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บทคัดยอ

 งานวิจัยนี้ไดศึกษาถึงสภาวะท่ีใชในการแยกสวนเฮมิเซลลูโลสจากชานออยดวยกรดออนและความรอน

ใหไดปริมาณนํ้าตาลตอนํ้าหนักชานออยสูงสุด รวมถึงการนํานํ้าตาลไปผลิตเอทานอลดวยยีสต Candida shehatae 

TISTR 5843 โดยเม่ือยอยชานออยซํา้หลายข้ันตอนท่ีอณุหภมู ิ140 และ 170 องศาเซลเซียสพบวาสภาวะท่ีใหปรมิาณ

นํ้าตาลทั้งหมดสูงสุดคือใชกรดซัลฟวริกเขมขน 2% ยอยซํ้า 3 รอบ โดยใชเวลาในการยอย 90 นาทีที่อุณหภูมิ 140 

องศาเซลเซียสและ 45 นาทีที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส ซึ่งปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดรวม 3 รอบเทากับ  351±101 

และ 171±62  มิลลิกรัมน้ําตาลตอกรัมชานออย ตามลําดับ  ทั้งนี้เมื่อนําไฮโดรไลเสทจากการยอยชานออยซํ้า 3 รอบ 

มาผานการปรับสภาพดวยแคลเซียมคารบอเนตแลวนํามาเพาะเลี้ยง Candida shehatae TISTR 5843 พบวาสามารถ

ผลิตเอทานอลได 1.61 กรัมตอลิตร โดยมีผลไดตอนํ้าตาลทั้งหมดเปน 0.20 กรัมตอกรัมและอัตราผลผลิต 0.013 

กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

Abstract

 This article reported the conditions for hydrolyzing hemicellulosic fraction of sugarcane bagasse into 

sugars using dilute acid and heat treatment. It also included the use of the hydrolyzate for ethanol production by 

Candida shehatae TISTR 5843. When hydrolyzing the hemicellulosic fraction with dilute acid at 140 and 170 ºC, the 

highest total sugar concentration obtained when using 2% H
2
SO

4
 and 3 repeats of hydrolysis. For 90 min at 140 ºC 

and 45 min at 170 ºC, the pooled amount of total sugar obtained after 3 repetitive hydrolysis were 351±101 mg/g 

and 171±62 mg/g respectively. When using the hydrolyzate that was treated with calcium carbonate as substrate 
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1. บทนํา

 จากท่ีมีการสนับสนุนการใชและผลิตพลังงาน

ทดแทนอยางกวางขวางเพื่อลดปริมาณการใชนํ้ามัน

ปโตรเลียม โดยพลังงานทดแทนที่สําคัญท้ังในแงการนํา

มาใชและการผลิตคือเอทานอล ซึ่งในปจจุบันการผลิต

เอทานอลจะเนนการใชวัตถุดิบประเภทแปงและน้ําตาล

เปนหลักโดยเฉพาะมันสําปะหลังและกากน้ําตาล 

ซึง่วตัถดุบิประเภทดังกลาวนอกจากจะถูกใชในอตุสาหกรรม

การผลิตเอทานอลแลว ยังถูกใชในอุตสาหกรรมอ่ืนอีก

เชน การผลิตกรดซิตริกและแลคติก (1-4) ปจจุบันทั้งมัน

สําปะหลังและกากนํ้าตาลถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมท่ี

หลากหลายมาก ทาํใหวตัถุดบิดงักลาวบางคร้ังขาดตลาด

ในการปอนเขาสูโรงงานแปรรูปตางๆ ทัง้นีย้งัไมนบัการที่

แปงและน้ําตาลถูกใชแปรรูปเปนผลิตภัณฑที่บริโภค

ไดสําหรับคนและสัตวไดอีก จึงจะเห็นในภาพรวมไดวา

มีความตองการในการใชวัตถุดิบแปงและนํ้าตาลใน

ปริมาณที่สูงในหลายภาคสวน 

 จากเหตผุลทีก่ลาวมาแลวจงึมกีารศกึษาเพือ่หา

วัสดุทางเลือกเพื่อนํามาใชในการผลิตเอทานอล ซึ่งวัสดุ

ที่มีแนวโนมในการนํามาใชเปนวัสดุทางเลือกคือ วัสดุ

ลกิโนเซลลูโลส การใชวสัดลุกิโนเซลลูโลส  เชน ชานออย 

ฟางขาว ฯลฯ เพ่ือเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลน้ัน

กําลังเปนที่สนใจในการศึกษา เนื่องจากประเทศไทย

เปนประเทศเกษตรกรรมและอุตสาหกรรมการอาหาร

ซึ่งจะมีวัสดุจําพวกนี้อยูมาก ทั้งนี้วัสดุลิกโนเซลลูโลส

มีองคประกอบ 3 สวนหลักๆ คือเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส

