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บทคัดย่อ  
 ล าต้นส าปะหลัง (Manihot esculenta) เป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่มีปริมาณมากใน
ประเทศไทย สามารถน ามาใช้เป็นวัตถุดิบทางเลือกส าหรับการผลิตลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลได้ เนื่องจาก
ล าต้นมันส าปะหลังประกอบด้วยเซลลูโลสในปริมาณสูง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาการผลิตลิกโนเซลลูโลสิก
เอทานอลจากล าต้นมันส าปะหลังด้วยการย่อยด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง แล้วท าการหมักแบบกะด้วยยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5048 นอกจากนี้ยังได้ศึกษาผลกระทบของการปรับสภาพตัวอย่าง
โดยใช้สารละลายโซเดียม ไฮดรอกไซด์ด้วยวิธีการต่างๆ จากผลของการศึกษาปริมาณของน้ าตาลทั้งหมดที่
ได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสด้วยกรดซัลฟูริกเจือจางโดยใช้
เทคนิคสเปกโทรโฟโตเมทรี เท่ากับ 0.24  0.03 และ 0.26   0.02 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ตามล าดับ 
และจากการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของน้ าตาลที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี พบว่ามีกลูโคส
และไซโลสเป็นองค์ประกอบหลัก โดยผลผลิตของน้ าตาลกลูโคสที่ได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมัน
ส าปะหลังและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส เท่ากับ 0.19 0.01 และ 0.20  0.01 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง 
และไซโลส เท่ากับ 0.02  0.01 และ 0.04  0.01 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ตามล าดับ ส่วนการหมักแบบ
กะของสารละลายที่ได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส ให้ผลผลิตเป็น
เอทานอล เท่ากับ 0.063 และ 0.070 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ตามล าดับ ซึ่งคิดเป็นผลผลิตเอทานอลเมื่อ
เทียบกับค่าในทางทฤษฎี เท่ากับร้อยละ 68.0 และ 74.3 ตามล าดับ  
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Abstract  
 Cassava (Manihot esculenta) stems can be used as an alternative raw material 
for lignocellulosic ethanol production and they have a large volume left as agricultural 
biomass wastes in Thailand. In addition, they also contain high cellulose. Therefore, this 
project studied the use of cassava stems the lignocellulosic ethanol production by an 
acid hydrolysis process with dilute sulfuric acid. Subsequently, the hydrolysated solution 
was fermented via batch fermentation with Saccharomyces cerevisiae TISTR 5048. The 
effect of pretreatment was examined by using sodium hydroxide at various pretreatment 
methods. As a result, the quantitative analyses of total sugar derived from raw cassava 
stems and holocellulose by spectrophotometric techniques were 0.24±0.03 and 
0.26±0.02 g/g of dried sample, respectively. Qualitative and quantitative analysis of 
reducing sugars by gas chromatographic techniques were measured and the results 
showed that they contained glucose and xylose as major components. The yields of 
these sugars derived from raw cassava stems and holocellulose were 0.19 0.01 and 0.20

0.01 g/g of dried sample for glucose and were 0.02 0.01 and 0.04 0.01 g/g of dried 
sample for xylose, respectively. The batch fermentation resulted in an ethanol yield of 
0.063 and 0.070 g/g of dried sample, corresponding to 68.0 and 74.3% when compared 
to theoretical ethanol yields for hydrolysated solution of raw cassava stems and 
holocellulose, respectively.  
 
บทน า 
 ปัจจุบัน ทั่วโลกมีการขยายตัวทางด้านอุตสาหกรรม เกษตรกรรม และการคมนาคมขนส่งมาก
ขึ้น ท าให้ความต้องการพลังงานเชื้อเพลิงมีมากขึ้นตามไปด้วย ส่งผลให้ราคาของน้ ามันเชื้อเพลิงสูงขึ้น จน
ท าให้เกิดภาวะวิกฤติการณ์น้ ามันเชื้อเพลิง ดังนั้นหลายประเทศจึงมีการวิจัยเกี่ยวกับการพัฒนาและการใช้
พลังงานอ่ืนๆ มาทดแทน เพ่ือลดการใช้น้ ามันเชื้อเพลิงจากฟอสซิล ประเทศไทยเป็นอีกประเทศหนึ่งที่ให้
ความส าคัญกับพลังงานทดแทน โดยเฉพาะพลังงานจากเอทานอล เพราะพลังงานเอทานอลจัดได้ว่า เป็น
พลังงานสะอาดที่สามารถน ามาใช้ทดแทนพลังงานเชื้อเพลิงจากซากฟอสซิลได้เป็นอย่างดี ส่งผลดีต่อ
เศรษฐกิจภายในประเทศ และยังช่วยลดปัญหามลพิษด้านสิ่งแวดล้อม เนื่องจากเอทานอลเป็นเชื้อเพลิงที่
ไร้สารมลพิษ เช่น ซัลเฟอร์ และมีโมเลกุลของออกซิเจนเป็นส่วนประกอบถึงร้อยละ 35 โดยน้ าหนัก เมื่อ
น ามาใช้เป็นเชื้อเพลิงในรถยนต์จึงเกิดการเผาไหม้ที่สมบูรณ์กว่าเชื้อเพลิงทั่วไป ตัวอย่างเช่น การใช้น้ ามัน
แก๊สโซฮอล์ E10 คือน้ ามันเชื้อเพลิงส าหรับเครื่องยนต์ที่ได้จากการผสมระหว่างน้ ามันเบนซินกับเอทานอล
ที่มีความบริสุทธิ์ไม่ต่ากว่าร้อยละ 99.5 โดยปริมาตรในอัตราส่วน 9:1 หรือ น้ ามันเบนซินร้อยละ 90 และ
เอทานอลร้อยละ 10 โดยปริมาตร เป็นต้น (Papong and Malakul, 2010) ในปัจจุบัน ประเทศไทยมีการ



Veridian E-Journal, SU  Vol.5  No. 3  September - December  2012   กลุ่มวิทยาศาสตร์ 

 

