฐานกลูโคสเพื่อวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส 
การเตรียมสารมาตรฐานพาราไนโตรฟีนอล 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส, เซลโลไบโอส และ ไซโลส 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอล 
การย่อยเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดย
ใช้เยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางผนวกท่ี 
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การผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยกระบวนการย่อยและหมัก
พร้อมกันที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปริมาณเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้้าหนักต่อปริมาตร 
การผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยกระบวนการย่อยและหมัก
พร้อมกันที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และปริมาณเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้้าหนักต่อปริมาตร 
การผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยกระบวนการย่อยและหมัก
พร้อมกันที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และปริมาณเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้้าหนักต่อปริมาตร 
การผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยกระบวนพรีไฮโดรลิซิสที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12 ชั่วโมงก่อนการย่อยและหมักพร้อม
กันที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักต่อ
ปริมาตร 
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โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส 
โครงสร้างของเซลลูโลส 
โครงสร้าง ของ 4-O-methylglucuronoxylan ในไม้ใบกว้าง 
หน่วยซ้้าของ arabino-4-O-methylglucurono-xylan ในไม้ใบแคบ 
โครงสร้างของลิกนิน 
การพรีทรีตเมนต์ลิกโนเซลลูโลส 
ขั้นตอนการสลายตัวของเซลลูโลสระหว่างพรีทรีตเมนต์ 
โครงสร้างโมเลกุลของเซลลูโลสและจุดเข้าท้าปฏิกิริยาของเอนไซม์เอนโดกลู
คาเนส, เซลโลไบโอไฮโดรเลส และบีตากลูโคซิเดส 
การผลิตเอทานอลโดยผ่านวิถี Embden-Meyerhof-Parnas 
เมแทบอลิซึมแบบใช้อากาศของยีสต ์
ความต้องการของพลังงานในการกลั่นจากเอทานอลเจือจางเป็นเอทานอลเข้มข้น 
94.5 เปอร์เซ็นต์ (w/w) 
ขั้นตอนการทดลองการผลิตไบโอเอทานอลจากชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
ชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
เคร่ืองระเบิดด้วยไอน้้า 
เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิดด้วยไอน้้า 
เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการสกัดด้วยน้้าร้อน 
เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการสกัดด่าง 
ค่าอัตราส่วน S/N ของปัจจัยต่าง ๆ ในแต่ละระดับที่มีผลต่อการเพิ่มสัดส่วน
เซลลูโลสของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
ค่าอัตราส่วน S/N ของปัจจัยต่าง ๆ ในแต่ละระดับที่มีผลต่อการลดสัดส่วนลิกนิน 
ของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
ค่าอัตราส่วน S/N ของปัจจัยต่าง ๆ ในแต่ละระดับที่มีผลต่อการลดสัดส่วน 
เพนโตแซน ของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
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ผลได้เยื่อ และองค์ประกอบทางเคมีของชิ้นและเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่
เปลี่ยนแปลงหลังจากการพรีทรีตเมนต์ขั้นตอนการระเบิดด้วยไอน้้า, สกัดด้วยน้้า
ร้อน และสกัดด้วยด่าง 
ความเข้มข้นของกลูโคส, เซลโลไบโอส และไซโลส ระหว่างการใช้เอนไซม์
ไฮโดรลิซิสเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักต่อปริมาตร ที่ผ่าน   
การพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง ที่พีเอช 4.8, อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส และเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
เปอร์เซ็นต์ Digestibility ระหว่างการใช้เอนไซม์ไฮโดรลิซิสเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน
ที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง10 เปอร์เซ็นต์ 
โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ที่พีเอช 4.8, อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเขย่า
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
ความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และเซลล์ที่มีชีวิต ระหว่างการหมักแบบ SSF ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์
ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อ
ปริมาตร เชื้อยีสต ์S. cerevisiae Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8, เขย่าความเร็ว 150 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
ความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และเซลล์ที่มีชีวิต ระหว่างการหมักแบบ SSF ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสโดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์
ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อ
ปริมาตร เชื้อยีสต ์S. cerevisiae Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8, อุณหภูมิ เขย่า
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
ความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และเซลล์ที่มีชีวิต ระหว่างการหมักแบบ SSF ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์
ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อ
ปริมาตร เชื้อยีสต ์S. cerevisiae Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8, เขย่าความเร็ว 150 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
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เปรียบเทียบความเข้มข้นของเอทานอลและกลูโคส ระหว่างการหมักแบบ SSF ที่
อุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการ 
พรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนัก
แห้งต่อปริมาตร เชื้อยีสต ์S. cerevisiae Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8 เขย่า
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
ความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และเซลล์ที่มีชีวิต ระหว่างการหมักแบบ PSSF ที่
อุณหภูมิของการย่อย 50 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิของการหมัก 40 องศา
เซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร เชื้อยีสต ์S. 
cerevisiae Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8, เขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 96 ชั่วโมง 
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กราฟมาตรฐานน้้าตาลไซโลสในการวิเคราะห์เพนโตแซน 
กราฟสารละลายมาตรฐานน้้าตาลกลูโคสในการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ 
กราฟมาตรฐานพาราไนโตรกลูโคพาราโนไซด์ 
ความสัมพันธ์ระหว่างน้้าหนักเซลล์แห้ง (DCW) และจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต 
กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคส 
กราฟมาตรฐานสารละลายเซลโลไบโอส 
กราฟมาตรฐานสารละลายไซโลส 
กราฟมาตรฐานสารละลายเอทานอล 
การหาอัตราการเจริญจ้าเพาะ (μ ) 
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ภาพผนวกท่ี 
 

ค1 
 

ค2 
 

ค3 
 

 
 
output ANOVA ของเซลลูโลสเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังการระเบิดด้วยไอ
น้้าและสกัดด้วยน้้าร้อน โดย SAS 
output ANOVA ของเพนโตแซนเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยน้้าร้อน โดย SAS 
output ANOVA ของลิกนินเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังการระเบิดด้วยไอน้้า
และสกัดด้วยน้้าร้อน โดย SAS 

หน้า 
 
 

132 
 

133 
 

135 
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ค้าอธิบายสัญลักษณ์และค้าย่อ 
 

S/N ratio   อัตราส่วนหรือค่าที่ได้จากการเปลี่ยนรูปของค่าตอบสนอง 
dB    หน่วยของ S/N ratio (เดซิเบล) 
d.f.    องศาความอิสระ 
ANOVA   การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) 
L    จ้านวนระดับของปัจจัย 
N    จ้านวนการทดลอง 
r    จ้านวนซ้้าที่ท้าการทดลอง 
y    ผลการทดลอง 
pNPG   พาราไนโตรฟีนีล บีตา-ดี-กลโูคพาราโนไซด์ (p-nitrophenyl-β-D-

glucopyranoside) 
FPU/ml   The filter paper units per milliliter 
IU/ml    International units per milliliter
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การผลิตไบโอเอทานอลจากล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านพรีทรีตเมนต์โดยวิธี 
การระเบิดด้วยไอน้้า 

 
Bioethanol  Production from Oil Palm Trunk Pretreated  

by Steam Explosion 
 

ค้าน้า 
 

ในภาวะเชื้อเพลิงฟอสซิลที่ก าลังจะหมดไปจากโลกท าให้เกิดการค้นหาพลังงานทดแทน
ใหม่ ๆ เพื่อตอบสนองความต้องการของมนุษย์ ปัจจุบันประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งที่มีศักยภาพ
ในการผลิตปาล์มน้ ามันอีกทั้งรัฐบาลได้มีการส่งเสริมให้เกษตรกรทางภาดใต้และภาคตะวันออก
ปลูกพชืปาล์มน้ ามันเป็นจ านวนมาก เพื่อน าผลผลิตน้ ามันปาล์มไปผลิตไบโอดีเซล ดังนั้นพื้นที่การ
เพาะปลูกปาล์มน้ ามันจึงเพิ่มขึ้น 

 
จากข้อมูลพื้นที่การปลูกปาล์มน้ ามันที่ให้ผลในปี 2554 จากส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร 

พบว่าประเทศไทยมีพื้นที่การปลูกปาล์มประมาณ 3.8 ล้านไร่ ซึ่งส่วนมากเป็นจังหวัดทางภาดใต้
และภาคตะวันออกของประเทศไทย โดยเกษตรกรนิยมปลูกระยะห่าง 9×9×9 เมตร ซึ่งคิดเป็น
จ านวนต้นปาล์มได้ประมาณ 22 ต้นต่อไร่ ปกติต้นปาล์มน้ ามันให้ผลที่สามารถน าไปสกัดน้ ามัน
ในช่วงอายุประมาณ 3 ปี ถึง 25 ปี จึงถูกตัดทิ้ง ส่วนทางใบปาล์มจะถูกตัดแต่งเดือนละ 1 คร้ัง 
เน่ืองจากต้นและทางใบปาล์มน้ ามันมีเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน สะสมอยู่ในปริมาณมาก 
จึงนับได้ว่าต้นปาล์มน้ ามันเป็นแหล่งชีวมวลแหล่งใหญ่อีกแหล่งหนึ่งของประเทศไทย ซึ่งไม่ได้
แข่งขันกับแหล่งอาหาร 

 
เอทานอลเป็นตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวางโดยเฉพาะอย่างยิ่งใช้เป็น

เชื้อเพลิงในการผสมกับน้ ามันเบนซีน เป็นแก๊สโซฮอล์ โดยรัฐบาลไทยมีนโยบายสนันสนุนการใช้
น้ ามันแก๊สโซฮอล์เพื่อลดปริมาณการน าเข้าน้ ามันจากต่างประเทศ ซึ่งในปัจจุบันประเทศไทยผลิตเอ
ทานอลจากมันส าปะหลัง กากน้ าตาล และอ้อยเป็นหลัก แต่วัตถุดิบที่มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบก็
สามารถผลิตเอทานอลได้ จะต้องผ่านพรีทรีตเมนต์ โดยใช้วิธีการระเบิดด้วยไอน้ า (steam 
explosion) และการสกัดด้วยด่าง (alkaline extraction) เพื่อเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีให้มี
ความเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ท าให้ได้กลูโคสที่ใช้ในการหมักเพิ่มขึ้น 
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เทคนิคการระเบิดด้วยไอน้ าเป็นกระบวนการที่ใช้ไอน้ าที่อุณหภูมิและความดันสูงโดยไม่มี
การเติมสารเคมีใด ๆ อุณหภูมิระหว่าง 180-230 องศาเซลเซียส และระยะเวลาหลายนาที เมื่อไอน้ า
ถูกปลดปล่อยอย่างรวดเร็ว ท าให้เกิดการระเบิดของโครงสร้างเยื่อ ซึ่งมีผลท าให้ ปริมาณเฮมิ
เซลลูโลสลดลง องค์ประกอบที่เหลืออยู่ในเยื่อภายหลังการระเบิดด้วยไอน้ าคือ เซลูโลสและลิกนิน 
ซึ่งน าไปแยกเอาลิกนินโดยพรีทรีตเมนต์ด้วยด่างเพื่อก าจัดลิกนินออกจากเซลลูโลสท าให้ได้เยื่อที่มี
เซลลูโลสสูง ลิกนินและเฮมิเซลลูโลสต่ า ท าให้ประสิทธิภาพการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์เพิ่มขึ้น 

 
การผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการย่อยและหมักพร้อมกัน (Simutaneous saccharification 

and fermentation, SSF) โดยใช้เยื่อปาล์มน้ ามันที่ผ่านพรีทรีตเมนต์ที่มีเซลลูโลสสูงไฮโดรลิซิสด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) และเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส (ß-glucosidase) ใช้ยีสต์ Saccharomyces 
serevisiae ท าการหมักพร้อมกัน โดยเมื่อเอนไซม์ท าการเปลี่ยนเซลลูโลสไปเป็นน้ าตาลกลูโคสแล้ว
ยีสต์จะน าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานเพื่อผลิตเอทานอลภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน 
ซึ่งการผลิตเอทานอลด้วยวิธีนี้ช่วยให้เอนไซม์ไม่ถูกยับยั้งโดยกลูโคสและเซลโลไบโอสซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์ที่เอนไซม์สร้างขึ้น และหาสภาวะที่เหมาะสมของการท างานร่วมกันระหว่างเอนไซม์และ
ยีสต์เพื่อให้การท างานมีความสัมพันธ์กันมากที่สุดจึงจะท าให้การผลิตเอทานอลได้ประสิทธิภาพ
สูงสุด 
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วัตถุประสงค ์
 
 1.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการพรีทรีตเมนต์ล้าต้นปาล์มน้้ามันโดยการระเบิดด้วยไอน้้า 
 
 2.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการพรีทรีตเมนต์ล้าต้นปาล์มน้้ามันโดยวิธีการสกัดด้วยด่าง 
 
 3.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดยการย่อยเป็นน้้าตาลและการหมัก
พร้อมกันด้วยเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ 
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การตรวจเอกสาร 
 

ปาล์มน้้ามัน 
  
1.  ความรู้โดยท่ัวไปเกี่ยวกับปาล์มน้้ามัน 
 

1.1  พันธุ์ปาล์มน้้ามัน 
 

ปาล์มน้้ามัน (oil palm) เป็นพืชที่มีแหล่งก้าเนิดในทวีปแอฟริกา อยู่ในตระกูล Palmae 
ชื่อพฤกษศาสตร์ Elaeis guineensis Jacq. แบ่งออกเป็น 3 ชนิด คือ  
  

E. guineensis เป็นปาล์มน้้ามันชนิดที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ เนื่องจากเป็นพันธุ์ที่นิยม
ปลูกเป็นการค้าในปัจจุบัน มีถิ่นก้าเนิดดั้งเดิมอยู่ในประเทศต่าง  ๆ ในทวีปแอฟริกา บริเวณ
ตอนกลางและตะวันตกของทวีป สายพันธุ์ปาล์มชนิดนี้สามารถจ้าแนกออกได้ 3 แบบ คือ ดูรา เท
เนอร่า และพิสิเฟอร่า 
 

E. oleifera (เดิมคือ E. melanococca หรือ Corozo oleifera) พันธุ์ปาล์มน้้ามันกลุ่มนี้มีถิ่น
ก้าเนิดอยู่ทางภาคเหนือของลุ่มน้้าอะเมซอน ของทวีปอเมริกาใต้ถึงทวีปอเมริกากลาง ไม่นิยมปลูก
เป็นการค้าเน่ืองจากมีการเจริญเติบโตช้า ผลขนาดเล็กและให้ผลผลิตน้้ามันต่้า 
 

E. odora (เดิมคือ Barcella odora) ปาล์มน้้ามันพวกนี้พบบริเวณเดียวกับ E. oleifera คือ
บริเวณลุ่มน้้าอะเมซอน (เอกชัย, 2548) 
 

1.2  นิเวศวิทยาของปาล์มน้้ามัน 
 

พรชัย (2549) กล่าวว่าสภาพแวดล้อมทางภูมิอากาศมีผลต่อการเจริญเติบโตของปาล์ม
น้้ามันเป็นอย่างมาก ซึ่งปาล์มน้้ามันที่ปลูกในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกันจะมีการเจริญเติบโตและ
การให้ผลผลิตที่แตกต่างกัน โดยปาล์มน้้ามันจะเจริญเติบโตได้ดีในสภาพพื้นที่ที่มีปริมาณฝนตก
กระจายประมาณ 1,800-2,000 มิลลิเมตร/ปี แสงแดดอย่างน้อยวันละ 5 ชั่วโมง อุณหภูมิเฉลี่ย 29-32 
องศาเซลเซียส ความชื้นร้อยละ 75 
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1.3  การปลูกปาล์มน้้ามัน 
 

เกษตรกรนิยมปลูกระยะห่าง 9×9×9 เมตร ซึ่งคิดเป็นจ้านวนต้นได้ประมาณ 22 ต้นต่อ
ไร่ ปกติต้นปาล์มน้้ามันใช้ระยะเวลาการเติบโตประมาณ 3 ปี จึงให้ทะลายปาล์มที่สามารถน้าผลไป
สกัดเอาน้้ามันปาล์มออกจากผลและเมื่อต้นปาล์มน้้ามันมีอายุ 25 ปี จะต้องท้าการตัดฟันทิ้ง 
เน่ืองจากต้นปาล์มที่มีอายุมากกว่า 20 ปี จะให้ผลผลิตน้อย (พิชญา, 2549) 
 

จากการที่รัฐบาลมีนโยบายส่งเสริมให้เกษตรกรขยายพื้นที่ปลูกปาล์มน้้ามันเพื่อใช้ผลิตไบ
โอดีเซลที่ใช้ทดแทนน้้ามันดีเซล โดยส่งเสริมให้มีการขยายพื้นที่ปลูกในพื้นที่ที่มีศักยภาพ 1.5 ล้าน
ไร่ (ในช่วงปี 2549-2552) รวมทั้งมีการส่งเสริมให้มีการปลูกปาล์มน้้ามันพันธุ์ดีทดแทนสวนปาล์ม
น้้ามันเก่า 5 แสนไร่ ปลูกทดแทนสวนไม้ผลเก่า เช่น ทุเรียน เงาะ และปลูกในพื้นที่รกร้างว่างเปล่า 
ดังนั้นเกษตรกรจึงมีการเพาะปลูกปาล์มน้้ามันในพื้นที่ต่างๆ ทั่วทุกภาคของประเทศ โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งจังหวัดในภาคใต้ที่มีความเหมาะสมต่อการปลูกปาล์มน้้ามัน ได้แก่ จังหวัดสุราษฎร์ธานี ชุมพร 
ตรัง สตูล พังงา และนครศรีธรรมราช เมื่อมองในภาพรวมมีการขยายพื้นที่เพาะปลูกเพิ่มมาก ขึ้น 
(ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2550) 
 

การผลิตในปี 2551 คาดว่ามีพื้นที่ให้ผล 2.9 ล้านไร่ เพิ่มขึ้นจากปี 2550 ประมาณ 0.24 ล้าน
ไร่ หรือร้อยละ 8.88 ส่วน ผลผลิต 7.87 ล้านตัน เพิ่มขึ้นจากปีที่ผ่านมาประมาณ 1.48 ล้านตัน หรือ
ร้อยละ 23.20 และผลผลิตต่อไร่ 2,715 กิโลกรัม เพิ่มขึ้นจากปี 2550 ประมาณ 316 กิโลกรัม หรือ
ร้อยละ 13.17 สาเหตุเพิ่มขึ้นของปาล์มน้้ามัน เนื่องจากความต้องการทางด้านบริโภค และอุปโภค
รวมทั้งการน้าไปผลิตไบโอดีเซลเพื่อทดแทนพลังงาน จึงส่งผลให้เนื้อที่และการผลิตเพิ่มขึ้น (ศูนย์
สารสนเทศการเกษตร, 2551) 
 

เมื่อพิจารณาการแยกตามช่วงอายุของการปลูกปาล์มน้้ามันในปี 2549 พบว่ารวมทั้งประเทศ 
ช่วงก่อนให้ผล (อายุ 1-3 ปี) มีเนื้อที่ยืนต้น 575,571 ไร่ ช่วงให้ผล (อายุ 4-24 ปี) มีเนื้อที่ยืนต้น 
2,144,328 ไร่ ผลผลิต 6,191,012 ตัน และผลผลิตต่อเนื้อที่ให้ผลไร่ละ 2,887 กิโลกรัม และช่วง
อายุขัย (อายุ> 25 ปี)  มีเนื้อที่ยืนต้น 229,874 ไร่ ผลผลิต 524,024 ตัน และผลผลิตต่อเนื้อที่ให้ผลไร่
ละ 2,280 กิโลกรัม (ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2550) 
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1.4  การใช้ประโยชน์จากผลผลิตปาล์มน้้ามัน (พรชัย, 2549) 
 

ผลผลิตหลักที่ได้จากปาล์มน้้ามันก็คือน้้ามันสามารถน้าไปใช้ประโยชน์อย่าง
กว้างขวางในชีวิตประจ้าวันของมนุษย์ทั้งบริโภคและอุปโภคกว่า 2,300 ชนิด น้้ามันที่ได้จากผล
ปาล์มน้้ามันจัดเป็นน้้ามันที่มีคุณสมบัติทางเคมีดีที่สุดประเภทหนึ่ง นอกจากนี้แล้วผลพลอยได้จาก
ปาล์มน้้ามันยังมีอีกมากมาย ได้แก่ 
 

1.4.1  ทะลายปาล์มน้้ามัน เป็นส่วนเหลือจากกระบวนการสกัดน้้ามันปาล์มใน
โรงงาน ซึ่งประกอบด้วยธาตุอาหารและกากใยเป็นจ้านวนมาก จึงใช้กลับคืนสู่สวนปาล์มน้้ามันเพื่อ
คลุมโคนต้น เพาะเห็ด เป็นต้น 
 
  1.4.2  กากใยจากส่วนเปลือก เป็นส่วนของเปลือกที่เหลือจากขั้นตอนการสกัด
น้้ามัน ส่วนนี้สามารถน้าไปท้าปุ๋ยอินทรีย์ เฟอร์นิเจอร์ และใช้เป็นเชื้อเพลิงของโรงงานในหม้อไอ -
น้้า 
 
  1.4.3  กะลาปาล์มน้้ามัน ที่เหลือจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม กะลาปาล์มน้้ามัน
สามารถใช้เป็นเชื้อเพลิงของหม้อไอน้้าในโรงงาน อาจน้าไปท้าถ่านกัมมันต์ (activated carbon) ที่ใช้
ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ และวงการแพทย์ 
 
  1.4.4  ทางใบปาล์มน้้ามัน สามารถน้าไปท้าปุ๋ย ใช้คลุมหน้าดินเพื่อเพิ่มความชื้น 
หรืออาจน้าส่วนของทางใบไปท้าเฟอร์นิเจอร์ 
 
  1.4.5  ต้นปาล์มน้้ามันเก่า น้าไปท้าเชื้อเพลิงซึ่งมีชีวมวล (biomass) สูงมาก 
 
2.  วัตถุดิบล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 
 กิตติพงศ์ (2543) กล่าวว่าในรอบปีหนึ่ง ๆ มีเศษเหลือชีวมวลจากปาล์มน้้ามัน (คิดเป็น
น้้าหนักแห้ง) ที่ได้จากกระบวนการทางการเกษตรของเกษตรกร เช่น ทางใบ, ล้าต้น และทะลายผล
เปล่า เป็นจ้านวนมาก ซึ่งมีถึง 20.5 ตันต่อเฮกเตอร์ ซึ่งปาล์มน้้ามันนั้นเป็นพืชเศรษฐกิจส้าคัญใน
ประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 
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 ลักษณะทางกายภาพ Hartley (1988) กล่าวว่า ล้าต้นจะมีการเจริญเติบโตในช่วงต้นเป็นไป
อย่างช้า ๆ ล้าต้นจะพัฒนาการเจริญเติบโตออกทางด้านข้างก่อนแล้วจึงมีการยืดตัวขึ้นทางส่วนสูง 
เมื่อล้าต้นเร่ิมยืดตัวทางด้านสูงฐานของใบก็จะถูกสร้างขึ้น ซึ่งส่วนของล้าต้นประกอบไปด้วยส่วน
ของใบและปล้อง ส่วนของข้อจะปรากฏให้เห็นภายนอกก็ต่อเมื่อใบหลุดร่วง ในส่วนของฐานใบจะ
ติดอยู่กับล้าต้นเป็นเวลาอย่างน้อง 12 ปี ส่วนในเร่ืองของอัตราการขยายตัวของล้าต้นค่อนข้างจะผัน
แปรซึ่งขึ้นอยู่กับปัจจัยทางสภาพแวดล้อม และทางพันธุกรรม 
 
 พรชัย (2549) กล่าวว่าปาล์มน้้ามันมีขนาดล้าต้นเมื่อโตเต็มที่จะมีขนาดต้นประมาณ 40-60 
เซนติเมตร ต้นปาล์มน้้ามันไม่มีเนื้อเยื่อเจริญด้านข้าง (lateral meristematic tissue) โดยจะมีเฉพาะ
เนื้อเยื่อเจริญที่ยอด (apical meristematic tissue) อัตราการเจริญเฉลี่ย 35-75 เซนติเมตร/ปี ความสูง
ของปาล์มน้้ามันนั้นจะสูงประมาณ 20-30 เมตร แต่ในการเพาะปลูกเพื่อเป็นการค้าจะปลูกปาล์ม
น้้ามันไว้ให้มีความสูงไม่ควรเกิน 15-18 เมตร เพราะการเก็บเกี่ยวยุ่งยาก 
 
 สมบัติทางกายภาพ Killmann and Lim (1985) ได้รายงานเกี่ยวกับความชื้นที่พบอยู่ในล้าต้น 
โดยจากรายงานระบุว่ามีประมาณ 100-500% ความชื้นจะค่อย ๆ เพิ่มสูงชื้นตามความสูงที่เพิ่มขึ้น
ของล้าต้น และจะพบมากในบริเวณแกนกลางของล้าต้น 
 
 สมบัติทางเคมี Khozirah et al. (1991) อธิบาย ส่วนล้าต้นของปาล์มน้้ามันจะมีปริมาณ
ลิกนินและโฮโลเซลลูโลส น้อยอย่างเห็นได้ชัด แต่มีสารแทรกในปริมาณสูง ดังตารางที่ 1 
 
ตารางท่ี 1  องค์ประกอบทางเคมีของล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 
องค์ประกอบทางเคมี ร้อยละ (น้้าหนักแห้ง) 
สารแทรกที่ละลายในเอทานอล-เบนซีน 
โฮโลเซลลูโลส 
แอลฟาแซลลูโลส 
ลิกนิน 
เพนโตแซน 
เถ้า 

9.8 
45.7 
29.2 
18.8 
18.8 
2.3 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Mohamad et al. (1985) 
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 Halimahton and Abdul (1990) ได้ให้ข้อสังเกตุไว้ว่า ลิกนินน้ันจะมีการกระจายตัวอยู่ตลอด
ล้าต้น และจะมีปริมาณน้อยลงเมื่ออยู่ในส่วนที่สูงขึ้นไปปลายยอดของล้าต้น 
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องค์ประกอบทางเคมีของไม้ 
 
 ชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลส เช่น วัสดุเศษเหลือทางการเกษตร (ล้าต้นข้าวโพด และฟาง
ข้าวสาลี), ไม้และพืชพลังงาน เป็นวัสดุที่มีความน่าสนใจส้าหรับการผลิตไบโอเอทานอล และมีอยู่
มากมายบนโลก ชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลสสามารถผลิตไบโอเอทานอลได้ถึง 442 ล้านลิตรต่อ
ปี ดังนั้นศักยภาพในการผลิตไบโอเอทานอลจากเศษเหลือและของเสียจากการเพาะปลูกจึงสูงกว่า
การผลิตไบโอเอทานอลในปัจจุบันถึง 16 เท่า (Balat et al., 2008) 
 
 ลิกโนเซลลูโลสโดยทั่วไปประกอบด้วยโครงสร้างหลัก 3 ชนิด คือ เซลลูโลส, เฮมิ
เซลลูโลส และลิกนิน ลักษณะโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสถูกสร้างให้ยึดเกาะกันรอบมัด
เซลลูโลส (cellulose microfibril) ท้าให้มีความแข็งแรงและต้านทานต่อแรงดึง (tensile strength) 
ผนังเซลล์ของมัดเซลลูโลสจะถูกห่อหุม้ด้วยเฮมิเซลลูโลสซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท้าให้มัดเซลลูโลส
มีความแข็งแรงมากขึ้น โดยเฮมิเซลลูโลสท้าหน้าที่เป็นโมเลกุลเชื่อมโยงข้าม (cross-linked) ท้าให้
แต่ล่ะมัดของเซลลูโลสอยู่ห่างกัน ป้องกันการสัมผัสกันโดยตรง ท้าให้มีความยืดหยุ่น และพอลิ
แซ็กคาไรด์จะถูกผนึกด้วยลิกนินที่เป็นวัสดุประสานยึดเกาะ (polymeric matrix) ท้าให้ลิกโน
เซลลูโลสกันน้้าและสารเคมี (Gomez et al., 2008) ดังภาพที่ 1 
 

 
 
ภาพท่ี 1  โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส 
 
ท่ีมา: Gomez et al. (2008) 
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1.  เซลลูโลส (Cellulose) 
 

เส้นใยเซลลูโลสเป็นส่วนที่ให้ความแข็งแรงแก่ไม้และมีประมาณ 40-50 เปอร์เซ็นต์ 
(Mohan et al., 2006) เซลลูโลสเป็นโฮโมพอลิแซคคาไรด์ประกอบด้วยหน่วยของ บีตา-ดี-กลูโคไพ
ราโนส (ß-D-glucopyranose) ต่อกันด้วยพันธะ (1—›4) ไกลโคซิดิก (ภาพที่ 2) โมเลกุลของ
เซลลูโลสต่อกันเป็นสายยาวแต่ละสายของเซลลูโลสเรียงขนานกัน มัดของเซลลูโลสรวมตัวกันใน
รูปของไมโครไฟบริลซึ่งมีทั้งบริเวณที่เรียงตัวแบบผลึก (crystalline) และเรียงตัวแบบอสัณฐาน 
(amorphous) เซลลูโลสมีโครงสร้างที่เหนียวและแข็งแรงด้วยพันธะไฮโดรเจนจึงท้าให้มีความ
ยืดหยุ่นสูงและไม่ละลายในสารละลายอินทรีย์ (Sjostrom, 1993) กลูโคส 5000-1000 หน่วยรวมกัน
เป็นเซลลูโลสสายยาว หน่วยของเซลลูโลสพอลิเมอร์ประกอบด้วยกลูโคส 2 หน่วย เรียกว่าเซลโล
ไบโอส (Mohan et al., 2006) 

 

 
 

ภาพท่ี 2  โครงสร้างของเซลลูโลส 
 
ท่ีมา: Wilfred (1965) 
 

วรณี และวิชัย (2546) กล่าวว่าเซลลูโลสสามารถแบ่งได้ตามการละลายในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ได้ 3 ชนิด 

 
แอลฟา-เซลลูโลส คือเซลลูโลสที่ไม่ละลายในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 17.5 

เปอร์เซ็นต ์
 

บีตา- เซลลูโลส คือเซลลูโลสที่ละลายได้ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซม์เข้มข้น 17.5 
เปอร์เซ็นต์ที่อุณหภูมิห้อง แต่สามารถตกตะกอนได้ง่ายในสารละลายที่มีสภาพเป็นกรด 
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แกมม่า-เซลลูโลส คือเซลลูโลสที่ละลายได้ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซม์เข้มข้น 17.5 
เปอร์เซ็นต์ และสารละลายกรด แต่สามารถตกตะกอนได้ด้วยแอลกอฮอล์ 

 
2.  เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 
 

เฮมิเซลลูโลสมีอยู่ประมาณ 25-35 เปอร์เซ็นต์ในไม้ ไม้ใบแคบมีเฮมิ เซลลูโลส 28 
เปอร์เซ็นต์ และไม้ใบกว้างมี 35 เปอร์เซ็นต์ (Mohan et al., 2006) เฮมิเซลลูโลสเป็นเฮเทอโรจี
เนียสพอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งเกิดจากไบโอซินเทติกเราท์  (biosynthetic route) ที่แตกต่างจากการเกิด
เซลลูโลส ถูกย่อยได้ง่ายด้วยกรด ประกอบด้วยน้้าตาลมอโนแซ็กคาไรด์หลายชนิด เช่น D-กลูโคส, 
D-แมนโนส, D-กาแลกโทส, D-ไซโลส, L-อะราบิโนส และปริมาณเล็กน้อยของ L-รามโนส 
รวมทั้ง D-glucuronic acid, 4-0-methyl-D-glucuronic acid และ D-galacturonic acid เฮมิเซลลูโลส
ในไม้ทุกชนิดมี degree of polymerization ไม่เกิน 200 โครงสร้างบางส่วนของเฮมิเซลลูโลสของไม้
ใบแคบ (softwoods) และไม้ใบกว้าง (hardwoods) แสดงดังภาพที่ 3 และ 4 ตามล้าดับ องค์ประกอบ
ของเฮมิเซลลูโลสแสดงดังตารางที ่2 (Sjostrom, 1993) 

 
 
ภาพท่ี 3  โครงสร้าง ของ 4-O-methylglucuronoxylan ในไม้ใบกว้าง 
 
ท่ีมา: Wilfred (1965) 
 

 
 
ภาพท่ี 4  หน่วยซ้้าของ arabino-4-O-methylglucurono-xylan ในไม้ใบแคบ 
 
ท่ีมา: Wilfred (1965) 
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ตารางท่ี 2  ส่วนประกอบของเฮเมิเซลลูโลส 
 
Hemicellulose type Occurrence Amount 

(% of wood) 
Composition DPn 

Units Molar 
ratios 

Galactoglucomannan 
 
 
 
(Galacto)glucomannan 
 
 
 
Arabinoglucuronoxylan 
 
 
Arabinogalactan 
 

Softwood 
 
 
 

Softwood 
 
 
 

Softwood 
 
 

Larch wood 

5-8 
 
 
 

10-15 
 
 
 

7-10 
 
 

5-35 

ß-D-Manp 
ß-D-Glcp 
α-D-Galp 

Acetyl 
ß-D-Manp 
ß-D-Glcp 
α-D-Galp 

Acetyl 
ß-D-Xylp 

4-O-Me- α-D-GlcpA 
α-L-Araf 
ß-D-Galp 
α-L-Araf 
ß-L-Arap 
ß-D-Glcp 

3 
1 
1 
1 
4 
1 

0.1 
1 

10 
2 

1.3 
6 

2/3 
1/3 

Little 

100 
 
 
 

100 
 
 
 

100 
 
 

200 

Glucuronoxylan 
 
 
Glucomannan 

Hardwood 
 
 

Hardwood 

15-30 
 
 

2-5 

ß-D-Xylp 
4-O-Me- α-D-GlcpA 

Acetyl 
ß-D-Manp 
ß-D-Glcp 

10 
1 
7 

1-2 
1 

200 
 
 

200 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Sjostrom (1993) 
 
 
 
 



13 

 

3.  ลิกนิน (Lignin) 
 

ลิกนินในไม้ใบแคบมีปริมาณ 26-32 เปอร์เซ็นต์และไม้ใบกว้างมีปริมาณ 20-25 เปอร์เซ็นต์ 
(Sjostrom, 1993)ในพืชตระกูลหญ้ามีประมาณ 10-40 เปอร์เซ็นต์ ลิกนินมีลักษณะเป็นกิ่งแขนงมาก
และเป็นอะโรมาติกพอลิเมอร์ในผนังเซลล์ของชีวมวลและเชื่อมต่อกันกับเส้นใยเซลลูโลสใน
รูปแบบของลิกโนเซลลูโลสเชิงซ้อน การมีลิกนินในโครงสร้างท้าให้มีความต้านทานต่อการ
เปลี่ยนแปลงโดยจุลินทรีย์และสารเคมี (Balat et al., 2008) 
 

