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บทคัดย่อ

การศึกษาการหมักเอทานอลจากชีวมวลที่มีมากในจังหวัดปราจีนบุรี ได้แก่ หญ้าขจรจบ และวัสดุเศษเหลือจาก

การตัดแต่งหน่อไม้ ซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลสเท่ากับ 24.8 ± 1.1% และ 2.5 ± 0.5% กรัม/กรัม ตามล�ำดับ และมีปริมาณ 

ลกินนิเท่ากบั 22.0 ± 1.8% และ 15.9 ± 1.5% กรมั/กรมั ตามล�ำดับ กระบวนการย่อยสลายโครงสร้างของชวีมวลให้กลายเป็น 

เอทานอลนั้นประกอบด้วยขั้นตอนดังนี้ 1) กระบวนการแยกลิกนินด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้เป็นเซลลูโลส  
2) กระบวนการไฮโดรไลซ์เซลลูโลสได้เป็นน�้ำตาลกลูโคสด้วยเอนไซม์เซลลูเลส (GC220) ซึ่งเป็นเอนไซม์ส�ำเร็จรูป

จากเชื้อ Trichoderma reesei 3) กระบวนการเปลี่ยนน�้ำตาลกลูโคสให้กลายเป็นเอทานอลโดยยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae TISTR5049 ด้วยการหมักแบบเบ็ดเสร็จ (Batch Fermentation) จากการทดลองพบว่า หญ้าขจรจบและ 

วสัดุเศษเหลอืจากการตดัแต่งหน่อไม้เมือ่ผ่านกระบวนการแยกลกินนิและไฮโดรไลซ์เซลลโูลสให้ได้เป็นน�ำ้ตาลกลโูคสนัน้ 

จะมปีรมิาณน�ำ้ตาลรดิีวซ์เริม่ต้นเท่ากบั 34.1 ± 0.9 และ 34.7 ± 1.1 กรมั/ลติร ตามล�ำดับ เมือ่น�ำมาผ่านกระบวนการหมกั 

ด้วยยีสต์โดยใช้ระยะเวลา 7 วัน พบว่าหญ้าขจรจบและวัสดุเศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้ผลิตเอทานอลได้ 0.3% 
และ 0.5% โดยปริมาตร ตามล�ำดับ  

ค�ำส�ำคัญ: การหมักเอทานอล หญ้าขจรจบ วัสดุเศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้ 
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Abstract
The aim of this research was to study ethanol fermentation from biomasses: Feather pennisetum grass (Pen-

nisetum pedicellatum Trin.) and residual bamboo shoot in Prachinburi province. Feather pennisetum grass and 
residual bamboo shoot contained 24.8 ± 1.3% and 2.5 ± 0.5% g/g cellulose, and 22.0 ± 1.8% and 15.9 ± 1.5% 
g/g lignin, respectively. The ethanol fermentation consisted of three stages. Firstly, biomass was pretreated with 
hydrogen peroxide to remove lignin (delignification). Secondly, cellulose was hydrolysed to obtain glucose using 
cellulase enzyme (GC220: instant enzyme from Trichoderma reesei). Lastly, glucose was converted into ethanol 
by Saccharomyces cerevisiae TISTR5049 using batch fermentation. The delignification and cellulose hydrolysis  
processes of Feather pennisetum grass and residual bamboo shoot could provide 34.1 ± 0.9 and 34.7 ± 1.1 g/l 
initial reducing sugar, respectively. After seven days of the batch fermentation, Feather pennisetum grass and 
residual bamboo shoot gave 0.3% and 0.5% ethanol, respectively by volume.

Keywords:	 Ethanol Fermentation, Feather Pennisetum Grass (Pennisetum pedicellatum Trin.), Residual  
Bamboo Shoot
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1. บทน�ำ

ปัจจุบันนี้ปัญหาการขาดแคลนพลังงานนับว่าเป็น

ปัญหาส�ำคัญท่ีจ�ำเป็นต้องตระหนักถึงเป็นอันดับต้นๆ  
จึงเป็นเหตุผลท่ีกระตุ้นให้มีการศึกษาวิจัยด้านพลังงาน