และลิกนิน ซึ่งโมเลกุลของนํ้าตาลจะตอกันเปนโพลี

แซคคาไรดอยูในสวนเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลส ดังนั้น

การนํานํ้าตาลที่มีอยูในวัสดุทางเลือกดังกลาวที่เปนวัสดุ

ทางการเกษตรนัน้ มาใช จาํเปนทีจ่ะตองผานกระบวนการ

ยอยเพ่ือใหเกิดนํ้าตาลกอนนํามาใช โดยในการศึกษาน้ี

สนใจการนําสวนเฮมิเซลลูโลสมาใชประโยชน ทั้งนี้

กระบวนการยอยสวนเฮมิเซลลูโลสท่ีใชอยางกวางขวาง

คือการยอยดวยกรดออน (5) ซึ่งน้ําตาลหลักที่ไดจาก

การยอยคือไซโลสและอาจเกิดกลูโคสออกมาในปริมาณ

เล็กนอย สําหรับการยอยดวยกรดออนนิยมใชกรด

ซลัฟวรกิหรอืกรดไฮโดรคลอรกิในการยอย (6) ในหลายๆ 

การศึกษาใชการยอยเพียงคร้ังเดียว (7-9) ทั้งน้ีเมื่อใช

อุณหภูมิในการยอยตํ่ากวา 160 องศาเซลเซียส สวน

เฮมิเซลลูโลสจะมีการยอยแบบ heterogeneous โดยจะ

มีสวนที่ยอยไดงายและสวนที่ยอยไดชากวา (10) ดังน้ัน

หากมีการยอยสวนเฮมิเซลลูโลสซํ้าอาจทําใหไดนํ้าตาล

มากกวาการยอยเพียงครั้งเดียว

 ทั้ งนี้หากตองการใชประโยชนจากสวน

เฮมิเซลลูโลสในการผลิตเอทานอลน้ัน จุลินทรียที่ใช

ในการเพาะเล้ียงจะตองสามารถเปล่ียนน้ําตาลท้ังหมด

คือไซโลสและกลูโคสที่ไดจากการยอยไปเปนเอทานอล 

ทั้งน้ีจากการศึกษาตางๆ พบวาจุลินทรียบางสายพันธุ

ที่สามารถใชไซโลสในการผลิตเอทานอลไดเชน Pichia 

stipitis (11), Candida shehatae (12) และ Pachysolen 

tannophilus (13) 

 การศึกษานี้นําเสนอการยอยชานออยดวยกรด

ออนหลายซํ้าและการขยายขนาดการยอยรวมถึงการนํา

ไฮโดรไลเสทของชานออยมาใชในการผลิตเอทานอล ซึ่ง

จุลินทรียที่ใชในการศึกษาน้ีเปนยีสตสายพันธุ Candida 

shehatae TISTR 5843 ซึ่งสามารถใชนํ้าตาลไซโลสใน

การผลิตเอทานอลได

for the cultivation of C. shehatae TISTR 5843, ethanol concentration, ethanol yield and ethanol productivity were 

1.61 g/L, 0.20 g/g and 0.013 g/L.h respectively. 

 

คําสําคัญ:  ชานออย การยอยดวยกรดออน เอทานอล Candida shehatae

Keywords:  sugarcane bagasse, dilute acid hydrolysis, ethanol, Candida shehatae
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2. วิธีการวิจัย

 2.1 การเตรียมวัตถุดิบชานออย

 นําชานออยที่ ไดรับความอนุ เคราะหจาก

โรงงานนํ้าตาลมิตรภูเวียง อําเภอหนองเรือ จังหวัด

ขอนแกน โรงงานแหงนี้ใชออยเพ่ือผลิตน้ําตาลดวย

การบีบออยเพ่ือแยกสวนที่เปนของเหลวเพ่ือนําไปผลิต

นํ้าตาล สวนชานออยที่ผานการแยกของเหลวออกแลว

กลายเปนผลพลอยไดจากกระบวนการน้ี นาํชานออยจาก

โรงงานมาตากแหงดวยแสงแดดเปนเวลา 3 วัน จากนั้น

นาํชานออยมากําจัดลิกนินดวยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด 

(NH
4
OH) ที่มีความเขมขน 15% โดยปริมาตร โดย

ใชสัดสวนคือ 100 กรัมจากชานออยตอแอมโมเนียม

ไฮดรอกไซด (NH
4
OH) 3 ลิตร ผสมชานออยและ

แอมโมเนียมไฮดรอกไซดในขวดโหลแกวขนาด 5 ลิตร 

ตัง้ทิง้ไวทีอ่ณุหภมูหิองเปนเวลา 24 ชัว่โมงโดยมีการกวน

ทุกๆ 2 ชั่วโมง หลังจากน้ันแยกสวนชานออยออกโดย

การกรองดวยผาขาวบางแลวลางดวยนํ้ากรอง 3 ครั้ง

จึงอบแหงดวยเตาอบลมรอนที่ 60 องศาเซลเซียส 

จนกระท่ังน้ําหนักชานออยคงท่ี

 2.2  การยอยชานออยดวยกรดออน

 นําชานออยท่ีผานการกําจัดลิกนินแลวมายอย

ดวยกรดซัลฟวริก (H
2
SO

4
) 1% และ 2% โดยปริมาตร ที่

อุณหภูมิ 140 และ 170 องศาเซลเซียส เวลาท่ีใชในการ

ยอยอยูในชวง 15-120 นาที โดยใชสัดสวนของชานออย

ตอกรดซัลฟวรกิคือ ชานออย 5 กรมัตอกรดซัลฟวรกิ 100 

มลิลลิติร ดาํเนนิการยอยในขวดขนาด 500 มลิลลิติรทีป่ด

ฝาขวดสนิทเพื่อปองกันการระเหยของของเหลว ทาํการ

ยอยโดยใชตูอบลมรอนเปนแหลงใหความรอน เม่ือครบ

เวลาในการยอยขั้นแรกแลว แยกสวนชานออยที่เหลือ

และของเหลวดวยผาขาวบางโดยมกีารบบีเพ่ือใหไดสวน

ของเหลวออกมามากทีส่ดุ จากนัน้นําสวนของแขง็ไปยอย

ซํ้าโดยเติมกรดซัลฟวริกใหมเขาไปในขวดในปริมาตร

เทากับการยอยในขั้นที่ 1 และดําเนินการยอยเชนเดิม 

ดําเนินการยอยเชนนี้ 5 ครั้ง ของเหลวที่ไดจากการยอย

ในแตละข้ันตอนถูกนํามาปรับคาพีเอชใหเปน 7.0 ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 10 โมลาร กอนนําไป

วิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด โดยจะมีการบันทึก

ปริมาตรของของเหลวหลังการยอยและสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชปรับคาพีเอชเพ่ือนําไปใชเปน

ขอมูลในการคํานวณและเปรียบเทียบหาปริมาณนํ้าตาล

ที่มีอยูในไฮโดรไลเสทระหวางท่ีมีการยอยซ้ํารอบท่ี 2, 

3, 4 และ 5

 2.3 จุลินทรียและการเตรียมกลาเช้ือ

  2.3.1 จุลินทรีย

  Candida shehatae TISTR 5843 จาก

สถาบนัวิจยัวทิยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย 

ถกูเก็บรกัษาในอาหาร YM ท่ีมกีลเีซอรอล 30 เปอรเซน็ต 

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

  2.3.2  การเตรียมกลาเช้ือของ C. shehatae 

TISTR 5843

  การเตรียมกลาเช้ือของ C. shehatae TISTR 

5843 ทําเปน 2 ขั้นตอน โดยกลาเช้ือที่ 1 เตรียมจาก

การนําโคโลนีเดี่ยวมา 1-2 โคโลนี ถายลงในอาหาร YM 

ที่ประกอบไปดวยยีสตสกัด 3 กรัมตอลิตร มอลตสกัด 

3 กรมัตอลติร เปปโตน 5 กรมัตอลติร และไซโลส 10 กรมั

ตอลิตรโดยมีปริมาตรใชจริง 30 มิลลิลิตร ในฟลาสกที่มี

แผนกั้น (Baffl e-fl ask) ขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปบมที่

อณุหภมู ิ30 องศาเซลเซยีสมกีารเขยา 200 รอบตอนาท ีเปน

เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้นาํกลาเช้ือทีไ่ด 10 เปอรเซน็ต (โดย

ปริมาตร) ถายลงในอาหารกลาเชื้อที่ 2 ที่มีองคประกอบ

เชนเดียวกับกลาเชื้อที่ 1 แตเพิ่มปริมาณไซโลสเปน 20 

กรัมตอลิตร จากนั้นนําไปบมและเขยาที่สภาวะเดิม

 2.4  การเพาะเลี้ยง Candida shehatae TISTR 

5843 เพื่อผลิตเอทานอล

 การเพาะเลี้ยง Candida shehatae TISTR 

5843 แบงออกเปน 2 ขั้นตอน คือการเพาะเลี้ยงเพื่อ

ผลิตชีวมวลและการนําชีวมวลมาเพาะเลี้ยงเพื่อผลิต

เอทานอล การผลิตชีวมวลจะทําในฟลาสกที่มีแผนกั้น 

(Baffl e-fl ask) ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยถายกลาเช้ือที่ 2 

ปริมาณ 10 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ลงในอาหาร YM-

ไฮโดรไลเสทชานออยปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งอาหาร 

YM-ไฮโดรไลเสทชานออยมีองคประกอบเหมือนกับ

อาหารสําหรับกลาเชื้อที่ 2 แตเปลี่ยนแหลงคารบอนจาก
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ไซโลสเปนไฮโดรไลเสทชานออยโดยปรับใหความเขมขน

ของนํ้าตาลทั้งหมดในไฮโดรไลเสทเปน 10 กรัมตอลิตร 

จากนั้นนําไปบมและเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

200 รอบตอนาทีจนกระท่ังคาความขุนของเซลลคงที่ 

หลังการเพาะเล้ียงนําไปปนเหว่ียงที่ 8,000 รอบตอนาที

เปนเวลา 10 นาที แยกสวนใสท้ิงแลวนําชีวมวลที่ไดจาก

ขั้นน้ีไปใชในการหมักเพ่ือผลิตเอทานอล

 นําชีวมวลที่ไดถายลงในอาหารเพาะเลี้ยงสูตร

เดิมปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวดขนาด 250 มิลลิลิตร 

นําไปบมในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมงจนกระท่ังการใชนํ้าตาล

ทั้งหมดไมมีการเปล่ียนแปลงเพ่ือไปวิเคราะหหาปริมาณ

นํ้าตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ ไซโลส กลูโคส อะราบิโนส 

และเอทานอล

 2.5  การวิเคราะห

 ความเขมขนเซลลวัดโดยวิเคราะหคาความขุน

ดวยเครือ่งวดัคาการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) ที่

ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร ปรมิาณนํา้ตาลทัง้หมดวดั

โดยใชวิธีฟนอลซัลฟวริก (phenol sulfuric method) (14) 

และปริมาณนํ้าตาลรีดิวซวัดโดยวิธี DNS (15) 