 431 
 

ผลิตเอทานอลโดยใช้วัตถุดิบหลัก 2 ประเภท คือ วัตถุดิบประเภทน้ าตาล เช่น อ้อยและกากน้ าตาล เป็น
ต้น และวัตถุดิบประเภทแป้ง เช่น มันส าปะหลังและข้าวโพด เป็นต้น จากปริมาณความต้องการเอทานอล
ที่สูงขึ้น อาจท าให้วัตถุดิบดังกล่าวมีไม่เพียงพอกับความต้องการ ท าให้ต้องหาแหล่งวัตถุดิบใหม่ที่มีปริมาณ
มาก เช่น วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocelluloses) ซึ่งได้จากเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร
เพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบทางเลือกมาเสริมในการผลิต เช่น ล าต้นมันส าปะหลังเพ่ือมาทดแทนวัตถุดิบประเภท
น้ าตาลและแป้ง ซึ่งเป็นวัตถุดิบที่มีแนวโน้มที่จะมีราคาสูงข้ึนเรื่อยๆ การผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภท
ลิกโนเซลลูโลสประกอบด้วยขั้นตอนส าคัญ 3 ขั้นตอน (Yang และคณะ, 2009) ดังนี้ ขั้นตอนการเตรียม
วัตถุดิบหรือการปรับสภาพ (pretreatment) เป็นการท าลายโครงสร้างที่แข็งแรงของวัตถุดิบ เพ่ือให้
สามารถย่อยเซลลูโลสได้ง่ายขึ้น สามารถท าได้ทั้งวิธีการทางเคมีและทางกายภาพ ได้แก่ การปรับสภาพ
ด้วยกรด (acid pretreatment) การปรับสภาพด้วยด่าง (alkaline pretreatment) และการระเบิดด้วย
ไอน้ า (steam explosion หรือ autohydrolysis) เป็นต้น (Binod และคณะ, 2010) ขั้นตอนที่สอง คือ
ขั้นตอนการย่อยหรือการไฮโดรไลซีส (hydrolysis) เซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลกลูโคส ซึ่งเป็นน้ าตาลโมเลกุล
เดี่ยว มี 2 วิธี คือ การใช้กรดและการใช้เอนไซม์ (Balat, 2011) และสุดท้ายคือขั้นตอนการหมัก 
(fermentation) ภายหลังจากวัตถุดิบถูกเปลี่ยนเป็นน้ าตาลกลูโคสแล้ว สามารถหมักกลูโคสให้เป็นเอทา
นอลด้วยการใช้ยีสต์ เช่น ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae เป็นต้น  
 ล าต้นมันส าปะหลัง(Manihot esculenta) เป็นพืชเส้นใยอีกชนิดหนึ่งที่น่าสนใจ เนื่องจากล า
ต้นมันส าปะหลังประกอบด้วยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในปริมาณสูง คือประมาณร้อยละ 35.2 และ24.3 
โดยน้ าหนัก ตามล าดับ (Han และคณะ, 2011) นอกจากนี้ยังเป็นพืชที่มีการเพาะปลูกกันอย่างแพร่หลาย
ทั่วประเทศโดยมีพ้ืนที่เพาะปลูกประมาณ 7.5 ล้านไร่ โดยเฉพาะในพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีการ
เพาะปลูกมากที่สุด (สานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2553) โดยเหง้าและล าต้นมันส าปะหลังบางส่วนที่
เหลือจากการเก็บเกี่ยวผลผลิต จะกลายเป็นเศษวัสดุเหลือทิ้งเป็นจานวนมาก ซึ่งมีประมาณ 3.4 ล้านตัน
ต่อปี (Energy for Environment Foundation, 2008) หากพิจารณาในแง่ของวัตถุดิบในการผลิตลิกโน
เซลลูโลสิกเอทานอลแล้ว ล าต้นมันส าปะหลังน่าจะเป็นวัสดุทางเลือกที่มีความเหมาะสมและมีศักยภาพที่
จะใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตน้ าตาล ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการผลิตลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลในอนาคตได้ 
นอกจากนี้ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรอีกทางหนึ่งด้วย  
 ดังนั้นวัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยนี้ คือ ศึกษาวิธีการผลิตลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลจากการ
ย่อยล าต้นมันส าปะหลังด้วยกรด ซัลฟูริกเจือจาง แล้วท าการหมักสารละลายที่ได้ด้วยวิธีการหมักแบบกะ
ด้วยยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048 นอกจากนี้ยังศึกษาผลกระทบของการปรับสภาพตัวอย่างโดยใช้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ด้วยวิธีการต่างๆ ด้วย โดยที่ปริมาณของน้ าตาลทั้งหมด (total sugar) ที่ได้
จากการย่อยได้ตรวจวัดด้วยเทคนิคสเปกโทรโฟโตเมทรี  โดยใช้วิธีฟีนอล-ซัลฟูริก และศึกษาชนิดของ
น้ าตาลที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิค แก๊สโครมาโทกราฟี โดยใช้วิธีไตรเมทิลซิลิลอีเทอร์ และตรวจวัดปริมาณเอทา
นอลด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีต่อไป  
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วิธีการวิจัย  
 1. อุปกรณ์และสารเคมี  
  1.1  หม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูง (autoclave) ยี่ห้อ Hirayama รุ่น HVA-110, ญี่ปุ่น  
  1.2 เครื่ อง อัลตราไว โอเลต -วิ สิ เบิ ลส เปกโทร โฟโตมิ เตอร์  (UV-Visible 
Spectrophotometer) ยี่ห้อ Perkin-Elmer รุ่น Lambda 25, สหรัฐอเมริกา  
  1.3 เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟที่ตรวจวัดด้วยเครื่องเฟลมไอออไนเซชัน  (Gas 
chromatograph equipped with a flame ionization detector, GC-FID) ยี่ห้อ Thermo Finnigan 
รุ่น TraceGC, อิตาลี  
  1.4 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัยทั้งหมดเป็นเกรดวิเคราะห์ (analytical grade) ดังนี้ โซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ กรดเกลเชียลอะซีติก กรดซัลฟูริกเข้มข้น และแอนไฮดรัสเอทิลแอลกอฮอล์ (Merck, 
สาธารณรัฐเยอรมนี) เฮกซะเมทิลไดซิลาเซน (Fluka, สาธารณรัฐเยอรมนี) ฟีนอล บิวทานอล แมงกานีส
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต และโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Carlo Erba, อิตาลี) ไฮดรอกซีลามีนไฮโดร
คลอไรด์ ไพรีดีน โซเดียมคลอไรต์ และแอมโมเนียมซัลเฟต (Ajax Finechem, ออสเตรเลีย) กรดไตร
ฟลูออโรอะซีติก (Sigma-Aldrich, สาธารณรัฐเยอรมนี) สารมาตรฐานที่ใช้ ได้แก่ ดี-กลูโคส (Merck, 
สาธารณรัฐเยอรมนี) ดี-ไซโลส ดี-กาแลคโตส ดี-แมนโนสและไมโอ-อิโนซิทอล (Sigma-Aldrich, 
สหรัฐอเมริกา) ทุกชนิดมีความบริสุทธิ์มากกว่า ร้อยละ 99 โดยน้ าหนัก มอลต์สกัดและยีสต์สกัด 
(Himedia, อินเดีย) เพปโทน (Oxoid, สหราชอาณาจักร)  
 2. จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการวิจัย  
  จุลินทรีย์ที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ คือ ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5048 จาก
ศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย โดยเก็บรักษาไว้ในอาหารวุ้นเอียง 