และพลังงานทดแทนเพื่อรองรับปริมาณการใช้พลังงาน 

ทีน่บัวนัยิง่ทวคูีณความต้องการขึน้อย่างรวดเรว็ เอทานอล 

เป็นพลังงานทางเลือกหนึ่งที่สามารถแก้ไขปัญหาวิกฤต

ขาดแคลนพลังงานด้านเชื้อเพลิงได้เป็นอย่างดี สามารถ

น�ำมาผสมกับน�ำ้มนัเชือ้เพลงิในการขบัเคลือ่นเครือ่งยนต์ 
หรือน�ำมาใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ เพื่อเป็นเชื้อเพลิง

ทดแทนได้อีกทางหนึ่ง [1], [2] เอทานอลสามารถผลิต 

ได้จากการหมักน�้ำตาลหรือชีว-วัสดุ (Biomass) ใดๆ ที่มี

สารประกอบคาร์โบไฮเดรตเป็นองค์ประกอบโดยเฉพาะ

จากพืชซึ่งมีน�้ำตาลจ�ำพวกเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ 

อยู่ในปริมาณสูง ซึ่งจัดเป็นวัสดุ Cellulosic Biomass 
[3], [4] 

มีการศึกษาวิจัยเก่ียวกับการผลิตเอทานอลโดย 

น�ำพืชหลากหลายชนิดมาเป็นวัตถุดิบตั้งต้น เช่น Swain 
และคณะ [5] ศึกษาการหมักเอทานอลจากดอกไม้  
Madhuca latifolia L. ซึ่งเป็นพืชที่พบในแถบอินเดีย 
โดยใช้เชื้อ Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) 
พบว่าการหมักแบบเซลล์อิสระ (Free Cell) จากดอกสด 

มปีรมิาณเอทานอลเท่ากับ 193 กรมั/กิโลกรมั และส�ำหรบั 

วัตถุดิบที่เก็บไว้ 12 เดือน เมื่อน�ำมาผลิตเอทานอล

จะให้ปริมาณเท่ากับ 148 กรัม/กิโลกรัม นอกจากนี ้ 
Benchawattananon [6] ได้ศึกษาการผลิตเอทานอล

จากหยวกกล้วยโดยยีสต์ด้วยวิธีการหมักแบบเบ็ดเสร็จ 
(Batch Fermentation) พบว่าการหมักหยวกกล้วยโดย

ใช้กรดเกลือย่อยเซลลูโลสก่อนเป็นเวลา 15–30 นาที  
ที่ pH 4.5–5 ระดับความเข้มข้นของน�้ำตาล 20 บริกซ ์ 
ใช้ระยะเวลาหมัก 5–7 วัน ได้เอทานอล 80.7% (ปริมาตร

ต่อปริมาตร)
ประเทศไทยเป็นประเทศในเขตร้อนชื้นจึงมีวัชพืช

งอกงามเป็นพื้นที่กว้าง ซึ่งวัชพืชเหล่านี้เจริญเติบโต

ได้อย่างรวดเร็ว และท�ำลายได้ยาก ก่อให้เกิดปัญหาใน

พื้นที่เกษตรกรรมท่ัวประเทศ หญ้าขจรจบเป็นหนึ่งใน

วัชพืชชนิดที่มักก่อให้เกิดปัญหาในพื้นท่ีเกษตรกรรม 
และพบได้ท่ัวไปในประเทศไทย เนื่องจากไม่มีศัตรูตาม 