 สําหรับปริมาณเอทานอล และปริมาณนํ้าตาล

แตละชนิด (กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส) วิเคราะห

โดยใชโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High 

performance liquid chromatography, HPLC)  (Shimazu, 

ญี่ปุน) โดยใชคอลัมน Aminex HPX-87H (Bio-Rad, 

อเมริกา) ควบคุมอุณหภูมิคอลัมนที่ 40 องศาเซลเซียส 

โดยใชตัวตรวจวัดแบบ RID (Refractive index detector) 

ใชกรดซัลฟวริกที่มีความเขมขน 5 มิลลิโมลารเปนตัวชะ

ดวยอัตราการไหล 0.75 มิลลิลิตรตอนาที

 2.6 การคํานวณหาปริมาณนํ้าตาลจากการยอย

 การศึกษาน้ีวเิคราะหประสิทธิภาพของการยอย

จากปรมิาณนํา้ตาลทัง้หมด (Total sugar) ทีไ่ดจากการยอย

ตอหน่ึงหนวยวัตถดุบิ เนือ่งจากปริมาตรไฮโดรไลเสทท่ีได

จากการยอยในแตละครัง้น้ันแตกตางกันซ่ึงสงผลตอการ

คํานวณปริมาณน้ําตาลทั้งหมดท่ีไดจากการยอย ดังนั้น

จึงมีการบันทึกปริมาตรของไฮโดรไลเสทหลังการยอย

ทุกคร้ัง (ขอ 2.2) เพื่อใชในการคํานวณ ซึ่งการคํานวณ

ปริมาณนํ้าตาลจากการยอยแตละครั้งเปนไปดังสมการ 

ปริมาณนํ้าตาล (มิลลิกรัมตอกรัม) = 
A × (B × 0.001)

c
โดยที่ A=  ความเขมขนของนํ้าตาลทั้งหมด

  ในไฮโดรไลเสท (กรัมตอลิตร)

 B=  ปริมาตรไฮโดรไลเสทหลังการยอย (ลิตร)

 C=  นํ้าหนักชานออยที่ใชเริ่มตนในแตละ

  สภาวะ (กรัม)

 สาํหรบัปรมิาณนํา้ตาลรวมจากการยอยหลายซํา้

ของแตละสภาวะน้ันคํานวณจากผลรวมของปริมาณ

นํา้ตาลในแตละซํา้ (หนวยมลิลกิรมัตอกรมัของชานออย)

3. ผลการวิจัยและอภิปราย

 3.1  การยอยชานออย

  3.1.1  การยอยชานออยดวยกรดซัลฟวริก 

1 และ 2 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 140 

องศาเซลเซียส

  ในการยอยชานออยดวยกรดซัลฟวริก 

1 เปอรเซน็ต และ 2 เปอรเซน็ต (โดยปรมิาตร) ทีอ่ณุหภมู ิ

140 องศาเซลเซียส มีการแปรผันเวลาในแตละข้ันตอน

ของแตละชุดการทดลองเปน 15, 30, 45, 60, 90 และ 

120 นาที โดยดําเนินการทั้งสิ้น 5 ครั้ง (ขั้นตอน) ปริมาณ

นํ้าตาลท้ังหมดท่ีไดจากการยอยท่ีอุณหภูมิ 140 องศา

เซลเซยีสเมือ่แปรผนัเวลาตางๆ แสดงในตารางที ่1 โดยใน

ทุกเวลาที่ใชในการยอยดวยกรดทั้ง 2 ความเขมขนพบวา

ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดมีคาสูงสุดในการยอยขั้นที่ 1 จาก

นั้นปริมาณน้ําตาลท้ังหมดจะลดลงเม่ือยอยชานออยใน

ขั้นที่ 2 ถึงขั้นที่ 4 ทั้งนี้นํ้าตาลท้ังหมดที่ไดจากชานออย

เม่ือยอยในขั้นที่ 5 ไมแตกตางกันกับขั้นที่ 4 ที่ระดับนัย

สําคัญ 0.05 

  ทั้งนี้เมื่อพิจารณาปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด

ที่ไดในขั้นที่ 1 ซึ่งเปนขั้นที่ใหประสิทธิภาพการยอย

ที่ดีที่สุดพบวาการยอยชานออยดวยกรดซัลฟวริก 1 

เปอรเซ็นต ใหปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดสูงสุดเมื่อใชเวลา

ในการยอย 120 นาที โดยน้ําตาลทั้งหมดท่ียอยไดมีคา

เฉลี่ย 16.0±3.8 กรัมตอลิตรคิดเปน 152±22 มิลลิกรัม
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นํา้ตาลตอกรัมชานออย ในขณะท่ีการยอยดวยกรดซัลฟว

ริก 2 เปอรเซ็นต ไดปริมาณน้ําตาลสูงสุดเม่ือใชเวลาการ

ยอย 90 นาที โดยมีคาเฉล่ียเทากับ 14.73±0.78 กรมัตอลติร 

คิดเปน 214±59 มิลลิกรัมนํ้าตาลตอกรัมชานออย ซึ่ง

เมื่อเพ่ิมเวลาในการยอยเปน 120 นาทีปริมาณน้ําตาลท่ี

วิเคราะหไดมีคาลดลง ซึ่งอาจเกิดจากการท่ีเมื่อใชเวลา

ในการยอยนานจะทําใหนํ้าตาลถูกสลายตอไปเปนสาร

อื่น เชน เฟอรฟูรอล เปนตน สงผลใหปริมาณนํ้าตาลที่

วิเคราะหไดมีคาตํ่าลง (7,16)