(agar slant) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 3. ตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลัง 
  ตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Manihot 
esculenta Crantz สายพันธุ์ห้วยบง 60 ที่ได้หลังจากการเก็บเกี่ยวในพ้ืนที่ของอ าเภอน้ าโสม จังหวัด
อุดรธานี ซึ่งเป็นสายพันธุ์หนึ่งที่นิยมใช้เพาะปลูกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
 4. การเตรียมตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลัง 
  น าล าต้นมันส าปะหลังมาสับ ให้ได้ขนาดประมาณ 1-2 เซนติเมตร หลังจากนั้นน าไปอบที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (Mishima และคณะ, 2008) ในตู้อบไอร้อนเป็นเวลา 48 ชั่วโมง น าตัวอย่างที่
ผ่านการอบแห้งมาบดให้ละเอียด ให้ได้ขนาดประมาณ 500 ไมโครเมตร แล้วเก็บไว้ในภาชนะที่แห้งและ
ปิดให้มิดชิดเพื่อป้องกันความชื้นก่อนการน าไปใช้  
 5. การเตรียมโฮโลเซลลูโลสจากล าต้นมันส าปะหลัง 
  การเตรียมตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสด้วยการก า จัดลิกนินโดยวิธี  acid-chlorite 
delignification ใช้ตามวิธีการของ Hubbell และ Ragauskas (2010) โดยมีขั้นตอนดังนี้ ชั่งตัวอย่างล า
ต้นมันส าปะหลังใส่ลงในขวดรูปชมพู่ แล้วเติมน้ ากลั่นในอัตราส่วน 83.3 มิลลิลิตรต่อกรัมตัวอย่าง จากนั้น
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เติมโซเดียมคลอไรต์ในอัตราส่วน 0.666 มิลลิกรัมต่อกรัมตัวอย่าง และกรดเกลเชียลอะซีติกในอัตราส่วน 
0.666 มิลลิลิตรต่อกรัมตัวอย่าง น าไปต้มที่อุณหภูม ิ70 องศาเซลเซียสบนเครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน
ในตู้ดูดควัน เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้น เติมโซเดียมคลอไรต์และกรดเกลเชียลอะซีติกในอัตราส่วน
เดิมอีก แล้วต้มต่อเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ถ้าตะกอนตัวอย่างที่ได้ยังไม่ขาว ให้เติมโซเดียมคลอไรต์และกรดเกล
เชียลอะซีติกในอัตราส่วนเดิมอีกรอบ แล้วต้มต่อเป็นเวลา 2 ชั่วโมง (การเติมโซเดียมคลอไรต์และกรดเกล
เชียลอะซีติกจะต้องไม่เกิน 3 รอบ) จากนั้นกรองและล้างตะกอนด้วยน้ าจนค่าพีเอชเป็นกลาง ผึ่งลม น าไป
อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสในตู้อบไอร้อน แล้วเก็บไว้ในภาชนะที่แห้งและปิดให้มิดชิดเพ่ือ
ป้องกันความชื้น  
 6. การศึกษาผลการปรับสภาพตัวอย่างด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  
  น าตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสมาปรับสภาพด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 2% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ในอัตราส่วนของตัวอย่างต่อ
ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ร้อยละ 5 (น้ าหนักต่อปริมาตร) โดยมีขั้นตอนการศึกษาดังนี้  
  6.1 วิธีการที่ 1 ปรับสภาพ ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
  6.2 วิธีการที่ 2 ปรับสภาพโดยการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส โดยใช้ตู้อบไอ
ร้อน เป็นเวลา 60 นาท ี(Zhang และ Cai, 2008)  
  6.3 วิธีการที่ 3 ปรับสภาพ โดยใช้หม้อนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 60 นาท ี(Akhtar, 2001)  
 จากนั้น จะมีการแยกส่วนที่เป็นของเหลวออกและล้างตะกอนด้วยน้ าประปา จนน้ าล้างตะกอน
มีค่าพีเอชเป็นกลาง ผึ่งลม น าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสในตู้อบไอร้อน แล้วย่อยตัวอย่าง
แห้งที่ได้จากทั้ง 3 วิธีการด้วยกรดซัลฟูริก ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 โดยปริมาตร ด้วยอัตราส่วนของ
ตัวอย่างต่อปริมาตรกรดซัลฟูริกร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก ในหม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 90 นาที (Sun และ Cheng, 2005) จากนั้นน า
สารละลายที่ได้จากตัวอย่างทั้งหมด ไปวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยเทคนิคสเปกโทรโฟโตเมทรี 
โดยใช้วิธี ฟีนอล-ซัลฟูริกต่อไป  
 7. การย่อยตัวอย่างด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง  
  เติมกรดซัลฟูริก ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 โดยปริมาตร ด้วยอัตราส่วนของตัวอย่างต่อ
ปริมาตรกรดซัลฟูริกร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก ลงในตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่าง โฮโล
เซลลูโลส หนัก 10 20 และ 50 กรัม จากนั้นน าไปย่อยในหม้อนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 90 นาที น าสารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมดและชนิดของน้ าตาลที่เกิดขึ้น จากนั้นน าไปหมักแบบกะด้วยยีสต์ S. cerevisiae TISTR 
5048 ต่อไป  
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 8. การตรวจวัดปริมาณของน  าตาลทั งหมดโดย วิธีฟีนอล-ซัลฟูริก  
  วิธีการศึกษาโดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริกในครั้งนี้ ได้ดัดแปลงจากวิธีการของ Dubois และคณะ 
(1995) และ Wang และคณะ (2009) ดังนี้ เติมสารละลายฟีนอล ความเข้มข้น 4% (น้ าหนักต่อปริมาตร) 
1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงไป เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 30 นาท ีจากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความ
ยาวคลื่น 487 นาโนเมตร ด้วยเครื่องอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์  
 9. การศึกษาชนิดและตรวจวัดปริมาณของน  าตาลที่เกิดขึ นโดยวิธีไตรเมธิลซิลิลอีเทอร์  
  การศึกษาชนิดและปริมาณของน้ าตาลที่เกิดขึ้นโดยวิธีไตรเมธิลซิลิลอีเทอร์ครั้งนี้ได้ใช้วิธี 
internal standard method โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Fuzfai และคณะ (2008) ดังนี้ ปิเปต
สารละลายตัวอย่าง (หรือสารละลายมาตรฐานที่มีกลูโคส ไซโลส แมนโนส และกาแลคโตส) โดยใช้ไมโอ-อิ
โนซิทอล เป็น internal standard) ลงในขวดแก้วฝาเกลียว (screw capped vial) ขนาด 4 มิลลิลิตร 
น าไประเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยสาร ลดความดันแบบหมุนที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส จากนั้นเติม 