ธรรมชาติ [7] การปราบวัชพืชประเภทนี้โดยทั่วไปมักใช้

สารเคมีซึ่งท�ำให้เกิดปัญหาสารพิษตกค้างและสะสมอยู ่

ในส่ิงแวดล้อมได้ นอกจากนีว้สัดุเศษเหลอืจากการตดัแต่ง

ผลิตผลทางการเกษตรก่อนน�ำออกจ�ำหน่ายหรือแปรรูป

นัน้ยงัเป็นหนึง่ในกระบวนการทีก่่อให้เกิดขยะจ�ำนวนมาก

โดยเฉพาะอย่างยิง่การตดัแต่งหน่อไม้ในเขตพืน้ทีจ่งัหวดั

ปราจีนบุรี และเนื่องด้วยองค์ประกอบของพืชเหล่านี้ 

ส่วนมากเป็นน�้ำตาลเซลลูโลส [8], [9] ดังนั้นวัตถุดิบ 

เหล่านีจ้งึอาจมคีวามเป็นไปได้ในการน�ำมาศกึษาทดลอง

เพื่อใช้ผลิตเป็นเอทานอล 
การผลิตเอทานอลจากหญ้าขจรจบหรือเศษเหลือ

จากการตัดแต่งหน่อไม้อาจจะช่วยให้เกิดการจัดการ

ทรัพยากรแบบ Win-Win โดยได้ประโยชน์ท้ังในด้าน 

การผลติพลงังานทางเลอืกเพือ่แก้ไขและส่งเสรมิการผลติ

เอทานอลซึ่งเป็นเชื้อเพลิงที่ประเทศไทยมีศักยภาพสูง

ด้านวัตถุดิบในการผลิต และยังได้ประโยชน์ในด้านการ

ลดการน�ำเข้าสารเคม ีการใช้สารเคมเีพือ่ปราบวชัพชื หรอื

การก�ำจัดขยะ ซึ่งจะสามารถลดต้นทุนในการด�ำเนินงาน 

ได้เป็นอย่างมากหากท้ายท่ีสุดมีการส่งเสริมการผลิต

พลังงานทดแทนโดยใช้ชีววัสดุเหล่านี้เป็นวัตถุดิบใน 

การผลิต

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดลองผลิตเอทานอล

จากหญ้าขจรจบและเพื่อเปรียบเทียบปริมาณเอทานอล

ทีผ่ลติจากหญ้าขจรจบกับเศษวสัดุทีเ่หลอืจากการตดัแต่ง

หน่อไม้ และก�ำหนดขอบเขตการวิจัยคือ ผลิตเอทานอล

จากหญ้าขจรจบทั้งต้นแบบแห้ง โดยใช้วิธีการหมักด้วย

เชื้อยีสต์ S. Cerevisiae TISTR5049 ในระบบการหมัก

แบบ Batch Fermentation เลีย้งเชือ้แบบอสิระ (Free Cell) 
และวิเคราะห์หาปริมาณ (Yield) ของการผลิตเอทานอล

จากต้นหญ้าขจรจบเปรียบเทียบกับการผลิตเอทานอล

จากวัตถุดิบชนิดอื่นๆ ซึ่งในการทดลองครั้งนี้คือเศษวัสดุ

ที่เหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้ 
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2. วัสดุ อุปกรณ์ 

2.1 วัสดุ

1)	หญ้าขจรจบท้ังต้นแบบแห้งท่ีเกบ็เกีย่วในบรเิวณ

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าพระนครเหนือ 
วิทยาเขตปราจีนบุรี

2)	วัสดุเศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้ จากตลาด

วงเวียนนเรศวร ต.เนินหอม อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี

3)	S. cerevisiae TISTR5049 (สถาบันวิ จัย

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย)
4)	3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 
5)	Yeast extract-Malt extract (YM) broth
6)	เอนไซม์เซลลเูลสส�ำเรจ็รปูจากเชือ้ Trichoderma 

reesei (GC220) (Genencor International Inc., อเมริกา)

2.2 อุปกรณ์

1)	เครือ่งชัง่ไฟฟ้า ทศนยิม 2 และ 4 ต�ำแหน่ง (Ohaus 
รุ่น Explorero EP 2140, สวิตเซอร์แลนด์)

2)	เครื่องดูดสุญญากาศ (EYELA รุ่น A-35, ญี่ปุ่น)
3)	Ebulliometer (Dujardin-salleron รุ ่น Seul  

Veritable, ฝรั่งเศส)
4)	Hand Refractometer (Alago รุ่น N-1E, ญี่ปุ่น)
5)	pH Meter (Inolab รุ่น pH lavel1, เยอรมัน)
6)	Spectrophotometer (Optima รุ่นSp-3000 plus, 

ญี่ปุ่น)
7) อุปกรณ์เครื่องแก้ว

3. วิธีการวิจัย

3.1 การวิเคราะห์ปรมิาณเซลลโูลสและลกินนิ (ดดัแปลง 

จาก Van Soest and Wine [10])
1)	ชั่งตัวอย่างท่ีบดละเอียดและร่อนผ่านตะแกรง

ขนาด 1 มิลลิเมตร ประมาณ 1 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ทรงสูง

ขนาด 600 มิลลิลิตร

2)	เติมสารละลาย Acid Detergent 100 มิลลิลิตร 
และ Decahydronapthalene 2 มิลลิลิตร ให้ความร้อนจน

เดือดเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นลดความร้อนลงให้

เดือดเบาๆ เป็นเวลา 60 นาที

3)	กรองผ่านครูซิเบิลที่ทราบน�้ำหนักแน่นอนแล้ว 
(W1) โดยใช้แรงดูดสุญญากาศเบาๆ ล้างตัวอย่างที่ติดอยู่ 