ฟีโนลิกที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ เกิดจากการขจัดน้้าของ 3 โมโนเมอริก แอลกอฮอล์ คือ 
coumaryl alcohol, coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol  (Kumar et al., 2009)  แสดงดังภาพที่ 5 
 

 
 

ภาพท่ี 5  โครงสร้างของลิกนิน 
 
ท่ีมา: Lewin and Goldstein (1991) 
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การพรีทรีตเมนต์ 
 

ขั้นตอนแรกของการเปลี่ยนลิกโนเซลลูโลสเป็นไบโอเอทานอลคือการลดขนาดและ
การพรีทรีตเมนต์ จุดประสงค์ของเทคโนโลยีการพรีทรีตเมนต์บางประการคือเปลี่ยนแปลงหรือ
ก้าจัดโครงสร้างและองค์ประกอบที่ขัดขวางการท้างานของเอนไซม์เพื่อปรับปรุงอัตราการไฮโดรลิ
ซิสด้วยเอนไซม์และเพิ่มผลได้ (yield) ของน้้าตาลในการหมักจากเซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลส 
(Mosier, 2005) การพรีทรีตเมนตน์ี้ท้าให้ปริมาณลิกนิน, เฮมิเซลลูโลส, โครงสร้างผลึก (crystalline) 
ของเซลลูโลสลดลง และยังท้าให้รูพรุนในวัสดุลิกโนเซลลูโลสเพิ่มขึ้นอีกด้วย (Kumar et al., 2009) 
(ภาพที่ 6) การพรีทรีตเมนต์ที่สมบูรณ์จะท้าให้เกิดผลดังนี้ 1) เพิ่มประสิทธิภาพการเกิดน้้าตาลจาก
การไฮโดรลิซิส 2) หลีกเลี่ยงการสูญเสียคาร์โบไฮเดรต 3) หลีกเลี่ยงการเกิดตัวยับยั้งที่ส่งผลต่อ
กระบวนการไฮโดรลิซิสและการหมัก 4) ราคาเหมาะสม (Balat et al., 2008) 
 

 
 
ภาพท่ี 6  การพรีทรีตเมนต์ลิกโนเซลลูโลส 
 
ท่ีมา: Kumar et al. (2009) 
 

วิธีการพรีทรีตเมนต์สามารถแบ่งออกเป็น 4 ประเภท คือ 1) กายภาพ 2) เคมี 3) เคมี-
กายภาพ และ 4) ชีวภาพ (Yang and Wyman, 2008) 
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1.  การพรีทรีตเมนต์ทางกายภาพ 
 

1.1  การบดด้วยแรงกล (Mechanical comminution)  
 

การบดวัสดุลิกโนเซลลูโลสโดยผ่านการตัด, บดหรือโม่ ถูกใช้เพื่อลดส่วนที่เป็นผลึก
ของเซลลูโลส หลังจากการตัดวัสดุมีขนาด 10-30 มิลลิเมตร และหลังจากการบดหรือโม่มีจะขนาด 
0.2-2 มิลลิเมตร (Sun and Cheng, 2002) เคร่ืองบดแบบเขย่าให้ประสิทธิภาพในการลดโครงสร้าง
ผลึก สูงกว่าเคร่ืองบดแบบธรรมดา ซึ่งช่วยปรับปรุงการไฮโดรลิซิส ขนาดของอนุภาคและ
ลักษณะเฉพาะของชีวมวลท้าให้รู้ถึงความต้องการของพลังงานที่ใช้ส้าหรับเคร่ืองมือที่ใช้บด 
(Mohammad and Karimi, 2008) 
 

1.2  การแยกสลายด้วยความร้อน (Pyrolysis)  
 

การแยกสลายด้วยความร้อนถูกใช้ในการพรีทรีตเมนต์วัสดุลิกโนเซลลูโลส เซลลูโลส
จะเกิดการสลายตัวเป็นก๊าซและถ่านอย่างรวดเร็วที่อุณหภูมิสูงกว่า 300 องศาเซลเซียส (Shafizadeh 
and Bradbury, 1979) แต่ที่อุณหภูมิต่้าการสลายตัวช้ามาก ผลิตภัณฑ์เปลี่ยนรูปเป็นสารระเหยได้
น้อย Fan et al. (1987) กล่าวว่าเมื่อใช้กรดไฮโดรลิซิสด้วยสภาวะไม่รุนแรงหลังจากการพรีทรีต
เมนต์โดยการไพโรไลซิสพบว่าเปลี่ยนแปลงเซลลูโลสเป็นน้้าตาลรีดิวซ์ได้ 80-85 เปอร์เซ็นต์ ใน
จ้านวนนั้นเป็นกลูโคสมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต ์
 

1.3  การฉายรังสี (Irradiation)  
 

รังสีเช่น รังสีแกมมา, ล้าแสงอิเล็ตรอน และไมโครเวฟ สามารถปรับปรุงการไฮโดรลิ
ซิสด้วยเอนไซม์ของลิกโนเซลลูโลสได้ เมื่อใช้การฉายรังสีและวิธีอ่ืนรวมกัน เช่นการพรีทรีตเมนต์
ด้วยกรดท้าให้ประสิทธิภาพการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์เพิ่มมากขึ้น (Mamar and Hadjadj, 1990) 
การพรีทรีตเมนต์ด้วยวิธีนี้ท้าให้พันธะกลูโคไซด์ในสายเซลลูโลสเกิดการแตกออกแต่ไม่มีผลกับ
ลิกนิน (Kumakura and Kaetsu, 1983) อย่างไรก็ตามวิธีการฉายรังสีมีราคาแพงและประยุกต์ใช้กับ
อุตสาหกรรมได้ยาก 
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2.  การพรีทรีตเมนต์ทางเคมี 
 
 2.1  การพรีทรีตเมนต์ด้วยกรด (Acid pretreatment) 
 

การพรีทรีตลิกโนเซลลูโลสด้วยกรดเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพการไฮโดรลิซิสด้วย
เอนไซม์ กรดที่นิยมใช้ได้แก่ กรดซัลฟิวริก หรือกรดอ่ืนๆ เช่น กรดไฮโดรคลอริก และกรดไนทริก 
(Taherzadeh and Karimi, 2007) การพรีทรีตเมนต์ด้วยกรดสามารถท้าได้โดยใช้อุณหภูมิสูงและ
ความเข้มข้นกรดต้่า (การพรีทรีตเมนต์ด้วยกรดเจือจาง) หรือใช้อุณหภูมิต่้าและความเข้มข้นกรดสูง      
(การพรีทรีตเมนต์โดยใช้กรดเข้มข้น) การพรีทรีตเมนต์โดยใช้อุณหภูมิต่้า (40 องศาเซลเซียส) และ
กรดเข้มข้น (30-70 เปอร์เซ็นต์) ท้าให้เกิดการกัดกร่อนและอันตรายอย่างสูง ในกระบวนการนี้จึง
ควรใช้โลหะชนิดพิเศษ หรืออัลลอยที่มีราคาแพง ซึ่งท้าให้ให้เสียค่าซ่อมบ้ารุงค่อนข้างสูง
กระบวนการน้ีจึงมีความน่าสนใจน้อย (Sun et al., 2004) 
 

การพรีทรีตเมนต์ด้วยกรดเจือจาง (dilute acid pretreatment) ใช้อุณหภูมิในช่วง 140-190 
องศาเซลเซียสและความเข้มข้นกรดต่้า (เช่น กรดซัลฟิวริก 0.1-1 เปอร์เซ็นต์) การใช้อุณหภูมิสูง
ส่งผลต่ออัตราปฏิกิริยาและปรับปรุงการไฮโดรลิซิสเซลลูโลสได้เร็วขึ้น การใช้กรดเจือจางท้าให้   
เฮมิเซลลูโลสทั้งหมดถูกก้าจัดและเปลี่ยนรูปเป็นน้้าตาล (Gil et al., 2010) แม้ว่าลิกนินจะถูกก้าจัด
เพียงเล็กน้อย แต่กระบวนการนี้ท้าให้เกิดการแตกออกของลิกนินซึ่งท้าให้เอนไซม์แทรกซึมไปยัง
เซลลูโลสได้มากขึ้น กรดอนินทรีย์เข้มข้น (เช่น กรดซัลฟิวริก, กรดฟอสฟอริก) ถูกใช้ใน
กระบวนการพรีทรีตเมนต์ นอกจากการสลายตัวของเฮมิเซลลูโลสแล้วยังท้าให้โครงที่เป็นผลึกของ
เซลลูโลสถูกท้าลายอย่างสมบูรณ์ (Zhang et al., 2007) ผลที่ตามมาท้าให้เซลลูโลสที่อยู่อย่างหลวมๆ 
ถูกเปลี่ยนเป็นกลูโคสอย่างรวดเร็ว อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของกรดในการพรีทรีตเมนต์ยังมี
อุปสรรคหลายประการเช่น การกัดกร่อนของเคร่ืองมือ, การแยกน้้าตาลออกจากกรด, การสลายตัว
ของน้้าตาล และการน้ากรดกลับมาใช้ใหม่ (Huang et al., 2011) 
 

2.2  การพรีทรีตเมนต์ด้วยด่าง (Alkaline pretreatment)  
 

การพรีทรีตเมนต์ด้วยด่างมีหลายวิธีเช่น การพรีทรีตเมนต์ด้วยแอมโมเนีย (ammonia 
pretreatment) การใช้แอมโมเนียไหลผ่าน (ammonia recycle percolation, ARP) และการแช่ในแอน
โมเนียเหลว (soaking in aqueous ammonia, SSA) แอมโมเนียมีคุณสมบัติที่ดีในการพรีทรีตเมนต์ 
เช่น คุณสมบัติในการก้าจัดลิกนิน, การขยายตัว, การระเหยได้เร็ว และราคาต่้า ในกระบวนการ ARP 
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แอมโมเนียเหลวถูกส่งผ่านคอลัมน์ รีเอ็กเตอร์ (column reactor) ซึ่งบรรจุด้วยชีวมวลที่อุณหภูมิสูง 
การก้าจัดลิกนินในปริมาณสูง โดยปฏิกิริยาของแอมโมเนียกับลิกนินท้าให้เกิดการแยกออกของ
พันธะ C-O-C ท้าให้พันธะอีเทอร์และเอสเทอร์ที่เชื่อมกันเป็นลิกนิน-คาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนเกิดการ
ขยายตัวท้าให้ลิกนินถูกก้าจัดได้ง่าย และวิธีนี้ยังท้าให้ในพื้นที่ผิวเพิ่มขึ้นเป็นผลดีในขั้นตอนการ
ไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ ถึงแม้ว่าโครงสร้างที่เป็นผลึกของเซลลูโลสยังไม่ถูกเปลี่ยน (Kim et al., 
2003) กระบวนการ ARP ท้าให้ปริมาณเฮมิเซลลูโลสลงประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่ท้าให้
เซลลูโลสเกิดการสลายตัว 
 

Kim and Lee (2007) พัฒนากระบวนการ SSA โดยท้าการแช่ชีวมวลด้วยแอมโมเนียเหลว
ในถังปฏิกรณ์แบบเบ็ดเสร็จภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง (อุณหภูมิห้อง, ความดันบรรยากาศ) การย่อย
ของเซลลูโลสในกระบวนการ ARP ให้ผลเช่นเดียวกับการทรีตเมนต์แบบ SAA แต่การพรีทรีต
เมนต์แบบ SSA ต้องใช้เวลา 10 วันจึงท้าให้การก้าจัดลิกนินและการย่อยมีประสิทธิภาพ 
 

ในกรณีของการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์พรีทรีตเมนต์ท้าให้ลิกโนเซลลูโลสเกิดการขยายตัว
, พื้นผิวภายในเพิ่มขึ้น, ลดระดับของ crystallinity และแตกตัวโครงสร้างของลิกนิน ท้าให้โมเลกุล
ของน้้าแทรกซึม (accessibility) ไปถึงชั้นในและท้าลายพันธะระหว่างเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน -
คาร์โบไฮเดรต จากการศึกษาประสิทธิภาพของ กรดซัลฟิวริก, โซเดียมไฮดรอกไซด์, ไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ และโอโซนในการพรีทรีตเมนต์ พบว่าการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 เปอร์เซ็นต์ 
เวลา 90 นาที อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส สามารถก้าจัดลิกนินได้สูงสุดถึง 65 เปอร์เซ็นต์ 
(Mohammad and Karimi, 2008) Zhao et al. (2007) กล่าวว่าเมื่อเปรียบเทียบการพรีทรีตเมนต์ด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์และกรดซัลฟิวริก พบว่าการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ผลที่ดีกว่าโดยท้าให้
การเปลี่ยนเซลลูโลสเป็นกลูโคสได้สูงกว่า ในขั้นตอนการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์  
 

เมื่อพิจารณาถึงความคุ้มค่าและสิ่งแวดล้อม การใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์เจือจาง (dilute 
sodium hydroxide) มีความเหมาะสมกว่าการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น (concentrated sodium 
hydroxide) และการพรีทรีตเมนต์ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เจือจางร่วมกับการพรีทรีตเมนต์ชนิดอ่ืน
ท้าให้มีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้น เช่นในกรณีของพรีทรีตเมนต์ต้นข้าวโพดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เจือ
จาง (2 เปอร์เซ็นต)์ รวมกับการใช้รังสี (200 กิโลเกรย์) ท้าให้ผลได้กลูโคสเพิ่มขึ้นจาก 20 เปอร์เซ็นต์
เป็น 43 เปอร์เซ็นต์ (Li et al., 2004) 
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2.3  การพรีทรีตเมนต์ด้วยตัวท้าละลายอินทรีย์ (Organosolv pretreatmrnt) 
 

ในกระบวนการนี้ใช้ลิกโนเซลลูโลสผสมรวมกับตัวท้าละลายอินทรีย์  (organic 
solvent) และน้้า แล้วให้ความร้อนเพื่อละลายลิกนินและของเฮมิเซลลูโลสบางส่วนออกจาก
เซลลูโลส อาจมีการเติมสารตัวเร่งเพิ่มหรือลดอุณหภูมิลงเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการก้าจัดลิกนินใน 
กระบวนการ (Chum et al., 1985) การพรีทรีตเมนต์โดยวิธีนี้ใช้ตัวท้าละลายอินทรีย์ที่อุณหภูมิ 150-
200 องศาเซลเซียส โดยใช้ตัวเร่งหรือไม่ใช้ก็ได้ ตัวอย่างเช่น กรดออกซาลิก (oxalic acid), กรดซาลิ
ไซลิก (salicylic acid) และกรดแอซีทิลซาลิซาลิก (acetylsalicylic acid) ตัวท้าละลายอินทรีย์
ตัวอย่างเช่น แอลกอฮอล์, เอสเทอร์, คีโตน, ไกลคอล, กรดอินทรีย์, ฟีนอล และอีเทอร์ การน้าตัวท้า
ละลายกลับมาใช้ใหม่หลังจากเสร็จสิ้นเช่น การระเหย และการกลั่น เป็นการลดต้นทุนของการพรี 
ทรีตเมนต์ วิธีนี้มีข้อเสียคือหากมีตัวท้าละลายอินทรีย์เหลืออยู่ในเซลลูโลสที่น้าไปใช้ในการหมัก จะ
ท้าให้การท้างานของเอนไซม์และการหมักถูกยับยั้ง (Sun and Cheng, 2002) 
  
 2.4  การพรีทรีตเมนต์ด้วยการออกซิเดชันแบบเปียก (Wet oxidation) 
 

การออกซิเดชันแบบเปียกกระท้าโดยการพรีทรีตเมนต์ลิกโนเซลลูโลสด้วยน้้าและ
อากาศหรือออกซิเจนที่อุณหภูมิประมาณ 120 องศาเซลเซียส (148-200 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 30 
นาที โดยอุณหภูมิ, เวลา และความดันของออกซิเจนเป็นตัวแปรส้าคัญ กระบวนการนี้เป็นปฏิกิริยา
เคมีที่เกี่ยวกับความร้อนท้าให้เฮมิเซลลูโลสจะเกิดการแตกตัวอย่างสมดุลโดยการละลายและการ
สลาย กระบวนการนี้มีประสิทธิภาพในการแยกเซลลูโลสออกโดยการแตกตัวของลิกนินและเฮมิ
เซลลูโลส ซึ่งออกซิเจนท้าหน้าที่ในปฏิกิริยาการสลายและช่วยลดอุณหภูมิโดยท้าให้เกิดกรดอินทรีย์
ที่มีประสิทธิภาพในปฏิกิริยา อย่างไรก็ตามการควบคุมอุณหภูมิยังเป็นสิ่งที่ควรระวัง เนื่องจากอัตรา
ของปฏิกิริยาและความร้อนเกิดขึ้นเร็ว ปฏิกิริยาหลักในการพรีทรีตเมนต์โดยการออกซิเดชันแบบ
เปียกคือการเกิดกรดจากกระบวนการสลาย ท้าให้ลิกโนเซลลูโลสแตกออก เฮมิเซลลูโลสถูก
เปลี่ยนเป็นน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยวเป็นส่วนใหญ่, ลิกนินสามารถต้านทานการแตกตัวและการ
ออกซิเดชัน และเซลลูโลสบางส่วนถูกสลาย (Mohammad and Karimi, 2008) 
 

2.5  การพรีทรีตเมนต์โดยโอโซน (Ozonolysis pretreatment) 
 

วิธีนี้มีผลกับการสลายลิกนินและบางส่วนของเฮมิเซลลูโลส ท้าได้ที่ อุณหภูมิห้องและ
ไม่ท้าให้เกิดตัวยับยั้ง อย่างก็ตามการใช้โอโซนยังเป็นวิธีที่มีต้นทุนสูงและใช้โอโซนในปริมาณมาก 
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ตัวแปรหลักในการพรีทรีตเมนตด้วยโอโซนคือปริมาณความชื้นของตัวอย่าง , ขนาด และความ
เข้มข้นของโอโซนในการไหลของก๊าซ ในตัวแปรทั้งหมดนี้เปอร์เซ็นต์ของน้้ามีความส้าคัญที่สุด มี
ผลต่อการละลายของเฮมิเซลลูโลส โดยปริมาณน้้าเหมาะสมที่สุดคือ 30 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับ
จุดอ่ิมตัวของเส้นใย การใช้โอโซนมีข้อดีคือไม่ท้าให้เกิดกรด, เบส และสารพิษเหลืออยู่ในเยื่อ
หลังจากพรีทรีตเมนต์ (Neely, 1984) 
  
3. การพรีทรีตเมนต์ทางเคมีกายภาพ  
 

กลุ่มของการพรีทรีตเมนต์ด้วยไอน้้าประกอบด้วย การระบิดด้วยไอน้้าโดยไม่ใช้ตัวเร่ง (un-
catalyzed steam explosion), การระเบิดด้วยไอน้้าโดยใช้กรดเป็นตัวเร่ง (acid-catalyzed steam 
explosion) การระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนีย (ammonia fiber explosion, AFEX) และวิธีอ่ืนเช่น การ
ใช้น้้าร้อน (liquid hot water, LHW) เป็นต้น 
 

3.1  การระเบิดด้วยไอน้้า (Steam explosion, autolysis) 
 

การพรีทรีตเมนต์ด้วยไอน้้าที่ปราศจากตัวเร่งท้าโดยให้ความร้อนแก่ชีวมวลลิกโน
เซลลูโลสหลายนาทีกับไอน้้าความดันสูงโดยไม่มีการเติมสารเคมีใด ๆ เมื่อไอน้้าที่มีความดันสูงถูก
ปลดปล่อยสู่ความดันบรรยากาศอย่างรวดเร็ว ท้าให้เกิดการระเบิดโครงสร้างภายในชีวมวล ท้าให้ 
เฮมิเซลลูโลสบางส่วนถูกสลายเป็นมอโนและโอลิโกแซ็กคาไรด์ ยังมีกรดแอซีติกและกรดอ่ืน ๆ ที่
ถูกปลดปล่อยออกมาจากเฮมิเซลลูโลสระหว่างกระบวนการน้ี  

 
กลไกของปฏิกิริยาคือการให้ไอน้้าที่มีความร้อนสูงแก่ชีวมวลจะท้าให้หมู่แอซีทิลที่

เปน็โซ่กิ่งในเฮมิเซลลูโลสถูกตัดออก เปลี่ยนเป็นกรดแอซีติกและยังมีกรดชนิดอ่ืนที่เกิดขึ้นระหว่าง
ปฏิกิริยา ท้าหน้าที่เป็นตัวเร่งการไฮโดรลิซิสเฮมิเซลลูโลสท้าให้ปฏิกิริยามีความรุนแรงเพิ่มขึ้น ซึ่ง
กลูโคสหรือไซโลสจะเกิดการสลายตัว ปฏิกิริยานี้จะเกิดขึ้นในสภาวะที่เป็นกรดและอุณหภูมิสูง แต่
วิธีนี้ก้าจัดลิกนินได้เล็กน้อยเท่านั้น (Weil et al., 1997; Glasser and Wright, 1998) 
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ภาพท่ี 7  ขั้นตอนการสลายตัวของเซลลูโลสระว่างพรีทรีตเมนต ์ 

(สัญลักษณ์ C, C*, Gn, G และ k แทนเซลลูโลส crystalline, เซลลูโลส amorphous, โอลิ
โกแซ็กคาไรด์ของกลูโคส, กลูโคส และอัตราเร็วของปฏิกิริยา ตามล้าดับ) 

 
ท่ีมา: Mosier et al. (2005) 
 

จากภาพที่ 7 ขั้นตอนการพรีทรีตเมนต์เร่ิมต้นจากการปลี่ยนแปลงเซลลูโลส crystalline (C) 
เป็นเซลลูโลส amorphous (C*) ปฏิกิริยานี้ผันกลับได้ เซลลูโลสทั้งสองรูปแบบเป็นผลได้ของโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ของกลูโคส (Gn) ซึ่งจะเปลี่ยนเป็นกลูโคส และกลูโคส (G) ถูกสลายเป็น 5-ไฮดรอกซี
เมทิล-เฟอร์ฟูรอล (5-hydroxymethylferfural) ซึ่งเป็นสารยับยั้งการผลิตเอทานอลในขั้นตอนการ
หมัก (Mosier et al., 2005) การเปลี่ยนแปลงเซลลูโลส crystalline เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ของ
กลูโคสเกิดขึ้นน้อยมาก ท้าให้ปริมาณเซลลูโลสหลังจากการระเบิดด้วยไอน้้ามีการเปลี่ยนแปลงน้อย 
 
 การระเบิดด้วยไอน้้าเป็นกระบวนการที่ใช้อุณหภูมิและความดันสูงซึ่งท้าให้โครงสร้าง
ภายในของชีวมวลเกิดการแตกออก สารหลักที่ถูกแยกออกคือ ลิกนินที่แตกออก,โอลิโกแซ็กคาไรด ์
และเซลลูโลส (Balat et al., 2008) การเพิ่มอุณหภูมิให้สูงขึ้นมีผลต่อการละลายของเฮมิเซลลูโลส 
และท้าให้เกิดการสลายตัวของน้้าตาลเพิ่มขึ้นด้วย จากการศึกษาการระเบิดด้วยไอน้้าก่อนการไฮโดร
ลิซิสด้วยเอนไซม์ของล้าต้นทานตะวันโดยใช้อุณหภูมิในช่วง 180-230 องศาเซลเซียส พบว่าผลได้
กลูโคสสูงสุดเมื่อระเบิดด้วยไอน้้าที่อุณหภูมิ 220 องศาเซลเซียส และได้น้้าตาลจากเฮมิเซลลูโลสสูง
เมื่อใช้อุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส (Ruiz et al., 2008) 
 
 Overend et al. (1987) กล่าวว่าการพรีทรีตเมนต์ด้วยไอน้้าสามารถบอกค่าปัจจัยของความ
รุนแรง (severity factor, log R0) ซึ่งใช้ความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและอุณหภูมิ รวมเป็นปัจจัยเดียว
ดังสมการ 
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log R0 =log( t . exp(T-100/14.75)) 
 

  เมื่อ log R0 คือ ค่าความรุนแรง 
   t คือ ระยะเวลาในการคงอุณหภูมิ (นาที) 
   T คือ อุณหภูมิของไอน้้า (องศาเซลเซียส) 
 
 กระบวนการระเบิดด้วยไอน้้าท้าให้การไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ดีขึ้นโดยเอนไซม์เข้าท้า
ปฏิกิริยาได้ง่ายหลังจากที่เฮมิเซลลูโลสถูกก้าจัดและลิกนินเกิดการแตกตัว อย่างไรก็ตามวิธีนี้ ใช้
ต้นทุนค่อนข้างสูง ในการใช้พลังงานและเคร่ืองมือ และยังท้าให้เกิดสารพิษ เช่น เฟอร์ฟูรอล และ 
5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอล ที่เปลี่ยนรูปจากน้้าตาล 5 และ 6 คาร์บอนในระหว่างการพรีทรีต
เมนต์เมื่อใช้สภาวะที่รุนแรง (อุณหภูมิและความดันสูง) (Huang et al., 2011) 
 
 3.2  การระเบิดด้วยไอน้้าโดยใช้กรดเป็นตัวเร่ง (Acid-catalyzed steam explosion) 
 

กระบวนการนี้เป็นการปรับปรุงให้การพรีทรีตเมนต์มีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นและยังท้า
ในสภาวะความรุนแรงปานกลาง พบว่าการใช้กรดเป็นตัวเร่ง เช่น กรดซัลฟิวริก (H2SO4)หรือ
ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (SO2) ร่วมกับการใช้ไอน้้าพรีทรีตเมนต์สามารถลดเวลาและอุณหภูมิแต่ท้าให้
เกิดตัวยับยั้งขึ้น (Sassner et al., 2008) จุดประสงค์ของการใส่สารเคมีนี้คือปรับปรุงการเปลี่ยนเป็น
น้้าตาลของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่แตกตัว ในการทดลองอาจใช้ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ 1-4 
เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักต่อน้้าหนัก ซับสเตรต) ที่อุณหภูมิ 160-230 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที เป็น
ต้น ตัวอย่างการศึกษาโดยพรีทรีตเมนต์ด้วยไอน้้ากับต้นหลิวมีการเติม กรดซัลฟิวริกหรือซัลเฟอร์
ไดออกไซด์ เพื่อเปลี่ยนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเป็นน้้าตาล พบว่าผลได้กลูโคสสูงสุด 95 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อพรีทรีตเมนตด์้วย 1 เปอร์เซ็นต์ ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส แต่
ผลได้ของการเปลี่ยนเป็นน้้าตาลของซัลเฟอร์ไดออกไซด์ต่้ากว่าการพรีทรีตเมนต์ด้วยกรดซัลฟิวริก
เจือจาง (Eklund et al., 1995) 
 
 3.3  การระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนีย (Ammonia fiber explosion, AFEX) 
 

ในกระบวนการ AFEX ลิกโนเซลลูโลสจะท้าปฏิกิริยากับแอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิ
ปานกลางและความดันสูง ตามด้วยการปลดปล่อยแอมโมเนียอย่างรวดเร็ว กระบวนการนี้ท้าให้
เซลลูโลสแบบผลึกลดลง, ขยายโครงสร้างของเส้นใย และเพิ่มพื้นที่การซึมผ่านของเอนไซม์ 
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ปฏิกิริยาของแอมโมเนียกับโมเลกุลขนาดใหญ่ของลิกนินท้าให้ปริมาณลิกนินลดลงหรือท้าให้
โครงสร้างของลิกนินเกิดการเปลี่ยนแปลง ซึ่งท้าให้โครงสร้างทางกายภาพและทางเคมีของลิกโน
เซลลูโลสเกิดการเปลี่ยนแปลงช่วยในการปรับปรุงการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ไปเป็นน้้าตาลที่ใช้
ในการหมัก (Sendich et al., 2008; Bals et al., 2010) 
 

Holtzapple et al. (1991) กล่าวว่า AFEX เป็นการพรีทรีตเมนต์ทางเคมีกายภาพด้วยด่าง 
โดยชีวมวลที่ถูกระเบิดด้วยแอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที 
หลังจากนั้นปล่อยความดันอย่างรวดเร็ว ประสิทธิภาพของ AFEX ขึ้นอยู่กับตัวแปรคือปริมาณ
แอมโมเนียที่เติมลงไป, อุณหภูมิ, น้้า, การลดความดัน, เวลา และจ้านวนคร้ังของการพรีทรีตเมนต์ 
 

ข้อดีของการพรีทรีตเมนต์โดยวิธี AFEX คือไม่ท้าให้เกิดผลพลอยได้ที่เป็นตัวยับยั้งซึ่ง
เกิดขึ้นระหว่างการพรีทรีตเมนต์ด้วยวิธีอื่น เช่น เฟอร์ฟูรอลในการพรีทรีตเมนต์ด้วยกรดเจือจางและ
การระเบิดด้วยไอน้้า อย่างไรก็ตามในส่วนของฟีโนลิกที่แตกออกจากลิกนินและสารแทรกจากผนัง
เซลล์ ยังตกค้างอยู่ในพื้นผิวเซลลูโลส จ้าเป็นต้องล้างออกด้วยน้้าเพื่อก้าจัดส่วนที่เป็นตัวยับยั้ง 
(Chundawat et al., 2007) อย่างไรก็ตาม AFEX มีผลต่อปริมาณลิกนินค่อนข้างน้อยและไม่มีผลต่อ
การละลายเฮมิเซลลูโลสเมื่อเปรียบเทียบกับการพรีทรีตเมนต์วิธีอ่ืน เช่น การใช้กรดเจือจาง (Sun 
and Cheng, 2002) 
 
 3.4  การใช้น้้าร้อน (Liquid hot water, LHW) 
 

LHW เป็นวิธีพรีทรีตเมนต์แบบไฮโดรเทอร์มอล (hydrothermal) โดยใช้น้้าภายใต้
แรงดันสูงผ่านชีวมวล ท้าให้เฮมิเซลลูโลสและบางส่วนของลิกนินถูกก้าจัด ข้อดีของวิธีนี้คือ ไม่ต้อง
เติมสารเคมีและไม่ต้องใช้วัสดุที่ต้านทานการกัดกร่อนในกระบวนการพรีมรีตเมนต์, ใช้สารเคมี
ปรับสภาวะให้เป็นกลางน้อยในสารละลายหลังจากการพรีทรีตเมนต์เมื่อเปรียบเทียบการพรีทรีต
เมนต์โดยใช้กรดเจือจาง เฮมิเซลลูโลสถูกละลายในรูปสารละลายโอลิโกแซ็กคาไรด์ และสามารถ
แยกออกจาก เซลลูโลสที่ไม่ละลายน้้าและลิกนินที่แตกตัว LHW ท้าให้เซลลูโลสเกิดการขยายตัว 
เกิดพื้นที่ผิว และง่ายต่อการเข้าไฮโดรลิซิสโดยเอนไซม์ (Zeng et al., 2007) 
  
 Dien et al. (2006) กล่าวว่าการพรีทรีตเมนต์ด้วยไอน้้าและ LHW ทั้งคู่เป็นการพรีทรีตเมนต์
แบบไฮโดรเทอร์มอล เมื่อเปรียบเทียบ LHW กับการระเบิดด้วยไอน้้าพบว่า LHW ท้าให้เพนโตแซน 
เปลี่ยนเป็นสารละลายน้้าตาลสูงกว่าและเกิดตัวยับยั้งน้อยกว่า จากการทดลองพรีทรีตเมนต์เส้นใย
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ข้าวโพดที่เอาแป้งออกแล้ว ด้วยน้้าร้อน 160 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที พบว่าไซแลนถูกละลายไป 
75 เปอร์เซ็นต์ และใช้อุณหภูมิ 220 องศาเซลเซียส สามารถละลายเฮมิเซลลูโลสได้อย่างสมบูรณ์ 
 
4.  การพรีทรีตเมนต์ทางชีวภาพ 
 
 การพรีทรีตเมนต์ชีวมวลลิกโนเซลลูโลสด้วยวิ ธีทางชีวภาพเป็นวิธีที่ เป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อมในการก้าจัดลิกนิน แต่ให้ประสิทธิภาพต่้า โดยท้าให้คาร์โบไฮเดรตเกิดการสูญเสียและ
ใช้เวลามาก (Huang et al., 2011) การพรีทรีตเมนต์ด้วยวิธีนี้ใช้จุลินทรีย์ในการย่อยลิกโนเซลลูโลส
โดยใช้การท้างานของเอนไซม์ที่มีประสิทธิภาพในการสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส แต่พบว่า
เซลลูโลสเกิดการสูญเสียน้อยมากเนื่องจากเซลลูโลสมีความต้านทานการท้าลายจากเชื้อจุลินทรีย์
มากกว่าส่วนอ่ืน (Sun and Cheng, 2002)  
 

Yu et al. (2009) ได้พัฒนาการพรีทรีตเมนต์ 2 วิธีรวมกันส้าหรับการไฮโดรลิซิสด้วย
เอนไซม์ในเปลือกข้าว การพรีทรีตเมนต์โดยการบดด้วยอัลตร้าโซนิคหรือใช้เปอร์ออกไซด์ แล้วใช้ 
P. ostreatus พบว่าการพรีทรีตเมนต์ร่วมกันมีผลต่อการเพิ่มการสลายลิกนิน เมื่อเปรียบเทียบกับ
การพรีทรีตเมนต์แบบเดียว ท้าให้เวลาสั้นลงและลดการสูญเสียคาร์โบไฮเดรต การก้าจัดลิกนิน
เพิ่มขึ้นเพราะการใช้อัลตร้าโซนิคหรือเปอร์ออกไซด์ท้าให้โครงสร้างชีวมวลแตกออก ท้าให้
จุลินทรีย์ผ่านเข้าภายในชีวมวลได้ง่ายขึ้น 
 
 เทคโนโลยีการพรีทรีตเมนต์ชีวมวลลิกโนเซลลูโลสมีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง และยังต้องมี
การปรับปรุงกระบวนการพรีทรีตเมนต์ให้มีประสิทธิภาพและคุ้มค่าต่อไป ตารางที่ 3 แสดงการ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการพรีทรีตเมนต์วิธีต่าง ๆ 
 