500 ไมโครลิตร สารละลายไพรีดีน (2.5 กรัม ไฮดรอกซีลามีนไฮโดรคลอไรด์ในไพรีดีน 100 มิลลิลิตร) ให้
ความร้อนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น เติม 900 ไมโครลิตร 
เฮกซะเมทิลไดซิลาเซน (HMDS) และ 100 ไมโครลิตร กรดไตรฟลูออโร อะซีติก น าไปท าปฏิกิริยาต่อที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที กรองด้วยแผ่นเยื่อกรอง ขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าไป
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FID โดยใช้คอลัมน์แบบ DB-5 ขนาด 30 เมตร × 0.25 มิลลิเมตร ความหนาของ
ฟิล์ม ขนาด 0.25 ไมโครเมตร (J&W Scientific, สหรัฐอเมริกา) สภาวะที่ใช้ในการแยกเป็นระบบ 
Temperature programming โดยใช้สภาวะดังนี้ ใช้อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่ 160 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 นาที แล้วเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 170 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเร็ว 5 องศาเซลเซียสต่อนาที จากนั้น
เพ่ิมอัตราเป็น 10 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึงอุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส แล้วเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 310 
องศาเซลเซียส ด้วยอัตรา 40 องศาเซลเซียสต่อนาที และให้คงที่ที่อุณหภูมินี้นาน 1 นาที ซึ่งเป็นอุณหภูมิ
สุดท้ายโดยใช้อุณหภูมิของระบบฉีดที่ 250 องศาเซลเซียส ใช้อุณหภูมิของระบบตรวจวัดที่ 320 องศา
เซลเซียส ใช้แก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สพาด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที และใช้ปริมาตรของสารตัวอย่าง 
1 ไมโครลิตร โดยใช้ระบบ split ratio คือ 1:75  
 10. การเตรียมกล้าเชื อยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048  
  การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048 ในครั้งนี้ได้ด าเนินการตามขั้นตอน
งานวิจัยของ Akaracharanya และคณะ (2011) โดยการเขี่ยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048 ที่เก็บ
ไว้ในอาหารวุ้นแบบเอียง ลงในอาหารเหลวส าหรับเพาะเลี้ยงเชื้อสูตร Yeast-Malt extract (ประกอบด้วย 
0.15 กรัม มอลต์สกัด 0.15 กรัม ยีสต์สกัด 0.15 กรัม เพปโทน และ กลูโคส 0.50 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 
50 มิลลิลิตร) เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 
รอบต่อนาท ีจากนั้นน าไปใช้เป็นกล้าเชื้อ (inoculum) ส าหรับการหมักลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลต่อไป  
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 11. การหมักแบบกะด้วยยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048  
  ปรับค่าพีเอชสารละลายที่ได้จากการย่อยให้อยู่ในช่วง 3.5-5.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮ  
ดรอกไซด์ ความเข้มข้น 2 โมลาร์ จากนั้นเติมอาหารสังเคราะห์ (Synthetic media) ประกอบด้วย ยีสต์
สกัดในอัตราส่วน 1 กรัมต่อลิตร แมงกานีสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตในอัตราส่วน 1 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียม
ซัลเฟตในอัตราส่วน 2 กรัมต่อลิตร และโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตในอัตราส่วน 0.5 กรัมต่อลิตร 
(Palmarola-Adrados และคณะ, 2005) น าไปนึ่งฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปล่อยให้เย็นแล้วน ามาเติม
กล้ายีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048 ในอัตราส่วน 1 มิลลิลิตรต่อ 10 มิลลิลิตรของสารละลายที่ผ่านการ
นึ่งฆ่าเชื้อ จากนั้นน าไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าความเร็ว 
150 รอบต่อนาที (Akaracharanya และคณะ, 2011) กรองผ่านแผ่นเยื่อกรอง ขนาด 0.45 ไมโครเมตร
และตรวจวัดปริมาณลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลที่เกิดข้ึนด้วยเครื่อง GC-FID ต่อไป  
 12. การตรวจวัดปริมาณลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลโดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี  
  การตรวจวัดปริมาณลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลด้วยเครื่อง GC-FID ครั้งนี้ใช้วิธี Internal 
standard method โดยใช้บิวทานอล เป็น internal standard ด าเนินการตามขั้นตอนดังนี้ ปิเปต
ตัวอย่างน้ าหมักที่กรองผ่านแผ่นเยื่อกรอง ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในขวดวัด
ปริมาตร ขนาด 5 มิลลิลิตร แล้วเติมบิวทานอล ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร จากนั้นท าการปรับปริมาตรด้วย  
เมทานอล น าไปตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FID โดยใช้คอลัมน์ชนิด DB-5 (ขนาด 30 เมตร × 0.25 
มิลลิเมตร ความหนาของฟิล์ม ขนาด 0.25 ไมโครเมตร) สภาวะที่ใช้ในการแยกเป็นระบบ Temperature 
programming โดยใช้สภาวะดังนี้ ใช้อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที แล้ว
เพ่ิมอุณหภูมิเป็น 62 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเร็ว 1.0 องศาเซลเซียสต่อนาที จากนั้นเพ่ิมอัตราเป็น 50 
องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึงอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และให้คงที่ที่อุณหภูมินี้นาน 1 นาที ซึ่งเป็น
อุณหภูมิสุดท้ายโดยใช้อุณหภูมิของระบบฉีดที่ 250 องศาเซลเซียส ใช้อุณหภูมิของระบบตรวจวัดที่ 250 
องศาเซลเซียส ใช้ฮีเลียมเป็นแก๊สพาด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที และใช้ปริมาตรของสาร
ตัวอย่าง 1 ไมโครลิตร โดยใช้ระบบ split ratio เท่ากับ 1 ต่อ 95  
 13. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  
  ในแต่ละการทดลองได้ท าการศึกษา 3 ซ้ า และข้อมูลที่ได้จากการทดลอง น ามาวิเคราะห์ค่า
ความแปรปรวน (ANOVA) และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ย ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p < 
0.05) โดยวิธี Duncan’new multiple range test (DMRT) (กัลยา, 2552) โดยใช้โปรแกรมสถิติ SPSS 
version 11.5 ในการวิเคราะห์ข้อมูล  
  