  ดังนั้นสภาวะที่ใหปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด

สูงสุดเมื่อใชอุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียสคือใชกรด

ซัลฟวริกความเขมขน 2 เปอรเซ็นต และใชเวลาในการ

ยอย 90 นาที โดยยอยชานออยท้ังส้ิน 3 รอบ ซึ่งสภาวะ

ดงักลาวใหปรมิาณนํา้ตาลทัง้หมดสงูสดุในการยอยรอบที ่

1 จากนั้นปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดจะมีคาลดลง 61 และ 75 

เปอรเซ็นตเมื่อเปรียบเทียบกับรอบท่ี 1 ในการยอยรอบท่ี 

2 และ  3 ตามลําดับ ทั้งนี้ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดรวมทั้ง 3 

รอบคิดเปน 351±101 มิลลิกรัมน้ําตาลตอกรัมชานออย 

  3.1.2 การยอยชานออยดวยกรดซัลฟวริก 

1 และ 2 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 170 องศา

เซลเซียส

  เมื่อยอยชานออยดวยสภาวะเชนเดียวกัน

ที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส โดยใชเวลาในการยอย 

15, 30, 45, 60 และ 90 นาทีพบวาการยอยในรอบท่ี 1 ให

ปรมิาณนํา้ตาลทัง้หมดสงูสดุเชนเดยีวกับเมือ่ใชอณุหภมู ิ

140 องศาเซลเซียส จากนั้นปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดที่ได

จะลดลงอยางตอเนื่องจนถึงการยอยรอบท่ี 3 และ

ไมเปลี่ยนแปลงเมื่อยอยในรอบที่ 4 และ 5 เมื่อเทียบกับ

รอบที่  3 ที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05 (ตารางที่  2) 

อยางไรกต็ามเมือ่เปรยีบเทยีบปรมิาณนํา้ตาลทัง้หมดทีไ่ด

จากการยอยชานออยทีอ่ณุหภมู ิ170 องศาเซลเซยีสพบวา

ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีไดมีคาตํ่ากวาเมื่อเปรียบเทียบ

กบัการยอยท่ีอณุหภูม ิ140 องศาเซลเซียสในทุกรอบของ

การยอย (ตารางที่ 1 และ 2) ซึ่งอาจเกิดจากการที่การใช

อุณหภูมิสูงในการยอยจะสงผลตอการเกิดนํ้าตาลจาก

สวนเฮมิเซลลูโลสเม่ือเปรียบเทียบกับการใชอุณหภูมิที่

ตํ่ากวา โดยปริมาณนํ้าตาลที่ไดนั้นจะมีคาลดลง ซึ่งอาจ

เกิดจากนํา้ตาลทีไ่ดถกูเปลีย่นตอไปเปนตวัยบัยัง้จงึสงผล

ใหปริมาณของตัวยับยั้งเพิ่มขึ้นอีกดวย (17) 

  สําหรับการพิจารณาเวลาในการยอยจะ

พิจารณาจากผลการยอยในขั้นที่ 1 ซึ่งพบวาการยอยชาน

ออยดวยกรดซัลฟวริก 1 เปอรเซ็นต ใหปริมาณนํ้าตาล

สูงสุดเมื่อใชเวลาในการยอย 60 นาที โดยปริมาณนํ้าตาล

ทัง้หมดท่ียอยไดมคีาเฉล่ีย 9.71±2.71 กรมัตอลิตร คดิเปน 

91.3±33.6 มลิลกิรมันํา้ตาลตอกรมัชานออย ในขณะทีก่าร

ยอยดวยกรดซัลฟวริก 2 เปอรเซ็นต ไดปริมาณนํ้าตาล

ทั้งหมดสูงสุดเมื่อใชเวลาการยอย 45 นาที โดยมีคาเฉลี่ย

นํ้าตาลท้ังหมดเทากับ 9.05±4.22 กรัมตอลิตร คิดเปน 

106±46 มิลลิกรัมนํ้าตาลตอกรัมชานออย ซึ่งเมื่อเวลา

ในการยอยเพิ่มเปน 60 นาทีและ 90 นาที ปริมาณนํ้าตาล

ที่วิเคราะหไดจะมีคาลดลงคลายคลึงกับที่เกิดในกรณี

การยอยที่ 140 องศาเซลเซียส 

  ดังนั้นสภาวะที่ใหปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด

สูงสุดเมื่อยอยชานออยที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียสคือ

ใชกรดซัลฟวริกความเขมขน 2 เปอรเซ็นต และใชเวลา

ในการยอย 45 นาที โดยยอยทั้งสิ้น 3 รอบ ทั้งนี้ปริมาณ

นํา้ตาลทัง้หมดท่ีไดจากการยอยมคีาสงูสดุในการยอยรอบ

ขั้นที่ 1 และจะลดลง 60 และ 78 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับ

รอบที่ 1 ในการยอยในรอบที่ 2 และ 3 ตามลําดับ ซึ่งใน

สภาวะดังกลาวไดปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดรวมทั้ง 3 รอบ

เปน 171±62 มิลลิกรัมนํ้าตาลตอกรัมชานออย
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ตารางที่ 1. แสดงปรมิาณนํา้ตาลทัง้หมดทีไ่ดจากการยอยชานออยดวยกรดซลัฟวรกิ 1 และ 2 เปอรเซ็นต (โดยปรมิาตร) 

ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส

ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  (มิลลิกรัม/กรัมชานออย)

ความเขมขน

กรดซัลฟว

ริก  

รอบที่

เวลา (นาที)

15 30 45 60 90 120

1%

1 32.5±7.8a, C 87.0±23.1a, B 112±29a, AB 136±9a, A 126±16a, A 152±22a, A

2 20.9±6.7b, C 32.4±1.6b, BC 50.9±12.0b, AB 56.3±17.8b, A 64.5±11.3b, A 64.0±11.2b, A

3 12.9±3.1bc, B 22.0±9.5bc, B 30.3±7.5bc, A 45.4±13.6b, A 28.1±4.9c, B 46.8±11.6b, A

4 7.4±3.2c, B 8.45±1.7c, B 15.5±5.8c, AB 17.6±7.3c, A 17.3±3.1c, A 15.9±1.9c, A

5 7.7±5.0c, B 12.3±3.6c,  AB 13.5±4.5c,  AB 15.2±2.4c, AB 17.1±6.0c, A 14.3±2.1c, AB

2%

1 73.6±33.6a, D 108±22a, CD 149±8a, BC 148±5a, BC 214±59a, A 180±9a, AB

2 34.5±4.7b, B 63.4±26.9b, AB 70.7±11.1b, A 68.3±6.4b, A 82.7±29.0b, A 80.9±0.6b, A

3 19.7±8.6bc, B 21.7±11.1c, B 25.8±3.6c, B 45.5±5.1c, A 54.6±13.9bc, A 43.6±9.8c, A

4 7.5±4.5c, D 11.5±2.6c, CD 17.5±3.4cd, BC 21.3±2.7d, AB 24.8±8.6c, A 29.3±3.5d, A

5 6.4±2.5c, C 14.7±0.8c, AB 12.8±0.7d, B 18.7±4.0d, A 17.3±2.6c, A 18.8±5.6d, A

ตัวพิมพใหญเปรียบเทียบในแนวนอน, ตัวพิมพเล็กเปรียบเทียบในแนวตั้ง ที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 (ขอมูลจาก

การทดลอง 3 ซํ้า)

 

ตารางที่ 2. ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่ไดจากการยอยชานออยดวยกรดซัลฟวริก 1 และ 2 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) 

ที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส

ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ( มิลลิกรัม/กรัมชานออย)

ความเขมขนกรด

ซัลฟวริก
รอบที่

เวลา (นาที)

15 30 45 60 90

1%

1 30.1±14.1a, B 57.7±25.5a, AB 72.9±34.5a, AB 91.3±33.6a, A 59.2±10.4a, AB

2 24.7±5.7ab, B 41.2±25.8a, AB 47.1±21.2ab, AB 52.7±4.6b, AB 57.6±8.1a, A

3 16.4±4.9bc, B 20.9±4.6b, B 19.1±4.7bc, B 19.6±4.8c, B 29.7±4.6b, A

4 8.7±4.3c, B 10.3±3.2b, B 14.0±5.1bc, AB 13.0±2.3c, AB 18.4±1.6b, A

5 5.1±2.8c, B 7.5±0.9b, B 9.3±4.5c, B 9.2±1.7c, B 14.9±0.3bc, A

2%

1 61.1±0.6a, A 84.0±23.1a, A 106±46a, A 71.3±13.9a, A 82.3±37.2a, A

2 48.4±20.7a, A 38.4±9.1b, A 42.1±8.8b, A 56.7±21.2a, A 62.0±26.4a, A

3 14.7±7.2b, B 14.0±3.8c, B 23.4±7.2b, B 19.7±6.0b, B 44.3±9.4ab, A

4 8.3±2.5b, B 7.8±2.8c, B 11.6±1.1b, B 16.6±4.5b, AB 19.2±3.4b, A

5 8.5±1.3b, A 10.4±4.6c, A 9.8±1.9b, A 11.9±4.4b, A 13.4±1.4b, A

ตัวพิมพใหญเปรียบเทียบในแนวนอน, ตัวพิมพเล็กเปรียบเทียบในแนวตั้ง ที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 (ขอมูลจาก

การทดลอง 3 ซํ้า)
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  3.1.3 การเพ่ิมปริมาตรการยอยชานออย

ดวยกรดออนท่ีอุณหภูมิ 140 และ 170 องศาเซลเซียส

  จากสภาวะที่ใหประสิทธิภาพการยอย

ชานออยสูงสุดนํามายอยโดยใชปริมาตรสูงข้ึนคือ 200, 

300 และ 500 มลิลลิติร และคงสัดสวนชานออยตอปริมาณ

กรดท่ีใชคือชานออย 5 กรัมตอกรดซัลฟวริกเขมขน 

2 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) 100 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 140 