ในอนาคตกระบวนการพรีทรีตเมนต์ยังมีความจ้าเป็น การรวมกันของวิธีพรีทรีตเมนต์ทาง
เคมี, กายภาพ และชีวภาพ จะท้าให้ประสิทธิภาพในการไฮโดรลิซิสลิกโนเซลลูโลสด้วยเอนไซม์
เพิ่มขึ้น ตัวอย่างเช่น การพรีทรีตเมนต์ด้วยกรดฟอร์มิกกับแอมโมเนียเหลว, กรดฟอสฟอริกกับแอซี
โตน, กรดซัลฟิวริก-เอทานอลกับบอลมิลล์ คลื่นไมโครเวฟกับสารละลายไอออนิก และ เปอร์
ออกไซด์ (H2O2) กับ Pleurotusostreatus เป็นต้น วิธีใหม่นี้มีข้อดีมาก เช่น การแตกตัวลิกโน
เซลลูโลส, เซลลูโลสปริมาณสูง, ใช้เอนไซม์น้อย เป็นต้น (Huang et al., 2011) 
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ตารางท่ี 3  สรุปเทคโนโลยีการพรีทรีตเมนต์บางวิธีและผลกระทบต่อองค์ประกอบทางเคมีและ
โครงสร้างทางกายภาพของชีวมวลลิกโนเซลลูโลส 

 
Pretreatment technology Lignin Hemicellulose Accessibility Crystallinity 
Dilute sulfuric acid 
Concentrated phosphoric acid 
Soaking in aqueous ammonia 
Ammonia recycle percolation 
Lime 
Lime+air 
Hot water flow through 
pH controlled hot water 
Steam explosion (auto hydrolysis) 
Acid-catalyzed steam explosion 
Ammonia fiber explosion 
Wet oxidation 
Milling 
Ultrasonic pretreatment 
Extrusion pretreatment 
Ethanol/sulfuric acid 
Fungi 
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หมายเหตุ  ++ คือมีผลมาก, + คือมีผลน้อย, - คือมีผลน้อยมาก 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Huang et al. (2011) 
  
 การรวมพรีทรีตเมนต์หลายวิธีเข้าด้วยกันนี้ท้าให้ก้าจัดส่วนที่ไม่ใช่เซลลูโลสได้ง่ายและท้า
ให้เอนไซม์เข้าท้าปฏิกิริยากับเซลลูโลสเพื่อเปลี่ยนเป็นกลูโคสส้าหรับการหมักได้ดีขึ้น ยิ่งกว่านั้น
คือการท้าให้มีปริมาณเซลลูโลสสูงในซับสเตรตซึ่งท้าให้ได้กลูโคสและเอทานอลความเข้มข้นสูง
ในขั้นตอนการหมัก (Huang et al., 2010) 
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กระบวนการไฮโดรลิซิส 
 
 การไฮโดรลิซิสท้าให้โมเลกุลของเซลลูโลสแยกออกโดยการเติมโมเลกุลของน้้า ดังสมการ 
  

(C6H10O5)n + nH2O → nC6H12O6 

 
 ปฏิกิริยานี้ถูกเร่งด้วยกรดเจือจาง, กรดเข้มข้น หรือเอนไซม์ การใช้เอนไซม์มีข้อดีคือ 
สภาวะไม่รุนแรง (pH 4.8, อุณหภูมิ 45-55 องศาเซลเซียส), ให้ผลได้สูง, การบ้ารุงรักษาต่้าเมื่อ
เปรียบเทียบกับการไฮโดรลิซิสด้วยด่างและกรด เพราะไม่มีปัญหาการกัดกร่อน (Balat et al., 2008) 
การไฮโดรลิซิสชีวมวลด้วยเอนไซม์ที่ไม่ผ่านพรีทรีตเมนต์ให้ผลได้ของน้้าตาลน้อยกว่า 20 
เปอร์เซ็นต์ แต่ชีวมวลที่ผ่านพรีทรีตเมนตท์้าให้ผลได้ของน้้าตาลสูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ (Hamelinck et 
al., 2005) 
 
 กระบวนการไฮโดรลิซิสเซลลูโลสเป็นกลูโคสได้รับการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง มีการใช้
เอนไซม์หรือกรดซัลฟิวริกหลายความเข้มข้น การใช้เอนไซม์ในการผลิตเอทานอลจากชีวมวลยังมี
ต้นทุนสูง แต่การใช้กรดซัลฟิวริกที่อุณหภูมิสูงท้าให้น้้าตาลเกิดการสลายตัว (Mosier et al., 2002) 
พบว่าการใช้กรดไฮโดรลิซิสให้ผลได้กลูโคสสูงสุด 60 เปอร์เซ็นต์ ในกระบวนการแบบเบ็ดเสร็จ 
(Lee et al., 1999) 
 
1.  การไฮโดรลิซิสด้วยกรด (Acid hydrolysis) 
 
 จากการศึกษาพบว่าการใช้กรดไฮโดรลิซิสลิกโนเซลลูโลสท้าให้เกิด ไซโลส, เซลลูโลส 
และลิกนินที่แตกออก การใช้กรดไฮโดรลิซิสชานอ้อยไซโลสจะเกิดการสลายตัวอย่างรวดเร็วไป
เป็นเฟอร์ฟูรอล และผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ การสลายตัวนี้ท้าให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่เป็นตัวยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ เช่น 5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอล (HMF), แอซีเทต การใช้กรดเป็นตัวเร่งการไฮโดรลิซิส 
เป็นปฏิกิริยาที่มีหลายแบบ โดยกลไกของการไฮโดรลิซิสเซลลูโลส คือ การไปตัดพันธะ บีตา 1,4 
ไกลโคซิดิก (ß 1,4 glycosidic) เกิดเป็นมอโนแซ็กคาไรด์ ซึ่งมีทั้งการใช้กรดเจือจาง และกรดเข้มข้น 
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 1.1  การไฮโดรลิซิสด้วยกรดเจือจาง (dilute acid hydrolysis) 
 

การไฮโดรลิซิสด้วยกรดเจือจางท้าให้เฮมิเซลลูโลสแตกออกที่ อุณหภูมิต่้ากว่า
เซลลูโลส ซึ่งการท้างานจะมี 2 ขั้นที่แตกต่างกันระหว่างเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลส ขั้นแรกใช้
อุณหภูมิต่้าเพิ่มผลได้น้้าตาล 5 คาร์บอนจากเฮมิเซลลูโลส ขั้นที่ 2 ใช้อุณหภูมิสูงกว่าเพื่อไฮโดรลิซิส
เซลลูโลสภายใต้สภาวะที่รุนแรงเพื่อให้ได้น้้าตาล 6 คาร์บอน ข้อดีของกระการบวนการนี้คือ อัตรา
การเกิดปฏิกิริยาเร็วมาก แต่มีข้อเสียคือผลได้ของน้้าตาลต่้า 
 
 1.2  การใช้กรดเข้มข้นไฮโดรลิซิส (concentrated acid hydrolysis) 
 

กระบวนการนี้ท้าให้เซลลูโลสถูกเปลี่ยนเป็นกลูโคสอย่างสมบูรณ์และรวดเร็ว เฮมิ
เซลลูโลสเปลี่ยนเป็นน้้าตาล 5 คาร์บอน และสลายไปเล็กน้อย ตัวแปรส้าคัญของวิธีนี้คือปริมาณ
น้้าตาลที่เปลี่ยนแปลงในรูปสารละลาย และกรดที่น้ากลับมาใช้ใหม่ วิธีนี้ใช้อุณหภูมิ ความดันไม่สูง 
เวลาท้าปฏิกิริยานานกว่าการใช้กรดเจือจาง แบ่งเป็น 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกใช้กรดซัลฟิวริกความ
เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต ์อุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส เวลา 2-4 ชั่วโมง การใช้อุณหภูมิและความดัน
ต่้าท้าให้น้้าตาลสลายน้อย แล้วน้าน้้าตาลหลังจากการไฮโดรลิซิสในขั้นตอนแรกออกเพื่อป้องกัน
การเปลี่ยนรูปของน้้าตาล ขั้นตอนต่อไปคือการท้าให้เซลลูโลสแตกออก โดยน้าส่วนที่เหลือจาก
ขั้นตอนแรกดึงน้้าออก และเติมกรดซัลฟิวริก 30-40 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 50 
นาที เพื่อเป็นการไฮโดรลิซิสเซลลูโลส ข้อดีส้าหรับวิธีนี้คือได้น้้าตาลสูง แต่มีข้อเสียคือยากในการ
ท้างานและการน้ากรดกลับมาใช้ใหม่ 
 
2.  การไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ (Enzyme hydrolysis) 
  
 การไฮโดรลิซิสวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสด้วยเอนไซม์เป็นกระบวนการที่ช้ามากเพราะ
การไฮโดรลิซิสเซลลูโลสจะถูกขัดขวางโดยโครงสร้างของซับสเตรตเอง เช่น ลิกนิน, เฮมิเซลลูโลส, 
พื้นที่ผิว และความเป็นผลึกของเซลลูโลส เอนไซม์ท้างานได้ดีขึ้นเมื่อลิกโนเซลลูโลสได้รับการ 
พรีทรีตเมนต์ ต้นทุนความเสื่อมสภาพของเคร่ืองมือในการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ค่อนข้างต่้าเมื่อ
เปรียบเทียบกับการใช้กรดเพราะการใช้เอนไซม์ในสภาวะสภาวะที่ไม่รุนแรง (พีเอช 4.8 อุณหภูมิ 
40-50 องศาเซลเซียส) ไม่มีปัญหาการกัดกร่อน และผลได้ของน้้าตาลดีกว่าการใช้กรด ในปัจจุบันมี
การลดต้นทุนโดยการน้าเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วย 
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 แบคทีเรียและราสามารถผลิตเซลลูเลสส้าหรับการไฮโดรลิซิสลิกโนเซลลูโลส จุลินทรีย์
เหล่านี้เป็นแบบใช้อากาศหรือไม่ใช้อากาศ, เจริญได้ที่อุณหภูมิปานกลางหรืออุณหภูมิสูง เป็นพวก 
Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonosrora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, 
Acetovibrio, Microbispora และ Streptomyces ที่สามารถผลิตเซลลูเลสได้ ราเป็นจุลินทรีย์หลักใน
การผลิตเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส เช่น สายพันธุ์ Trichoderma sp (T. viride, T. reesei, T. 
longibrachiatum) ทั้งสายพันธุ์ตามธรรมชาติและสายพันธุ์ที่เกิดการผ่าเหล่า เซลลูเลสจากราให้ผล
ผลิตสูงที่สุดและท้าลายโครงสร้างผลึกในเซลลูโลสได้ (Balat et al., 2008) 
 
 ในระหว่างการไฮโดรลิซิสลิกโนเซลลูโลสที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยเอนไซม์ เซลลูโลส
จะถูกแยกสลายเป็นกลูโคสด้วยชนิดของเอนไซมที่ท้าหน้าที่แตกต่างกัน เอนไซม์เซลลูเลสทาง
การค้าทั้งหมดผลิตโดย Trichoderma reesei ซึ่งเป็นเชื้อราประกอบด้วย endoglucanase (EG, EC 
3.2.1.4), exoglucanase หรือ cellobiohydrolase (CBH, EC 3.2.1.91) และ ß-glucosidase (BG, EC 
3.2.1.21) เอนไซม์ทั้งหมดท้างานร่วมกันในการไฮโดรลิซิสเซลลูโลสโดยการค้นหาจุดที่สามารถเข้า
ท้าปฏิกิริยาได้ง่าย อย่างไรก็ตาม Trichoderma reesei ผลิตเอนไซม์บีตา-กลูโคซิเดสได้ในระดับต่้า
จึงท้าให้การเปลี่ยนแปลงเซลโลไบโอส (cellobiose) เป็นกลูโคสได้ไม่สมบูรณ์ และเกิดการยับยั้ง
การท้างานของเอนไซม์เซลโลไบโอไฮโดรเลส เพราะฉะนั้นจึงต้องเพิ่มเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสที่
ผลิตได้จาก Aspergillus niger (เช่น Novozym 188) เพื่อให้สามารถเปลี่ยนเซลโลไบโอสเป็น
กลูโคสได้อย่างสมบูรณ์ (Huang et al., 2011) 
 

Han and Chen (2008) กล่าวว่าในระหว่างการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ กิจกรรมของเซลลู
เลสถูกยับยั้งโดยเซลโลไบโอสและกลูโคส ซึ่งสามารถแก้ไขด้วยการเพิ่มกิจกรรมเอนไซม์บีตากลู
โคซิเดส 
 

การท้างานของเอนไซม์เซลลูเลสแบ่งตามหน้าที่หลัก 3 กลุ่ม คือ 1) เอนโดกลูคาเนส เร่ง
การตัดแบบสุ่มภายในสายของเซลลูโลส 2) เซลโลไบโอไฮโดรเลส ตัดที่ปลายสายของเซลลูโลส
ปลดปล่อยเซลโลไบโอสหรือกลูโคส 3) บีตากลูโคซิเดส ท้าให้กระบวนการไฮโดรลิซิสสมบูรณ์
โดยการเปลี่ยนเซลโลไบโอสเป็นกลูโคส (Balat et al., 2008; Kumar et al., 2008) แสดงดังภาพที่ 8 
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ภาพท่ี 8  โครงสร้างโมเลกุลของเซลลูโลสและต้าแหน่งการเข้าท้าปฏิกิริยาของเอนไซม์เอนโดกลู

คาเนส, เซลโลไบโอไฮโดรเลส และบีตากลูโคซิเดส 
 
ท่ีมา: Kumar et al. (2008) 
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กระบวนการหมัก 
 
 Hamelinck et al. (2005) กล่าวว่าผลได้สูงสุดของการผลิตเอทานอลทางทฤษฎีโดย
เปรียบเทียบเป็นกิโลกรัมคือ 0.51 กิโลกรัม และคาร์บอนไดออกไซด์ 0.49 กิโลกรัมเมื่อใช้กลูโคส 1 
กิโลกรัมเป็นซับสเตรต แสดงดังสมการ 
 

C6H12O6 → 2C2H5OH + 2CO2 
 
 การหมักโดยจุลินทรีย์ที่ใช้น้้าตาลเป็นอาหารในกระบวนการผลิตเอทานอล จุลินทรีย์จะใช้
กลูโคสเป็นหลัก ชีวมวลประเภทเซลลูโลสมีกลูโคสในระดับสูงซึ่งง่ายต่อการเปลี่ยนเป็นเอทานอล 
(Demirbas, 2005) 
 
1.  ชีวเคมีของยีสต์ 
  

การหมักเกิดขึ้นในสภาวะไม่ใช้อากาศโดยยีสต์ที่มีชีวิตจะปลดปล่อยพลังงานจากการ
เปลี่ยนรูปกลูโคสเป็นเอทานอลโดยผ่านวิถี Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ซึ่งเกิดหลังจาก
กระบวนการเปลี่ยนกลูโคสเป็นกรดไพรูวิก ดังภาพที่ 9 
 

 
 
ภาพท่ี 9  การผลิตเอทานอลโดยผ่านวิถี Embden-Meyerhof-Parnas 
 
ท่ีมา: Reed and Peppler (1973) 
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 ยีสต์ทั้งหมดมีเมแทบอลิซึมแบบใช้อากาศท้าให้มีพลังงานสูงส้าหรับกลไกของเซลล์ท้าให้
เกิด citric acid, tricarboylic acid (TCA) หรือวัฏจักรเครบเพื่อสังเคราะห์กรดอะมิโนและโครงสร้าง
คาร์บอนส้าหรับโมเลกุลขนาดใหญ่ซึ่งเป็นส่วนประกอบของเซลล์ (Reed and Peppler, 1973) เป็น
ผลให้ยีสต์ผลิตเอทานอลได้น้อยลง ดังภาพที่ 10. 
 

 
 

ภาพท่ี 10  เมแทบอลิซึมแบบใช้อากาศของยีสต ์
 
ท่ีมา: Reed and Peppler (1973) 
 
2.  ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของยีสต์ 
 
 2.1  ความเข้มข้นของน้้าตาล 
 

อาหารส าหรับหมักที่มีน้ าตาลสูงกว่า 15 เปอร์เซ็นต์ การหมักเอทานอลของยีสต์จะ
หยุดลง (Nagodawithana et al., 1976) ดังนั้นการใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ในสภาวะเช่นนี้
ท้าให้การหมักเป็นไปได้ช้า และเมื่อเลือกใช้ยีสต์ที่ทนต่อแรงดันออสโมซีส (osmotolerant yeast) 
เช่น S. rouxii พบว่าเจริญได้ดีในอาหารที่มีความเข้มข้นของน้้าตาลสูง แต่มีความสามารถในการ
ผลิตเอทานอลต่้า 
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 2.2  ข้อจ้ากัดของอัตราการเจริญของยีสต ์
 

ในระหว่างการหมักต้องจ้ากัดการเจริญของยีสต์ด้วยอัตราการเจริญจ้าเพาะไม่ให้สูง
กว่า 0.2 - 0.25 ต่อชั่วโมง แสดงว่าจ้านวนของยีสต์ในถังหมักจะต้องไม่เพิ่มมากกว่า 25 เปอร์เซ็นต์
ต่อชั่วโมง ที่อัตราการเจริญจ้าเพาะสูงกว่า 0.25 ต่อชั่วโมง จะท้าให้เซลล์ยีสต์ลดลงอย่างรวดเร็ว 
(Meyenburg, 1969) 
 
 2.3  อิทธิพลของพีเอช 
 

ยีสต์เจริญได้ดีในช่วงพีเอช 3.6-6.0 ให้ผลดีในช่วงพีเอช 4.5-5.0  ยีสต์เจริญได้ที่พีเอช
ต่้าจึงท้าให้เกิดการปนเปื้อนน้อย การเร่ิมต้นหมักควรมีพีเอชเร่ิมต้นอยู่ในช่วง 4.2-4.5 และพีเอชเมื่อ
สิ้นสุดการหมักคือ 4.8-5.2 (Reed and Peppler, 1973) 
 
 2.4  อุณหภูมิ 
 

อุณหภูมิส้าหรับการหมักของยีสต์จะสูงกว่าการเจริญ 5-10 องศาเซลเซียส (สาวิตรี, 
2540) ยีสต์ส่วนใหญ่ไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส โดยพบว่าเซลล์ยีสต์ใน
ระยะที่มีการเจริญมีจ้านวนลดลงหากเลี้ยงที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที (Rose and 
Harrison, 1971) 
 
 2.5  การให้อากาศ 

 
ในกระบวนการหมักของยีสต์ต้องการออกซิเจนส้าหรับสังเคราะห์เยื่อหุ้มเซลล์ เพื่อให้

โครงสร้างที่เป็นไขมันมีเสถียรภาพ และเพื่อรักษาสภาพของกระบวนการต่าง ๆ ที่มีทั่วไปในเซลล์ 
อย่างไรก็ตามการให้ออกซิเจนส่งเสริมให้เกิด Pasteur effect (Smart, 2000) ท้าให้ยีสต์น้ากลูโคสไป
ใช้ในการสร้างเซลล์มากกว่าการหมักเป็นผลให้เกิดเอทานอลต่้า  
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3.  การย่อยเป็นน้้าตาลและหมักพร้อมกัน (Simultaneous saccharification and fermentation, 
SSF) 
 
 การหมักด้วยวิธีย่อยเป็นน้้าตาลและหมักพร้อมกัน (SSF) เป็นอีกวิธีหนึ่งส้าหรับการ
ผลิตไบโอเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลส โดยการไฮโดรลิซิสเซลลูโลสด้วยเอนไซม์พร้อมกับการ
หมักแทนที่วิธีการย่อยเป็นน้้าตาลและการหมักแยกกัน (Separate hydrolysis and fermentation, 
SHF) วิธี SSF จะช่วยลดการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์โดยผลิตภัณฑ์สุดท้าย (กลูโคสและเซลโล
ไบโอส) และต้นทุนการผลิต ข้อเสียของวิธีนี้คือต้องหาสภาวะที่เหมาะสมของการท้างานร่วมกัน
ของเอนไซม์และยีสต์ (Olofsson et al., 2008) ในการหมักแบบ SHF ผลิตกลูโคสได้ต่้ากว่าวิธี SSF 
เนื่องจากการไฮโดรลิซิสโดยเอนไซม์ในวิธี SHF ถูกยับยั้งโดยกลูโคสและเซลโลไบโอสซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์สุดท้าย แสดงว่าการหมักแบบ SSF จะท้าให้ผลได้ของเอทานอลสูงกว่าเนื่องจากสามารถ
ผลิตกลูโคสได้สูงกว่า และถูกใช้ในระหว่างการหมักได้ทันทีท้าให้เอนไซม์ไม่ถูกยับยั้ง วิธีนี้ท้าให้
ต้นทุนลดลงมากกว่า 20 เปอร์เซ็นต ์(Wingren et al., 2003)  
 
 ปัญหาส้าคัญของการหมักแบบ SSF คือความแตกต่างของอุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับ
เอนไซม์เซลลูเลสและยีสต์ โดย S. cervisiae เป็นสายพันธุ์ที่ผลิตเอทานอลได้ปริมาณสูงมีอุณหภูมิที่
เหมาะสมประมาณ 30 องศาเซลเซียส เอนไซม์เซลลูเลสถูกน้ามาใช้ในการไฮโดรลิซิสเซลลูโลสมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมประมาณ 50 องศาเซลเซียส (Kadar et al., 2004; Tomas-Pejo et al., 2009) 
 
 รายงานการทดลองที่เกี่ยวกับการหมักแบบ SSF มุ่งประเด็นไปที่การปรับปรุงกระบวนการ
โดยการเพิ่มปริมาณซับสเตรต (water insoluble solids, WIS), การลดปริมาณเอนไซม์และปริมาณ
ยีสต์ และแปรผันอุณหภูมิ 
 
 3.1  ปริมาณซับสเตรต 
 

Olofsson et al. (2008) กล่าวว่า ผลของการเพิ่มซับสเตรตท้าให้ความเข้มข้นเอทานอล
สุดท้ายสูงขึ้น การใช้ซับสเตรตปริมาณสูงในรูปของ WIS เป็นตัวชี้ถึงความคุ้มค่าของกระบวนการ 
SSF ในการหมักเอทานอลแบบ SSF แบบเบ็ดเสร็จ เมื่อเพิ่มปริมาณ WIS พบว่าผลได้ (yield)         
เอทานอลลดลงเป็นสิ่งที่ยากเมื่อใช้ปริมาณ WIS ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์แล้วท้าให้ผลได้เอทานอล
สูง ดังตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 4  เปรียบเทียบผลได้เอทานอลกับปริมาณ WIS โดยใช้ S. cerevisiae ในการหมักแบบ SSF 
 
Raw material Pretretment Amount of 

solids 
Temp 
(oC) 

Ethanol 
Conc. (g/L) 

Ethanol 
yield (%) 

Operation 

Barley straw 
Salix 
Salix 
Spruce 
Willow 

Steam 
Steam 
Steam 
Steam 
Steam 

7.5% WIS 
9% WIS 

11% WIS 
10% WIS 

10% dry matter 

35 
37 
37 
37 
37 

22.4 
32 
33 

44.5 
28.7 

80 
76 
62 
84 

84.4 

Batch 
Batch 

Fed-batch 
Batch 
Batch 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Olofsson et al. (2008) 
 
 เมื่อใช้ปริมาณ WIS สูงท้าให้เกิดความหนืดสูงท้าให้เกิดปัญหากับการกวน (Taherzadeh et 
al., 1999) ซึ่งเป็นปัญหากับการส่งผ่านมวลและความร้อนในระบบ อาจแก้ปัญหาใช้วิธี fed-batch 
SSF เพื่อย่อยเซลลูโลสที่ถูกเติมลงไปทีละน้อย (Rudolf et al., 2005) อีกวิธีคือการพรีไฮโดรลิซิส
ก่อนการย่อยเป็นน้้าตาลและหมักพร้อมกัน (prehydrolysis and simultaneous saccharification and 
fermentation, PSSF) โดยการเติมเอนไซม์ลงไปก่อนในช่วงระยะเวลาหนึ่งก่อนการเติมจุลินทรีย์ที่
ใช้หมัก วิธีนี้สามารถใช้อุณหภูมิที่สูงขึ้นเพื่อให้เหมาะแก่การท้างานของเอนไซม์ซึ่งจะท้าให้ความ
หนืดเร่ิมต้นเมื่อเร่ิมหมักลดลง (Ohgren et al., 2007) 
 
 3.2  ปริมาณเอนไซม์ 
 

เอนไซม์ที่ใช้มีความส้าคัญในกระบวนการหมักแบบ SSF ซึ่งส่งผลต่อต้นทุนของ
กระบวนการ โดยพบว่าการลดปริมาณเอนไซม์ลง 50 เปอร์เซ็นต์จะท้าให้เกิดประโยชน์ถ้าผลได้
ลดลงไม่น้อยกว่า 6-7 เปอร์เซ็นต์ และเวลาที่ใช้ไม่เพิ่มขึ้นมากกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ (Sassner et al., 
2007) จากการทดลองของ Linde et al. (2007) ได้แปรผันปริมาณ WIS (5, 7.5 และ 10 เปอร์เซ็นต์) 
และกิจกรรมเอนไซม์ (5, 10 และ 20 FPU ต่อกรัมเซลลูโลส) ในการผลิตเอทานอลจากฟางข้าว
บาเลย์พบว่าการใช้เอนไซม์ 20 FPU ต่อกรัมเซลลูโลสท้าให้เกิดกลูโคสได้เร็วที่สุดและการใช้
เอนไซม์ที่มีกิจกรรมสูงเหมาะสมกับปริมาณWIS มาก กิจกรรมของเอนไซม์มีผลน้อยต่อการผลิต  
เอทานอลที่ปริมาณ WIS 5 และ 7.5 เปอร์เซ็นต ์
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 3.3  ปริมาณยีสต์ 
 

การใช้ปริมาณของยีสต์ความเข้มข้นสูงในการหมักแบบ SSF ไม่ท้าให้ผลได้ของ       
เอทานอลเพิ่มขึ้น อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของยีสต์ที่ต่้าเกินไปท้าให้ผลผลิตต่้าลงและอาจท้าให้
การหมักหยุดลง (Sassner et al., 2007) ผลการทดลองของ Eklund and Zacchi (1995) พบว่าความ
เข้มข้นของ S. cerevisiae ที่เติมในการหมักแบบ SSF ในช่วง 0.3-3.0 กรัมต่อลิตร มีความเหมาะสม
ต่อการหมักท้าให้การผลิตเอทานอลสูงขึ้น แต่เมื่อเติมความเข้มข้น S. cerevisiae ระหว่าง 3.0-10.0 
กรัมต่อลิตรไม่มีผลท้าให้ได้เอทานอลสูงขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญ 
 
 3.4  อุณหภูมิ 
 

กระบวนการหมักแบบ SSF อุณหภูมิของระบบมีความส้าคัญ จึงต้องหาสภาวะที่มี
ความเหมาะสมส้าหรับการไฮโดรลิซิสและการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์พร้อมกันเพื่อให้สามารถผลิต
เอทานอลได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยทั่วไปการหมักแบบ SSF จะใช้อุณหภูมิในการหมักตั้งแต่ 35-
40 องศาเซลเซียส (เช่น S. cerevisiae, Z. mobilis) (Ou et al., 2009) อย่างไรก็ตามยังมีวิธีการ
ปรับปรุงการหมักโดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่ทนอุณหภูมิสูงเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการท้างานของเอนไซม์ 
เช่น Kluyveromyces marxianus สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส (Ballesteros et al., 
2004) 
 
4.  ความต้องการทางด้านพลังงานของการกลั่นเอทานอล 
 
 พลังงานที่ใช้ในขั้นตอนการกลั่น เป็นสิ่งที่มีความจ้าเป็นส้าหรับการท้าให้เอทานอลจาก
การหมักเข้มข้นขึ้นแสดงในภาพที่ 11 ขั้นตอนการกลั่นมี 2 ขั้นตอน คือการแยกเอทานอลออกจาก
ของแข็งและสารที่ไม่ระเหย และขั้นตอนการท้าเอทานอลให้มีความเข้มข้น ในกระบวนการผลิตเอ
ทานอลจากแป้งในกระบวนการหมักจ้าเป็นต้องได้เอทานอล 8 เปอร์เซ็นต์ (w/w) และในลิกโน
เซลลูโลสต้องได้เอทานอลอย่างน้อย 4-5 เปอร์เซ็นต์ (w/w) จึงจะคุ้มค่าส้าหรับต้นทุนทางด้าน
พลังงานในการกลั่น (Gablbe et al., 2007) เนื่องจากการใช้ลิกโนเซลลูโลสเป็นวัตถุดิบในการผลิต
เอทานอลมีต้นทุนในขั้นตอนพรีทรีตเมนตส์ูง และยังมีข้อจ้ากัดในการผลิต ความเข้มข้นเร่ิมต้นที่คุ้ม
ทุนในการกลั่นจึงต้่ากว่าการผลิตเอทานอลจากแป้ง 
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ภาพท่ี 11  ความต้องการของพลังงานในการกลั่นจากเอทานอลเจือจางเป็นเอทานอลเข้มข้น 94.5 
เปอร์เซ็นต์ (w/w) 

 
ท่ีมา: Gablbe et al. (2007) 
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การออกแบบการทดลองแบบทะกุจิ (Taguchi Experimental Design) 
 

การออกแบบการทดลองแบบทะกุจิเป็นวิธีที่พัฒนาโดย Dr. Genichi Taguchi เมื่อ ค.ศ. 
1980 เพื่อการปรับปรุงคุณภาพส้าหรับการหาสภาวะของกระบวนการผลิตลดความแปรผันต่าง ๆ 
เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ดีที่สุด วิธีทะกุจิมีวัตถุประสงค์เพื่อลดจ้านวนทรีตเมนต์โดยอาศัยห ลักการ
ออกแบบการทดลองแบบ fractional factorial ร่วมกับ orthogonal array ได้เคร่ืองมือที่เรียกว่า 
orthogonal array ท้าให้สะดวกในการวางแผนการทดลองเพื่อหาผลกระทบของปัจจัยและก้าหนดค่า
ในการทดลองว่าปัจจัยและระดับใดมีผลต่อการทดลองมากที่สุด โดยแบ่งเป็น inner arry และ outer 
array ซึ่งเป็นเมตริกซ์การออกแบบของปัจจัยที่ควบคุมได้ (Signal variable) และปัจจัยที่ควบคุม
ไม่ได้ (Noise variable) แล้วน้าเมทริกซ์ทั้งสองมาค้านวณหาค่าผลตอบสนองที่เรียกว่า อัตราส่วน
สัญญาณต่อสิ่งรบกวน (Signal to noise ratio, S/N ratio) โดยอาศัยการวัดลักษณะของคุณภาพ 
(Quality characteristic, QC)  ได้ 3 ลักษณะ (ณธิดา, 2551) 
 

กรณีมากกว่าดีกว่า (Bigger is better, QC = B) คือค่าตอบสนองที่เราต้องการมีค่ามากที่สุด 
 

กรณีน้อยกว่าดีกว่า (Smaller is better, QC = S) คือค่าตอบสนองที่เราต้องการมีค่าน้อยกว่า
ค่าอื่น ๆ หรือตามทฤษฏีจะเท่ากับศูนย์ 
 

กรณีเป้าหมายดีที่สุด (Norminal is best, QC = N) คือผลการทดลองที่เบี่ยงเบนไปจากค่า
เป้าหมายน้อยที่สุดดีที่สุด ซึ่งอาจจะเบี่ยงเบนไปทางบวกหรือลบขึ้นอยู่กับการพิจารณาความส้าคัญ
เป็นหลัก 
 
 ขั้นตอนการออกแบบการทดลองด้วยวิธีทะกุจิ ประกอบด้วย 5 ขั้นตอน (Roy, 2001) 
 
1.  การวางแผนการทดลอง (Planning experiment)  
 

เป็นขั้นตอนก้าหนดวัตถุประสงค์ที่ต้องการรวมทั้งพิจารณาปัจจัยต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับ
ระบบ 
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2.  การออกแบบการทดลอง (Designing experiment)  
 

ก้าหนดหรือเลือก orthogonal array ที่เหมาะสมกับระบบรวมทั้งก้าหนดปัจจัยและระดับ
ของปัจจัย 
 
3.  การท้าการทดลอง (Conducting experiment)  
 

การท้าการทดลองตามสภาวะสภาวะของปัจจัยและระดับของปัจจัยที่ก้าหนดใน orthogonal 
array 
 
4.  การวิเคราะห์ผลการทดลอง (analyzing experiment)  
 

4.1  การพิจารณาผลของปัจจัยและระดับของปัจจัยว่าปัจจัยใดมีผลกระทบกับระบบซึ่งท้า
ให้บอกได้ถึงอิทธิพลของปัจจัยหลัก รวมทั้งหาสภาวะที่เหมาสมของแต่ละปัจจัยของระบบที่ท้าให้
ได้ผลิตภัณฑ์สูงที่สุด 
 

4.2  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance, ANOVA) มีวัตถุประสงค์เพื่อ
ก้าจัดผลจากความแปรปรวนของแต่ละปัจจัยออกไป ซึ่งมาจากผลของความแปรปรวนที่รับมาจาก
การทดลอง และสามารถอธิบายความแปรปรวนของแต่ละปัจจัย เพื่อให้ทราบว่ามีปัจจัยใด มี
ความส้าคัญหรือมีอิทธิพลต่อกระบวนการผลิตมากกว่ากัน เป็นสาเหตุส้าคัญของความแปรปรวน
ทั้งหมดที่สังเกตได้จากการผลทดลอง ซึ่งรูปแบบของความแปรปรวนบ่งบอกได้โดยการอธิบายใน
รูปแบบทางคณิตศาสตร์ ซึ่งสามารถน้าค่าที่ได้ไปใช้ได้ หรืออาจพิจารณาได้จากตารางวิเคราะห์
ความแปรปรวน 
 
5.  การท้าการทดลองซ้้าเพื่อยืนยันผลการทดลอง (Confirming or Predicted)  
 

เป็นการพิสูจน์ว่าสภาวะที่ เหมาะสมต่อระบบที่หาได้นั้นมีความเหมาะสม และได้
ผลิตภัณฑ์ตามที่ได้คาดหมายจริงหรือไม่ รวมทั้งใช้สภาวะนั้นศึกษาผลที่เกิดขึ้นต่อระบบ 

 
วิธีทะกุจิสามารถสามารถศึกษาหลายปัจจัยได้พร้อมกันโดยใช้หน่วยการทดลองน้อยลงเมื่อ

เปรียบเทียบกับการออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลดังตารางที่ 5 
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ตารางท่ี 5  จ้านวนการทดลองโดยวิธีทะกุจิและแฟคทอเรียลในสภาวะการทดลองต่าง ๆ 
 