ในบีกเกอร์ให้หมดด้วยน�้ำร้อน 3–5 ครั้ง ขณะล้างให้เขี่ย

ก้อนเยือ่ใยทีอ่ยูใ่นครซูเิบลิให้กระจายออกโดยใช้แท่งแก้ว 
หลังจากนั้นจึงดูดด้วยเครื่องดูดสุญญากาศ และล้างต่อ

ด้วยอะซิโตนปริมาณเล็กน้อย 2–3 ครั้ง แล้วใช้เครื่องดูด

สุญญากาศดูดให้แห้ง

4)	น�ำครูซิเบิลไปอบที่ 100°C นาน 12 ชั่วโมง หรือ

อบจนกระทั่งชั่งน�้ำหนักได้คงที่ (W2)
5)	น�ำครูซิเบิลวางในถาดก้นตื้น เติมกรดซัลฟิวริก

เข้มข้น (ก่อนใช้ให้แช่เย็นอุณหภูมิประมาณ 15°C) ใส่ลง 

ในครูซิเบิลประมาณครึ่งหนึ่ง คนด้วยแท่งแก้ว เพื่อให ้

เยื่อใยเปียกอย่างทั่วถึง เติมกรดลงไปทุกๆ 1 ชั่วโมง  
พร้อมคนอย่างสม�่ำเสมอเป็นเวลา 3 ชั่วโมง

6)	น�ำมากรองเอากรดออกโดยใช้เครือ่งดูดสุญญากาศ 

แล้วล้างด้วยน�้ำร้อนจนหมดกรด

7)	อบครูซิเบิลที่ได้ที่อุณหภูมิ 100°C ข้ามคืน ท�ำให้

เย็นในโถดูดความชื้น และน�ำไปชั่งน�้ำหนัก (W3)
8)	น�ำครซูเิบลิไปเผาทีอ่ณุหภมู ิ500°C นาน 2 ชัว่โมง  

หรือจนกว่าไม่มีคาร์บอน ท�ำให้เย็นในโถดูดความชื้นแล้ว

ชั่งน�้ำหนัก (W4) การค�ำนวณมีดังนี้

	 ADF	 =	 [(W2–W1) × 100] / S
	 L	 =	 [(W3–W4) × 100] / S
	 C	 =	 ADF – L

โดยที่	

ADF	 =	 Acid Detergent Fiber (%)
C	 =	 ปริมาณเซลลูโลส (%)
L	 =	 ปริมาณลิกนิน (%)
W1	 =	 น�้ำหนักครูซิเบิลเปล่า (กรัม)
W2	 =	 น�ำ้หนกัครซูเิบลิและตวัอย่างหลงัผ่านสาร 

ละลาย Acid Detergent (กรัม)
W3	 =	 น�ำ้หนกัครซูเิบลิและตวัอย่างหลงัผ่านกรด 
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ซัลฟิวริก (กรัม)
W4	 =	 น�ำ้หนกัครซูเิบลิและตวัอย่างหลงัเผา (กรมั) 
S	 =	 น�้ำหนักตัวอย่างเริ่มต้น (กรัม)

3.2 การหมักหญ้าขจรจบ และวัสดุเศษเหลือจากจาก 

การตัดแต่งหน่อไม้เพือ่ผลติเอทานอล และการเกบ็เกีย่ว 

ผลิตภัณฑ์ 

3.2.1	การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ตั้งต้น 
เชื้อยีสต์ที่ใช้ในการหมักเอทานอล S. cerevisiae 

TISTR5049 การเตรียมเชื้อตั้งต้นส�ำหรับใช้ในการหมัก 

เอทานอลจะถ่ายเชือ้ลงในขวดรปูชมพูท่ีม่อีาหารเลีย้งเชือ้  
Yeast Extract-Malt Extract (YM) Broth บ่มเชื้อ 24 
ชั่วโมง ในตู้บ่มเชื้อท่ีอุณหภูม ิ 30°C น�ำมาใช้เป็นหัวเชื้อ

ตั้งต้น

3.2.2	การเตรียมวัสดุชีวมวลเพื่อหมักเอทานอล

1)	ในการเตรยีมวตัถดิุบก่อนเข้าสู่กระบวนการหมกั

เพื่อผลิตเอทานอลนั้นจะมีกระบวนการก�ำจัดสารในกลุ่ม 

ลิกนินออกก่อน โดยใช้วิธี Alkaline Pretreatment [11]  
เริ่มโดยการแช่วัตถุดิบในสารละลายไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ 2% pH 13 นาน 8 ชั่วโมง หลังจากนั้นกรองผ่าน