และ 170 องศาเซลเซียสและยอยท้ังส้ิน 3 รอบ พบวา

ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีไดจากการยอยท้ัง 2 อุณหภูมิ

มีคาเพ่ิมขึ้นเม่ือเพ่ิมปริมาตรการยอยจาก 100 มิลลิลิตร

เปน 200 มิลลิลิตรแตมีคาลดลงเม่ือเพ่ิมปริมาณการยอย

สงูกวา 200 มลิลลิติร การท่ีปรมิาณน้ําตาลท่ีไดมคีาลดลง

เมื่อเพ่ิมปริมาตรการยอยอาจเกิดจากการท่ีใหความรอน

ในการศึกษาน้ีใชตูอบและไมมีการเขยาหรือกวนใน

ระหวางการยอยเพ่ือชวยในการถายเทความรอนจึงอาจ

ทําใหความรอนที่ใชทําปฏิกิริยานั้นไมทั่วถึงเม่ือใช

ปริมาตรการยอยสูงขึ้น ทําใหการยอยเกิดไดไมดีเทา

การยอยทีป่รมิาตรนอยๆ  จงึสงผลใหปรมิาณนํา้ตาลทีไ่ด

ตํา่ลงในกรณีทีใ่ชปรมิาตรการยอย 300 และ 500 มลิลิลติร 

ซึง่เมือ่เทยีบกับการศึกษาของ Laopaiboon และคณะ (16) 

ทีย่อยชานออยดวยกรดออนโดยมีการขยายขนาดการยอย

จากปริมาตร 30 มลิลลิติร (ไมมกีารกวน) เปน 50 ลติรท่ีมี

การกวนตลอดการยอยพบวาปรมิาณนํา้ตาลไซโลสทีไ่ดมี

คาเพิ่มขึ้นจาก 13 กรัมตอลิตรเปน 23 กรัมตอลิตร ซึ่งคิด

เปน 73% เมื่อเปรียบเทียบกับการยอยขนาด 30 มิลลิลิตร 

ซึ่งจากผลดังกลาวอาจสรุปไดวาการกวนมีผลตอการ

ทํางานของกรดที่สามารถสัมผัสกับชานออยและชวยใน

การยอยจึงทําใหไดปริมาณนํ้าตาลเพิ่มขึ้น (16)

  ทั้งนี้ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีไดจากการ

ยอยชานออยทั้งสิ้น 3 รอบที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส 

มีคา 451±124 มิลลิกรัมตอกรัม แตเมื่อใชอุณหภูมิ 170 

องศาเซลเซียส ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่ไดมีคาตํ่ากวา

เมือ่เปรียบเทียบกับการยอยท่ีอณุหภูม ิ140 องศาเซลเซียส 

(ตารางที่ 3) 

ตารางที่ 3. ปรมิาณน้ําตาลท้ังหมด (มลิลกิรมัตอกรัมชานออย) ทีไ่ดจากการยอยชานออยรวมท้ัง 3 รอบ (ขยายขนาด) 

เมื่อใชอุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส และ 170 องศาเซลเซียส 

สัดสวน 

(กรัมของชานออย/มิลลิลิตรของกรดซัลฟวริก)

นํ้าตาลทั้งหมด (มิลลิกรัมตอกรัมชานออย)

140 องศาเซลเซียส 170 องศาเซลเซียส

5/100 351±101ab 171±61.9a

10/200 451±124b 320±65.6b

15/300 350±84.2ab 248±51.6ab

25/500 331±132ab 196±105ab

 3.2  การผลิตเอทานอลจากไฮโดรไลเสท

 การเพาะเลีย้งเพือ่ผลติเอทานอลโดย C. shehatae 

TISTR 5843 จะทําการเพาะเล้ียงแบบ 2 ขั้น คือการเพาะ

เลี้ยงเพ่ือผลิตชีวมวลแลวจึงนําชีวมวลท่ีไดนั้นมาเพาะ

เลี้ยงเพื่อผลิตเอทานอล (ขอ 2.4) โดยการผลิตชีวมวล 

C. shehatae TISTR 5843 สาํหรับใชในการผลิตเอทานอล

นั้นพบวายีสตมีการเจริญไมสอดคลองกับการใชนํ้าตาล 

โดยในชวง 12 ชั่วโมงแรกยีสตจะเจริญไดชาในขณะที่

มีการใชนํ้าตาลอยางรวดเร็ว หลังจากน้ัน C. shehatae 

จะเจริญอยางรวดเร็วแตมีการใชนํ้าตาลอยางชาๆ โดยใช

นํ้าตาลท้ังหมดไดสมบูรณที่เวลา 30 ชั่วโมงและความ

เขมขนเซลลมคีา OD
600

 สงูสดุท่ี 3.67 (รปูที ่1) ทัง้นีก้ารท่ี

ในชวงแรกยีสตมีการใชนํ้าตาลแตไมมีการเจริญอาจ

เน่ืองมาจากการยอยวัสดุลิกโนเซลลูโลสดวยกรดออน

ทําใหเกิดตัวยับยั้งในปริมาณที่อาจไมสงผลในการยับยั้ง

การเจริญแตจะทําใหจลุนิทรียเจรญิไดชาและทําใหมชีวง

การปรับสภาพของจุลินทรียยาวขึ้น (18) 

 



119KKU  Res. J. 2013;  18(1)

 เมื่อนําชีวมวลจากการเพาะเลี้ยงขางตนมาใช

เพื่อผลิตเอทานอลในสภาวะนิ่งที่ 30 องศาเซลเซียส โดย

ใชอาหาร YM ที่มีไฮโดรไลเสทเปนแหลงคารบอนซ่ึงมี

ความเขมขนของนํ้าตาลทั้งหมดเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร 