สภาวะการทดลอง จ้านวนการทดลองแบบแฟคทอเรียล จ้านวนการทดลองวิธีทะกุจิ 
3 ปัจจัย 2 ระดับ 
7 ปัจจัย 2 ระดับ 
11 ปัจจัย 2 ระดับ 
15 ปัจจัย 2 ระดับ 
4 ปัจจัย 3 ระดับ 
7 ปัจจัย 3 ระดับ 

8 
128 

2,048 
32,768 

81 
2,187 

4 
8 

12 
16 
9 

18 
 
ท่ีมา: Roy (2001) 
 
 ณธิดา ( 2551) กล่าวว่าขั้นตอนการออกแบบการทดลองด้วยวิธีทะกุจิเป็นขั้นตอนที่ส้าคัญ 
โดยการก้าหนดค่าระดับของปัจจัยของชุดการทดลองต้องอยู่ในช่วงที่เหมาะสม เพื่อหาผลกระทบ
ของปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหรือผลิตภัณฑ์ ซึ่งแสดงในรูปของอัตราส่วน S/N โดยชุดการ
ทดลองที่ให้ค่าอัตราส่วน S/N สูงที่สุดจะถูกเลือกเป็นสภาวะที่ดีที่สุด หากก้าหนดค่าระดับของ
ปัจจัยเป็นช่วงที่ไม่เหมาะสมแล้ว จะท้าให้การเลือกชุดการทดลองตามวิ ธีทะกุจิไม่ใช่ระดับที่
เหมาะสมที่สุดของกระบวนการที่ท้าให้ได้ค่าผลตอบสนองดีที่สุด เนื่องจากการก้าหนดค่าระดับ
ของปัจจัยตามวิธีทะกุจิเป็นเพียงการเลือกจากระดับของปัจจัยที่ก้าหนดไว้ในแผนการทดลองที่
ออกแบบมาเท่านั้น 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 
 
1.  สารเคมี 
 
 1.1  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH; J.T. Baker) 
 1.2  โซเดียมคลอไรด์ (NaCl; UNIVAR) 
 1.3  โซเดียมคลอไรต์ (NaClO2; UNIVAR) 
 1.4  โซเดียมโปแตสเซียมทาร์เทรต (NaKC4H4O6.4H2O; UNIVAR) 
 1.5  เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ (C2H5OH; องค์การสุรา) 
 1.6  เบนซีน (C6H6; MERK) 
 1.7  กรดซัลฟิวริก (H2SO4; J.T. Baker) 
 1.8  กรดแอซีติก (CH2COOH; J.T. Baker) 
 1.9  กรดไฮโดรคลอริก (HCl; J.T. Baker ) 
 1.10  ออซีนโมโนไฮเดรต (C7H8O2 H2O; Fluka) 
 1.11  เฟอร์ริกคลอไรด์ (C7H8O2 H2O; POCH) 
 1.12  ดี-ไซโลส (C5H10O5; Fluka) 
 1.13  แอซีโตน (C3H6O; Burdick & Jackson) 
 1.14  กรดซิตริก (C6H8O7; UNIVAR) 
 1.15  3,5 ไดไนโตรซาลิไซลิก แอสิด (C7H4N2O7; Sigma) 
 1.16  ดี-กลูโคส (C6H12O6; UNIVAR) 
 1.17  โซเดียมแอซีเทต (C2H3NaO2; UNIVAR) 
 1.18  พาราไนโตรฟินิลบีตาดีกลูโคพาราโนไซด์ (C12H15NO8; Sigma) 
 1.19  พาราไนโตรฟีนอล (C6H5NO3; BDH) 
 1.20  เพปโทน (Peptone; HIMEDIA) 
 1.21  ยีสต์สกัด (Yeast extract; AES) 
 1.22  เซลโลไบโอส (C12H22O11; Fluka) 
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2.  เครื่องมือ 
 
 2.1  เคร่ืองท้าชิ้นไม้สับ (Chipper) 
 2.2  เคร่ืองคัดขนาดไม้ 
 2.2  เคร่ืองท้าผงไม้ (Wiley Mill) 
 2.3  ตะแกรงร่อน (sieve) 
 2.4  เคร่ืองระเบิดด้วยไอน้้าของบริษัท Nitto Koatsu ประเทศญี่ปุ่น ขนาด 2.5 ลิตร 
 2.5  เคร่ืองชั่ง 4 ต้าแหน่ง (OHAUS) 
 2.6  เคร่ืองชั่ง 2 ต้าแหน่ง (Saterious) 
 2.7  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Memmert 29L) 
 2.8  ตู้ดูดควัน (Major) 
 2.9  พีเอชมิเตอร์ (METTLER TOLEDO) 
 2.10  เตาอบ (VISION) 
 2.11  เตาเผา (NEYO 2-525 series II) 
 2.12  สแปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Thermo Spectronic) 
 2.13  หม้อน่ึงความดันไอน้้า (Autoclave) (TOMY ES-315) 
 2.14  เคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) (New Brunswick Scientific Edison, 
N.J., USA) 
 2.15  High performance liquid chromatography (HPLC) (SHIMADZU, Japan) 
 2.16 Gas chromatography (GC) (Chrompack CP 9002,USA) 
 2.17  โถดูดความชื้น (Dessicator) 
 2.18  Laminar 
 2.19  ถ้วยกรอง (Glass filter) เบอร์ 1, 2 และ 4 
 2.20  เคร่ืองแก้วและอุปกรณ์วิเคราะห์อ่ืนๆ 
 
3.  วัตถุดิบ 
 
 ล้าต้นปาล์มน้้ามัน (Elaeis guneensis Jacq.) ที่ใช้ศึกษาเป็นล้าต้นปาล์มนั้นสดอายุ 28 ปีจาก
เกษตรกร อ้าเภอปลายพระยา จังหวัดกระบี่จ้านวน 2 ต้น 
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4.  จุลินทรีย์ 
  
 จุลินทรีย์ที่ใช้ศึกษาคือ Saccharomyces cerevisiae Sc90 จากองค์การสุรา ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่
มีประสิทธิภาพสูง สามารถอยู่ในสภาวะที่เป็นกรดและทนเอทานอลได้ดี (วนิดา, 2553) 
 
5.  เอนไซม์ 
 
 5.1  เอนไซม์เซลลูเลส Celluclast 1.5L ผลิตโดยบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศเดนมาร์ก 
จากเชื้อ Trichoderma reesei ATCC 26921ท้างานได้ดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 4.8 
 
 5.2  เอนไซม์บีตา-กลูโคซิเดส Novozym 188 ผลิตโดยบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศ
เดนมาร์ก จากเชื้อ Aspergillus niger ท้างานได้ดีที่อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส พีเอช 4.8 (Han 
and Chen, 2008) 
 
6.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 6.1  อาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห์ส้าหรับเตรียมกล้าเชื้อเร่ิมต้น ใช้อาหารเหลว YPD (Yeast 
Peptone Dextrose) ที่มีส่วนประกอบของ ยีสต์สกัด 10 กรัม, เพปโตน 20 กรัม และกลูโคส 20 กรัม
ต่อน้้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
 6.2  อาหารแข็งส้าหรับใช้เลี้ยงเชื้อ ใช้สูตรอาหารเดียวกับข้อ 6.1 และมีการเติมวุ้น (Agar) 
ร้อยละ 2 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร 
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วิธีการ 
 
 กระบวนการผลิตไบโอเอทานอลจากล้าต้นปาล์มน้้ามันเร่ิมต้นจากการแปรรูปเป็นชิ้นมี
ขนาดเหมาะสมแล้วจึงน้าเข้าสู่ขั้นตอนการระเบิดด้วยไอน้้า , สกัดด้วยน้้าร้อน และสกัดด้วยด่าง 
ตามล้าดับซึ่งเป็นการพรีทรีตเมนต์เพื่อให้ได้เซลลูโลสสูงและลดส่วนของเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 
หลังจากนั้นน้า เยื่ อมาท้าการ หมักแบบย่อยเป็นน้้ าตาลและหมักพร้อมกัน  (Simultaneous 
saccharification and fermentation, SSF) และการพรีไฮโดรลิซิสและการย่อยเป็นน้้าตาลและหมัก
พร้อมกัน (Prehydrolysis and simultaneous saccharification and fermentation, PSSF) โดยใช้
เอนไซม์และยีสต์ผลิตเอทานอล ดังภาพที่ 12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 12  ขั้นตอนการทดลองการผลิตไบโอเอทานอลจากชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 

- หาสภาวะโดยทะกุจิ 

ชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 

ระเบิดด้วยไอน้้า 

สกัดด้วยน้้าร้อน 

สกัดด้วยด่าง 

เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 

หมักแบบ SSF, PSSF 
 

เอทานอล 

เซลลูเลส และ 
บีตา-กลูโคซิเดส 

ยีสต์ 
S. cerevisiae Sc90 

เฮมิเซลลูโลส 

ลิกนิน 
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1.  การเตรียมวัตถุดิบ 
 
 ล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ใช้ในการศึกษาคร้ังนี้เป็นล้าต้นปาล์มน้้ามันสดอายุ 28 ปีจากเกษตรกร
ในอ้าเภอปลายพระยา จังหวัดกระบี่จ้านวน 2 ต้น โดยมีความชื้นเท่ากับ 367 เปอร์เซ็นต์ (dry basis) 
ปอกเปลือกและตัดให้เป็นชิ้นด้วยเคร่ืองท้าชิ้นไม้สับ (chipper) น้าไปตากแดดเป็นเวลา 5 วัน พลิก
ชิ้นล้าต้นปาล์มทุกวันจนความชื้นเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์ เพื่อลดโอกาสเกิดเชื้อรา น้าชิ้นล้าต้นปาล์ม
น้้ามันที่แห้งร่อนแยกขนาด ให้มีขนาด 20×20×5 mm3 เพื่อให้สามารถบรรจุลงเคร่ืองระบิดด้วยไอ
น้้าได้ ดังภาพที่ 13 ส่วนหน่ึงบดด้วยเคร่ืองบด และร่อนให้มีขนาดระหว่าง 40 ถึง 60 mesh วิเคราะห์
ค่าองค์ประกอบทางเคมีของสารแทรก เซลลูโลส โฮโลเซลลูโลส เพนโตแซน ลิกนิน และเถ้า ตาม
มาตรฐานการวิเคราะห์ของ Technical Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI) อีก
ส่วนหน่ึงน้าไปบรรจุในถุงพลาสติกถุงละ 150 กรัมน้้าหนักแห้งเพื่อการระเบิดด้วยไอน้้า 
 

 
 
ภาพท่ี 13  ชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 
2.  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการพรีทรีตเมนต์ชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยการระเบิดด้วยไอน้้า 
 
 น้าชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามันที่คัดขนาดแล้วตัวอย่างละ 150 กรัมน้้าหนักแห้ง เข้าเคร่ืองระเบิด
ด้วยไอน้้าของบริษัท Nitto Koatsu ประเทศญ่ีปุ่น ขนาด 2.5 ลิตร (ภาพที่ 14)โดยไม่มีการเติมตัวเร่ง 
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แปรผันสภาวะโดยมีอุณหภูมิและเวลาเป็นปัจจัยร่วมโดยมีค่า Log R0 บ่งบอกถึงความรุนแรงของ
สภาวะ ดังตารางที่ 6  
 
 ขั้นตอนการท้างานของเคร่ืองระเบิดด้วยไอน้้าคือ น้้าในถังถูกให้ความร้อนท้าให้เกิดไอน้้า
ที่มีอุณภูมิและความดันสูง ไอน้้าจะถูกส่งต่อไปยังวาล์วซึ่งเป็นจุดความคุมความดันปล่อยเข้าสู่ถังท้า
ปฏิกิริยาที่บรรจุตัวอย่าง เมื่อเปิดวาว์ลท้าให้ไอน้้าเข้าสู่ถังท้าปฏิริยา ควบคุมให้ได้ความดันหรือ
อุณหภูมิตามต้องการ และคงที่ หลังจากนั้นจับเวลา เมื่อครบก้าหนดเวลา สับสวิตท์เปิดท่อวาล์วเพื่อ
เปลี่ยนแปลงความดันกลับสู่ความดันบรรยากาศอย่างรวดเร็ว ท้าให้โครงสร้างภายในของชิ้นล้าต้น
ปาล์มน้้ามันเกิดการแตกออกสู่ถังรองรับตัวอย่าง เก็บเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันดังภาพที่ 15 ใส่
ถุงพลาสติกเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อรอการน้าไปสกัดด้วยน้้าร้อน แบ่งตัวอย่างอบแห้งที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง วิเคราะห์ค่าองค์ประกอบทางเคมีของ เซลลูโลส โฮโล
เซลลูโลส เพนโตแซน ลิกนิน และเถ้า ตามมาตรฐานการวิเคราะห์ของ TAPPI เพื่อสังเกตการ
เปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบทางเคมีหลังจากการระเบิดด้วยไอน้้า 
 

 
 
ภาพท่ี 14  เคร่ืองระเบิดด้วยไอน้้า 
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ตารางท่ี 6  สภาวะที่ใช้ในการระเบิดด้วยไอน้้าของชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) Log R0 

200 2 
4 
6 

3.24 
3.55 
3.72 

210 2 
4 
6 

3.54 
3.84 
4.02 

 
 

 
 

ภาพท่ี 15  เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิดด้วยไอน้้า 
 
3.  การสกัดด้วยน้้าร้อนของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิดด้วยไอน้้า 
 
 เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน้้าจะถูกน้าไปสกัดด้วยน้้าร้อนโดยใช้น้้ากลั่น 
ในอัตราส่วนของปริมาณเยื่อต่อน้้า 1:8 (กรัมเยื่อต่อมิลลิลิตร) อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
30 นาที คนโดยใช้แท่งแก้ว ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น กรองด้วยผ้าขาวบาง เก็บน้้าวิเคราะห์ เฟอร์ฟูรอล 
และ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอล (HMF) หลังจากนั้นน้าเยื่อมาล้างด้วยน้้าประปาจนน้้าที่ชะ
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ออกมามีสีจางลงเพื่อให้เฮมิเซลลูโลสและบางส่วนของลิกนินถูกก้าจัดออก เก็บเยื่อล้าต้นปาล์ม
น้้ามันดังภาพที่ 16 ใส่ถุงพลาสติกเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อรอการน้าไปสกัดด้วยด่าง 
แบ่งตัวอย่างอบแห้งที่ 80 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของ
เซลลูโลส โฮโลเซลลูโลส เพนโตแซน ลิกนิน และเถ้า ตามมาตรฐานการวิเคราะห์ของ TAPPI เพื่อ
สังเกตการเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบทางเคมีหลังจากการสกัดด้วยน้้าร้อน 
 

 
 
ภาพท่ี 16  เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการสกัดด้วยน้้าร้อน 
 
4.  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการสกัดด้วยด่างของเย่ือล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยน้้าร้อน ออกแบบการทดลองโดยวิธีทะกุจิ 
 
 4.1  การออกแบบการทดลองโดยวิธีทะกุจิ 
 

การออกแบบการทดลองโดยใช้วิธีทะกุจิแบบ Three Level Orthogonal Array (L-9) 
ออกแบบเพื่อศึกษาหาระดับที่เหมาะสมของตัวแปร 3 ปัจจัย ซึ่งแต่ละปัจจัยแบ่งออกเป็น 3 ระดับ 
โดยแบ่งออกเป็นความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์ อุณหภูมิ และเวลา ได้การทดลองทั้งหมด 9 
ชุดการทดลองประกอบด้วยจ้านวนการทดลองที่ขึ้นอยู่กับระดับของแต่ละปัจจัยที่ก้าหนดดังแสด ง
ในตารางที่ 7 
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ตารางท่ี 7  ปัจจัยและระดับในการหาสภาวะการสกัดด้วยด่าง 
 
ปัจจัย  ระดับ 
 1 2 3 
1.  ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ (เปอร์เซ็นต์) 
2.  อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
3.  เวลา (นาที) 

15 
70 
30 

20 
80 
60 

25 
90 
90 

 
 น้าเยื่อเปียกหลังการสกัดด้วยน้้าร้อนมาท้าการสกัดด้วยด่างโดยออกแบบการทดลองด้วยวิธี
ทะกุจิ ซึ่งใช้ในการลดทรีตเมนต์คอมบิเนชั่น และประมาณค่าผลการทดลอง โดยเติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ อัตราส่วนของเยื่อต่อด่าง 1:8 (กรัมเยื่อต่อมิลลิลิตร) ท้าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
และเวลาต่าง ๆ ดังตารางที่ 7 หลังจากนั้นน้าเยื่อล้างน้้าประปาจนน้้าที่ออกมามี pH เป็นกลาง เก็บเยื่อ
ล้าต้นปาล์มน้้ามันดังภาพที่ 17 ใส่ถุงพลาสติกเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อน้าไปใช้เป็นซับ 
สเตรตในการผลิตเอทานอล แบ่งตัวอย่างอบแห้งที่ 80 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง วิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีของเซลลูโลส โฮโลเซลลูโลส เพนโตแซน ลิกนิน และเถ้า ตามมาตรฐานการ
วิเคราะห์ของ TAPPI เพื่อสังเกตการเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบทางเคมีหลังจากการสกัดด้วยน้้า
ร้อน หลังจากนั้นวิเคราะห์ผลการทดลองตามวิธีทะกุจิ เพื่อสรุปผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของ
การสกัดด้วยด่าง เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมแล้วจึงประมาณค่าผลการทดลอง และท้าการทดลองเพื่อ
ยืนยันผล 
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ตารางท่ี 8  L9 (3
3) Orthogonal Array 

 
ชุดการทดลอง ปัจจัย 

1 2 3 
1 1 1 1 
2 1 2 2 
3 1 3 3 
4 2 1 2 
5 2 2 3 
6 2 3 1 
7 3 1 3 
8 3 2 1 
9 3 3 2 

 
ตารางท่ี 9  ปัจจัยและระดับในการทดลองการหาสภาวะการสกัดด้วยด่างของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน

ที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน้้าและการสกัดด้วยน้้าร้อน ออกแบบด้วยวิธีทะกุจิ 
 
ชุดการทดลอง ปัจจัย 

ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(เปอร์เซ็นต์) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาที) 

1 15 70 30 
2 15 80 60 
3 15 90 90 
4 20 70 60 
5 20 80 90 
6 20 90 30 
7 25 70 90 
8 25 80 30 
9 25 90 60 
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ภาพท่ี 17  เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการสกัดด่าง 
 
5.  การผลิตเอทานอลจากการหมักโดยยีสต์ 
 

5.1  สภาวะการเจริญของยีสต์ 
 

Saccharomyces cerevisiae Sc90 จากองค์การสุราใช้ในการทดลองหมักแบบ SSF และ 
PSSF เตรียมโดยการสตรีกเพลตและเขี่ยเชื้อมาเลี้ยงที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาทีบนเคร่ืองเขย่า 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 18 ชั่วโมง ในอาหาร YPD (เพปโทน 20 กรัมต่อลิตร ยีสต์สกัด 
10 กรัมต่อลิตร และดี-กลูโคส 20 กรัมต่อลิตร) 
 
 5.2  การไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ (Enzyme hydrolysis) 
 

 ไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ผสมระหว่าง Celluclast 1.5L 15 FPUต่อกรัมซับสเตรต และ 
Novozym 188 15 IUต่อกรัมซับสเตรต การย่อยด้วยเอนไซม์ท้าในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตรโดยมี
ปริมาตรสุดท้าย 300 มิลลิลิตร ใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้้าหนักแห้งต่อปริมาตร อาหาร YP (เพปโทน 20 กรัมต่อลิตร และยีสต์สกัด 10 กรัมต่อลิตร) ปรับ 
พีเอชด้วยซิเทรตบัพเฟอร์ 0.05 M พีเอช 4.8 ท้าการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที เติม Celluclast 1.5L 15 FPUต่อกรัมซับสเตรต และ Novozym 188 15 IUต่อกรัมซับสเตรต 
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ภายใต้สภาวะการหมักที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีบนเคร่ืองเขย่า ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอย่างระว่างการหมักที่เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 ชั่วโมง
ตามล้าดับ เพื่อวิเคราะห์กลูโคส และเซลโลไบโอส 
 
 5.3  การหมักโดยการย่อยและหมักพร้อมกัน (Simultaneous saccharification and 
fermentation, SSF) 
 

ท้าการผลิตเอทานอลโดยมีปริมาตรสุดท้าย 300 มิลลิตร ในฟลาสก์ขนาด 500 
มิลลิลิตร โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อ
ปริมาตร อาหาร YP (เพปโทน 20 กรัมต่อลิตร และยีสต์สกัด 10 กรัมต่อลิตร) ปรับพีเอชด้วยซิเทรต
บัพเฟอร์ 0.05 M พีเอช 4.8 ท้าการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เติม 
Celluclast 1.5L 15 FPUต่อกรัมซับสเตรต และ Novozym 188 15 IUต่อกรัมซับสเตรต ใช้ความ
เข้มข้นของยีสต์ 10 เปอร์เซ็นต์ ภายใต้สภาวะการหมักที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีบนเคร่ืองเขย่า ที่
อุณหภูมิ 40, 45 และ50 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างระว่างการหมักที่เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 
18, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 ชั่วโมงตามล้าดับ เพื่อวิเคราะห์เซลล์ที่มีชีวิต กลูโคส เซลโลไบโอส 
และเอทานอล 
 
 5.4  การพรีไฮโดรลิซิสก่อนการหมักการย่อยและหมักพร้อมกัน (Prehydrolysis and 
simultaneous saccharification and fermentation, PSSF) 
 

การท้าพรีไฮโดรลิซิสก่อนหมักแบบ SSF  มีปริมาตรสุดท้าย 300 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 500 มิลลิลิตร ขั้นตอนของการท้าพรีไฮโดรลิซิสใช้เวลา 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส แล้วจึงลดอุณหภูมิลงเป็น 40 องศาเซลเซียส และเติมเชื้อยีสต์ วิธีการทดลองเหมือนการ
หมักแบบ SSF 
 
6.  การวิเคราะห์ 
 
 6.1  การวิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของไม้และเยื่อ ได้แก่ สารแทรก เซลลูโลส เพนโต
แซน ลิกนินที่ไม่ละลายในกรด เถ้า และโฮโลเซลลูโลส ตามมาตรฐานการวิเคราะห์ของ Technical 
Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI) แสดงในภาคผนวก ก วิธีการวิเคราะห์ 
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 6.2  การวิเคราะห์จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิตโดยวิธี spread plate ลงบนอาหารวุ้น และนับจ้านวน
เซลล์ที่เจริญ แสดงในภาคผนวก ก วิธีการวิเคราะห์ 
 
 6.3  การวิเคราะห์ปริมาณเฟอร์ฟูรอลและ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอลด้วย High 
Performance Liquid Chromatography คอลัมน์ Aminex HPX-87H Mobil phase กรดซัลฟิวริกความ
เข้มข้น 0.005 M Flow rate 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที Oven 65 องศาเซลเซียส 
 
 6.3  การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส, ไซโลส และเซลโลไบโอสด้วย Hight Performance 
Liquid Chromatography คอลัมน์ Aminex HPX-87P Mobil phase น้้ากลั่น Flow rate 0.6 มิลลิตรต่อ
นาที Oven 80 องศาเซลเซียส แสดงในภาคผนวก ก วิธีวิเคราะห์ 
 
 6.4  การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วย Gas Chromatography คอลัมน์ VF-1MS อุณหภูมิ 
Injector 160 องศาเซลเซียส Detector 250 องศาเซลเซียส Oven 45 องศาเซลเซียส แสดงใน
ภาคผนวก ก วิธีวิเคราะห์ 
 
7.  การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 
 วิเคราะห์ผลทางสถิติโดยข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ความแปรปรวนด้วย
แบบจ้าลองเชิงเส้นตรง (General linear model หรือ GLM) แลการทดสอบความแตกต่างแบบ least 
significant difference หรือ LSD ที่ระดับความน่าเชื่อมั่นร้อยละ 95 ด้วยโปรแกรม SAS รุ่น 8.01 
(SAS, 2000) ตามวิธีที่แสดงในภาคผนวก ง การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 
8.  สถานท่ีและระยะเวลาการท้าวิจัย 
 
 สถานที่ท้าการวิจัย ห้องปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
ห้องปฏิบัติการภาควิชาวนผลิตภัณฑ์ คณะวนศาสตร์ และหน่วยปฏิบัติการเทคโนโลยีเยื่อและ
กระดาษ สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
บางเขน 
  
 ระยะเวลาท้าการวิจัย ระยะเวลาวิจัยเร่ิมตั้งแต่เดือนกุมภาพันธ์ 2552 ถึงเดือนมิถุนายน 2554 
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ผลและวิจารณ์ 
 
1.  องค์ประกอบทางเคมีของล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 
 ตารางที่ 10 แสดงองค์ประกอบทางเคมีของล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ใช้ศึกษาพบว่าสัดส่วนของ
เซลลูโลสและลิกนิน (40.83 และ 21.64 เปอร์เซ็นต์) มีค่าใกล้เคียงกับฟางข้าว (Linde et al., 2007) 
และชานอ้อย (Neureiter et al., 2002) ที่สามารถน้าไปใช้ผลิตเอทานอล แสดงว่าล้าต้นปาล์มน้้ามัน
สามารถน้าไปใช้ในการผลิตเอทานอล ดังนั้นจากข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์องค์ประกอบจึงบอก
ได้ถึงแนวทางการน้าไปใช้ประโยชน์  
 
ตารางท่ี 10  องค์ประกอบทางเคมีของล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 
องค์ประกอบ เปอร์เซ็นต์ น้้าหนักแห้ง 
แอลฟาเซลลูโลส 
เพนโตแซน (เฮมิเซลลูโลส) 
ลิกนิน (ลิกนินที่ไม่ละลายในกรด, AIL) 
สารแทรกที่ละลายในเบนซีน-เอทานอล 
เถ้า 

40.83 ± 0.20 
29.53 ± 0.48 
21.64 ± 0.37 
8.53 ± 0.65 
2.40 ± 0.01 

 
 จากข้อมูลองค์ประกอบทางเคมีของล้าต้นปาล์มน้้ามันพบว่าองค์ประกอบหลักคือ 
เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยวิเคราะห์เซลลูโลสในรูปแอลฟาเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส
ในรูปเพนโตแซน (คาร์โบไฮเดรตส่วนใหญ่ในเฮมิเซลลูโลส) และลิกนินในรูปลิกนินที่ไม่ละลาย
ในกรด (Acid insoluble lignin, AIL) โดยจุดประสงค์ของการทดลองส่วนแรกต้องการท้าให้เยื่อมี
สัดส่วนของเซลลูโลสมากที่สุด แต่พบว่าส่วนประกอบของล้าต้นปาล์มน้้ามันมีสัดส่วนที่ไม่
ต้องการมาก (เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน) ซึ่งจะขัดขวางการท้างานของเอนไซม์ในขั้นตอนการไฮโดร
ลิซิสด้วยเอนไซม์เป็นผลให้ได้กลูโคสปริมาณต้่า จึงต้องหาวิธีในการก้าจัดออกให้มากที่สุด  
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2.  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการพรีทรีตเมนต์ชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยการระเบิดด้วยไอน้้า 
 
 การระเบิดด้วยไอน้้าเป็นการพรีทรีตเมนต์ทางเคมีกายภาพที่ไม่ใช้ตัวเร่ง โดยให้ความร้อน
แก่ชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามันที่อุณหภูมิ 200 และ 210 องศาเซลเซียส (ความดัน 16 และ 19 กิโลกรัมต่อ
ตารางเซ็นติเมตร) คงเวลาไว้ 2, 4 และ 6 นาที กับไอน้้าความดันสูงในขั้นตอนนี้จะท้าให้เกิดกรดแอ
ซีติกและกรดอ่ืน ๆ ซึ่งเฮมิเซลลูโลสจะถูกไฮโดรลิซิสด้วยกรดเหล่านี้ ท้าให้บางส่วนกลายเป็นมอ
โนแลโอลิโกแซ็กคาไรด์ เมื่อครบก้าหนดเวลาไอน้้าจะถูกปลดปล่อยอย่างรวดเร็ว ท้าให้เกิดการ
ระเบิดของโครงสร้างของชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน ซึ่งแสดงผลได้และผลการวิเคราะห์องค์ประกอบ
ทางเคมีของเยื่อหลังระเบิดด้วยไอน้้าตามสภาวะความรุนแรง (Log R0) ที่แตกต่างกันดังตารางที่ 11 
พบว่าสัดส่วนเพนโตแซนลดลงตามความรุนแรงของสภาวะ โดยสภาวะที่ท้าให้สัดส่วนเพนโตแซน
ต่้าที่สุดคือ อุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส เวลา 6 นาที (Log R0 เท่ากับ 4.02) เนื่องจากเฮมิเซลลูโลส
ถูกท้าลายได้ง่ายเมื่อใช้อุณหภูมิสูงในการเร่งการไฮโดรลิซิสและเวลาในการท้าปฏิกิริยา (Ruiz et 
al., 2008) และจุดประสงค์ของการระเบิดด้วยไอน้้าคือการท้าให้โครงสร้างภายใน (เฮมิเซลลูโลส) 
ของลิกโนเซลลูโลสแตกออก (Dale and Moelhman, 2000) สัดส่วนเซลลูโลสมีการลดลงเล็กน้อย 
เนื่องจากอุณหภูมิสูงในการท้าปฏิกิริยา และพบว่าการระเบิดด้วยไอ น้้าไม่มีผลต่อสัดส่วน
ลิกนินสอคล้องกับ Glasser and Wright (1998) แต่พบว่าสัดส่วนของลิกนินเพิ่มขึ้นเนื่องจาก
องค์ประกอบอยู่ในรูปของสัดส่วนเมื่อมีการลดลงของบางองค์ประกอบจะเป็นผลให้สัดส่วนที่มี
ความแข็งแรงหรือไม่มีผลกระทบสูงขึ้น และเปอร์เซ็นต์ผลได้ของเยื่อมีค่าอยู่ในช่วงระหว่าง 74-88 
เปอร์เซ็นต ์ซึ่งมีแนวโน้มลดลงเมื่อมีค่าความรุนแรงเพิ่มมากขึ้น  
 
ตารางท่ี 11  องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิดด้วยไอน้้า 
 
Log R0 
 

สภาวะ ผลได้เยื่อ องค์ประกอบ (เปอร์เซ็นต์ น้้าหนักแห้ง) 
เซลลูโลส เพนโตแซน ลิกนิน เถ้า อ่ืน ๆ 

3.24 200oC, 2 นาที 88.84 38.45 18.45 21.12 3.38 18.60 
3.54 210oC, 2 นาที 85.92 38.29 17.12 23.74 3.59 17.26 
3.55 200oC, 4 นาที 85.92 39.02 15.77 26.74 3.39 15.08 
3.72 200oC, 6 นาที 82.66 39.44 10.49 29.07 3.90 17.10 
3.84 210oC, 4 นาที 77.40 38.14 9.16 28.94 3.99 19.77 
4.02 210oC, 6 นาที 74.05 37.02 5.29 34.50 4.28 18.91 
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จากตารางที่ 11 พบว่าสัดส่วนเพนโตแซนลดลงมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับวัตถุดิบล้าต้น
ปาล์มน้้ามัน เนื่องจากเพนโตแซนเป็นตัวแทนของเฮมิเซลลูโลสซึ่งท้าหน้าที่เป็นตัวเชื่อมโยง
ระหว่างลิกนินและเซลลูโลสมีโครงสร้างอ่อนแอจึงถูกสลายได้ง่าย แสดงให้เห็นว่าการระเบิดด้วย
ไอน้้ามีผลท้าให้สัดส่วนของเพนโตแซนลดลงอย่างเดียว และยังพบว่าการระเบิดด้วยไอน้้าท้าให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของน้้าตาล 5 คาร์บอนและน้้าตาล 6 คาร์บอน ไปเป็นเฟอร์ฟูรอลและ 5-
ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอลซึ่งเป็นสารพิษที่มีผลกระทบต่อเซลล์ยีสต์ในกระบวนการหมักเอทา
นอล (Larsson et al., 1999) ปริมาณสารพิษที่เกิดขึ้นแสดงในตารางที่ 12 หลังจากการระเบิดด้วยไอ
น้้าและสกัดด้วยน้้าร้อนสารต่าง ๆ ที่ยังคงตกค้างอยู่ในเยื่อจะถูกชะออกอยู่ในรูปสารละลาย เช่น 
น้้าตาลไซโลส, น้้าตาลกลูโคส, โอลิโกเมอร์, เฟอร์ฟูรอล, 5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอล เป็นต้น 
ผลขององค์ประกอบทางเคมีหลังการสกัดด้วยน้้าร้อนแสดงดังตารางที่ 13 
 
ตารางท่ี 12  ปริมาณเฟอร์ฟูรอลและ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอลในน้้าหลังการสกัดด้วยน้้าร้อน 
 

logRo สภาวะ เฟอร์ฟูรอล 
(กรัมต่อลิตร) 

5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอล 
(กรัมต่อลิตร) 

3.24 200oC 2 นาที 0.63 0.66 
3.54 210oC 2 นาที 0.80 1.23 
3.55 200oC 4 นาที 0.74 1.14 
3.72 200oC 6 นาที 0.90 1.87 
3.84 210oC 4 นาที 1.18 2.33 
4.02 210oC 6 นาที 1.38 2.96 

 
 ผลการทดลองจากตารางที่ 12 แสดงให้เห็นถึงปริมาณเฟอร์ฟูรอลและ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-
เฟอร์ฟูรอล ในสารละลายหลังสกัดด้วยน้้าร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
พบว่าแนวโน้มปริมาณเฟอร์ฟูรอลและ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอลเพิ่มขึ้นเมื่อมีสภาวะความ
รุนแรงเพิ่มขึ้น โดยการเพิ่มขึ้นของเวลาและอุณหภูมิจะท้าให้ไซโลสและกลูโคสเกิดปฏิกิริยาการ
ขจัดน้้า (dehydration) กลายเป็นเฟอร์ฟูรอลและ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอลเกิดขึ้นตามล้าดับ 
(วิทยา, 2549)  
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ตารางท่ี 13  องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการสกัดด้วยน้้าร้อน 
 
Log R0 
 

สภาวะ ผลได้เยื่อ องค์ประกอบ (เปอร์เซ็นต์ น้้าหนักแห้ง) 
เซลลูโลส เพนโตแซน ลิกนิน เถ้า อ่ืน ๆ 