ผลการวิจัยและอภิปราย  
 1. ผลการเตรียมโฮโลเซลลูโลสจากล าต้นมันส าปะหลัง 
  จากการเตรียมโฮโลเซลลูโลสจากล าต้นมันส าปะหลังด้วยวิธีการก าจัดลิกนินโดยวิธี acid-
chlorite delignification พบว่าตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังแห้ง หนัก 1 กรัม สามารถเตรียมเป็นโฮโล
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เซลลูโลสได้ 0.687 กรัม คิดเป็นร้อยละ 68.7 โดยน้ าหนักแห้ง ดังนั้นแสดงว่า ล าต้นมันส าปะหลังจะมีโฮโล
เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบประมาณ ร้อยละ 68.7 โดยน้ าหนัก ซึ่งสอดคล้องกับค่าทางทฤษฏี โดยที่ 
Rowell (2005) กล่าวว่า โดยทั่วไปแล้ววัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสจะมีโฮโลเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ
ประมาณ ร้อยละ 65-70 โดยน้ าหนัก แต่อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาของ Han และคณะ (2010) ซึ่งได้
รายงานไว้ว่า ในล าต้นมันส าปะหลังแห้งที่ศึกษาประกอบด้วยโฮโลเซลลูโลสร้อยละ 59.5 โดยน้ าหนัก 
ลิกนินร้อยละ 33.8 โดยน้ าหนัก ซึ่งประกอบด้วยลิกนินที่ไม่ละลายในกรด (acid-insoluble lignin)     
ร้อยละ 30.0 โดยน้ าหนัก และลิกนินที่ละลายในกรด (acid-soluble lignin) ร้อยละ 3.8 โดยน้ าหนัก 
ตามล าดับ  
 2. ผลการศึกษาการปรับสภาพตัวอย่างด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  
  หลังจากปรับสภาพตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสด้วย 3 
วิธีการที่กล่าวไป แล้วน าไปย่อยด้วยกรดซัลฟูริก และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่เกิดจาก
ตัวอย่างทั้งสองชนิด พบว่า ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากตัวอย่างแต่ละชนิดและแต่ละวิธีการปรับสภาพ
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) และพบว่า
ตัวอย่างที่ไม่ได้ปรับสภาพจะให้ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดสูงกว่าตัวอย่างที่ปรับสภาพ โดยตัวอย่างโฮโล
เซลลูโลสที่ไม่ได้ปรับสภาพจะให้ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดสูงที่สุด เท่ากับ 1.56  0.14 กรัมต่อลิตร (รูปที่ 1) 
แต่อย่างไรก็ตาม ตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นที่ไม่ได้ปรับสภาพจะให้ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด เท่ากับ 
1.46   0.17 กรัมต่อลิตร ซึ่งได้ใกล้เคียงจากตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส แต่หากพิจารณาในส่วนของวิธีการ
ปรับสภาพแล้ว พบว่า ตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นจะให้ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดสูงกว่าตัวอย่างโฮโล
เซลลูโลสที่ปรับสภาพด้วยวิธีการเดียวกัน และวิธีการที่ให้ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดสูงที่สุด ตามล าดับ 
กล่าวคือ ตัวอย่างที่ไม่ได้ปรับสภาพ > วิธีการที่ 2 ซึ่งปรับสภาพโดยการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 85 องศา
เซลเซียส โดยใช้ตู้อบไอร้อน เป็นเวลา 60 นาที > วิธีการที่ 1 ซึ่งปรับสภาพที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง > วิธีการที ่3 ซึ่งปรับสภาพโดยใช้หม้อนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 60 นาที ดังนั้นตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้น จึงมีความเหมาะสมที่
จะใช้ในการผลิตน้ าตาลเพ่ือหมักให้ได้ลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอล เนื่องจากไม่จ าเป็นต้องก าจัดลิกนินออก
เพ่ือเตรียมเป็นตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสก่อน และไม่จ าเป็นต้องปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด ์จึงท าให้สามารถลดขั้นตอนในการผลิตและเสียค่าใช้จ่ายน้อยลง รวมถึงลดการใช้สารเคมี ตลอดจนยัง
เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมด้วย แต่อย่างไรก็ตาม ลิกนินที่ยังไม่ได้ถูกก าจัดออกอาจถูกย่อยเกิดเป็น
สารประกอบที่มีผลต่อการยับยั้งกระบวนการเปลี่ยนน้ าตาลไปเป็นเอทานอลโดยใช้ยีสต์  เช่น 
สารประกอบอะโรมาติก พอลิอะโรมาติก ฟีโนลิก และอัลดีไฮด์ (Palmqvist และ Hahn-Hagerdal, 
2000) เป็นต้น  
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รูปที ่1  การเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลทั้งหมดท่ีได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังกับตัวอย่าง 
 โฮโลเซลลูโลส โดยไม่มีการปรับสภาพและการปรับสภาพด้วยวิธีการต่างๆ: a, b, c และ d  
 แสดงค่าความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญที ่p< 0.05  
 