พบวาความเขมขนเซลล (OD
600

) ระหวางการเพาะเลี้ยง

มกีารเปลีย่นแปลงเลก็นอยในชวง 4.80 ถงึ 5.10 ตลอดการ

เพาะเลี้ยง โดยเมื่อส้ินสุดการเพาะเลี้ยงที่ 120 ชั่วโมง

พบวาความขุนมีคาลดลงเหลอื 4.60  สาํหรบัการใชนํา้ตาล

ทั้งหมดพบวา C. shehatae ใชนํ้าตาลอยางรวดเร็วใน 48 

ชั่วโมงแรกของการเพาะเล้ียง หลังจากน้ัน C. shehatae 

จะใชนํา้ตาลท้ังหมดเร่ือยๆ จนเกอืบสมบรูณ ซึง่มปีรมิาณ

นํา้ตาลทัง้หมดคงเหลอื 1 กรมัตอลติรเมือ่ส้ินสดุการเพาะ

เล้ียงที่ 120 ชั่วโมง (รูปที่ 2)  ซึ่งอาจเกิดจากการท่ียีสต

ไมสามารถใชนํ้าตาลทุกชนิดที่มีอยูในไฮโดรไลเสทได 

ทัง้นีก้ารยอยวสัดลุกิโนเซลลโูลสดวยกรดออนนัน้จะเกดิ

การยอยโครงสรางดวยการตัดพันธะแบบสุมซ่ึงอาจทําให

เกดินํา้ตาลชนิดตางๆ เชน โอลิโกแซคคาไรด ไดแซคคาไรด 

หรือ โมโนแซคคาไรดบางชนิดท่ีจุลินทรียไมสามารถ

นํามาใชได (19)  เมื่อวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลเดี่ยวและ

เอทานอลในอาหารเล้ียงเชื้อเม่ือใชไฮโดรไลเสทเปน

แหลงคารบอนโดยวิธี HPLC พบวานํ้าตาลไซโลสเปน

องคประกอบหลักของโมโนแซคคาไรดในอาหารเพาะ

เลีย้งโดยมคีวามเขมขนเริม่ตน 2.71 กรมัตอลติร นอกจากนี้

ยังพบอะราบิโนส 0.9 กรัมตอลิตรและกลูโคส 0.06 กรัม

ตอลิตร ซึ่ง C. shehatae สามารถใชนํ้าตาลท้ัง 3 ชนิด

ไดอยางสมบูรณเมื่อสิ้นสุดการเพาะเล้ียง เมื่อพิจารณา

ผลรวมของน้ําตาลชนิดโมโนแซคคาไรดที่วิเคราะหพบ

วามีคา 3.67 กรัมตอลิตรซึ่งตํ่ากวานํ้าตาลทั้งหมดซึ่งมี

คา 9.35 กรัมตอลิตร ทั้งนี้สวนตางของนํ้าตาลทั้งหมด

อาจเปนโมโนแซคคาไรดหรอืไดแซคคาไรดชนิดอืน่ทีเ่กดิ

จากการยอยที่ไมไดวิเคราะห เชน แมนโนส เปนตน (20)

 จากผลการเพาะเล้ียงพบวายีสตสามารถผลิต

เอทานอลได 1.61 กรัมตอลิตร คิดเปนผลไดตอนํ้าตาล

ทั้งหมดเปน 0.20 กรัมตอกรัมและอัตราผลผลิต 0.013 

กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เมื่อใชเวลาเพาะเล้ียง 120 ชั่วโมง 

โดยคาผลไดมคีาใกลเคยีงกบัการศกึษาของ Chandel และ

คณะ (12) ซึ่งใชไฮโดรไลเสทจากชานออยมาเพาะเล้ียง

เพื่อผลิตเอทานอลเม่ือใชเช้ือ Candida shehatae NCIM 

3501 สามารถผลิตเอทานอลได 3.46 กรัมตอลิตรคิดเปน

ผลได 0.22 กรัมตอกรัม แตอยางไรก็ตามคาอัตราผลผลิต

ในการศึกษาน้ียังคงมีคาต่ํากวาเม่ือเปรียบกับการศึกษา

ดังกลาว

รูปท่ี 1. การเจริญและการใชนํ้าตาลเม่ือเพาะเล้ียง C. shehatae TISTR 5843 ในอาหาร YM-ไฮโดรไลเสทชานออย

ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรโดยมีปริมาตรใชจริง 100 มิลลิลิตร บมเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ( คือ OD
600

,  คือ ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด)
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4. สรุปผลการทดลอง

 ชานออยเปนวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่มีแนวโนม

นํามาใชผลิตเอทานอลไดโดยผานการยอยเพื่อใหเกิด

นํ้าตาลสําหรับใชในการเพาะเล้ียงจุลินทรีย การยอยดวย

กรดออนเปนการยอยสวนเฮมิเซลลูโลส จากการศึกษา

นี้พบวาการยอยชานออย 1 ครั้งสกัดนํ้าตาลออกมาได

เพียงประมาณ 50 เปอรเซ็นต และยังแสดงอีกวาการยอย

ชานออยซํ้าสามารถสกัดนํ้าตาลจากสวนเฮมิเซลลูโลส

ออกมาเพิ่มไดอีก โดยนํ้าตาลที่สกัดไดในไฮโดรไลเสท

ชานออยสามารถนําไปใชเพื่อเปนสารตั้งตนในการผลิต

ชีวมวลรวมถึงการใช เพื่อผลิต เอทานอลโดยเชื้อ 

C. shehatae TISTR 5843 ไดอีกดวย
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