3.24 200oC, 2 นาที 69.43 50.69 c 15.73a 24.41c 0.68 8.49 
3.54 210oC, 2 นาที 61.19 55.51 b 9.81b 26.28b 0.40 8.00 
3.55 200oC, 4 นาที 64.39 56.03 b 8.17b 26.74b 0.52 8.54 
3.72 200oC, 6 นาที 63.26 57.04 a,b 4.48c 28.80a 0.39 9.29 
3.84 210oC, 4 นาที 65.68 58.83a 4.03c 27.12b 0.34 9.68 
4.02 210oC, 6 นาที 62.96 56.53b 2.84c 26.47b 0.27 13.89 
 
หมายเหตุ  a,b,c: กลุ่มตัวอย่างทดลองที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

ในขั้นตอนการสกัดด้วยน้้าร้อนมีวัตถุประสงค์เพื่อก้าจัดน้้าตาลโมโน, โอลิโกแซ็กคาไรด์ 
และสารต่าง ๆ ที่ตกค้างในเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจาการระเบิดด้วยไอน้้าออกเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการสกัดด้วยด่างในขั้นตอนต่อไป ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อหลัง
การสกัดด้วยน้้าร้อนแสดงดังตารางที่ 13 พบว่าสัดส่วนของเพนโตแซนลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับเยื่อ
หลังการระเบิดด้วยไอน้้า เนื่องจากน้้าร้อนและระดับความรุนแรง (severity factor) มีคุณสมบัติใน
การละลายน้้าตาล 5 คาร์บอนที่ยังเหลืออยู่ในเยื่อ สัดส่วนของเซลลูโลสเพิ่มขึ้น และสัดส่วน      
ลิกนินบางสภาวะลดลง 
 

จากการระเบิดด้วยไอน้้าและการสกัดด้วยน้้าร้อนพบว่าสัดส่วนของเพนโตแซนต่้าที่สุดคือ 
2.84 เปอร์เซ็นต์ที่ความรุนแรง 4.02 โดยสัดส่วนเซลลูโลสสูงที่สุดคือ 58.83เปอร์เซ็นต์ที่ความ
รุนแรง 3.84 และสัดส่วนลิกนินต่้าที่สุดคือ 24.41 เปอร์เซ็นต์ที่ความรุนแรง 3.24 ซึ่งสภาวะที่มีความ
เหมาะของการน้าไปใช้อยู่คนละสภาวะกันจึงมีความจ้าเป็นต้องเลือกสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้การ
ค้านวณความแตกต่างทางสถิติซึ่งบ่งบอกถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)  
 
 เมื่อค้านวณทางสถิติเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม (ภาพผนวกที่ ค1-ค3) จากตารางที่ 13 โดย
เลือกผลจากเพนโตแซนที่ลดลงเป็นหลัก และใช้สัดส่วนของเซลลูโลสและลิกนินเป็นส่วนประกอบ 
พบว่าค่าสัดส่วนของเพนโตแซนที่น้อยที่สุดอยู่ในกลุ่มของความรุนแรง 3.72, 3.84 และ 4.02 ค่า
สัดส่วนเซลลูโลสสูงที่สุดคือ ความรุนแรง 3.84 และสัดส่วนลิกนินต่้าที่สุดคือ 3.24 แสดงให้เห็นว่า
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สภาวะที่มีสัดส่วนเพนโตแซนต่้าที่สุด และมีสัดส่วนเซลลูโลสสูงที่สุดมีความสัมพันธ์กัน จึงเลือก
สภาวะความรุนแรง 3.84 คือสภาวะของการระเบิดด้วยไอน้้าอุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส เวลา 4 
นาที เป็นสภาวะที่เหมาะสมในการพรีทรีตเมนต์ขั้นต้นเพื่อก้าจัดเฮมิเซลลูโลสออกจากชิ้นล้าต้น
ปาล์มน้้ามัน โดยมีประสิทธิภาพท้าให้เพนโตแซนลดลง 87.37% (จาก 29.53% เป็น 4.03% ) พบว่า
ค่าเปอร์เซ็นตผ์ลได้ของเยื่อหลังจากการสกัดด้วยน้้าร้อนมีค่าในช่วงระหว่าง 61-69 เปอร์เซ็นต ์
 
3.  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการสกัดด้วยด่างของเย่ือล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยน้้าร้อน ออกแบบการทดลองโดยวิธีทะกุจิ 
  
 ขั้นตอนการสกัดด้วยด่างมีวัตถุประสงค์หลักเพื่อก้าจัดลิกนินออกจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
อีกทั้งท้าให้โครงสร้างของเยื่อเกิดการขยายตัวเป็นผลดีต่อการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ (Kim et al., 
2003) หลังจากการระเบิดด้วยไอน้้า และสกัดด้วยน้้าร้อน แล้วผ่านการสกัดด้วยด่าง ณ สภาวะต่าง ๆ 
ภายใต้สภาวะการทดลองทั้ง 9 ชุดการทดลอง ซึ่งออกแบบการทดลองโดยวิธีทะกุจิ (ตารางที่ 9 ) 
เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน ได้ผลดังตารางที่ 14 
 
 เนื่องจากวัตถุประสงค์ของการสกัดด้วยด่างคือการก้าจัดลิกนินออกให้มีสัดส่วนของ
เซลลูโลสเพิ่มขึ้น การวิเคราะห์ผลการทดลองจึงใช้ค่าสัดส่วนเซลลูโลส และลิกนิน เป็นพารามิเตอร์
หลัก เพนโตแซนเป็นพารามิเตอร์รอง ซึ่งการวิเคราะห์ผลจะแบ่งออกเป็น 1) การหาอิทธิพลของแต่
ละปัจจัยที่ส่งผลต่อสัดส่วนเซลลูโลส, ลิกนิน และเพนโตแซน 2) การหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
สกัดด้วยด่าง 3) การประมาณค่าสัดส่วนเซลลูโลส และลิกนิน ที่ได้จากการสกัดด้วยด่างที่สภาวะที่
เหมาะสม 
 
 3.1  การหาค่าอิทธิพลของแต่ละปัจจัยที่ส่งผลต่อสัดส่วนเซลลูโลส, ลิกนิน และเพนโต   
แซนของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 

การหาอิทธิพลของแต่ละปัจจัยและระดับที่ส่งผลต่อองค์ประกอบทางเคมี ซึ่งเป็นค่าที่
สามารถบอกได้ว่าปัจจัยที่ใช้ในการทดลองใดมีผลต่อการสกัดด้วยด่าง และมีอิทธิพลมากหรือน้อย 
ดังตารางที่ 15, 16 และ 17 
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ตารางท่ี 14  ค่าสัดส่วนองค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่สกัดด้วยด่าง ณ สภาวะที่ 
แตกต่างกัน 

 
การทดลอง ผลได้เยื่อ องค์ประกอบทางเคมี (เปอร์เซ็นต์ น้้าหนักแห้ง) 

เซลลูโลส ลิกนิน เพนโตแซน เถ้า อ่ืน ๆ 
1 25.07 79.92 7.03 3.04 0.74 9.27 
2 24.37 86.67 7.34 3.00 0.62 2.37 
3 22.74 87.61 6.63 3.00 0.64 2.12 
4 25.52 81.21 8.82 2.19 0.89 6.89 
5 23.53 84.40 9.36 2.27 0.69 4.19 
6 23.66 82.31 8.89 2.28 0.78 5.74 
7 22.51 83.28 9.68 1.91 1.06 4.07 
8 24.49 84.24 11.03 2.08 0.84 1.81 
9 22.49 83.08 9.25 1.72 0.83 5.01 

 
หมายเหตุ  ระดับของปัจจัยในแต่ละชุดการทดลองแสดงในตารางที่ 9 
 

นอกจากนี้การวิเคราะห์ความแปรปรวนยังสามารถบอกได้ถึงระดับความเชื่อมั่นของ
ปัจจัยการทดลองที่มีต่อการสกัดด้วยด่าง สามารถหาได้จากการวิ เคราะห์ความแปรปรวน 
(ANOVA) โดยจะแสดงถึงร้อยละอิทธิพลของปัจจัยการทดลอง (Percent contribution) ที่มีผลต่อ
การสกัดด้วยด่าง ได้ผลการวิเคราะห์สรุปดังตารางที่ 18, 19 และ 20 
 

เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์อิทธิพลของแต่ละปัจจัยในเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันในตารางที่ 
15, 16 และ 17 พบว่าปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเพิ่มสัดส่วนเซลลูโลสสูงที่สุดคือ อุณหภูมิ  (44.56 
เปอร์เซ็นต์) ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อเซลลูโลสน้อยที่สุดคือ ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์  (18.95 
เปอร์เซ็นต์) ส่วนปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการลดสัดส่วนของลิกนินและเพนโตแซนสูงที่สุดคือ ความ
เข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ (69.21และ 68.69 เปอร์เซ็นต์) ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อลิกนินน้อยที่สุดคือ 
เวลาการสกัด (9.29 เปอร์เซ็นต)์ และปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อเพนโตแซนน้อยที่สุดคือ อุณหภูมิการสกัด 
(14.25 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งจากตารางอิทธิพลหลักสามารถบอกได้ปัจจัยและระดับที่ดีสุดด้วย เช่น จาก
ตารางที่ 15 อิทธิพลหลักที่มีผลต่อเซลลูโลสมากที่สุดคือ ปัจจัยของอุณหภูมิที่ ระดับที่ 2 (80 องศา
เซลเซียส) 
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ตารางท่ี 15  อิทธิพลหลักของแต่ละปัจจัยที่มีผลต่อสัดส่วนเซลลูโลสของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่
สกัดด้วยด่าง 

 
สัดส่วนเซลลูโลส (เปอร์เซ็นต)์ 
ปัจจัย ระดับ ค่าอิทธิพล

หลัก1 

ค่าร้อยละ 
อิทธิพลหลัก2 1 2 3 

ความเข้มข้นโซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ (เปอร์เซ็นต์) 38.553 38.376 38.436 0.176 18.945 
อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) 38.218 38.632 38.516 0.414 44.564 
เวลา (นาที) 38.291 38.446 38.630 0.339 36.491 
 
หมายเหตุ  1 ผลต่างของค่าต่้าสุดและค่าสูงสุด 

2 การค้านวณแสดงในภาคผนวก ข 
 
ตารางท่ี 16  อิทธิพลหลักของแต่ละปัจจัยที่มีผลต่อสัดส่วนลิกนินของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่สกัด

ด้วยด่าง 
 
สัดส่วนลิกนิน (เปอร์เซ็นต)์ 
ปัจจัย ระดับ ค่าอิทธิพล

หลัก1 

ค่าร้อยละ 
อิทธิพลหลัก2 1 2 3 

ความเข้มข้นโซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ (เปอร์เซ็นต์) 

 
-16.902 

 
-19.110 

 
-19.970 

 
3.068 

 
69.208 

อุณหภมู ิ(องศาเซลเซียส) -18.538 -19.199 -18.246 0.953 21.498 
เวลา (นาที) -18.931 -18.5190 -18.532 0.412 9.294 
 
หมายเหตุ  1 ผลต่างของค่าต่้าสุดและค่าสูงสุด 

2 การค้านวณแสดงในภาคผนวก ข 
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ตารางท่ี 17  อิทธิพลหลักของแต่ละปัจจัยที่มีผลต่อสัดส่วนเพนโตแซนของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่
สกัดด้วยด่าง 

 
สัดส่วนเพนโตแซน (เปอร์เซ็นต์) 

ปัจจัย 
ระดับ ค่าอิทธิพล

หลัก1 

ค่าร้อยละ 
อิทธิพลหลัก2 1 2 3 

ความเข้มข้นโซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ (เปอร์เซ็นต์) 

 
-9.576 

 
-7.041 

 
-5.884 

 
3.692 

 
68.688 

อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) -7.362 -7.953 -7.187 0.766 14.251 
เวลา (นาที) -7.992 -7.075 -7.434 0.917 17.060 
 
หมายเหตุ  1 ผลต่างของค่าต่้าสุดและค่าสูงสุด 

2 การค้านวณแสดงในภาคผนวก ข 
 

ตารางท่ี 18  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการเพิ่มสัดส่วนเซลลูโลสของเยื่อล้าต้น  
ปาล์มน้้ามัน 

 
Factor DOF SS V F S' Percent 

contribution 
(%) 

Confidence 
(%) 

Significant 
 

NaOH (%) 2 0.048 0.024 1.076 0.003 0.633 51.83 - 
Temperature 
(oC) 

2 0.272 0.136 6.080 0.227 42.122 85.88 - 

Time (min) 2 0.175 0.087 3.904 0.130 33.164 79.61 - 
Other Error 2 0.044 0.022   33.164   
Total 8 0.540    100   
 
หมายเหตุ  การค้านวณแสดงในภาคผนวก ข 
 



60 

 

ตารางท่ี 19  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการลดสัดส่วนลิกนินของเยื่อล้าต้นปาล์ม
น้้ามัน 

 
Factor DOF SS V F S' Percent 

contribution 
(%) 

Confidence 
(%) 

Significant 

NaOH (%) 2 15.027 7.513 359.184 14.985 89.037 99.72 ** 
Temperature 
(oC) 

2 1.431 0.715 34.211 1.389 8.255 97.16 * 

Time (min) 2 0.330 0.165 7.890 0.288 1.712 88.75 - 
Other Error 2 0.041 0.020   0.996   
Total 8 16.83    100   
 
หมายเหตุ  * (p<0.05), ** (p<0.01) 
                  การค้านวณแสดงในภาคผนวก ข 
 

เมื่อพิจารณาค่าร้อยละอิทธิพล (Percent contribution) แต่ละปัจจัย จากผลการวิเคราะห์ 
ANOVA ในตารางที่ 18, 19 และ 20 พบว่า อุณหภูมิ มีค่าร้อยละอิทธิพลของเพิ่มสัดส่วนเซลลูโลส
สูงสุด คือ 42.12 เปอร์เซ็นต์ เมื่อพิจารณาจากระดับความเชื่อมั่นพบว่า อุณหภูมิไม่มีอิทธิพลต่อการ
เพิ่มขึ้นของสัดส่วนเซลลูโลสอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) แสดงว่าการสกัดด้วยด่างของเยื่อล้าต้น
ปาล์มน้้ามันส่งผลในส่วนของเซลลูโลสน้อยแต่พบว่าอุณหภูมิมีอิทธิพลต่อการลดลงของสัดส่วน
ลิกนินอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ มีค่าร้อยละอิทธิพลของการลด
สัดส่วนลิกนินและเพนโตแซนสูงสุด คือ 89.04 และ 85.70 เปอร์เซ็นต์ เมื่อพิจารณาจากระดับความ
เชื่อมั่น พบว่าความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์มีอิทธิพลต่อการลดลงของสัดส่วนลิกนินอย่างมี
นัยส้าคัญ (p<0.01) และการลดลงของเพนโตแซนอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) จากผลการวิเคราะห์
พบว่าความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์มีผลต่อการลดลงของสัดส่วนลิกนินและเพนโตแซนมาก
ที่สุด แต่มีผลน้อยต่อการเพิ่มขึ้นสัดส่วนเซลลูโลส สอดคล้องกับคุณสมบัติของแอลฟาเซลลูโลสที่
ไม่ละลายในโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 17.5 เปอร์เซ็นต์ (วรณี และวิชัย, 2546) 
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ตารางท่ี 20  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการลดสัดส่วนเพนโตแซนของเยื่อล้าต้น
ปาล์มน้้ามัน 

 
Factor DOF SS V F S' Percent 

contribution 
(%) 

Confidence 
(%) 

Significant 

NaOH (%) 2 21.389 10.694 35.136 20.78 85.702 97.230 * 
Temperature 
(oC) 

2 0.966 0.483 1.588 0.358 1.477 61.360 - 

Time (min) 2 0.282 0.641 2.106 0.673 2.777 67.800 - 
Other Error 2 0.608 0.304   10.044   
Total 8 24.247    100   
 
หมายเหตุ  * (p<0.05) 
                   การค้านวณแสดงในภาคผนวก ข 

 
 การพรีทรีตเมนต์ด้วยการสกัดด้วยด่างมีอิทธิพลต่อการลดลงของลิกนินและเพนโตแซน 
อย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) แต่พบว่าไม่มีอิทธิพลต่อการเพิ่มขึ้นของเซลลูโลสอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) เพราะจุดประสงค์ของการสกัดด้วยด่างคือการก้าจัดลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส ซึ่ง Kim et 
al. (2003) ท้าการพรีทรีตเมนต์ชีวมวลโดยใช้แอมโมเนียไหลผ่านพบว่าสามารถลดปริมาณเฮมิ
เซลลูโลสลง 50 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่ท้าให้เซลลูโลสเกิดการสลายตัว สอดคล้องกับงานวิจัยนี้ 
 
 3.2  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดด้วยด่างของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 

หลักในการหาสภาวะที่เหมาะสมโดยวิธีทะกุจิแบ่งประเภทของการทดลองออกเป็น 3 
ประเภท คือ The Smaller is better, The Nominal  is better และ The Bigger is better ซึ่งการทดลอง
นี้จัดอยู่ในทั้งประเภท The Bigger is better (B) และ The Smaller is better (S) โดยต้องการสัดส่วน
เซลลูโลสสูงสุดจึงใช้ประเภท The Bigger is better อีกด้าน ต้องการสัดส่วนลิกนิน เฮมิเซลลูโลส 
ต่้าสุด จึงใช้ประเภท The Smaller is better การทดลองครั้งนี้สนใจที่ค่าสัดส่วนเซลลูโลสสูงสุด และ
สัดส่วนลิกนินต่้าสุด จึงต้องหาสภาวะที่ให้ได้สัดส่วนดังกล่าว 
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น้าค่าสัดส่วนเซลลูโลส, ลิกนิน และเพนโตแซน ของ 9 ชุดการทดลอง การทดลองละ 3 ซ้้า 
หาค่าอัตราส่วน Signal-to-Noise (S/N-Ratio) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการทดลอง การ
ค้านวณหาค่าอัตราส่วน S/N แสดงในภาคผนวก ข โดยน้าอัตรา S/N มาค้านวณร้อยละอิทธิพลหลัก
ของปัจจัยของการทดลองในแต่ละระดับการทดลอง ซึ่งสรุปผลดังตารางที่ 21 
  

น้าอัตราส่วน S/N จากตารางที่ 21 เขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วน S/N 
กับปัจจัยของการทดลองในแต่ละระดับ เพื่อหาสภาวะที่ เหมาะสมต่อการสกัดด้วยด่าง โดย
อัตราส่วน S/N มีความสัมพันธ์กับผลการทดลองคือ การทดลองที่มีค่าสัดส่วนเซลลูโลสสูง ท้าให้
การทดลองนั้นมีอัตราส่วน S/N สูงด้วย เนื่องจากเป็นการออกแบบการทดลองแบบ QC=B (Bigger 
is better) การทดลองที่มีการลดสัดส่วนของลิกนินและเพนโตแซน ท้าให้การทดลองนั้นมี
อัตราส่วน S/N ต่้า เนื่องจากเป็นการออกแบบการทดลองแบบ QC=S (Smaller is better) ผลแสดง
ดังภาพที่ 18, 19 และ 20 
 
 จากภาพที่ 18, 19 และ 20 การพิจารณาระดับของแต่ละปัจจัยที่มีอัตราส่วน S/N สูงสุด 
แสดงว่าเป็นสภาวะที่ดีที่สุด 3 สภาวะ คือ สภาวะที่ท้าให้สัดส่วนเซลลูโลสสูงสุด และสภาวะที่ท้า
ให้สัดส่วนลิกนิน และเพนโตแซนต้่าสุด จากการพรีทรีตเมนต์ขั้นต้นด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าท้าให้
สัดส่วนของเพนโตแซนลดลงอย่างมาก อีกทั้งการพรีทรีตเมนต์ด้วยการสกัดด่างมีจุดประสงค์เพื่อ
ก้าจัดลิกนินซึ่งท้าให้สัดส่วนของเซลลูโลสเพิ่มขึ้น จึงพิจารณาเลือกสภาวะที่ให้เซลลูโลสสูงสุด 
และท้าให้ลิกนินเหลือน้อยที่สุดเพียงสภาวะเดียว 
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ตารางท่ี 21  สรุปค่าสัดส่วน S/N ของค่าสัดส่วนเซลลูโลส ลิกนิน และเพนโตแซน จากการทดลองทั้ง 9 ชุดการทดลอง ของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการ
สกัดด้วยด่าง 

 
ชุดการ
ทดลอง 

สัดส่วนเซลลูโลส  (เปอร์เซ็นต์) สัดส่วนลิกนิน  (เปอร์เซ็นต์) สัดส่วนเพนโตแซน  (เปอร์เซ็นต์) 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 

2 
คร้ังที่ 

3 
อัตราส่วน S/N 

(เดซิเบล) 
คร้ังที่ 

1 
คร้ังที่ 

2 
คร้ังที่ 

3 
อัตราส่วน S/N 

(เดซิเบล) 
คร้ังที่ 

1 
คร้ังที่  

2 
คร้ังที่ 

3 
อัตราส่วน S/N 

(เดซิเบล) 
1 80.64 79.99 79.13 38.052 6.40 7.11 7.58 -16.960 3.13 2.96 3.02 -9.650 
2 86.5 86.73 86.78 38.757 7.46 7.20 7.35 -17.311 2.94 3.03 3.02 -9.534 
3 87.99 87.63 87.22 38.851 6.75 6.55 6.60 -16.436 2.96 3.03 3.01 -9.543 
4 81.84 80.78 81.01 38.191 8.17 8.80 9.48 -18.923 2.12 2.23 2.23 -6.825 
5 85.6 85.74 84.87 38.629 9.44 9.15 9.50 -19.43 2.36 2.08 2.38 -7.149 
6 82.31 82.67 81.96 38.309 9.00 8.82 8.85 -18.979 2.33 2.17 2.33 -7.151 
7 83.2 83.65 82.99 38.41 9.50 9.22 10.33 -19.731 1.95 1.95 1.82 -5.610 
8 83.85 84.4 84.47 38.51 11.65 10.72 10.71 -20.856 2.26 2.21 2.38 -7.176 
9 82.63 83.31 83.29 38.389 9.18 9.36 9.21 -19.324 2.16 1.63 1.37 -4.866 

63 
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Factors and levels

A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3

S/N
 ra

tio
s (

dB
)

38.1

38.2

38.3

38.4

38.5

38.6

 
 

ภาพท่ี 18  ค่าอัตราส่วน S/N ของปัจจัยต่าง ๆ ในแต่ละระดับที่มีผลต่อการเพิ่มสัดส่วนเซลลูโลส
ของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 

Factors and levels

A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3

S/N
 ra

tio
s (

dB
)

-20.5

-20.0

-19.5

-19.0

-18.5

-18.0

-17.5

-17.0

-16.5

 
 

ภาพท่ี 19  ค่าอัตราส่วน S/N ของปัจจัยต่าง ๆ ในแต่ละระดับที่มีผลต่อการลดสัดส่วนลิกนินของเยื่อ
ล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
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Factors and levels

A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3

S/N
 ra

tio
s (

dB
)

-10

-9

-8

-7

-6

-5

 
 
ภาพท่ี 20  ค่าอัตราส่วน S/N ของปัจจัยต่าง ๆ ในแต่ละระดับที่มีผลต่อการลดสัดส่วนเพนโตแซน 

ของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 
 จากภาพที่ 18 และ 19 พิจารณาปัจจัยแต่ละระดับที่มีอัตราส่วน S/N สูงสุดของการเพิ่ม
สัดส่วนเซลลูโลส และลดสัดส่วนลิกนินในเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน พบว่าปัจจัยความเข้มข้นของ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (A) ทั้งสองสภาวะมีระดับเดียวกัน แต่พบว่าอุณหภูมิ (B) และเวลา (C) มี
ความแตกต่างกัน สรุปสภาวะที่เหมาะสมได้ดังตารางที่ 22 
 
 จากตารางที่ 22 พิจารณาชุดการทดลอง A และ B เป็นสภาวะที่ไม่ได้อยู่ในการทดลองซึ่ง
ข้อแตกต่างของสภาวะทั้งสองคือ อุณหภูมิและเวลา โดยชุดการทดลอง A สภาวะของอุณหภูมิต่้า 
(80 องศาเซลเซียส) และเวลายาวนาน (90 นาที) ชุดการทดลอง B สภาวะของอุณหภูมิสูง (90 องศา
เซลเซียส) และเวลาสั้น (60 นาที) ซึ่งผลการหาสภาวะที่เหมาะสมสอดคล้องกับการทดลองของ 
Yang et al. (2007) ได้ศึกษาการสลายตัวของชีวมวลพบว่าลิกนินสลายตัวได้ยากต้องใช้อุณหภูมิใน
การท้าปฏิกิริยาสูงกว่าเซลลูโลส ที่สภาวะของชุดการทดลอง A จึงเป็นผลให้เส้นใยเซลลูโลสถูก
ท้าลายน้อยจากการใช้อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ท้าให้สัดส่วนเซลลูโลสสูง และสภาวะของชุดการ
ทดลอง B เป็นผลให้ลิกนินถูกก้าจัดได้มากเนื่องจากใช้อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ท้าให้สัดส่วน
ลิกนินลดลงมาก 
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ตารางท่ี 22  สรุปสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดด้วยด่างของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันค้านวณโดย 
 วิธีทะกุจิ  
 
ปัจจัยการทดลอง ระดับการทดลอง สภาวะ 
ชุดการทดลอง A 
ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ (เปอร์เซ็นต์) 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
เวลา (นาที) 

 
1 
2 
3 

 
15 
80 
90 

ชุดการทดลอง B 
ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ (เปอร์เซ็นต์) 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
เวลา (นาที) 

 
1 
3 
2 

 
15 
90 
60 

 
หมายเหตุ   ชุดการทดลอง A คือ สภาวะการสกัดด้วยด่างที่ให้ค่าสัดส่วนเซลลูโลสสูงสุดของเยื่อล้า 

ต้นปาล์มน้้ามัน 
                  ชุดการทดลอง B คือ สภาวะการสกัดด้วยด่างที่ให้ค่าสัดส่วนลิกนินต่้าสุดของเยื่อล้าต้น

ปาล์มน้้ามัน 
 
 3.3  การประมาณค่าสัดส่วนเซลลูโลส และลิกนินของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 

การประมาณค่าของชุดการทดลอง A และ B เพื่อหาสัดส่วนเซลลูโลสและลิกนินด้วย
วิธีทะกุจิ ท้าการยืนยันผลเพื่อหาองค์ประกอบทางเคมีจากสภาวะดังกล่าว ดังตารางที่ 23 และ
เปรียบเทียบค่าสัดส่วนเซลลูโลสและลิกนินจากการประมาณค่าและการยืนยันผลการทดลองดัง
ตารางที่ 24 
 
 
 
 
 
 



67 

 

ตารางท่ี 23  องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันจากการทดลองยืนยันผลของชุดการ
ทดลอง A และ B โดยวิธีทะกุจิ 

 

 
หมายเหตุ   ชุดการทดลอง A คือ สภาวะการสกัดด้วยด่างที่ให้ค่าสัดส่วนเซลลูโลสสูงสุดของเยื่อล้า 

ต้นปาล์มน้้ามัน 
                  ชุดการทดลอง B คือ สภาวะการสกัดด้วยด่างที่ให้ค่าสัดส่วนลิกนินต่้าสุดของเยื่อล้าต้น

ปาล์มน้้ามัน 
 
ตารางท่ี 24  ค่าสัดส่วนเซลลูโลสและลิกนินที่ได้จากการเปรียบเทียบการประมาณค่าและจากการ

ยืนยันผลการทดลองของการสกัดด่างด้วยสภาวะที่เหมาะสมโดยวิธีทะกุจิ 
 
สภาวะการทดลอง ค่าประมาณ ยืนยันผลทดลอง 
สัดส่วนเซลลูโลสสูงสุด (ชุดการทดลอง A) 
สัดส่วนลิกนินต่้าที่สุด (ชุดการทดลอง B) 

88.12 เปอร์เซ็นต์ 
6.57 เปอร์เซ็นต์ 

87.89 เปอร์เซ็นต์ 
6.13 เปอร์เซ็นต์ 

 
 เมื่อพิจารณาสภาวะที่เหมาะสมของการสกัดด้วยด่างจากสองชุดการทดลองจากสัดส่วน
ของเซลลูโลสและลิกนิน โดยพบว่าสัดส่วนเซลลูโลสชุดการทดลอง A (88.12 เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูง
กว่าชุดการทดลอง B (87.14 เปอร์เซ็นต)์ 0.75 เปอร์เซ็นต์ และสัดส่วนลิกนินชุดการทดลอง A (7.53 
เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูงกว่าชุดการทดลอง B (6.13 เปอร์เซ็นต์) 1.40 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลอง
พบว่าค่าสัดส่วนของเซลลูโลสทั้งสองชุดการทดลองมีความแตกต่างกันน้อยมาก อีกทั้ง หากมี
สัดส่วนลิกนินในปริมาณมากยังท้าให้กิจกรรมเอนไซม์ต่้าลง โดยปริมาณลิกนินลดลงจะท้าให้
ผลได้ของน้้าตาลในการหมักเพิ่มขึ้น (Dien et al., 2009) เพราะฉะนั้นผู้ท้าวิจัยจึงให้ความส้าคัญกับ
การลดสัดส่วนของลิกนินในชุดการทดลอง B มากกว่าชุดการทดลอง A 

สภาวะ องค์ประกอบทางเคมี (เปอร์เซ็นต์ น้้าหนักแห้ง) 
เซลลูโลส ลิกนิน เพนโตแซน เถ้า อ่ืน ๆ 

ชุดการทดลอง A 87.89 7.53 1.29 0.81 2.48 
ชุดการทดลอง B 87.14 6.13 1.40 0.75 4.58 
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ภาพท่ี 21  ผลได้เยื่อและองค์ประกอบทางเคมีของชิ้นและเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่เปลี่ยนแปลง

หลังจากการพรีทรีตเมนต์ขั้นตอนการระเบิดด้วยไอน้้า , สกัดด้วยน้้าร้อน และสกัดด้วย
ด่าง 

 (สัญลักษณ์ , ,  และ  แสดงผลได้เยื่อ, สัดส่วนเซลลูโลส, ลิกนิน และเพนโต
แซน ตามล้าดับ) 

 
 จากภาพที่ 21 พบว่าผลได้เยื่อลดลงมากที่สุด 2 ช่วงคือ ช่วงการระเบิดด้วยไอน้้า และการ
สกัดด้วยด่าง แสดงว่าการพรีทรีตเมนต์ทั้งสองวิธีมีความรุนแรงจนผลได้เยื่อลดลงอย่างเห็นได้
ชัดเจน ซึ่งการลดลงของผลได้เยื่อจะสัมพันธ์กับสัดส่วนองค์ประกอบทางเคมีล้าต้นปาล์มน้้ามัน ซึ่ง
จะต้องมององค์ประกอบในรูปสัดส่วน เมื่อสัดส่วนใดลดลง ก็จะท้าให้สัดส่วนอ่ืนเพิ่มขึ้นมาแทนที่ 
 
 ขั้นตอนการระเบิดด้วยไอน้้าท้าให้สัดส่วนเพนโตแซนลดลงอย่างชัดเจนเนื่องจากเป็น
โครงสร้างที่ถูกท้าลายได้ง่ายที่สุดซึ่งส่วนหนึ่งจะเปลี่ยนรูปเป็นน้้าตาลมอโน, โอลิโกแซ็กคาไรด์,   
เฟอร์ฟรูอล และ5-ไฮดรอกซีเมทิล-เฟอร์ฟูรอล เป็นผลให้สัดส่วนลิกนินเพิ่มขึ้นเนื่องจากโครงสร้าง
ลิกนินเป็นโครงสร้างที่แข็งแรงที่สุด ความร้อนและแรงดันในระดับต่้าไม่สามารถละลายลิกนินออก
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ไปได้ เซลลูโลสลดลงเล็กน้อยเนื่องจากเซลลูโลสถูกท้าลายได้ที่ความร้อนมากกว่า 100 องศา
เซลเซียส 
 
 ขั้นตอนการสกัดด้วยน้้าร้อนไม่มีผลกับลิกนินเนื่องจากลิกนินไม่มีการแตกสลายออกเมื่อ
ถูกความร้อนต่้า มีผลเล็กน้อยต่อเพนโตแซนเนื่องจากเฮมิเซลลูโลสที่ถูกท้าลายในขั้นตอนการ
ระเบิดด้วยไอน้้ายังสะสมอยู่ในเยื่อ เมื่อมีการสกัดด้วยน้้าร้อน สารที่สะสมในเยื่อจะถูกชะออกมาอยู่
ในรูปสารละลาย สัดส่วนเซลลูโลสจึงเพิ่มขึ้นมากเนื่องจากสัดส่วนของสารที่สะสมอยู่ในเยื่อได้ถูก
ชะออกไป สังเกตได้จากผลได้เยื่อที่ลดลงน้อย สัดส่วนลิกนินและเพนโตแซน เปลี่ยนแปลงไม่มาก 
 
 ขั้นตอนการสกัดด้วยด่างเป็นขั้นตอนที่มีความรุนแรงมากที่สุดสังเกตจากผลได้เยื่อที่ลดลง
มากที่สุด หรืออาจเป็นผลจากการพรีทรีตเมนต์ต่อจากการระเบิดด้วยไอน้้าท้าให้ประสิทธิภาพของ
ขั้นตอนนี้เพิ่มขึ้น สัดส่วนของลิกนินและเพนโตแซนลดลง เนื่องจากทั้งลิกนินและเฮมิเซลลูโลสมี
ความสามารถละลายได้ในสารละลายด่างรวมทั้งการใช้อุณหภูมิเป็นการเร่งปฏิกิริยาอีกด้วย เป็นผล
ให้เซลลูโลสเพิ่มขึ้นมากที่สุด 
 
ตารางท่ี 25  สรุปค่าสัดส่วนองค์ประกอบทางเคมีของชิ้นและเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการ 

พรีทรีตเมนต์ในสภาวะที่เหมาะสม 
 
ตัวอย่างปาล์มน้้ามัน ผลได้

เยื่อ 
องค์ประกอบทางเคมี (เปอร์เซ็นต์ น้้าหนักแห้ง) 