 3. ผลการตรวจวิเคราะห์น  าตาลในสารละลายท่ีได้จากการย่อย  
  จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสด้วยกรดซัลฟูริก
เจือจาง แล้วน าสารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยใช้วิธีฟีนอล-ซัลฟูริกนั้น พบว่า
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดท่ีได้จากตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส เท่ากับ 0.24 

 0.03 และ 0.26   0.02 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 และจากการ
วิเคราะห์ชนิดของน้ าตาลที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีโดยใช้วิธีไตรเมธิลซิลิลอีเทอร์ เมื่อ
เปรียบเทียบเวลาการคงอยู่จากแก๊ส โครมาโทรแกรมของสารละลายตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้น
และตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสจากรูปที่ 2 (ข) และ (ค) กับแก๊สโครมาโทรแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม
ในรูปที่ 2 (ก) พบว่า สารละลายที่ได้จากการย่อยจะมีน้ าตาลกลูโคสและน้ าตาลไซโลสเป็นองค์ประกอบ
หลัก ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Han และคณะ (2010) นอกจากนี้ยังตรวจพบว่าในสารละลายยังมี
น้ าตาลกาแลคโตสและน้ าตาลแมนโนสเป็นองค์ประกอบรองที่มีปริมาณเล็กน้อย จากแก๊สโครมาโทรแกรม
ของสารละลายมาตรฐานผสม รูปที่ 2 (ก) พีคหมายเลข 2 ซึ่งเป็นพีคหลัก (major peak) ของกาแลคโตส
และแมนโนส ส่วนพีคหมายเลข 4 ซึ่งเป็นพีครอง (minor peak) ของกลูโคส กาแลคโตส และแมนโนส จะ
เกิดการซ้อนทับกันจนไม่สามารถแยกได้ แต่อย่างไรก็ตาม จะเห็นได้ว่า พีคหมายเลข 1 หมายเลข 3 และ
หมายเลข 5 จะเป็นพีคหลักของไซโลส กลูโคส และไมโอ-อิโนซิทอล ตามล าดับ สามารถแยกออกจากกัน
ได้ด ีโดยสอดคล้องกับการศึกษาการวิเคราะห์น้ าตาลด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีของ Garcia และคณะ 
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(2000) และ Rojas-Escudero และคณะ (2004) ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการหาปริมาณของน้ าตาลกลูโคส
และน้ าตาลไซโลสในตัวอย่างได้ และจากการศึกษาในงานวิจัยครั้งนี้ พบว่า มีปริมาณของน้ าตาลกลูโคส 
เท่ากับ 0.19  0.01 และ 0.20   0.01 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง และน้ าตาลไซโลส เท่ากับ 0.02  0.01 
และ 0.04   0.01 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ส าหรับตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโล
เซลลูโลส ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที ่1  
 
ตารางท่ี 1  ปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่าง 
  โฮโลเซลลูโลสด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง  
 

ตัวอย่าง ปริมาณน  าตาลทั งหมด (กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง) 
น  าตาลทั งหมด กลูโคส ไซโลส 

ล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้น 0.24  0.03 0.19  0.01 0.02  0.01 
โฮโลเซลลูโลส 0.26  0.02 0.20  0.01 0.04  0.01 
 

 
 
รูปที่ 2  แก๊สโครมาโทรแกรมจากการวิเคราะห์อนุพันธ์ไตรเมธิลซิลิลออกซีมของน้ าตาลที่ได้จากการ 
 ย่อยตัวอย่าง (ก) สารละลายมาตรฐานผสม (ข) ล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้น (ค) โฮโลเซลลูโลส  
 หมายเหตุ    ไซโลส   กาแลคโตสและแมนโนส   กลูโคส   กลูโคส กาแลคโตส 
 และแมนโนส    ไมโอ-อิโนซิทอล (internal standard)  
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 4. ผลการผลิตลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอล   
  การหมักลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลแบบกะด้วยยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048 ของ
สารละลายที่ได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส หนัก 10, 20, 
และ 50 กรัมของตัวอย่างแห้ง ด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง โดยท าการหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที และตรวจวัดปริมาณลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอล
ที่เกิดขึน้ด้วยเครื่อง GC-FID ได้ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 2 และรูปที่ 3 โดยผลผลิตเอทานอลเมื่อ
เทียบกับค่าในทางทฤษฎีของสารละลายที่ได้จากการย่อยตัวอย่าง ค านวณจากร้อยละของปริมาณการ
เปลี่ยนกลูโคสไปเป็นเอทานอล ซึ่งสามารถค านวณได้สมการข้างล่างดังนี้ (Yang และคณะ, 2009)  
 

ร้อยละผลผลิตเอทานอลเทียบกับค่าในทางทฤษฏี  
 

 [
ปรมิาณเอทานอล(กรมั) น้ าหนักตัวอย่าง (กรมั)

        ปรมิาณกลูโคส (กรมั)  น้ าหนักตัวอย่าง (กรมั)
]      

 
 โดยที่   0.511   คือปริมาณเอทานอลในทางทฤษฎีที่ได้จากการเปลี่ยนกลูโคส 1 กรัม เป็น     
เอทานอล 0.511 กรัม  
 
ตารางท่ี 2  ปริมาณลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลจากการหมักแบบกะด้วย S. cerevisiae TISTR 5048  
  ของสารละลายที่ได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่าง 
  โฮโลเซลลูโลสด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง  
 

ตัวอย่าง น้ าหนัก 
(กรัม) 

ปริมาณกลูโคสใน
สารละลายที่ได้
จากการย่อย

(กรัม) 

ปริมาณเอทานอล 
ในน้ าหมัก 

(กรัม) 

ผลผลติ 
เอทานอล 

(กรัมต่อกรมั 
ตัวอย่าง) 