ผ้าขาวบาง แล้วล้างด้วยการให้น�ำ้ผ่านโดยใช้น�ำ้กลัน่ นาน

ประมาณ 30 นาที อบกากที ่100°C ประมาณ 12 ชั่วโมง 
ชั่งน�้ำหนักแห้งหลังจากการสกัดลิกนิน

2)	การผลิตเอทานอล โดยใช้วิธีการหมักวัตถุดิบ

ด้วยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae ในระบบการหมักแบบ Batch 
Fermentation เลี้ยงเชื้อแบบ Free Cell โดยใช้กากแห้ง 
5.0% (กาก: 0.037 M Acetate Buffer pH 4.8) ใส่ใน

ขวดฝาเกลียว น�ำไปฆ่าเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที เติม

เอนไซม์เซลลูเลส (GC220) เพื่อย่อยโครงสร้างเซลลูโลส

ของชีววัสดุที่ศึกษาให้เป็นน�้ำตาลโมเลกุลเล็กลงบางส่วน 
ในอัตราส่วนตัวอย่าง 1 กรัม (น�้ำหนักแห้ง) ต่อเอนไซม ์
0.0003 กรัม ตั้งทิ้งไว้ในอุณหภูมิห้อง 24 ชั่วโมง เติมเชื้อ

จุลินทรีย์ที่เตรียมไว้ 5.0% ต่อ batch หมักเป็นเวลา 7 วัน 
โดยเก็บตวัอย่างน�ำ้หมกัมาวเิคราะห์ปรมิาณน�ำ้ตาลรดีวิซ์ 
และปริมาณแอลกอฮอล์ ทุกๆ 2 วัน

3.3 การวิเคราะห์ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ และปริมาณ

แอลกอฮอล์

3.3.1	การวิเคราะห์ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์

วิ เคราะห ์ปริมาณน�้ำตาลรี ดิวซ ์ด ้วยวิธี  DNS  
Colorimetric [12] ในระหว่างการหมกัทุกๆ 2 วนั คอื วนัที ่ 
1, 3, 5 และ 7 

1)	เติมสารละลาย DNS 3 มิลลิลิตร ลงในหลอด 

ฝาเกลยีวทีม่ตีวัอย่างอยู ่3 มลิลลิติร ปิดหลอดเพือ่ป้องกัน

การระเหยในระหว่างการวิเคราะห์ ผสมให้สารเข้ากันดี 
แล้วให้ความร้อนจนอณุหภมูถิงึ 90°C เป็นเวลา 5–15 นาที 
จนได้สารสีน�้ำตาลแดง

2)	เติมสารละลายโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรท 
40% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อท�ำให้สีเสถียร

3)	ท�ำให้เยน็ในอ่างน�ำ้เยน็จนเป็นอณุหภมูห้ิอง น�ำไป 

หาค่าการดูดกลืนแสงท่ี 575 นาโนเมตร เทียบกับกราฟ

มาตรฐานน�้ำตาลกลูโคส

3.3.2	การวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์

วิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ในระหว่างการหมัก 

ทุกๆ 2 วัน คือ วันที่ 1, 3, 5 และ 7 โดยใช้ Ebulliometer

3.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS15 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยปริมาณน�้ำตาล

รีดิวซ์ระหว่างหญ้าขจรจบและวัสดุเศษเหลือจากการ 

ตัดแต่งหน่อไม้โดยวิธี t-test ในการเปรียบเทียบความ 

แตกต่างของค่าเฉลี่ยปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ระหว่างแต่ละ 

ช่วงเวลาของการหมกัทดสอบด้วย Duncan’s New Multiple  
Range Test

4. ผลการทดลองและอภิปรายผล

การศึกษาการผลิตเอทานอลจากการหมักชีว-วัสดุ

หญ้าขจรจบ และเศษวสัดุจากการตดัแต่งหน่อไม้ ด้วยเชือ้ 

ยีสต์ S. cerevisiae TISTR5049 ในระบบการหมักแบบ 
Batch Fermentation เลี้ยงเชื้อแบบ Free Cell ได้ผลการ

ศึกษาดังต่อไปนี้
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4.1 ปริมาณเซลลูโลส และลิกนินในหญ้าขจรจบและ