เซลลูโลส ลิกนิน เพนโตแซน เถ้า อ่ืน ๆ 
ชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 100.00 40.83 21.64 29.53 2.40 5.60 
เยื่อหลังการระเบิดด้วยไอน้้า 77.44 38.14 28.94 9.16 3.99 19.77 
เยื่อหลังการสกัดด้วยน้้าร้อน 65.68 58.83 27.12 4.03 0.34 9.68 
เยื่อหลังการสกัดด้วยด่าง 23.01 87.14 6.13 1.40 0.75 4.58 
 
หมายเหตุ  เยื่อหลังการระเบิดด้วยไอน้้าสภาวะอุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส เวลา 4 นาที 

เยื่อหลังการสกัดด้วยน้้าร้อนสภาวะอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที 
เยื่อหลังการสกัดด้วยด่างสภาวะ ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ 15 เปอร์เซ็นต์ โดย 
น้้าหนักต่อปริมาตร อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เวลา 60 นาที 
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จากตารางที่ 25 พบว่าองค์ประกอบทางเคมีของล้าต้นปาล์มน้้ามันมีการเปลี่ยนแปลงจาก
วัตถุดิบ การระเบิดด้วยไอน้้า การสกัดด้วยน้้าร้อน และการสกัดด้วยด่าง มีการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างในส่วนของแอลฟาเซลลูโลสเพิ่มขึ้นและลดลิกนินให้เหลือน้อยที่สุด โดยสัดส่วน
เซลลูโลสเพิ่มขึ้นจาก 40.83 เป็น 87.14 เปอร์เซ็นต์ สัดส่วนลิกนินลดลงจาก 21.64 เป็น 6.13
เปอร์เซ็นต์ เพนโตแซนลดลงจาก 29.53 เป็น 1.40 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็นประสิทธิภาพการเพิ่มขึ้นของ
สัดส่วนเซลลูโลส การลดลงของสัดส่วนลิกนินและเพนโตเซนเท่ากับ 53.14, 71.67 และ95.26 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ แต่จากการพรีทรีตเมนต์หลายขั้นตอนท้าให้ผลได้เยื่อลดลงเหลือ 23.01 
เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าการพรีทรีตเมนต์ร่วมกันระหว่างการระเบิดด้วยไอน้้าและการสกัดด้วย
ด่าง ท้าให้ล้าต้นปาล์มน้้ามันเป็นวัตถุดิบที่มีสัดส่วนของเซลลูโลสสูงเป็นการเพิ่มศักยภาพในการใช้
เป็นซับสเตรตส้าหรับการผลิตเอทานอล 
 
4.  การไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ 
  
 ขั้นตอนการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์เซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดสเป็นการทดสอบการ
ท้างานและบ่งบอกถึงกิจกรรมเอนไซม์ว่ามีความเหมาะสมต่อเยื่อชนิดนั้นๆหรือไม่ การได้น้้าตาล
จากการไฮโดรลิซิสของเอนไซม์ขึ้นอยู่กับลักษณะทางกายภาพของเยื่อ, ปริมาณเซลลูโลส, 
องค์ประกอบอ่ืนที่ขัดขวางและสารสารยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ เป็นต้น เพราะฉะนั้นขั้นตอน
ที่ส้าคัญขั้นแรกคือการพรีทรีตเมนต์ให้ได้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่มีโครงสร้างที่ง่ายต่อการเข้าท้า
ปฏิกิริยา และมีสัดส่วนเซลลูโลสสูง ท้าให้ผลิตกลูโคสได้ในปริมาณมากเพื่อให้เซลล์ใช้ในการเจริญ
และผลิตเอทานอลต่อไป 
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ภาพท่ี 22  ความเข้มข้นของกลูโคส, เซลโลไบโอส และไซโลส ระหว่างการใช้เอนไซม์ไฮโดรลิซิส
เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักต่อปริมาตร ที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วย
การระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง ที่พีเอช 4.8, อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเขย่า
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
(สัญลักษณ์ ,  และ  แสดงความเข้มข้นกลูโคส, เซลโลไบโอสและไซโลส
ตามล้าดับ) 
 

 ผลการทดลองไฮโดรลิซิสเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อ
ปริมาตร ที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน้้าและการสกัดด้วยด่าง ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส (Celluclast 1.5L) 
15 FPU ต่อกรัมซับสเตรต และบีตากลูโคซิเดส (Novozym 188) 15 IU ต่อกรัมซับสเตรต พีเอช 4.8
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยเติมอาหาร YP (เพปโทน 20 กรัมต่อลิตร และยีสต์สกัด 10 กรัมต่อ
ลิตร) เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ดังภาพที่ 22 พบว่ามีอัตราการผลิต
กลูโคสเพิ่มขึ้นในช่วงแรก และเมื่อเวลาผ่านไปอัตราการผลิตกลูโคสลดลงเร่ือย  ๆ เป็นผลมาจาก
การยับยั้งเอนไซม์ของน้้าตาลชนิดต่าง ๆ สอดคล้องกับการทดลองของ Garcia-Aparicio et al. 
(2006) ได้ไฮโดรลิซิสฟางข้าวบาเลย์ด้วยเอนไซม์หลังจากพรีทรีตเมนต์โดยการระเบิดด้วยไอน้้า
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พบว่ากลูโคสความเข้มข้น 15 กรัมต่อลิตรท้าให้อัตราการไฮโดรลิซิสลดลง 80 เปอร์เซ็นต์ และยัง
พบว่าเมื่อมีไซโลส, อะราบิโนส, กาแลกโตส และแมนโนสความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตรท้าให้อัตรา
การไฮโดรลิซิสลดลง 35, 13, 11.5 และ 5 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ หลังจากการย่อยด้วยเอนไซม์ที่
ชั่วโมง 96 ท้าให้เกิดกลูโคส 71.57 กรัมต่อลิตร เซลโลไบโอส 11.17 กรัมต่อลิตร และไซโลส 0.14 
กรัมต่อลิตร เหลือเยื่อหลังการย่อย 7.78 กรัมน้้าหนักแห้ง จากเยื่อเร่ิมต้น 30 กรัมน้้าหนักแห้ง 
ปริมาณเยื่อเหลือและเซลโลไบโอสที่ยังเหลืออยูในปริมาณมากแสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพของ
เอนไซม์ที่ลดลง 
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ภาพท่ี 23  เปอร์เซ็นต์ Digestibility ระหว่างการใช้เอนไซม์ไฮโดรลิซิสเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่าน
การพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนัก
แห้งต่อปริมาตร ที่พีเอช 4.8, อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 

 
 จากภาพที่ 23 พบว่าได้ค่า Digestibility เท่ากับ 88.51 เปอร์เซ็นต์, ผลได้กลูโคส (YP/S) 
เท่ากับ 0.75 กรัมกลูโคสต่อกรัมเซลลูโลส และอัตราการเกิดกลูโคส (QP) เท่ากับ 0.74 กรัมต่อลิตร 
ชั่วโมง เมื่อปรียบเทียบผลการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์กับ Jung et al. (2011) ที่ใช้ล้าต้นปาล์มน้้ามัน
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เป็นวัตถุดิบและพรีทรีตเมนต์โดยใช้แอมโมเนียเหลว (SAA) พบว่ามีค่าการย่อยด้วยเอนไซม์เท่ากับ 
61.2 เปอร์เซ็นต์ซึ่งมีค่าต่้ากว่างานวิจัยนี้ แสดงให้เห็นว่าเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยด่างมีความเหมาะสมเป็นซับสเตรตในการหมักเพราะไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ได้
ง่ายและให้กลูโคสปริมาณสูง 
 
5.  อิทธิพลของอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการย่อยและหมักพร้อมกัน 
 
 การผลิตเอทานอลโดยวิธีการย่อยและหมักพร้อมกัน (SSF) ในการทดลองนี้เป็นการหา 
สภาวะการท้างานร่วมกันระหว่างเอนไซม์และยีสต์ โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิด
ด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 40, 45 และ 50 
องศาเซลเซียส จากวนิดา (2553) พบว่าสภาวะการย่อยและหมักพร้อมกัน ที่ให้ปริมาณเอทานอล
สูงสุดของไม้ยูคาลิปตัส คือเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร และอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส ในการทดลองจึงพิจารณาคงปริมาณเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ และเห็นว่า Saccharomyces 
cerevisiae Sc90 จากองค์การสุรามีความสามารถในการทนอุณหภูมิจึงแปรผันอุณหภูมิดังกล่าว 
พบว่า S. cerevisiae สายพันธุ์ทั่วไปมีอัตราการเจริญดีที่สุดเมื่อใช้อุณหภูมิ 30-36 องศาเซลเซียสซึ่ง
ท้าให้มีอัตราการเจริญจ้าเพาะเท่ากับ 0.30 ใช้เอนไซม์เซลลูเลส (Celluclast 1.5L) 15 FPU ต่อกรัม
ซับสเตรต และบีตากลูโคซิเดส (Novozym 188) 15 IU ต่อกรัมซับสเตรต พีเอช 4.8 โดยเติมอาหาร 
YP (เพปโทน 20 กรัมต่อลิตร และยีสต์สกัด 10 กรัมต่อลิตร) เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ในกระบวนการผลิตเอทานอล ดังภาพที่ 24, 25 และ 26 
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ภาพท่ี 24  ความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และเซลล์ที่มีชีวิต ระหว่างการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร เชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8, เขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
(สัญลักษณ์ ,  และ  แสดงความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และจ้านวนเซลล์ที่มี
ชีวิต ตามล้าดับ) 

 
จากการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการ

ระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ดังภาพที่ 24 พบว่าใน
ระยะ 8 ชั่วโมงแรกอยู่ในระยะที่เซลล์ก้าลังปรับตัว เพราะมีปริมาณกลูโคสน้อย และอุณหภูมิไม่
เหมาะกับการเจริญ เซลล์จึงลดปริมาณลงเพื่อให้เพียงพอกับปริมาณกลูโคสที่มีอยู่อย่างจ้ากัด โดยยัง
มีการใช้กลูโคสและผลิตเอทานอลในปริมาณน้อย อีกทั้งลักษณะของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันมี
ลักษณะฟูซึ่งเป็นผลมาจากการพรีทรีตเมนต์ท้าให้โครงสร้างที่เชื่อมโยงข้าม (cross link) ของลิกโน
เซลลูโลสลดลง เกิดรูพรุนเพิ่มและการยึดจับของโครงสร้างน้อยลง และเกิดปัญหาทางกายภาพท้า
ให้การผสมกันของเอนไซม์และเยื่อเป็นไปได้ยากซึ่งสอดคล้องการทดลองของ Cara et al. (2007) 
จึงท้าให้ใช้เวลานานในการย่อยช่วงแรก แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ยังท้างานได้ไม่ดีพอที่จะผลิต
กลูโคสให้ได้ตามความต้องการ หลังจาก 8 ชั่วโมงพบว่าเซลล์มีการเจริญได้ดีขึ้น เอทานอลเร่ิมมีการ
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ผลิตออกมาอย่างต่อเน่ือง และกลูโคสถูกน้าไปใช้อย่างรวดเร็ว ซึ่งเอนไซม์เร่ิมผลิตกลูโคสไม่ทันใน
ชั่วโมงที่ 48 เป็นผลให้เซลล์เร่ิมลดลงและคงที่ พบว่ากลูโคสเกิดขึ้นตลอดระยะเวลา 96 ชั่วโมง 
เนื่องจากเซลล์ยังน้ากลูโคสไปใช้ในการผลิตเอทานอล แสดงว่าเอนไซม์ยังมีกิจกรรม เมื่อสิ้นสุด
การหมักพบว่าความเข้มข้นกลูโคส เอทานอล และเซลล์ที่มีชีวิต เท่ากับ 0.02, 44.25 กรัมต่อลิตร 
และ 1.50 × 1011 CFUต่อลิตร ตามล้าดับ เยื่อเหลือจากการหมักเท่ากับ 5.84 กรัมน้้าหนักแห้ง จากเยื่อ
เร่ิมต้น 30 กรัมน้้าหนักแห้ง 

 

 
 

ภาพท่ี 25  ความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และเซลล์ที่มีชีวิต ระหว่างการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียสโดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร เชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8, อุณหภูมิ เขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 
ชั่วโมง 
(สัญลักษณ์ ,  และ  แสดงความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และจ้านวนเซลล์ที่มี
ชีวิต ตามล้าดับ) 
 

จากการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการ
ระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ดังภาพที่ 25 พบว่าใน
ระยะ 10 ชั่วโมงแรกเซลล์อยู่ในระยะปรับตัว เนื่องจากมีกลูโคสน้อย และอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมกับ
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การเจริญ Reed and Peppler (1973) กล่าวว่าอุณหภูมิมีผลกระทบต่อเซลล์ยีสต์พบว่าที่อุณหภูมิ 43 
องศาเซลเซียสท้าให้ช่วงเวลาที่ยีสต์แบ่งตัวแบบทวีคูณ (exponential growth phase) เพิ่มขึ้นเป็น 8 
ชั่วโมง แสดงว่าอัตราการเจริญจ้าเพาะลดลงนั่นเอง หลังจาก 10 ชั่วโมง พบว่าเซลล์เจริญได้ดีขึ้น มี
การผลิตเอทานอลอย่างต่อเน่ือง และกลูโคสถูกน้าไปใช้อย่างรวดเร็ว ซึ่งเอนไซม์เร่ิมผลิตกลูโคสไม่
ทันในชั่วโมงที่ 36 เป็นผลให้เซลล์เร่ิมลดลงอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลล์เซียส
เป็นอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมกับการเจริญจึงท้าให้อัตราการเกิดน้อยกว่าการตาย พบว่ากลูโคสเกิดขึ้น
ตลอดระยะเวลา 96 ชั่วโมง เน่ืองจากเซลล์ยังน้ากลูโคสไปใช้ในการผลิตเอทานอล แสดงว่าเอนไซม์
ยังมีกิจกรรม เมื่อสิ้นสุดการหมักพบว่าความเข้มข้นกลูโคส เอทานอล และเซลล์ที่มีชีวิต เท่ากับ 
0.02, 44.00 กรัมต่อลิตร และ 1.98 × 109 CFUต่อลิตร ตามล้าดับ เยื่อเหลือจากการหมักเท่ากับ 4.03 
กรัมน้้าหนักแห้ง จากเยื่อเร่ิมต้น 30 กรัมน้้าหนักแห้ง 

 

 
 

ภาพท่ี 26  ความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และเซลล์ที่มีชีวิต ระหว่างการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร เชื้อยีสต์ S. cerevisiae 
Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8, เขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
(สัญลักษณ์ ,  และ  แสดงความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และจ้านวนเซลล์ที่มี
ชีวิต ตามล้าดับ) 
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 จากการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการ
ระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ดังภาพที่ 26 พบว่า
เซลล์ลดลงอย่างต่อเนื่องเพราะอุณหภูมิที่ใช้ในการหมักสูง  ไม่เหมาะแก่การเจริญของเซลล์ 
สอดคล้องกับ Rose and Harrison (1971) ปริมาณกลูโคสเพิ่มขึ้นเนื่องจากความสามารถในการใช้
กลูโคสลดลง เอทานอลมีปริมาณเพิ่มขึ้นจนกระทั่งถึงชั่วโมงที่ 48 เซลล์ไม่มีความสามารถผลิต     
เอทานอล และตายเกือบทั้งหมด พบว่ากลูโคสเกิดขึ้นตลอดระยะเวลา 96 ชั่วโมง เนื่องจากเซลล์ยัง
น้ากลูโคสไปใช้ในการผลิตเอทานอล แสดงว่าเอนไซม์ยังมีกิจกรรม เมื่อสิ้นสุดการหมักพบว่าความ
เข้มข้นกลูโคส เอทานอล และเซลล์ที่มีชีวิต เท่ากับ 29.74, 12.72 กรัมต่อลิตร และ 0.00 CFUต่อลิตร 
ตามล้าดับ เยื่อเหลือจากการหมักเท่ากับ 6.80 กรัมน้้าหนักแห้ง จากเยื่อเร่ิมต้น 30 กรัมน้้าหนักแห้ง 
 

 
 

ภาพท่ี 27  เปรียบเทียบความเข้มข้นของเอทานอลและกลูโคส ระหว่างการหมักแบบ SSF ที่
อุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีต
เมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อ
ปริมาตร เชื้อยีสต์ S. cerevisiae Sc90 และเอนไซม์ ที่พีเอช 4.8 เขย่าความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 

 (สัญลักษณ์ ,  และ  แสดงความเข้มข้นเอทานอลที่อุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศา
เซลเซียส ตามล้าดับ และ ,  และ  แสดงความเข้มข้นกลูโคสที่อุณหภูมิ 40, 45 
และ 50 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ) 
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 ภาพที่ 27 เปรียบเทียบผลการทดลองการแปรผันอุณหภูมิในการหมักแบบ SSF ของเยื่อ   
ล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง  10 เปอร์เซ็นต ์
โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส พบว่าความเข้มข้นเอทานอล
เมื่อสิ้นสุดการหมัก 44.25, 44.00 และ 12.72 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ การหมักที่ 40 องศาเซลเซียส
ให้ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุด แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญกับการหมักที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส ส่วนการหมักที่ 50 องศาเซลเซียส เซลล์ไม่มีความสามารถทนอุณหภูมิที่ 50 องศา
เซลเซียสได้เกิน 48 ชั่วโมงจึงท้าให้ความเข้มข้นของเอทานอลต่้า 
 
 จากการทดลองพบว่าการใช้เยื่อล้าต้นปาล์มในการทดลองเกิดช่วงการปรับตัวที่ยาวนาน (8-
10 ชั่วโมง) เป็นผลให้เชื้อเจริญช้าผลิตเอทานอลได้ช้า ซึ่งมีสาเหตุจากลักษณะทางกายภาพของเยื่อ
ล้าต้นปาล์มน้้ามันเองที่มีลักษณะเบาและฟูจึงท้าให้เกิดการดูดซับของเหลว เช่น น้้า อาหารเลี้ยงเชื้อ 
เอนไซม์ เป็นต้น เข้าไปอยู่ในเยื่อเป็นผลให้ช่วงแรกของการหมักมีของแข็งมาก ยากต่อการผสมโดย
เคร่ืองเขย่า เป็นผลให้ช่วงแรกของการหมักเกิดการปรับตัวโดยการย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อปลดปล่อย 
น้้าตาล และเปลี่ยนของแข็ง (เยื่อเซลลูโลส) ให้กลายเป็นของเหลว ซึ่งท้าให้ระบบการท้างานของ
เชื้อและเอนไซม์ท้างานได้ดีขึ้น 
 
6.  การพรีไฮโดรลิซิสก่อนการหมักการย่อยและหมักพร้อมกัน (Prehydrolysis and simultaneous 
saccharification and fermentation, PSSF) 
 

ระบบการท้างานแบบ PSSF มีลักษณะการท้างานคล้ายกับระบบ SSF ซึ่งจะไปปรับปรุงใน
กรณีที่เยื่อที่ใช้หมักมีปริมาณมากยากต่อการย่อยของเอนไซม์ ซึ่งอาจช่วยให้ระยะเวลาการปรับตัว
ของเซลล์น้อยลง ซึ่งจากการท้าลองใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อ
ปริมาตร ท้าการพรีไฮโดรลิซิสที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง และลดอุณหภูมิลง
เหลือ 40 องศาเซลเซียสแล้วเติมเซลล์ เร่ิมการหมักแบบ SSF  

 
 การการท้าพรีไฮโดรลิซิสที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วหมักแบบ 
SSF ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการ
ระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ดังภาพที่ 28 พบว่า
เซลล์เข้าสู่ระยะการปรับตัวใน 2 ชั่วโมงแรก หลังจากนั้นเซลล์เร่ิมเพิ่มจ้านวน ใช้น้้าตาลและผลิต  
เอทานอลอย่างต่อเนื่องชั่วโมงที่ 36 เซลล์เร่ิมคงที่ เอนไซม์ผลิตกลูโคสไม่พอกับความต้องการของ
เซลล์พบว่ากลูโคสเกิดขึ้นตลอดระยะเวลา 96 ชั่วโมง เนื่องจากเซลล์ยังน้ากลูโคสไปใช้ในการผลิต
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เอทานอล แสดงว่าเอนไซม์ยังมีกิจกรรม เมื่อสิ้นสุดการหมักพบว่าความเข้มข้นกลูโคส เอทานอล 
และเซลล์ที่มีชีวิต เท่ากับ 0.01, 31.22 กรัมต่อลิตร และ 2.12 × 1011 เซลล์ต่อลิตร ตามล้าดับ เยื่อ
เหลือจากการหมักเท่ากับ 5.65 กรัมน้้าหนักแห้ง จากเยื่อเร่ิมต้น 30 กรัมน้้าหนักแห้ง 
 

 
 

ภาพท่ี 28  ความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และเซลล์ที่มีชีวิต ระหว่างการหมักแบบ PSSF ที่
อุณหภูมิของการย่อย 50 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิของการหมัก 40 องศาเซลเซียส โดย
ใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วยด่าง 
10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร เชื้อยีสต์ S. cerevisiae Sc90 และเอนไซม์ ที่  
พีเอช 4.8, เขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
(สัญลักษณ์ ,  และ  แสดงความเข้มข้นเอทานอล, กลูโคส และจ้านวนเซลล์ที่มี
ชีวิต ตามล้าดับ) 

 
จากการทดลองพบว่าการหมักแบบ PSSF โดยใช้เยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อ

ปริมาตร ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ให้ความเข้มข้นเอทานอลต่้ากว่าการหมักแบบ SSF อาจเป็น
เพราะการหมักแบบ PSSF เซลล์สามารถน้ากลูโคสไปใช้ได้มากท้าให้ช่วงการปรับตัวของเซลล์ใน
ระบบ PSSF ใช้เวลาเพียง 2 ชั่วโมง ในขณะที่การหมักในระบบ SSF ใช้เวลาถึง 8 ชั่วโมงเพราะมี
น้้าตาลเร่ิมต้นน้อย  เมื่อการหมักแบบ PSSF เซลล์น้ากลูโคสไปใช้มากในการผลิตเซลล์ จึงเหลือ
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กลูโคสที่จะน้าไปใช้ผลิตเอทานอลน้อยกว่าการหมักแบบ SSF ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับ 
Manzanares et al. (2011) ได้เปรียบเทียบการหมักแบบ SSF และ PSSF ด้วยเยื่อไม้มะกอก 9 
เปอร์เซ็นต ์ผ่านการพรีทรีตเมนต์โดยวิธี Liquid hot water พบว่าการหมักแบบ SSF ให้ความเข้มข้น
ของเอทานอลสูงกว่า PSSF 30 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อเพิ่มเปอร์เซ็นต์เยื่อเป็น 23 เปอร์เซ็นต์ พบว่าการ
หมักแบบ PSSF ให้ความเข้มข้นเอทานอลสูงกว่า 77.17 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการหมักแบบ SSF 
เหมาะสมกับการหมักที่มีเยื่อปริมาณน้อย และการหมักแบบ PSSF เหมาะสมกับการหมักที่มี
ปริมาณเยื่อมาก 

 
ตารางท่ี 26  ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน  10 

เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ด้วยการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิต่าง ๆ และ
การหมักแบบ PSSF เมื่อสิ้นสุดการหมัก 

 
สภาวะ µ1 

(h-1) 
CP

2  
(g/L) 

QP 
(g/L h-1) 

YP/S
3 

(g/g) 
Theoretical ethanol yield4 

(%) 
SSF 40 องศาเซลเซียส 0.202 44.25 0.45 0.46 90.34 
SSF 45 องศาเซลเซียส 0.171 44.00 0.45 0.46 90.61 
SSF 50 องศาเซลเซียส 0.021 12.72 0.13 0.13 25.14 
PSSF 40 องศาเซลเซียส 0.209 31.22 0.28 0.32 63.29 
 
หมายเหตุ  1 การค้านวณโดยใช้ช่วงระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงดังนี้ การหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส: 8-18 ชั่วโมง, อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส: 10-24 ชั่วโมง, อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส: 6-10 ชั่วโมง และการหมักแบบ PSSF ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส: 16-
24 ชั่วโมง 

 2 ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุด 
 3 ผลได้เอทานอลต่อเซลลูโลสในเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน (โดยแทนเซลลูโลสด้วยน้้าตาล

กลูโคสจากการค้านวณ) 
 4 ผลได้เอทานอลเทียบกับทางทฤษฎี (เอทานอล 0.51 กรัมต่อกลูโคส 1 กรัม) 
 
 ผลการผลิตเอทานอลด้วยเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันในการหมักแบบ SSF และ PSSF สามารถ
สรุปค่าพารามิ เตอร์ทางจลนพลศาสตร์ดังตารางที่  26 เมื่อเปรียบเทียบค่าพารามิ เตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์ต่างๆ พบว่าการใช้ปริมาณเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ในการ
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หมักแบบ SSF พบว่า ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีการเจริญเติบโตของยีสต์ S. cerevisiae Sc90 ดี
ที่สุด โดยมีอัตราการเจริญจ้าเพาะ (µ) เท่ากับ 0.202 ต่อชั่วโมง เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่ใกล้เคียง
อุณหภูมิที่เหมาะกับการเจริญของยีสต์ที่สุด อุณหภูมิที่ใช้ในการหมักที่สูงขึ้นจะส่งผลต่อการท้างาน
ของเอนไซม์ให้ผลิตกลูโคสซึ่งเป็นอาหารของยีสต์ท้าให้ยีสต์อยู่รอดได้อีกทางหนึ่ง ซึ่งการใช้เยื่อ
ปริมาณสูง 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นทางออกของการทดลองนี้ พบว่าการหมักที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียสให้ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุด (CP) เท่ากับ 44.25 กรัมต่อลิตร คิดเป็นอัตราการผลิตเอทา
นอล (QP) เท่ากับ 0.45 กรัมต่อลิตร ชั่วโมง ผลได้เอทานอล (YP/S) เท่ากับ 0.46 กรัมเอทานอลต่อ
กรัมเซลลูโลส เมื่อเปรียบเทียบผลได้เอทานอลกับทางทฤษฎี (Theoretical ethanol yield) มีค่าเท่ากับ 
90.34 เปอร์เซ็นต์ ท้าให้เห็นว่าที่อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส ให้ผลไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญ (p ≤ 0.05) แสดงให้เห็นว่า S. cerevisiae Sc90 มีความสามารถทนอุณหภูมิได้ถึง 45 องศา
เซลเซียส ส่วนการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ยีสต์ไม่สามารถทนได้เกิน 4 ชั่วโมง 
จึงท้าให้อัตราการเจริญจ้าเพาะ(µ) มีค่าน้อย (0.021) เป็นผลให้ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุด (CP) ต่้า
ตามไปด้วย (12.72 กรัมต่อลิตร) 
 
 เมื่อเปรียบเทีบการหมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซลเซียส และการหมักแบบ 
PSSF โดยการพรีไฮโดรลิซิสที่ 50 องศาเซลเซียส เวลา 12 ชั่วโมง แล้วจึงปรับสภาวะเป็นอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส เติมยีสต์เร่ิมต้นการหมักแบบ SSF พบว่าอัตราการเจริญจ้าเพาะ (µ) ของการหมัก
แบบ PSSF สูงกว่าเล็กน้อย ซึ่งไม่มีความแตกต่าง แต่พบว่าการหมักแบบ PSSF ให้ความเข้มข้น
สูงสุด (CP), อัตราการผลิตเอทานอล (QP) และผลได้เอทานอล (YP/S) ต่้ากว่าการหมักแบบ SSF ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 
 ผลการทดลองผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์สรุปดัง
ตารางที่ 26 พบว่าการผลิตเอทานอลด้วยวิธีการหมักแบบ SSF ที่ 40 องศาเซลเซียสให้ผลดีที่สุด 
เพราะเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมท้าให้เชื้อยีสตแ์ละเอนไซม์ท้างานร่วมกันอย่างมีประสิทธิภาพที่สุด  
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
1.  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพรีทรีตเมนต์ โดยการระเบิดด้วยไอน้้าของชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน 
 
 การหาสภาวะที่เหมาะสมโดยการระเบิดด้วยไอน้้าของชิ้นล้าต้นปาล์มน้้ามัน จุดประสงค์
หลักของการระเบิดด้วยไอน้้าคือการก้าจัดเฮมิเซลลูโลสซึ่งสังเกตการลดลงของเพนโตแซนที่ลดลง
จากการทดลอง พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ การระเบิดด้วยไอน้้าที่อุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส 
เวลา 4 นาที วัตถุดิบเร่ิมต้นมีสัดส่วนเพนโตแซนเท่ากับ 29.53 เปอร์เซ็นต์ หลังจากการระเบิดด้วย
ไอน้้าและสกัดด้วยน้้าร้อนสัดส่วนเพนโตแซนคงเหลือ 4.03 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็นประสิทธิภาพการ
ลดลงของสัดส่วนเพนโตแซนเท่ากับ 86.35 เปอร์เซ็นต ์
 
2.  การหาสภาวะท่ีเหาะสมของการสกัดด้วยด่าง (Alkaline extraction) ท่ีมีผลต่อองค์ประกอบทาง
เคมีของเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังจากการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัดด้วน้้าร้อน ออกแบบการทดลอง
โดยวิธีทะกุจิ 
 
 เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน้้าที่สภาวะที่เหมาะสม และการสกัดด้วยน้้า
ร้อน หาสภาวะของการสกัดด้วยด่างโดยวิธีทะกุจิ ได้สภาวะที่เหมาะสมคือ ความเข้มข้นโซเดียมไฮ-
ดรอกไซด์ 15 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักต่อปริมาตร) อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เวลา 60 นาที ได้ค่า
สัดส่วนเซลลูโลสและลิกนินจากการทดลองจริง 87.14 และ 6.13 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  
 
3.  การผลิตเอทานอลจากการหมักโดยยีสต์ 
 
 การไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ celluclast 1.5L และ 
Novozym 188 เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ที่ผ่านการพรีทรีต
เมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและการสกัดด้วยด่างพบว่าความเข้มข้นกลูโคสสูงสุดที่เวลา 96 
ชั่วโมง เท่ากับ 71.57 กรัมต่อลิตร คิดเป็น Digestibility เท่ากับ 88.51 เปอร์เซ็นต์ , ผลได้กลูโคส 
(YP/S) เท่ากับ 0.75 กรัมกลูโคสต่อกรัมเซลลูโลส และอัตราการเกิดกลูโคส (QP) เท่ากับ 0.74 กรัมต่อ
ลิตร ชั่วโมง 
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 การหาสภาวะการหมักแบบย่อยและหมักพร้อมกัน (SSF) ด้วยเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 10 
เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้าและการ
สกัดด้วยด่าง โดยการแปรผันอุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส หมักโดย Sacchromyces 
cerevisiae Sc90 พบว่าที่อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส ให้ผลการผลิตเอทานอลไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญ (P  0.05) จึงควรเลือกสภาวะการหมักที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ด้วยเหตุผล
ต้นทุนทางด้านพลังงาน โดยพบว่าความเข้มข้นเอทานอลสูงสุดที่เวลา 96 ชั่วโมง เท่ากับ 44.25 กรัม
ต่อลิตร อัตราการผลิตเอทานอล 0.45 กรัมต่อลิตร ชั่วโมง ที่อุณหภูมินี้ S. cerevisiae Sc90 ยังเจริญ
ได้ดี (อัตราการเจริญจ้าเพาะ 0.202 ต่อชั่วโมง) คิดเป็นผลได้เอทานอลเทียบกับทฤษฎี เท่ากับ 90.34 
เปอร์เซ็นต์  
 
 การหมักแบบพรีไฮโดรลิซิสก่อนการย่อยและหมักพร้อมกัน (PSSF) ใช้เยื่อล้าต้นปาล์ม
น้้ามัน 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร ที่ผ่านการพรีทรีตเมนต์ด้วยการระเบิดด้วยไอน้้า
และการสกัดด้วยด่าง โดยการพรีไฮโดรลิซิสที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้ว
ท้าการเติมเชื้อ S. cerevisiae Sc90 หมักแบบ SSF ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ให้ความเข้มข้น      
เอทานอลเท่ากับ 31.22 กรัมต่อลิตร อัตราการผลิตเอทานอล 0.28 กรัมต่อลิตร ชั่วโมง พบว่า S. 
cerevisiae Sc90 เจริญได้ดี (อัตราการเจริญจ้าเพาะ 0.209 ต่อชั่วโมง) เนื่องจากมีน้้าตาลเร่ิมต้นใน
การหมัก คิดเป็นผลได้เอทานอลเทียบกับทฤษฎี เท่ากับ 63.29 เปอร์เซ็นต์ การหมักด้วยวิธีนี้ได้      
เอทานอลต่้ากว่าวิธี SSF  
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ข้อเสนอแนะ 
 
 ขั้นตอนการระเบิดด้วยไอน้้าสามารถใช้เยื่อเปียก โดยการทดลองโดยการแช่น้้าข้ามคืนได้
เป็นเพิ่มประสิทธิภาพการส่งผ่านความร้อนได้ดีขึ้น อีกกรณีคือการแช่กรดเป็นการท้าให้การระเบิด
ด้วยไอน้้าท้างานได้ดีขึ้น แต่การแช่กรดท้าให้เกิดสารพิษเพิ่มขึ้น ผลได้เยื่อลดลงซึ่งไม่เหมาะกับ
งานวิจัยที่ต้องน้าส่วนเยื่อไปใช้ต่อ ในการใช้วัตถุดิบโดยไม่ตากแดดให้แห้งเป็นการลดขั้นตอนการ
เตรียมตัวอย่าง แต่หากวัตถุดิบมีมากเกินไปผลิตไม่ทันอาจท้าให้เกิดเชื้อราเกิดขึ้นได้ 
 
 ในขั้นตอนสกัดด้วยน้้าร้อน สามารถน้าน้้าตาลที่กลับคืนมาในรูปสารละลายมาใช้ได้ ซึ่งจะ
มีน้้าตาลไซโลสเป็นส่วนใหญ่ ใช้ในการผลิตไซลิทอล หรือเอทานอลได้ 
 
 ขั้นตอนการสกัดด้วยด่าง หลังจากการล้างเยื่อให้มีความเป็นกลางมีความสิ้นเปลืองน้้าเป็น
อย่างมาก หากมีการใช้กรดสะเทินอาจใช้ลดปริมาณน้้าลง  ผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้จากกระบวนการ
คือ ลิกนิน สามารถน้าไปใช้ท้ากาวไม้ และวานิลินได้  
 