ผลผลติเอทานอล
เมื่อเทียบกับ 

ค่าในทางทฤษฎี 
(ร้อยละ) 

กรัม เฉลี่ย ร้อยละ เฉลี่ย 
ล าต้นมันส าปะหลัง 10 1.94 0.07c 0.678 0.006 f 0.068 0.063 68.59 68.0 

เริ่มต้น 20 3.55 0.02b 1.234 0.038 d 0.062  68.24  

 50 8.55 0.09a 2.923 0.029 b 0.058  67.04  

โฮโลเซลลูโลส 10 1.98 0.07c 0.758 0.018 e 0.076 0.070 74.99 74.3 

 20 3.63 0.09b 1.388 0.028 c 0.069  74.94  

 50 8.59 0.10a 3.190 0.013 a 0.064  72.80  

หมายเหตุ  :   a, b, c, a, b, c, d, e,  และ f แสดงค่าความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ 
  ที่ p<0.05 
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 จากผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 2 พบว่า ผลผลิตเอทานอลที่ได้จากตัวอย่างหนัก 10, 20 
และ 50 กรัม ของตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส มีค่าอยู่ในช่วง 0.058-
0.068 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง และ 0.064-0.076 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ตามล าดับ โดยในตารางที่ 2 
จะสังเกตเห็นได้ว่า ถ้าใช้ปริมาณตัวอย่างเพ่ิมขึ้นผลผลิตเอทานอลต่อกรัมตัวอย่างที่ได้  กลับมีแนวโน้ม
ลดลง เนื่องจากถ้ามีการเพ่ิมปริมาณตัวอย่างเริ่มต้นอาจส่งผลต่อประสิทธิภาพของการไฮโดรไลซีสหรือ
ความสามารถในการย่อยวัตถุดิบให้เป็นน้ าตาลกลูโคสลดลง และการเพ่ิมปริมาณวัตถุดิบตั้งต้นอาจท าให้
เกิดสารยับยั้งที่เกิดจากกระบวนการย่อยมีปริมาณเพ่ิมขึ้น (Knauf และ Moniruzzaman, 2004) ซึ่งจะ
ส่งผลต่อประสิทธิภาพของการหมักเอทานอลได้นั่นเอง เช่นเกิดสารเฟอร์ฟูรัล, 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล 
(HMF) เป็นต้น (Campo และคณะ, 2006) และจะเห็นได้ว่า ตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสให้ผลผลิตเอทานอล
ต่อกรัมตัวอย่างสูงกว่าตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้น ดังแสดงในรูปที่ 3 อาจเป็นเพราะตัวอย่างโฮโล
เซลลูโลสสามารถถูกย่อยให้เป็นน้ าตาลได้ง่ายกว่าตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้น เนื่องจากลิกนินซึ่ง
เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์ถูกก าจัดออกในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างโดยวิธี  acid-chlorite 
delignification จึงย่อยได้ง่ายกว่า ในขณะที่ตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นมีลิกนินอยู่ จึงท าให้ย่อยได้
ยากกว่า และสารประกอบของลิกนินที่เกิดข้ึนระหว่างขั้นตอนการไฮโดรไลซีสอาจจะมีผลต่อกระบวนหมัก
เอทานอลได ้เช่น สารฟีโนลิกท่ีมีน้ าหนักมวลโมเลกุลต่าจะมีความเป็นพิษสูง ซึ่งเป็นสาเหตุที่ทาให้เนื้อเยื่อ
ของสิ่งที่มีชีวิตสูญเสียสมดุลและถูกท าลาย ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและท าให้ความสามารถของการใช้
น้ าตาลของจุลินทรีย์ลดลง (Palmqvist และ Hahn-Hagerdal, 2000) นอกจากนั้น ในตารางที่ 2 ยัง
พบว่า ผลผลิตเอทานอลที่ได้จากตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส มีค่าเท่ากับ 
0.063 และ 0.070 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ตามลาดับ โดยผลผลิตเอทานอลเมื่อเทียบกับค่าในทางทฤษฎี
จากการหมักแบบกะของสารละลายที่ได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโล
เซลลูโลสด้วยกรดซัลฟูริกเจือจางด้วยยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048 จะได้ร้อยละ 68.0 และ 74.3 
ตามล าดับ 
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รูปที่ 3  เปรียบเทียบปริมาณลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลจากการหมักแบบกะด้วย S. cerevisiae TISTR  
 5048 เมื่อใช้สารละลายที่ได้จากการย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโล 
 เซลลูโลส หนัก 10, 20 และ 50 กรัม ที่ย่อยด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง: a, b, c, d, e และ f  
 แสดงค่าความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสาคัญท่ี p< 0.05  
 
 เมื่อเปรียบเทียบผลการผลิตลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลจากล าต้นมันส าปะหลังดังแสดงในตาราง
ที่ 3 พบว่า งานวิจัยของ Han และคณะ (2010) ให้ผลผลิตเอทานอลเท่ากับ 7.55 กรัมต่อลิตร และ
ผลผลิตเอทานอลเมื่อเทียบกับค่าในทางทฤษฎีเท่ากับ ร้อยละ 89.6 ในขณะที่งานวิจัยนี้ให้ผลผลิตเอทา
นอลเท่ากับ 6.27 กรัมต่อลิตร และผลผลิตเอทานอลเมื่อเทียบกับค่าในทางทฤษฎีเท่ากับ ร้อยละ 67.9 แต่
อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบงานวิจัยนี้กับงานวิจัยของ Han และคณะ (2010) ที่ได้ศึกษาการผลิตเอทา
นอลจากล าต้นมันส าปะหลัง โดยใช้วิธีปรับสภาพด้วยกรดเจือจางและย่อยตัวอย่างที่ผ่านการปรับสภาพ 
โดยการใช้เอนไซม์เซลลูเลสและเบตากลูโคซิเดส แล้วหมักด้วยยีสต์ S. cerevisiae ได้ผลผลิตเอทานอล
และผลผลิตเอทานอลเมื่อเทียบกับค่าในทางทฤษฎีสูงกว่า แต่เป็นการใช้เอนไซม์ 2 ชนิด ซึ่งเอนไซม์นั้นมี
ราคาแพง และยังใช้ปริมาณมากด้วย อีกท้ังยังมีข้ันตอนที่ยุ่งยาก จึงส่งผลให้เมื่อพิจารณาในด้านต้นทุนการ
ผลิตจะค่อนข้างสูงกว่าการใช้กรดซัลฟิวริกเจือจาง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใช้ต้นทุนที่ต่ ากว่าและมีขั้นตอนที่ง่าย
กว่า แต่ได้ปริมาณเอทานอลไม่แตกต่างกันมากนัก  
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ตารางท่ี 3 เปรียบเทียบผลการผลิตลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลจากล าต้นมันส าปะหลัง 
 