 การผลิตเอทานอลแบบ SSF หากต้องการเพิ่มความเข้มข้นเอทานอลสูงขึ้น (งานวิจัยนี้ 
44.25 กรัมต่อลิตร) ต้องเพิ่มปริมาณเยื่อแต่การเพิ่มปริมาณเยื่อในการหมักแบบ SSF จะท้าให้เกิด
ความหนืด (viscosity) เพิ่มขึ้นซึ่งมีผลกระทบต่อการส่งผ่านสารและความร้อน ต่อยีสต์และเอนไซม์ 
จึงเสนอให้เปลี่ยนการทดลองเป็น fed-batch และ continuous เพื่อให้สามารถส่งเยื่อลงไปเป็นซับส
เตรตอย่างต่อเน่ือง 
 
 ในการผลิตเอทานอลแบบ PSSF ในงานวิจัยนี้ได้ความเข้มข้นเอทานอลต่้าเพราะปริมาณ
เยื่อน้อยไม่เพียงพอจึงอาจเพิ่มปริมาณเยื่อและเพิ่มเวลาในการไฮโดรลิซิสช่วงก่อนหมักอาจท้าให้ได้
ความเข้มข้นเอทานอลเพิ่มขึ้นได้ 
 
 การผลิตเอทานอลในการเก็บรักษาตัวอย่างมีความส้าคัญ การวิเคราะห์จึงไม่ควรใช้เวลาเกิน 
1 สัปดาห์ หลังจากเก็บตัวอย่างเนื่องจากเอทานอลอาจมีปริมาณลดลง และในการผลิตเอทานอล
แบบ PSSF ในกรณีใช้เยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามัน 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร พบว่ามี
น้้าตาลไม่พอต่อการใช้ผลิตเอทานอลจึงควรเพิ่มปริมาณเยื่อโดยวิธีกล เช่น การบดให้ขนาดเล็กลง
เพื่อให้เติมเยื่อลงไปได้มากขึ้น 
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1.  การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของไม้ (วิทยา, 2543) 
 
 สุ่มตัวอย่างวัตถุดิบที่เตรียมไว้มา 10 ถุง น้าวัตถุดิบแต่ละชนิดมาบดย่อยให้มีขนาดเล็กลง
ด้วยเคร่ืองท้าผงไม้ แล้วร่อนผ่านตะแกรงขนาด 40 mesh จากนั้นเก็บผงวัตถุดิบแต่ละชนิดไว้ใน
ถุงพลาสติกที่ปิดปากถุงมิดชิด น้าผงวัตถุดิบที่เตรียมไว้ดังกล่าวไปวิเคราะห์หาค่าต่าง ๆ ได้แก่ การ
หาปริมาณความชื้น ปริมาณลิกนินที่ละลายในกรด ปริมาณโฮโลเซลลูโลส ปริมาณแอลฟา
เซลลูโลส ปริมาณเพนโตแซน และปริมาณเถ้า 
 
 1.1  การสุ่มและการเตรียมตัวอย่างส้าหรับการวิเคราะห์ ตามมาตรฐาน TAPPI T257 cm-
85 และ มาตรฐาน TAPPI T264 om-88 
 

การร่อน น้าผงวัตถุดิบร่อนผ่านตะแกรงขนาดหมายเลข 40 mesh และตะแกรงขนาด
หมายเลข 60 mesh เอาผงวัตถุดิบส่วนที่ผ่านตะแกรงหมายเลข 40 mesh และค้างอยู่บนตะแกรง
หมายเลข 60 mesh ไว้เพื่อท้าการวิเคราะห์ 
 
 การหาปริมาณความชื้น ในผงตัวอย่างเป็นสิ่งจ้าเป็น เนื่องจากการค้านวณปริมาณของสาร
แทรกในผงตัวอย่างคิดเป็นร้อยละของวัตถุดิบในสภาพอบแห้ง (Dry basis) 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ท้าความสะอาด Platinum crucible แล้วอบแห้ง ชั่งน้้าหนักให้ทราบแน่นอน 
 2.  ชั่งผงตัวอย่างใส่ Platinum crucible ตัวอย่างละ 2 ± 0.1 กรัม แล้วน้าเข้าเตาอบ (Oven) ที่
อุณหภูมิ 100 ± 5 องศาเซเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
 3.  น้าออกจากเตาอบใส่โถดูดความชื้น ทิ้งให้ Platinum crucible เย็น และชั่งน้้าหนัก  
 4.  ท้าซ้้าจนน้้าหนักตัวอบแห้งคงที่ ชั่งน้้าหนักค้านวณปริมาณความชื้นได้จาก 
 

% ปริมาณความชื้น = 100 (W1 - W2) / W2 
 
 W1 = น้้าหนักผงตัวอย่างสด (กรัม) 
 W2 = น้้าหนักผงตัวอย่างอบแห้ง (กรัม) 
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 สามารถหาน้้าหนักอบแห้งเมื่อรู้น้้าหนักเปียก และเปอร์เซ็นต์ความชื้นจาก 
 

น้้าหนักอบแห้ง = น้้าหนักเปียก / 1+ %ปริมาณความชื้น 
       100 

 
 1.2  การเตรียมวัถุดิบท่ีปราศจากสารแทรก ตามมาตรฐาน TAPPI T264 om-88 และ
มาตรฐาน TAPPI T264 cm-97 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  ถ้วยกรอง (Extraction thimble) 
 2.  เคร่ืองมือสกัดสารแทรก (Soxhlet extraction apparatus) 
 3.  ขวดชั่ง 
 4.  Filtering flask 
 5.  Buchner funnel 
 6.  ตูดู้ดควัน 
 7.  เอทานอลความเข้มข้น ร้อยละ 95 โดยปริมาตร 
 8.  เบนซีนบริสุทธ์ิ (C6H6) 
 9.  สารผสมเอทานอล-เบนซีน โดยใช้อัตราส่วนระหว่างเอทานอลร้อยละ 95 กับเบนซีน 
เท่ากับ 1:2 โดยปริมาตร 
 10.  ผงตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง จ้านวน 20 กรัม โดยน้้าหนักอบแห้ง 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ท้าความสะอาดถ้วยแก้วสกัดสารแทรกและอบแห้ง ชั่งน้้าหนักที่แน่นอน 
 2.  ชั่งผงตัวอย่างที่ทราบน้้าหนักอบแห้ง 20 กรัม โดยเทียบกับน้้าหนักอบแห้งแล้วใส่ลงใน
ถ้วยกรองพร้อมครอบด้วยตะแกรงละเอียดรูปกรวยแล้ว บรรจุใส่ในเคร่ืองมือสกัดสารแทรก 
 3.  ติดตั้งเคร่ืองสกัดสารแทรก สกัดด้วยสารผสมเอทานอล-เบนซีน จ้านวน 150 มิลลิลิตร 
เป็นเวลา 6-8 ชั่วโมง โดยรักษาระดับการชะล้างไม่น้อยกว่าชั่วโมงละ 4 คร้ัง 
 4.  กรองผงตัวอย่างโดยเทลงใน Buchner funnel เพื่อดูดตัวท้าละลายออก ล้างถ้วยกรอง
และผงตัวอย่างด้วยเอทานอลเพื่อไล่เบนซีนออก 
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 5.  ใส่ผงดังกล่าวลงในถ้วยกรอง บรรจุใส่ในเคร่ืองมือสกัดสารแทรก 
 6.  ติดตั้งเคร่ืองสกัดสารแทรก สกัดด้วยเอทานอล เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จน กระทั่งเอทานอล
ไม่มีสี 
 7.  ถ่ายตัวอย่างลงใน Buchner funnel เพื่อดูดตัวท้าละลายออก ล้างถ้วยกรองและตัวอย่าง
ด้วย  น้้ากลั่นเพื่อไล่เอทานอลออก 
 8.  ถ่ายตัวอย่างลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 1,000 มิลลิลิตร และเติมน้้ากลั่นที่ก้าลังเดือด 
500 มิลลิลิตร ให้ความร้อนแก่ Flask เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ในอ่างน้้าร้อน รักษาน้้าที่จุดเดือดและ Flask 
อยู่ในอ่างน้้าเดือดด้วย กรองตัวอย่างด้วย Buchner funnel และล้างด้วยน้้ากลั่นที่เดือด จ้านวน 500 
มิลลิลิตร ผึ่งตัวอย่างทิ้งไว้ในอากาศให้แห้ง   
 9.  คลุกเดล้าตัวอย่างและเก็บไว้ในภาชนะที่ปิดมิดชิด หาค่าปริมาณความชื้นของวัตถุดิบที่
ปราศจากสารแทรก และน้าตัวอย่างที่เตรียมได้นี้ไปใช้ในการวิเคราะห์หาองประกอบทางเคมี 
 

%ปริมาณสารแทรกที่ละลายในเอทานอล-เบนซีน = 100(We-Wb)/Wp 
 
 We = น้้าหนักปริมาณสารที่สกัดได้อบแห้ง (กรัม) 
 Wb = น้้าหนัก Blank อบแห้ง (กรัม) 
 Wp = น้้าหนักผงตัวอย่างอบแห้ง (กรัม) 
 
 1.3  การหาปริมาณลิกนินท่ีไม่ละลายในกรดในวัตถุดิบและเยื่อ ตามมาตรฐาน TAPPI 
T222 om-98 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  เคร่ืองกรองลิกนินประกอบด้วย Filtering flask ขนาด 2,000 มิลลิลิตร และเคร่ืองท้า
สูญญากาศ 
 2.  ถ้วยกรองเบอร์ 4 อบแห้งในตู้อบที่อุณหภูมิ 105 ± 3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
ท้าให้เย็นในโถดูดความชื้นและชั่งน้้าหนักก่อนใช้ 
 3.  อ่างควบคุมอุณหภูมิ โดยให้มีอุณหภูมิอยู่ที่ 20 ± 1 องศาเซลเซียส 
 4.  Erlenmeyer flask ขนาด 1,000 มิลลิลิตร ซึ่งแสดงเคร่ืองหมายการเติมสารละลาย 119 
ส้าหรับผงตัวอย่างวัตถุดิบที่ปริมาตรเท่ากับ 575 มิลลิลิตร และส้าหรับผงตัวอย่างเยื่อที่ระดับ
ปริมาตรเท่ากับ 1,540 มิลลิลิตร โดยใช้ Erlenmeyer flask ขนาด 2,000 มิลลิลิตร 
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 5.  Reflux condenser จะต้องสวมอยู่บน flask โดยมี Rubber stopper ยึดติดกันแน่น 
 6.  ตู้อบ โดยให้มีอุณหภูมิอยู่ที่ 105 ± 3 องศาเซลเซียส 
 7.  ตะเกียงบุนเซน แผ่นตะแกรง และฐานรองมีสามขา 
 8.  Buret ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 9.  Beaker ขนาด 100 มิลลิลิตร 
 10.  แท่งแก้วคน 
 11.  ตะแกรงขนาด 10 หรือ 20 mesh 
 12.  กรดซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 72 ซึ่งจะเป็นสารละลายมีความเข้มข้น 24 ± 0.1 นอร์
มอล และมีความถ่วงจ้าเพาะ 1.6338 ที่อุณหภูมิ 20 ± 4 องศาเซลเซียส เตรียมได้โดยเทกรดซัลฟูริค
เข้มข้น (95.5 – 96.5 %, ความถ่วงจ้าเพาะ 1.84) จ้านวน 665 มิลลิลิตร ลงในน้้ากลั่น 300 มิลลิลิตร
อย่างระมัดระวัง ทิ้งไว้ให้ของผสมเย็นลงเท่าอุณหภูมิปกติ แล้วเติมน้้ากลั่นให้ของผสมมีปริมาตร
ทั้งหมด 1,000 มิลลิลิตร เก็บไว้ในตู้เย็น 
 13.  สารผสมเอทานอล-เบนซีน โดยมีอัตราส่วน 1:2 โดยปริมาตร 
 14.  ผงตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง จากวัตถุดิบต้องปราศจากสารแทรกจ้านวน 5 กรัม โดย
เปรียบเทียบเป็นน้้าหนักแห้ง จากเยื่อ 10 กรัม โดยเปรียบเทียบเป็นน้้าหนักอบแห้ง ยกเว้นถ้าเยื่อ
เปียกอยู่ท้าให้แห้งโดยการผึ่งในบรรยากาศ หรืออบในตู้อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แล้วไปบด
และร่อนผ่านตะแกรงขนาด 10 – 20 mesh แต่เยื่อไม้บดจะมียางน้้ามันอยู่มาก ต้องสกัดด้วยเอทา
นอล-เบนซีน แล้วล้างด้วยเอทานอล น้้าร้อน และท้าให้แห้งโดยการผึ่ง 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ชั่งผงตัวอย่างที่ปราศจากสารแทรก ส้าหรับวัตถุดิบ 1±0.1 กรัม ส้าหรับเยื่อ 2±0.1 กรัม 
โดยเทียบเป็นน้้าหนักอบแห้ง ถ่ายลงใน Beaker ขนาด 100 มิลลิลิตร 
 2.  วาง Beaker ลงในอ่างน้้าแข็งแล้วค่อยๆ เติม กรดซัลฟุริกความเข้มข้นร้อยละ 72 ที่แช่
เย็น (10-15 องศาเซลเซียส) ไว้ในตู้เย็นลงไป 15 มิลลิลิตร พร้อมคนให้กระจายอย่างสม่้าเสมอ (ด้วย
แท่งแก้ว) โดยอุณหภูมิอยู่ที่ 20±1 องศาเซลเซียส จนกระทั่งผงตัวอย่างละลายหมด 
 3.  เมื่อผงตัวอย่างกระจายดีแล้วปิดปาก Beaker ด้วยกระจกนาฬิกา น้ามาตั้งทิ้งไว้ในอ่าง  
ควบคุมอุณหภูมิ 20±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง พร้อมคนสารละลายอย่างสม่้าเสมอทุกๆ 
15 นาที จนแน่ใจว่ามีการละลายสมบูรณ ์
 4.  เติมน้้ากลั่น 300-400 มิลลิลิตร ลงใน Erlenmeyer flask แล้วเทสารละลายใน Beaker ลง
ใน Erlenmeyer flask ด้วย และให้เติมน้้ากลั่นลงไปอีกเพื่อให้กรดมีความเจือจางลดลงเหลือความ
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เข้มข้นร้อยละ 3 จนถึงระดับ 575 มิลลิลิตร ที่ได้ท้าเคร่ืองหมายไว้ส้าหรับผงตัวอย่างวัตถุดิบ และ
ระดับ 1540 มิลลิลิตร ที่ได้ท้าเคร่ืองหมายไว้ส้าหรับผงตัวอย่างเยื่อ 
 5.  Reflux สารละลายเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ด้วยการรักษาปริมาตรสารละลายใน Flask ให้คงที่ 
 6.  ปล่อยให้ตะกอนนอนก้น 1 คืน น้ามาผ่านถ้วยกรองเบอร์ 4 ที่ทราบน้้าหนักแล้ว โดย
กรองน้้าใสก่อนแล้วจึงกรองตะกอนลิกนิน 
 7.  ล้างลิกนินให้ปราศจากกรดด้วยน้้าร้อน 
 8.  น้าถ้วยกรองที่มีลิกนินอยู่ใส่ในตู้อบอุณหภูมิ 105±3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
จนได้น้้าหนักที่ โดยทิ้งไว้ในโถดูดความชื้นให้เย็นและชั่ง แล้วค้านวณหาปริมาณลิกนินเป็นร้อยละ 
 

% ปริมาณลิกนิน = 100 (W1/W2) 
 
 W1 = น้้าหนักของลิกนินอบแห้ง (กรัม) 
 W2 = น้้าหนักอบแห้งของผงตัวอย่าง (กรัม) 
 

1.4  การหาปริมาณโฮโลเซลลูโลสโดยวิธี Acid chlorite ของ Browing  in wood chemistry 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  ผงตัวอย่างที่ปราศจากสารแทรกและทราบน้้าหนักแห้งแล้ว 
 2.  อ่างที่ควบคุมอุณหภูมิ 70 – 80 องศาเซลเซียส 
 3.  กระดาษฟอยล์ 
 4.  โถดูดความชื้น 
 5.  ขวดรูปกรวย ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 6.  ถ้วยกรองเบอร์ 2 
 7.  เคร่ืองปั๊มลม พร้อมชุดแยกน้้าจากลม 
 8.  กรดแอซีติก 
 9.  โซเดียมคลอไรด์ 
 10.  น้้าแข็ง 
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 วิธีการ 
 
 1.  ชั่งผงตัวอย่างลงในกระดาษฟอยล์ที่ปราศจากสารแทรกโดยน้้าหนักอบแห้ง 3 กรัม ถ่าย
ผงเยื่อใส่ลงในขวดรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร 
 2.  เติมน้้ากลั่นลงในขวดรูปกรวย จ้านวน 160 มิลลิลิตร และกรดแอซีติกเข้มข้นจ้านวน 0.5 
มิลลิลิตรกับโซเดียมคลอไรต์ 1.5 กรัม ลงไปด้วยตามล้าดับ น้าไปตั้งในอ่างควบคุมอุณหภูมิให้อยู่
ระหว่าง 70-80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยท้าการทดลองในตู้ดูดควันพิษ มีการเขย่าเป็น
ระยะจะได้ก๊าซคลอรีนไดออกไซด์ (ClO2) เกิดขึ้นและมีการท้าปฏิกิริยากับลิกนินในผงตัวอย่าง 
 3.  เมื่อครบ 1 ชั่วโมง จะต้องเติมกรดแอซีติกเข้มข้นจ้านวน 0.5 มิลลิลิตรกับโซเดียมคลอ
ไรต์ 1.5 กรัมตามล้าดับ ลงในขวดรูปกรวย ยังคงเขย่าขวดเป็นระยะ ท้าเช่นนี้นาน 1 ชั่วโมง และท้า
ในท้านองนี้ต่อไปอีกชั่วโมงที่ 2, 3 และ 4 หรือจนกว่าผงตัวอย่างจะมีสีขาว 
 4.  เมื่อครบก้าหนดเวลา น้าขวดรูปกรวยไปแช่ในอ่างน้้าแข็งเพื่อให้ก๊าซพิษลดการฟุ้ง
กระจายลงเป็นเวลา ½ ชั้วโมง 
 5.  กรองผงเยื่อด้วยถ้วยกรองเบอร์ 1 ที่ทราบน้้าหนักอบแห้งละเอียดถึง 0.1 มิลลิลิตร โดย
ใช้เคร่ืองกรองที่มีแรงดูดจากการไหลผ่านของน้้าที่ปั๊มมาจากเคร่ืองปั๊มลมครบชุด ท้าให้ก๊าซพิษที่
ฟุ้งกระจายออกจากสารละลายจะได้ถูกดูดไปกับน้้า 
 6.  ล้างผงโฮโลเซลลูโลสด้วยน้้ากลั่นจนกระทั่งมีสีขาว จึงล้างด้วยแอซีโตน และดูดออกให้
มากที่สุด 
 7.  น้าโฮโลเซลลูโลสไปผึ่งให้แห้งในบรรยากาศและท้าให้แห้งในโถดูดความชื้นและชั่งหา
น้้าหนักและเก็บตัวอย่างผงไว้วิเคราะห์หาปริมาณแอลฟาเซลลูโลสต่อไป 
 8.  น้าถ้วยกรองพร้อมโฮโลเซลลูโลสบางส่วนไปใส่ในตู้อบที่อุณหภูมิ 105±3 องศา
เซลเซียส อย่างน้อย 1 ชั่วโมง จนน้้าหนักคงที่ ทิ้งไว้ให้เย็นในโถดูดความชื้น และชั่งน้้าหนัก 
 9.  น้าผลที่ได้ไปค้านวณหาปริมาณโฮโลเซลลูโลสเป็นร้อยละ 
 

% ปริมาณโฮโลเซลลูโลส = 100 (W1/W2) 
 
 W1 = น้้าหนักอบแห้งของโฮโลเซลลูโลส (กรัม) 
 W2 = น้้าหนักอบแห้งของผงตัวอย่าง (กรัม) 
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1.5  การหาปริมาณแอลฟาเซลลูโลสของวัตถุดิบ ตามมาตรฐาน T203 om-88 
 
 อุปกรณ์ละสารเคมี 
 
 1.  เคร่ืองกระจายผงตัวอย่าง 
 2.  อ่างควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 0.2 องศาเซลเซียส 
 3.  นาฬิกาจับเวลา 
 4.  บีกเกอร์ ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
 5.  แท่งแก้วคน 
 6.  Volumetric flask ขนาด 500 มิลลิลิตร 
 7.  บีกเกอร์ทรงสูง ขนาด 300 มิลลิลิตร 
 8.  Filter crucible Por.2 
 9.  โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 17.5 เตรียมโดยการชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์
หนัก 87.5 กรัม ละลายในบีกเกอร์ขนาด 1,000 มิลลิลิตรที่มีน้้ากลั่น จ้านวน 300 มิลลิลิตร ซึ่งแช่อยู่
ในอ่างน้้าแข็งท้าให้มีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เมื่อละลายสมบูรณ์แล้วถ่ายใส่ volumetric flask 
ขนาด 500 มิลลิลิตร ล้างบีกเกอร์ด้วยน้้ากลั่นและเติมน้้ากลั่นจนมีปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร 
 10.  กรดแอซีติกความเข้มข้นร้อยละ 10 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ชั่งโฮโลเซลลูโลสที่ทราบน้้าหนักอบแห้งแน่นอนแล้ว จ้านวน 2±0.1 กรัม โดยน้้าหนัก
อบแห้งใส่ใน Beaker ทรงสูงขนาด 300 มิลลิลิตร 
 2.  เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซม์ความเข้มข้นร้อยละ 17.5 จ้านวน 100 มิลลิลิตรลง
ไป และปรับอุณหภูมิของสารละลายโดยน้าไปใส่น้าอ่างควบคุมอุณหภูมิ 25±0.2 องศาเซลเซียส 
 3.  คนสารละลายด้วยเคร่ืองกระจายจนเกิดการกระจายอย่างสมบูรณ์ โดยมิให้เกิด
ฟองอากาศ 5 นาที 
 4.  ล้างเคร่ืองกระจายด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 17.5 จ้านวน 
25 มิลลิลิตร 
 5.  คนสารละลายด้วยแท่งแก้วและน้าไปแช่ไว้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ  25±0.2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
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 6.  เติมน้้ากลั่นลงในสารละลายจ้านวน 100 มิลลิลิตร แล้วคนด้วยแท่งแก้ว ทิ้งไว้ในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิอีก 30 นาที 
 7.  กรองสารละลายด้วยถ้วยกรองเบอร์ 2 
 8.  ล้างตะกอนด้วยน้้ากลั่นที่มีความเย็น 20 องศาเซลเซียสจนกระทั่งเป็นกลาง 
 9.  ล้างตะกอนต่อไปอีกด้วยกรดแอซีติกความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยให้แช่อยู่นาน 5 นาที
จ้านวน 40 มิลลิลิตร 
 10.  ล้างตะกอนคร้ังสุดท้ายด้วยน้้ากลั่นจนน้้าที่ล้างนั้นไม่มีสภาพเป็นกรด 
 11.  น้าเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 105±3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมงแล้วจึงน้าออกมาใส่ใน
ดูดความชื้น และทิ้งไว้ให้เย็น ชั่งจนน้้าหนักคงที่ น้าผลมาค้านวณหาปริมาณแอลฟาเซลลูโลส 
 

% ปริมาณแอลฟาเซลลูโลส = 100(W1/W2) 
 
 W1 = น้้าหนักแอลฟาเซลลูโลสอบแห้ง (กรัม) 
 W2 = น้้าหนักอบแห้งของผงตัวอย่าง (กรัม) 
 

1.6  การหาปริมาณเพนโตแซน ตามมาตรฐาน TAPPI T223 cm-84 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  เคร่ืองมือกลั่น ประกอบด้วย Boiling flask, Graduated separatory funnel, A 
Grahamtype condenser, Volumetric flask และ Two and three ways connecting tubes. 
 2.  เตาไฟฟ้าที่ปรับอุณหภูมิได้ 
 3.  อ่างน้้าแข็ง 
 4.  เคร่ือง Spectrophotometer ใช้วัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร และ 
Glass cuvettes 
 5.  อ่างควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 0.1 องศาเซลเซียส 
 6.  นาฬิกาจับเวลา 
 7.  Volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 8.  ปิเปต ขนาด 5 มิลลิลิตร 
 9.  ปิเปต ขนาด 25 มิลลิลิตร 
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 10.  กรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้นร้อยละ 13.15 โดยน้้าหนัก (3.85 ± 0.05 นอร์มัล) น้า
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นโดยความถ่วงจ้าเพาะ 1.18 – 1.19 จ้านวน 315 มิลลิลิตร ให้เจือจางด้วยน้้า
กลั่นใน volumetric flask จนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และตรวจสอบความเข้มข้น 
 11.  กรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 11 นอร์มัล น้ากรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นจ้านวน 915 
มิลลิลิตร ให้เจือจางด้วยน้้ากลั่นใน Volumetric flask จนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 12.  Orcinol reagent โดยละลาย Orcine monohydrate (C7H8O2 H2O) จ้านวน 0.4 กรัม กับ 
FeCl3.6H2O จ้านวน 0.5 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 11 นอร์มัล แล้วเก็บไว้
ในตู้เย็นไม่นานกว่าสองอาทิตย์ 
 13.  ผลึกโซเดียมคลอไรด์ 
 14.  แอลกอฮอล์ (C2H5OH) บริสุทธิ์มีความเข้มข้นร้อยละ 95 
 15.  ไซโลส (C5H10O5) 
 16.  น้้าแข็ง 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ใส่ผงตัวอย่างปราศจากสารแทรกส้าหรับเนื้อไม้ใบกว้าง 0.3 กรัม เนื้อไม้ใบแคบ 0.7 
กรัม ใน Boiling flask และใส่ผลึกโซเดียมคลอไรด์จ้านวน 20 กรัม กับสารละลายไฮโดรคลอริก
ความเข้มข้น 3.85 นอร์มอล จ้านวน 100 มิลลิลิตร พร้อมด้วยลูกแก้ว (Boiling stone) 2-3 เม็ด 
 2.  ติดตั้ง Boiling flask เข้ากับเคร่ืองกลั่น และท้าเคร่ืองหมายของสารละลายกรดไว้ เติม
สารละลายไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 3.85 นอร์มอล จ้านวน 250 มิลลิลิตรลงใน Sepatory funnel 
 3.  ให้ความร้อนด้วยตะเกียงบุนเซนหรือเตาไฟฟ้าที่ท้าให้กรดกลั่นตัวในอัตราเร็วสม่้าเสมอ
นาทีละ 2.5 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่กลั่นได้ซึ่งมี Furfural ใน Volumetric flask ขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่วางอยู่ในอ่างน้้าแข็ง 
 4.  ในระหว่างการกลั่น จะต้องรักษาระดับของสารละลายกรดใน Boiling flask ให้คงที่ 
โดยการหมั่นเติมสารละลายกรด HCl จาก Separatory funnel หรือเติมสารละลายลายกรดจาก 
Separatory funnel ทุก 10 นาที จ้านวนคร้ังละ 25 มิลลิลิตร กลั่นต่อไปจนครบเวลา 90±5 นาที จะได้
ปริมาณของสารละลายที่กลั่นได้ 225±10 มิลลิลิตร 
 5.  ปรับระดับอุณหภูมิของสารละลายที่กลั่นได้เป็น 20 องศาเซลเซียส เติมสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 3.85 นอร์มอล ให้ครบปริมาตร 250 มิลลิลิตร ของ Volumetric flask ที่
หมายระดับไว้ก่อน และผสมให้เข้ากันโดยตลอด 
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 6.  ดูดสารละลายที่กลั่นได้ด้วย Pipet ขนาด 5 มิลลิลิตร จ้านวน 5 มิลลิลิตรใส่ลงใน 
Volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม Orcinol จ้านวน 25 มิลลิลิตร เขย่าและวาง Flask ลงในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60±5 นาที 
 7.  เติมเอทานอลใ ห้ครบระดับที่มีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วเขย่า และน้าไปไว้ในอ่าง
ควบคุม อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอีก 60±5 นาที 
 8.  น้าสารละลายที่เตรียมไว้ใส่ใน Cuvettes ที่มีฝาปิดป้องกันการระเหยของกรดที่จะกัด
กร่อนเคร่ืองมือไปวัดค่าการดูดกืนแสงของสารละลายด้วยเคร่ือง Spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 630 นาโนเมตร 
 9.  อ่านค่าไซเลนในตัวอย่างจากกราฟ Calibration ที่เตรียมไว้เป็นมิลลิลิตร แล้วน้ามา
ค้านวณหาปริมาณเพนโตแซนเป็นร้อยละ 
 

% เพนโตแซน = W1/10W2 
 
 W1 = น้้าหนัก Xylan ในผงตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 
 W2 = น้้าหนักอบแห้งของผงตัวอย่าง (กรัม) 
 
 10.  การเตรียมกราฟมาตรฐานของไซโลส 
 
  10.1  ท้าไซโลสให้แห้งในตู้สูญญากาศ (vacuum oven) ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
  10.2  ชั่งไซโลสที่แห้งจ้านวน 10, 20, 40, 60, 80, 100 มิลลิกรัม จ้านวน 5 ชุด 
  10.3  ใส่ไซโลสแต่ละน้าหนักที่เตรียมไว้ลงใน Boiling flask และด้าเนินการกลั่น
ในท้านองกับผงตัวอย่าง 
  10.4  วัดคา่การดูดกลืนแสงของสารละลายที่กลั่นได้แต่ละน้้าหนักที่แตกต่างกัน
ของไซโลสที่ความยาวคลื่น 630 nm และให้ใช้ Blank เป็นารละลายกรดไฮโดรดลอริกความเข้มข้น 
3.85 นอร์มอล จ้านวน 5 มิลลลิิตร เป็น Reference solution 
  10.5  ค้านวณไซเลนในตัวอย่างเป็นมิลลิกรัมจาก 
 

Xylan (มิลลิกรัม) = Xylose × 0.88 
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  10.6  เขียนกราฟจากปริมาณไซโลสต่างกัน 5 ค่าโดยความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่าง
ปริมาณไซเลนกับค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี ก1  กราฟมาตรฐานน้้าตาลไซโลสในการวิเคราะห์เพนโตแซน 
 
 1.7  การหาปริมาณเถ้าในเนื้อไม้ ตามมาตรฐาน TAPPI T211 om-93 
  
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  ผงตัวอย่างอย่างน้อย 2 กรัมโดยน้้าหนักอบแห้ง 
 2.  ถ้วยกระเบื้องซิลิกาพร้อมฝาปิด 
 3.  เคร่ืองชั่ง ชั่งน้้าหนักได้ละเอียดถึง 0.1 มิลลิลิตร 
 4.  เตาเผาที่สามารถควบคุมอุณหภูมิ 525 ± 25 องศาเซลเซียส 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ล้างถ้วยกระเบื้องให้สะอาด น้ามาอบในตู้อบอุณหภูมิ 100±3 องศาเซลเซียส อย่างน้อง 
30 นาที 
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 2.  น้าถ้วยกระเบื้องมาอบอีกที่อุณหภูมิ 525±25 องศาเซลเซียสในเตาเผา เป็นเวลา 30-40 
นาที จนกระทั่งน้้าหนักคงที่ และวน้ามาใส่ในโถดูดความชื้นทิ้งไว้ให้เย็นประมาณ 1 ชั่วโมง น้าไป
ชั่งน้้าหนักให้ละเอียดถึง 0.1 มิลลิกรัม 
 3.  ชั่งผงเยื่อประมาณ 1 กรัมลงในกระทงฟอยล์แล้วน้าไปอบแห้งในเตาอบที่อุณหภูมิ 
105±3 องศาเซลเซียส อย่างน้อง 2 ชั่วโมง จนกระทั่งน้้าหนักคงที่ จึงชั่งน้้าหนักอบแห้งให้ละเอียด
ถึง 0.1 มิลลิกรัม 
 4.  เทผงเยื่อใส่ถ้วยกระเบื้อง แล้วชั่งน้้าหนักกระทงกระดาษฟอยล์ 
 5.  น้าถ้วยกระเบื้องพร้อมผงเยื่อไปเผาโดยตรงด้วยเปลวไฟอ่อนจากตะเกียงบุนแซนโดย
เปิดฝางลแง้วไว้แล้วใส่ในเตาเผาพร้อมน้าฝาปิดออก โดยใช้อุณหภูมิเร่ิมต้น 100 องศาเซลเซียส และ
ท้าให้อุณหภูมิสูงขึ้นเป็น 525±25 องศาเซลเซียสอย่างช้าๆ จนกระทั่งตัวอย่างเป็นถ่านปราศจาก
เปลวไฟ อย่างน้อย 6 ชั่วโมง 
 6.  เมื่อครบเวลาและตัวอย่างเผาไม้สมบูรณ์โดยปราศจากเศษเหลือที่มีสีด้าแล้วน้ามาใส่
โถดูดความชื้นอลูมิเนียม ประมาณ 1 ชั่วโมง แล้วชั่งหาน้้าหนักเถ้าให้ได้ละเอียดถึง 0.1 มิลลิกรัม 
 7.  เผาซ้้าและชั่งซ้้าจนกระทั่งน้้าหนักของเถ้าคงที่ ไม่แตกต่างกันเกิน 0.2 มิลลิกรัม ล้วน้า
ข้อมูลมาหาปริมาณเถ้าเป็นร้อยละจาก 
 

%ปริมาณเถ้า = 100(W1/W2) 
 
 W1 = น้้าหนักเถ้าหลังเผา (กรัม) 
 W2 = น้้าหนักอบแห้งของผงตัวอย่างก่อนเผา (กรัม) 
 
 
2.  การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ 
 
 2.1  การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เซลลูโลสตามวิธีของ NREL (2008a) 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  หลอดทดลองขนาด 25 x 200 มิลลิเมตร 
 2.  อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ 
 3.  กระดาษกรองเบอร์ 1 ขนาด 1.0 x 6.0 เซนติเมตร (ประมาณ 50 มิลลิกรัม) 
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 4.  0.05 โมลาร์ ซิเทรตบัฟเฟอร์ พีเอช 4.8 เตรียมจาก 1 โมลาร์ซิเทรตบัฟเฟอร์ พีเอช 4.5 
โดยชั่งกรดซิติกโมโนไฮเดรต (C6 H8 O7. H2O) 210 กรัม ในน้้ากลั่น 750 มิลลิลิตร ปรับพีเอชด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ประมาณ 50-60 กรัมจนมีค่าพีเอช 4.3 ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 
1,000 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 5.  3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 1.0% เตรียมโดยชั่งดีเอ็นเอส 10 กรัม ในน้้ากลั่น 250 
มิลลิลิตร เติมสารละลายด่างทีละน้อย (NaOH 16 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 200 มิลลิลิตร) คนให้
ละลายเข้ากันจนหมด น้าไปอุ่นในอ่างน้้าร้อนจนกระทั่งได้สารละลายใส  จากนั้นเติม 
potassiumsodium tartrate (Rochelle salt) ลงไปทีละน้อยจนครบ 300 กรัม ปรับปริมาตรสุดท้ายให้
ได้ 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง 
6.  สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยชั่งกลูโคส 1 กรัม ละลายในน้้ากลั่นปรับปริมาตรสุดท้าย
เป็น 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลายกลูโคสเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นน้ามาเจือจางให้ได้
ความเข้มข้น 1.0 - 3.35 มิลลิกรัม/ 0.5 มิลลิลิตร 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ดูด 0.05 M โซเดียมซิเทรต พีเอช 4.8 ปริมาณ 1.0 มิลลิกรัมลงในหลอดทดลอง 
 2.  เติมเอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตร (โดยเจือจางความเข้มข้นเอนไซม์ให้สามารถผลิตกลูโคส
ในช่วงมากกว่า และน้อยกว่า 2 มิลลิกรัมเล็กน้อย) 
 3.  บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใส่แผ่นกระดาษกรอง 1 แผ่น ผสมให้สารละลายซึมเข้า
ในสับสเทรทอย่างทั่วถึง (อย่าให้กระดาษอยู่บนผิวหน้าของของเหลว) 
 4.  บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 
 5.  เติม DNS 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
 6.  ต้มในน้้าเดือดทันทีเป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นน้ามาแช่ในน้้าเย็นเพื่อหยุดปฏิกิริยา 
 7.  เติมน้้ากลั่น 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้นตั้งทิ้งไว้จนตะกอนนอนก้น
ประมาณ 20 นาที แล้วน้าส่วนบนไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
 8.  เตรียม Blank โดยเติมซิเทรตบัฟเฟอร์ 1.5 มิลลิลิตรโดยไม่ใส่เอนไซม์ และกระดาษ
กรองและใช้วิธีการวิเคราะห์เหมือนข้างต้น 
 9.  เตรียม control โดยเติมซิเทรตบัฟเฟอร์ 1 มิลลิลิตร และเอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตรโดยไม่ใส่
กระดาษกรอง และใช้วิธีการวิเคราะห์เหมือนข้างต้น 
 10.  การเตรียมกราฟมาตรฐานกลูโคส ดังนี ้
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ตารางผนวกท่ี ก1  การเตรียมสารมาตรฐานกลูโคสเพื่อวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส 
 

หลอดที่ สารละลายกลูโคส 
(10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

(มิลลิลิตร) 

0.05 M ซิเตรตบัฟเฟอร์ 
(มิลลิลิตร) 

สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
(มิลลิกรัมต่อ 0.5 มิลลิลิตร) 

1 
2 
3 
4 

1.0 
1.0 
1.0 
1.0 

4.0 
2.0 
1.0 
0.5 

1.0 
1.65 
2.5 

3.35 
 
 ใส่สารละลายกลูโคสตั้งแต่ 1.0-3.35 มิลลิกรัมต่อ 0.5 มิลลิลิตรแทนตัวอย่างเอนไซม์และ
ไม่ใส่กระดาษกรอง ท้าการวิเคราะห์ตามขั้นตอนเหมือนการวิเคราะห์ตัวอย่างเอนไซม์ 
 
การค้านวณ 
 
 1.  สร้างกราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสโดยใช้ความเข้มข้นกลูโคส  (มิลลิกรัม/0.5 
มิลลิลิตร) กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
 2. ใช้กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสเปลี่ยนค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างเป็นกลูโคส 
(มิลลิกรัมกลูโคสที่ถูกปลดปล่อยระหว่างปฏิกิริยา) 
 3.  เปลี่ยนอัตราการเจือจางของตัวอย่างเป็นความเข้มข้นเอนไซม์ความเข้มข้น  = 1/อัตรา
การเจือจาง (= ปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการเจือจาง/ ปริมาตรทั้งหมด) 
 4.  ค้านวณความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ปลดปล่อยกลูโคสออกมา 2 มิลลิกรัมโดยใช้ 
ความสัมพันธ์ของกลูโคสกับความเข้มข้นเอนไซม์ (ลอการิทึม) 
 5.  ค้านวณ FPU 
 
 FPU =                                               0.37                                                      FPU/mL 
                 ความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ปลดปล่อยกลูโคสออกมา 2 มิลลิตร 
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ภาพผนวกท่ี ก2  กราฟสารละลายมาตรฐานน้้าตาลกลูโคสในการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ 
 
 2.2  การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์บีตา-กลูโคซิเดสดัดแปลงจากวิธีของ Bergham et al. 
(1975) 
 
อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  หลอดทดลองขนาด 13 x 78 มิลลิเมตร 
 2.  อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ 
 3.  โซเดียมอะซิเทรต 1 โมลาร์ เตรียมโดยชั่งโซเดียมอะซิเทรตไตรไฮเดรต 
(CH3COONa.3H2O) 8.204 กรัมละลายในน้้ากลั่น และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร 
 4.  กรดอะซิตริก 1 โมลาร์ เตรียมโดยดูดกรดแอซีติก 1.7 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร
สุดท้ายด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
 5.  โซเดียมอะซิเทรตบัฟเฟอร์ 0.05 โมลาร์ พีเอช 4.8 เตรียมโดยผสมโซเดียมอะซิเทรต 1 
โมลาร์ กับกรดอะซิตริก 1 โมลาร์ ค่อย ๆ ปรับพีเอชด้วยกรดอะซิตริก 1 โมลาร์ จนมีค่า 4.8 แล้วดูด
โซเดียมอะซิเทรตบัฟเฟอร์ที่เตรียมได้ 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 
1,000 มิลลิลิตร 
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 6.  พาราไนโตรฟีนีล บีตา-ดี-กลูโคพาราโนไซด์ (p-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside; 
pNPG) 3.3 มิลลิโมลาร์ โดยชั่ง pNPG 0.09 กรัมละลายด้วยโซเดียมอะซิเทรตบัฟเฟอร์ และปรับ
ปริมาตรสุดท้ายด้วยบัฟเฟอร์เป็น 100 มิลลิลิตร 
 7.  โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 1 โมลาร์ เตรียมโดยชั่งโซเดียมคาร์บอเนต 105.99 กรัม 
ละลายด้วยน้้ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 
 8.  การเตรียมสารละลายมาตรฐานพาราไนโตรฟีนอล  (p-nitrophenol) 0.1927 มิลลิโมล 
เตรียมโดยชั่งพาราไนโตรฟีนอล 0.0268 กรัมละลายในน้้ากลั่น และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1000 
มิลลิลิตร จากนั้นน้ามาเจือจางความเข้มข้นดังนี ้
 
ตารางผนวกท่ี ก2  การเตรียมสารมาตรฐานพาราไนโตรฟีนอล 
 
สารละลายพาราไนโตรฟีนอลมาตรฐาน 

(ไมโครโมล) 
น้้ากลั่น 

(มิลลิลิตร) 
สารละลายพาราไนโตรฟีนอล 
0.1927 มิลลิโมล (มิลลิลิตร) 

0 
19.27 
38.53 
77.07 

115.60 
192.68 

5 
4.5 
4 
3 
2 
0 

0 
0.5 
1 
2 
3 
5 

 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ใส่พาราไนโตรฟีนีล บีตา-ดี-กลูโคพาราโนไซด์ 3.3 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 1 มิลลิลิตรและ
สารละลายเอนไซม์เจือจาง 100 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลอง 
 2.. บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 3. .เติมโซเดียมคาร์บอเนต 1 โมลาร์ ปริมาณ 2 มิลลิลิตรและวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 400 
นาโนเมตรของพาราไนโตรฟีนอลที่ถูกปลดปล่อยออกมา 
 
ความเข้มข้นของพาราไนโตรฟีนอล = (ค่าการดูดกลืนแสงที่ 400 นาโนเมตร) x (อัตราการเจือจาง) 
      (ความชันของกราฟมาตรฐาน) 
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กิจกรรมของบีตา-กลูโคซิเดส (IU/mL) = (ความเข้มข้นของพาราไนโตรฟีนอล) 
      10 x 0.1 x 1000 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี ก3 กราฟมาตรฐานพาราไนโตรกลูโคพาราโนไซด์ 
 
3.  การหาปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิต (สาโรจน์และคณะ, 2544) 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1. อาหารเลี้ยงเชื้อ YPD Agar ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
 2. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 
 3. น้้ากลั่นบรรจุในหลอดทดลองที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วส้าหรับท้าการเจือจาง 
 4. ปิเปต 
 5. spreader และแอลกอฮอล์ 
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วิธีการ 
 
 1.  เก็บตัวอย่างด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ ท้าการเจือจางให้เหมาะสม โดยเลือกระดับการเจือ
จางตัวอย่างละ 3 ระดับ แต่ละระดับดูดตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ลงจานเพาะเชื้อ 3 ซ้้า เกลี่ยด้วยแท่ง
แก้วตามเทคนิคการ spread plate 
 2.  น้าจานเพาะเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนับจ้านวน
โคโลนีหาค่าเฉลี่ยจากระดับการเจือจางที่ให้จ้านวนโคโลนีอยู่ระหว่าง 30-300 โคโลนีต่อจานเพาะ
เชื้อ ค้านวณหาจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิตต่อตัวอย่าง 1 ลิตรดังนี ้
 
จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต (CFU/ลิตร) = จ้านวนโคโลนีต่อจานเพาะเชื้อ × dilution factor × 10000 
 
 ส้าหรับกราฟการเทียบมาตรฐานระหว่างน้้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) กับเซลล์ที่มีชีวิต 
(CFU ต่อลิตร) มีวิธีการดังนี้ น้าตัวอย่างที่เก็บได้ในระยะการเติบโตเอกซ์โพเนลเชียลใส่ลงในหลอด
ทดลองที่อบแห้งและทราบน้้าหนักแน่นอนแล้ว 3 หลอดๆ ละ 10 มิลลิลิตร น้าไปหมุนเหวี่ยงที่ 300 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที รินส่วนใสออกเติมน้้ากลั่นลงไปหลอดละ 5 มิลลิลิตร เขย่าและน้าไป
ปั่นใหม่ท้าซ้้า 2 คร้ัง แล้วน้าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ค้านวณหาน้้าหนักเซลล์แห้งเป็นกรัมต่อลิตร ส่วนตัวอย่างเดียวกันนี้ให้ท้าการเจือจางด้วยน้้ากลั่น 
แล้วน้าไปท้าเทคนิค spread plate เพื่อหาจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต เขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง
น้้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) กับจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต (CFU ต่อลิตร) ดังแสดงในภาพผนวกที่ ก4 
เพื่อใช้ค้านวณหาน้้าหนักเซลล์แห้งจากตัวอย่างที่วัดค่าเป็นจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต 
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ภาพผนวกท่ี ก4  ความสัมพันธ์ระหว่างน้้าหนักเซลล์แห้ง (DCW) และจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต 
 
ท่ีมา: วนิดา (2553) 
 
4.  การหาปริมาณน้้าตาลกลูโคส, เซลโลไบโอส และไซโลส ด้วยเคร่ือง High Performance Liquid 
Chromatography ตามวิธีของ Ballesteros et al. (2004) 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  High Performance Liquid Chromatography 
 2.  คอลัมน์ (Aminex) (ยี่ห้อ Biorad รุ่น Aminex HPX-87P) 
 3.  Detector (RI) 
 4.  Recorder 
 5.  สารละลายกลูโคสมาตรฐานเตรียมโดยเจือจางกลูโคส, เซลโลไบโอส และไซโลส ด้วย
น้้ากลั่นปราศจากไอออนที่ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร แล้วน้ามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-
5 กรัมต่อลิตร ดังตารางผนวกที่ ก3 
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 วิธีการ 
 1.  ท้าการเตรียมตัวอย่างโดยกรองผ่านตัวกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร แล้วฉีดเข้า
เคร่ือง 
 2.  ใช้น้้ากลั่นปราศจากอิออนเป็นเฟสเคลื่อนที่ ด้วยอัตราเร็ว 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 
85 องศาเซลเซียส 
 3.  น้าค่าที่ได้วิเคราะห์เทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 
  ความเข้มข้นกลูโคส (กรัมต่อลิตร) =         พื้นที่ใต้กราฟกลูโคส  
                ความชันของกราฟมาตรฐาน 
 
ตารางผนวกท่ี ก3  การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส, เซลโลไบโอส และ ไซโลส 
 
สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

(กรมัต่อลิตร) 
สารละลายกลูโคส, เซลโลไบโอส 

และไซโลส (10 กรัมต่อลิตร) 
(มิลลิลิตร) 

น้้ากลั่นปราศจากไอออน 
(มิลลิลิตร) 

0 
0.1 
0.5 
1.5 
3 
5 

10 

0.00 
0.05 
0.25 
0.75 
1.50 
2.50 
5.00 

5.00 
4.95 
4.75 
4.25 
3.50 
2.50 
0.00 
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ภาพผนวกท่ี ก5  กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคส 
 

 
 

ภาพผนวกท่ี ก6  กราฟมาตรฐานสารละลายเซลโลไบโอส 
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ภาพผนวกท่ี ก7  กราฟมาตรฐานสารละลายไซโลส 
 
5.  การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเคร่ือง Gas Chromatography ตามวิธีของวนิดา (2553) 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 1.  Gas Chromatography (ยี่ห้อ Chrompack) 
 2.  คอลัมน์ (Capillary column) (ยี่ห้อ Varian, รุ่น Factor four capillary column) ขนาด 30 
มิลลิเมตร x 0.25 มิลลิเมตร x 0.25 ไมโครลิตร) 
 3.  Detector (Flame Ionization Detector, FID) 
 4.  Recorder 
 5.  เข็มฉีดตัวอย่าง (microsyringes, Hamilton; U.S.A.) 
 6.  ตัวกรอง 13 mm Syring Filter Nylon, 0.2 µm (Filtrex; Thailand) 
 7.  ถังแก๊สฮีเลียม ออกซิเจน และไฮโดรเจน 
 8.  สารละลายเอทานอลมาตรฐานเตรียมโดยเจือจางเอทานอล  99.99 เปอร์เซ็นต์ (HPLC 
grade) ด้วยน้้ากลั่นปราศจากไอออนที่ความเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร แล้วน้ามาเจือจางให้ได้ความ
เข้มข้นต้ังแต ่0-20 กรัมต่อลิตร ดังตารางผนวกที่ ก4 
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วิธีการ 
 
 1.  ค่าตัวแปรต่าง ๆ ของเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี ในสภาวะที่ปฏิบัติงาน 
อุณหภูมิในการฉีด 160 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิภายใน oven 45 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
อุณหภูมิที่ detector 250 องศาเซลเซียส 
 2.  ท้าการเตรียมตัวอย่างโดยกรองผ่านตัวกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร 
 3.  ท้าการฉีดสารละลายตัวอย่าง 0.2 ไมโครลิตรจะได้โครมาโทแกรมของเอทานอล
ค้านวณหาพื้นที่ใต้โครมาโทแกรมเอทานอล 
 4.  น้าพื้นที่ใต้โครมาโทแกรมเอทานอลไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 
เอทานอล (กรัมต่อลิตร) =      พื้นที่ใต้กราฟเอทานอล   ช 
     ความชันของกราฟมาตรฐาน 
 
ตารางผนวกท่ี ก4  การเตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอล 
 
สารละลายเอทานอลมาตรฐาน 
(กรัมต่อลิตร) 

สารละลายเอทานอล (30 กรัมต่อลิตร) 
(มิลลิลิตร) 

น้้ากลั่นปราศจากไอออน 
(มิลลิลิตร) 

0 
0.5 
5 
10 
20 
30 

0 
0.08 
0.83 
1.67 
3.33 
5 

5 
4.92 
4.17 
3.33 
1.67 
0 
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ภาพผนวกท่ี ก8  กราฟมาตรฐานสารละลายเอทานอล 
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ภาคผนวก ข 
การค้านวณค่าพารามิเตอร์ 
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1.  การค้านวณค่า severity factor (log R0) 
 

log Ro = log {t exp [(T-100)/14.75] } 
 
เมื่อ  t  คือ  ระยะเวลาที่ใช้ในการระเบิด (นาที) 

T  คือ  อุณหภมูิของไอน้้า (องศาเซลเซียส) 
 

2.  การค้านวณในการออกแบบโดยวิธีทะกุจิ (Roy, 2001) 
 
 2.1  อัตราส่วน S/N 

 
S/N ratio = -10log (MSD) 

 
 2.2  ค่ากลางเบี่ยงเบนมาตรฐาน (MSD) 
 
Bigger is better;    MSD = (Σ(1 / y)2) /N  
 
Smaller is better;   MSD = (Σ(y)2) /N  
 
Nominal is bestter;   MSD = (Σ (y - y0)2) /N 
 
หมายเหตุ y, y0 และ N หมายถึง ผลการทดลอง ผลการทดลองที่ก้าหนด และจ้านวนการทดลอง
ตามล้าดับ 
 
 2.3  เปอร์เซ็นต์อิทธิพลหลัก (% main effect) 

 
% Main effect = (Max-Min)*100 

             Max 
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 2.4  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
 

 
 

 2.5  ค่า factor sum of square (SSFactor) 
edd 

 
 

 2.6  ค่า Error sum of square (SSError) 
 

SSERROR = ∑ (SD)2*(r-1) 
 

 2.7  ค่าองศาอิสระของแฟคเตอร์ (DOFFactor) 
 

DOFFactor = L-1 
 

 2.8  ค่าองศาอิสระของข้อผิดพลาด (DOFFactor) 
 

DOFERROR = N(r-1) 
 

 2.9  ค่าองศาอิสระรวม (DOFTotal) 
 

DOFTotal = (N*r)-1 
 

 2.10  ค่าความแปรปรวน (Variance, Var) 
 

Var =    SS   g 
        DOF 
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 2.11  ค่าสัดสว่นความแปรปรวน (variance ratio, Fratio) 
 

Fratio =     Var      เ 
         VarERROR 

 
 2.12  ค่าความน่าเชื่อมั่น confidence) 
 

Confidence=100-FDIST (Fratio , DOFFactor , DOFError )*100 
 
 2.13  การหาค่าผลการทดลองที่คาดไว้ ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม (result expected at 
optimum condition, YOPT) 

 

 
 

 2.14  ค่าประมาณ Yexpected 
 

Yexpected = (MSD)1/2 
 

หมายเหตุ FDIST เป็นค่าที่ค้านวณโดยใช้ฟังก์ชันส้าเร็จรูปในโปรมแกรม excel โดยเป็น
ความสัมพันธ์ระหว่างค่า Fratio, DOFFactor, DOFError โดย y, y , N, r, L, k และ T หมายถึง ผลการ
ทดลองค่าเฉลี่ยของผลการทดลอง จ้านวนการทดลอง จ้านวนซ้้าที่ท้าการทดลอง จ้านวนระดับของ
แฟกเตอร์ ระดับของแฟกเตอร์ และ ค่าเฉลี่ยของผลรวมของผลการทดลองทั้งหมด ตามล้าดับ และ 2 
A , 2 B , 3 C , 3 D , 3 E , 3 F , 3 G และ 2 H หมายถึง ค่าเฉลี่ยของผลรวมของผลการทดลองของแต่
ละระดับของแฟกเตอร์ที่เหมาะสมที่ได้ 
 
3.  การค้านวณค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการหมัก 
 
 3.1  อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (μ ) 
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ค้านวณได้โดยการเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลา กับ lnX อัตราการ
เจริญเติบโตจ้าเพาะสามารถหาได้จากความชันของกราฟ 
 

 
 

ภาพผนวกท่ี ข1 การหาอัตราการเจริญจ้าเพาะ (μ ) 
 

3.2  อัตราการเกิดผลิตภัณฑ์ (QP) 
 

อัตราการเกิดผลิตภัณฑ์สามารถค้านวณได้จากสมการ (สาโรจน์และคณะ, 2544) 
 
 
                                          กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 

 
 

 โดยที่  Pt   = ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์สูงสุด (กรัมต่อลิตร) 
  P0  = ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์ชั่วโมงที่ 0 (กรัมต่อลิตร) 
  tt  = ระยะเวลาสุดท้ายในการเกิดผลิตภัณฑ์สูงสุด (ชั่วโมง) 
  t0  = ระยะเวลาเร่ิมต้น (ชั่วโมง) 
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 3.3  ผลได้เอทานอล (YP/S) 
 

ผลได้ของเอทานอลสามารถค้านวณได้จากสมการ (NREL, 2008b) 
 

 
                                                     กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส 
 
 

โดยที่  P t  = ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุด (กรัมต่อลิตร) 
P0 = ความเข้มข้นเอทานอลชั่วโมงที่ 0 (กรัมต่อลิตร) 
f  = ค่า cellulose fraction of dry biomass (กรัมเซลลูโลสต่อกรัมเยื่อ) 

Biomass = ปริมาณเยื่อเร่ิมต้น (กรัมต่อลิตร) 
1.11  = ค่าการเปลี่ยนเซลลูโลสเป็นกลูโคส 

 
 3.4  ผลได้ของเอทานอลเทียบกับทางทฤษฎี (Theoretical ethanol yield) 
 

ผลได้ของเอทานอลเทียบกับทางทฤษฎีสามารถค้านวณได้จากสมการ (NREL, 2008b) 
 

 
                              Theoretical ethanol yield                                                                                         เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 โดยที่   Pt  = ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุด (กรัมต่อลิตร) 
  P0  = ความเข้มข้นเอทานอลชั่วโมงที่ 0 (กรัมต่อลิตร) 
  f  = ค่า cellulose fraction of dry biomass (กรัมเซลลูโลสต่อกรัมเยื่อ) 
 Biomass = ปริมาณเยื่อเร่ิมต้น (กรัมต่อลิตร) 
  1.11  = ค่าการเปลี่ยนเซลลูโลสเป็นกลูโคส 
  0.51  = ค่าการเปลี่ยนกลูโคสเป็นเอทานอลบนพื้นฐานของปริมาณสัมพันธ์ 

(stoichiometric biochemistry) ของเซลล์ยีสต์ 
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3.5  ผลได้กลูโคส (YP/S) 
 

ผลได้ของกลูโคสสามารถค้านวณได้จากสมการ (Kim, 2004) 
 
 
                                                                                                                  กรัมกลูโคสต่อกรัมเซลลูโลส 

 
 

โดยที่  Gt  = ความเข้มข้นกลูโคสสูงสุด (กรัมต่อลิตร) 
G0  = ความเข้มข้นกลูโคสชั่วโมงที่ 0 (กรัมต่อลิตร) 
f  = ค่า cellulose fraction of dry biomass (กรัมเซลลูโลสต่อกรัมเยื่อ) 

Biomass  = ปริมาณเยื่อเร่ิมต้น (กรัมต่อลิตร) 
162  = น้้าหนักโมเลกุลของเซลลูโลส 
180  = น้้าหนักโมเลกุลของกลูโคส 

 
 3.6  ผลได้กลูโคสเทียบกับทางทฤษฎี (Theoretical glucose yield or % digestibility) 
 

ผลได้ของกลูโคสเทียบกับทางทฤษฎีหรือเปอร์เซ็นต์ที่ย่อยได้ (% digestibility) 
สามารถค้านวณได้จากสมการ (NREL, 2008b) 

 
 
 % Digestibility                                                                                                        เปอร์เซ็นต์ 
 
 

โดยที่ Glucose  = ความเข้มข้นกลูโคสที่เหลืออยู่ (กรัมต่อลิตร) 
Cellobiose  = ความเข้มข้นเซลโลไบโอสที่เหลืออยู่ (กรัมต่อลิตร) 

f  = ค่า cellulose fraction of dry biomass (กรัมเซลลูโลสต่อกรัมเยื่อ) 
Biomass  = ปริมาณเยื่อเร่ิมต้น (กรัมต่อลิตร) 

1.11  = ค่าการเปลี่ยนเซลลูโลสเป็นกลูโคส 
1.053  = ค่าการเปลี่ยนแปลงเซลโลไบโอสเป็นกลูโคส 
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ภาคผนวก ค 
ข้อมูลการทดลอง 
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Cellulose W.E. Oil palm trunk 
 

Class Level Information 
Class         Levels    Values 
trt                6    a b c d e f 

Number of observations    18 
 
                 Dependent Variable: y 

Sum of 
Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 

                 Model                           5     112.4417111       22.4883422      21.60    <.0001 
                 Error                            12      12.4920667       1.0410056 
                 Corrected Total           17    124.9337778 
 

R-Square     Coeff Var      Root MSE        y Mean 
0.900010      1.829436      1.020297      55.77111 

 
Source                  DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
trt                          5     112.4417111       22.4883422      21.60    <.0001 

 
Duncan's Multiple Range Test for y 

                                                Alpha                                        0.05 
                                                Error Degrees of Freedom       12 
                                                Error Mean Square                   1.041006 
 
                                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
ภาพผนวกท่ี ค1  output ANOVA ของเซลลูโลสเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังการระเบิดด้วยไอน้้าและ

สกัดด้วยน้้าร้อน โดย SAS 
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                           Duncan Grouping          Mean      N    trt 
                                                     A        58.8333    3    e 
                                                      A 
                                             B      A       57.0400    3    d 

B 
B              56.5300      3    f 
B 
B              56.0233      3    c 
B 
B              55.5067      3    b 

                                                     C       50.6933      3    a 
 

 
ภาพผนวกท่ี ค1 (ต่อ) 
 

pentoxan W.E. Oil palm trunk 
Class Level Information 

Class         Levels    Values 
trt                6    a b c d e f 

Number of observations    18 
 

Dependent Variable: y 
Sum of 

                       Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
                       Model                          5     349.0582000      69.8116400      70.90    <.0001 
                       Error                          12      11.8150000       0.9845833 
                       Corrected Total         17     360.8732000 
 
ภาพผนวกท่ี ค2  output ANOVA ของเพนโตแซนเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังการระเบิดด้วยไอน้้า

และสกัดด้วยน้้าร้อน โดย SAS 
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R-Square     Coeff Var      Root MSE        y Mean 
0.967260      13.21254      0.992262      7.510000 

 
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
trt                                 5     349.0582000      69.8116400      70.90    <.0001 

 
Duncan's Multiple Range Test for y 

                                                Alpha                        0.05 
                                                Error Degrees of Freedom       12 
                                                Error Mean Square        0.984583 
 

Means with the same letter are not significantly different. 
 
                                   Duncan Grouping          Mean      N    trt 

                                                 A       15.7300     3     a 
                                                 B        9.8067      3     b 
                                                 B 
                                                 B        8.1700      3     c 
                                                 C        4.4767      3     d 
                                                 C 
                                                 C        4.0367      3     e 
                                                 C 
                                                 C        2.8400      3     f 
 

 
ภาพผนวกท่ี ค2 (ต่อ) 
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Lignin W.E. Oil palm trunk 
 

Class Level Information 
Class         Levels    Values 
trt                6    a b c d e f 

Number of observations    18 
          

Dependent Variable: y 
Sum of 

                       Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
                       Model                         5     30.15600000      6.03120000       7.72    0.0019 
                       Error                         12       9.37120000      0.78093333 
                       Corrected Total        17     39.52720000 
 

R-Square     Coeff Var      Root MSE        y Mean 
0.762918      3.318039      0.883704      26.63333 

 
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
trt                               5     30.15600000      6.03120000       7.72    0.0019 

 
                                               Duncan's Multiple Range Test for y 
                                                Alpha                                        0.05 
                                                Error Degrees of Freedom       12 
                                                Error Mean Square                   0.780933 
                              

Means with the same letter are not significantly different. 
 
ภาพผนวกท่ี ค3  output ANOVA ของลิกนินเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันหลังการระเบิดด้วยไอน้้าและ

สกัดด้วยน้้าร้อน โดย SAS 
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                                   Duncan Grouping          Mean      N    trt 
                                                 A       28.7967      3    d 
                                                 B       27.1233      3    e 
                                                  B 
                                                 B       26.7267      3    c 
                                                 B 
                                                 B       26.4667      3    f 
                                                 B 
                                                 B       26.2833      3    b 
                                                 C       24.4033      3    a 

 
 
ภาพผนวกท่ี ค3 (ต่อ) 
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ตารางผนวกท่ี ค1  การย่อยเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้
เยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักแห้งต่อปริมาตร 

 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ความเข้มข้น

กลูโคส 
(กรัมต่อลิตร) 

ความเข้มข้น 
เซลโลไบโอส 
(กรัมต่อลิตร) 

ความเข้มข้น
ไซโลส 

(กรัมต่อลิตร) 

เปอร์เซ็นเซลลูโลส
ที่ถูกย่อย 

(เปอร์เซ็นต์) 
0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
15 
18 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 

0.54 
2.47 
7.92 

12.14 
14.65 
17.69 
21.54 
23.45 
27.70 
33.46 
43.69 
53.75 
59.13 
64.92 
67.89 
71.57 

0.29 
2.36 
3.38 
4.71 
5.53 
6.38 
7.66 
8.43 
9.66 

11.92 
13.40 
15.11 
13.76 
12.76 
11.99 
11.17 

0.01 
0.10 
0.23 
0.23 
0.22 
0.22 
0.21 
0.19 
0.17 
0.16 
0.13 
0.12 
0.13 
0.14 
0.14 
0.14 

0.89 
5.25 

12.19 
18.16 
21.75 
25.93 
31.45 
34.34 
40.22 
48.88 
61.39 
74.00 
78.19 
83.23 
85.53 
88.51 
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ตารางผนวกท่ี ค2  การผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยกระบวนการย่อยและหมัก
พร้อมกันที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปริมาณเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้้าหนักต่อปริมาตร 

 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต 

(CFUต่อลิตร) 
ความเข้มข้นเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ความเข้มข้นกลูโคส 

(กรัมต่อลิตร) 
0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
15 
18 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 

1.93×1010 
8.88×109 
6.38×109 
6.18×109 
6.42×109 
9.22×109 
1.98×1010 
2.05×1010 
1.07×1011 
9.42×1010 
2.07×1011 
1.41×1011 
1.33×1011 
1.54×1011 
1.50×1011 
1.50×1011 

0.87 
0.62 
0.97 
1.87 
2.53 
3.82 
5.16 
7.22 
9.30 

14.83 
28.89 
40.06 
39.95 
39.48 
39.56 
44.25 

0.14 
0.39 
1.27 
0.84 
0.47 
0.35 
0.22 
0.18 
0.16 
0.10 
0.02 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
0.02 
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ตารางผนวกท่ี ค3  การผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยกระบวนการย่อยและหมัก
พร้อมกันที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และปริมาณเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้้าหนักต่อปริมาตร 

 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต 

(CFUต่อลิตร) 
ความเข้มข้นเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ความเข้มข้นกลูโคส 

(กรัมต่อลิตร) 
0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
15 
18 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 

1.81×1010 
5.07×109 
3.75×109 
3.07×109 
3.13×109 
1.47×109 
2.70×109 
6.28×109 
6.47×109 
2.00×1010 
3.05×1010 
2.00×1010 
2.30×1010 
1.13×1010 
5.63×109 
1.98×109 

0.49 
0.48 
0.69 
0.75 
1.53 
2.90 
4.65 
6.52 
8.69 

15.48 
28.58 
33.84 
36.85 
38.58 
41.43 
44.00 

0.44 
1.35 
3.39 
2.90 
3.34 
2.72 
1.42 
0.43 
0.34 
0.07 
0.00 
0.00 
0.01 
0.02 
0.02 
0.02 
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ตารางผนวกท่ี ค4  การผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยกระบวนการย่อยและหมัก
พร้อมกันที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และปริมาณเยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้้าหนักต่อปริมาตร 

 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต 

(CFUต่อลิตร) 
ความเข้มข้นเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ความเข้มข้นกลูโคส 

(กรัมต่อลิตร) 
0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
15 
18 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 

1.93×1010 
3.15×109 
2.97×109 
1.57×109 
1.58×109 
1.71×109 
1.38×109 
1.72×109 
9.87×108 
1.86×109 
8.63×108 
5.33×107 

0 
0 
0 
0 

0.65 
0.61 
1.39 
2.45 
3.53 
4.50 
4.25 
8.89 

10.47 
14.27 
21.12 
21.79 
20.50 
19.33 
18.60 
12.72 

0.59 
1.86 
3.53 
3.91 
4.28 
4.03 
3.10 
2.52 
2.49 
4.07 
9.55 

15.33 
20.30 
24.17 
27.13 
29.74 
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ตารางผนวกท่ี ค5  การผลิตเอทานอลจากเยื่อล้าต้นปาล์มน้้ามันด้วยกระบวนพรีไฮโดรลิซิสที่
อุณหภูมิ 50 องศ าเซลเซียสเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ก่อนการย่อยและหมักพร้อมกัน
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้เยื่อ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนักต่อปริมาตร 

 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต 

(CFUต่อลิตร) 
ความเข้มข้นเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ความเข้มข้นกลูโคส 

(กรัมต่อลิตร) 
0 
6 

12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 
27 
30 
36 
48 
60 
72 
84 
96 

108 

- 
- 

1.93×1010 
4.32×109 
7.22×109 
1.08×1010 
1.33×1010 
1.66×1010 
1.29×1010 
1.98×1011 
4.00×1011 
6.80×1011 
2.01×1011 
2.04×1011 
2.13×1011 
1.84×1011 
2.28×1011 
2.12×1011 

- 
- 

0.83 
0.86 
1.49 
2.07 
3.80 
4.08 
5.34 
5.63 
8.05 

15.04 
30.68 
31.89 
32.21 
34.58 
31.33 
31.22 

0.15 
1.77 
9.82 
7.67 
6.64 
3.67 
0.70 
0.24 
0.10 
0.10 
0.07 
0.10 
0.01 
0.00 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
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ประวัติการศึกษา และการท้างาน 
 

ชื่อ-นามสกุล   นายเกียรติพงษ์ สงพรหม 
วัน เดือน ปี ที่เกิด  วันที่ 28 พฤศจิกายน 2526 
สถานที่เกิด  จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
ประวัติการศึกษา  วท.บ. (เคม-ีชีววิทยา)  

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตปัตตานี 
ประวัติการท้างาน  1 ปี 7 เดือน พนักงานควบคุมคุณภาพ บริษัท ยูนีซัน จ้ากัด 
ทุนการศึกษาที่ได้รับ  ทุนสนับสนุน จากส้านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) 
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