คณะผู้วิจัย วิธีการปรับสภาพและการยอ่ยสลาย วิธีการหมัก ผลผลิต (กรัมต่อลิตร) ผลผลิตเอทานอล 
เมื่อเทียบกับค่า
ในทางทฤษฎ ี

(ร้อยละ) 

 น้ าตาลกลูโคส เอทานอล 

Han และ 
คณะ (2010) 

ปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกความเข้มข้น
ร้อยละ 2.5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ที่

อุณหภูมิ 177 เซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที แล้วย่อยสลายด้วยเอนไซม์ เซลลู
เลสและเบตากลูโคซิเดส ที่อุณหภูมิ 

50 เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 

ห มั ก แ บ บ ก ะ ด้ ว ย  S. 
cerevisiae CHY 1011 ที่

อุณหภูมิ  32 เซลเซียส 
เป็นเวลา 30 ชั่วโมง 

15.5 7.55 89.6 

งานวิจัยนี้ ย่อยสลายด้วยกรดซัลฟูริกความเข้มข้น 
ร้อยละ 0.4 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ที่

อุณหภูมิ 121 เซลเซียส ภายใต้ความ
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 90 
นาที 

ห มั ก แ บ บ ก ะ ด้ ว ย  S. 
cerevisiae TISTR 5048 

ที่อุณหภูมิ  35 เซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

19.0 6.27 68.0 

 
สรุป  
 จากการศึกษาการเตรียมโฮโลเซลลูโลสจากล าต้นมันส าปะหลังโดยใช้วิธี acid-chlorite 
delignification พบว่า ตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังแห้ง หนัก 1 กรัม สามารถนามาเตรียมเป็นโฮโล
เซลลูโลสได้ 0.6866  0.017 กรัม คิดเป็นร้อยละ 68.67 ของตัวอย่างแห้ง จากผลการศึกษาวิธีการปรับ
สภาพตัวอย่างด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ พบว่า ล าดับของวิธีการปรับสภาพเพ่ือให้ได้ปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมดจากมากไปหาน้อย คือ ตัวอย่างที่ไม่ได้ปรับสภาพ การปรับสภาพโดยให้ความร้อนที่
อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส โดยใช้ตู้อบไอร้อน เป็นเวลา 60 นาที การปรับสภาพที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง และการปรับสภาพโดยใช้หม้อนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 60 นาที ตามล าดับ ส่วนการผลิตน้ าตาลโดยใช้ตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลัง
เริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลสที่ไม่ได้ปรับสภาพมาย่อยด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง พบว่า ปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดที่ได้จากทั้งสองตัวอย่าง เท่ากับ 0.24  0.03 และ 0.26   0.02 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง 
ตามล าดับ และจากการวิเคราะห์ชนิดของน้ าตาลที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิค GC-FID พบว่า สารละลายที่ได้จาก
การย่อยตัวอย่างด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง จะพบน้ าตาลกลูโคสและน้ าตาลไซโลสเป็นองค์ประกอบหลัก 
โดยผลผลิตของน้ าตาลกลูโคส เท่ากับ 0.19 0.01 และ 0.20  0.01 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง และ
ผลผลิตของน้ าตาลไซโลส เท่ากับ 0.02  0.01 และ 0.04   0.01กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง ส าหรับ
ตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส ตามล าดับ ส าหรับการหมักแบบกะด้วยยีสต์ 
S. cerevisiae TISTR 5048 นั้น จะให้ผลผลิตเอทานอลเท่ากับ 0.063 และ 0.070 กรัมต่อกรัมตัวอย่าง
แห้ง ซึ่งผลผลิตเอทานอลเมื่อเทียบกับค่าในทางทฤษฎีแล้ว จะเท่ากับร้อยละ 68.0 และ 74.3 ส าหรับ
สารละลายที่ได้การย่อยตัวอย่างล าต้นมันส าปะหลังเริ่มต้นและตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส ตามลาดับ ผลผลิต
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เอทานอลเมื่อเทียบกับค่าในทางทฤษฎี สิ่งที่น่าสนใจก็คือ เมื่อเปรียบเทียบงานวิจัยนี้กับงานวิจัยของ Han 
และคณะ (2010) ได้ศึกษาการผลิตเอทานอลจากล าต้นมันส าปะหลัง โดยใช้วิธีปรับสภาพด้วยกรดเจือจาง
และย่อยตัวอย่างที่ผ่านการปรับสภาพ โดยการใช้เอนไซม์ 2 ชนิด คือ เซลลูเลสและเบตากลูโคซิเดส แล้ว
หมักด้วยยีสต์ S. cerevisiae ได้ผลผลิตเอทานอลเมื่อเทียบกับค่าในทางทฤษฎี เท่ากับร้อยละ 83.6 ซึ่ง
ได้ผลผลิตเอทานอลสูงกว่า แต่เป็นการใช้เอนไซม์ 2 ชนิด ซึ่งเอนไซม์นั้นมีราคาแพง และยังใช้ปริมาณมาก
ด้วย จึงส่งผลให้เมื่อพิจารณาในด้านต้นทุนการผลิตจะค่อนข้างสูงกว่าการใช้กรดซัลฟิวริกเจือจาง ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงใช้ต้นทุนที่ต่ ากว่า แต่ได้ปริมาณเอทานอลไม่แตกต่างกันมากนัก เพราะฉะนั้นล าต้นมัน
ส าปะหลังสามารถใช้เป็นวัตถุดิบทางเลือกอีกชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพในการผลิตลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอล
ในอนาคตได้ และยังเป็นการเพิ่มมูลค่าของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรอีกด้วย 
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