เศษวัสดุจากการตัดแต่งหน่อไม้

ในการศกึษานีม้กีารศกึษาองค์ประกอบของชวี-วสัดุ 

ทีส่�ำคญัในการเปลีย่นไปเป็นน�ำ้ตาลส�ำหรบัเป็นสารอาหาร 

ในการผลิตเอทานอลของยีสต์คือ เซลลูโลส และศึกษา

ปริมาณลิกนินซึ่งเป็นสารท่ีไม่ใช่คาร์โบไฮเดรต (Non-
carbohydrate) เพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการศึกษาใน

ครั้งต่อไป

ผลการวเิคราะห์ปรมิาณเซลลโูลสและลกินนิในหญ้า

ขจรจบพบว่า มีปริมาณเซลลูโลสเท่ากับ 24.8 ± 1.3%  
กรมั/กรมั และมปีรมิาณลกินนิเท่ากับ 22.0 ± 1.8% กรมั/กรมั  
ส�ำหรับวัสดุเศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้พบว่า มี

ปริมาณเซลลูโลสเท่ากับ 2.5 ± 0.50% กรัม/กรัม และ

ปรมิาณลกินนิเท่ากบั 15.9 ± 1.5% กรมั/กรมั ซึง่สอดคล้อง

กับรายงานของ Han [13] ในการวิเคราะห์ปริมาณองค์

ประกอบทางเคมีของชีววัสดุท่ีไม่ใช่ไม้ (Non-wood) 
โดยเปรียบเทียบปริมาณเซลลูโลส และลิกนินในพืชดังนี ้
พืชตระกลูหญ้า Esparto (เซลลูโลส; 33–38%, ลิกนิน; 
17–19%) และฟางข้าว (Rice Stalk) (เซลลโูลส; 28–48%, 
ลกินนิ; 12–16%) นอกจากนี ้Han ยงัพบว่าพชืตระกูลหญ้า 
Bluestem มีกลูโคสประมาณ 34.2–35.1% ของปริมาณ

องค์ประกอบท้ังหมด โดยปกตแิล้วการทีพ่ชืมอีงค์ประกอบ

ของเซลลโูลสในระดับสงูนัน้แสดงถงึการมปีรมิาณกลโูคส

ในระดับที่สูงเช่นเดียวกันด้วย ในขณะท่ีการพบปริมาณ

ลิกนินสูงนั้นมักจะพบปริมาณเซลลูโลสน้อย [13] ดังนั้น 

ปรมิาณเซลลโูลสทีพ่บในหญ้าขจรจบในระดับสูง จงึสามารถ 

น�ำมาใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานโดยมคีวามเป็นไปได้ในการน�ำ

มาเป็นชีววัสดุเพื่อผลิตเอทานอลต่อไป

4.2  การเปลีย่นแปลงปรมิาณน�ำ้ตาลรดีวิซ์และปรมิาณ 

เอทานอล

หลังจากการเตรียมวัตถุดิบก่อนเข้าสู่กระบวนการ

หมักโดยการก�ำจัดสารในกลุ่มลิกนินออกก่อน ด้วยวิธ ี
Alkaline Pretreatment และใช้เอนไซม์เซลลเูลส (GC220) 
ซึ่งเป็นเอนไซม์ส�ำเร็จรูปจากเชื้อ Trichoderma reesei 

เพื่อย่อยโครงสร้างเซลลูโลสของชีววัสดุท่ีศึกษาให้เป็น

น�้ำตาลโมเลกุลเล็กลง ใช้เวลาในการย่อยด้วยเอนไซม์  
24 ชัว่โมง แล้วจงึเตมิเชือ้จลุนิทรย์ี S. cerevisiae ทีเ่ตรยีมไว้  
5.0% ต่อ Batch หมักเป็นเวลา 7 วัน (รูปที่ 1) ติดตามการ

เปลี่ยนแปลงปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล 
ได้ผลดังต่อไปนี้

4.2.1	การเปลี่ยนแปลงปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ใน

ระหว่างการผลิตเอทานอลจากหญ้าขจรจบและวัสดุเศษ

เหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้

เมือ่เกบ็ตวัอย่างน�ำ้หมกัหลงัจากย่อยชวีวสัดุ ณ วนัที ่ 
0, 1, 3, 5 และ 7 มาวิเคราะห์ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์พบว่า  
การหมักหญ้าขจรจบมีน�้ำตาลรีดิวซ์เริ่มต้นหลังจากย่อย

ด้วยเอนไซม์แล้วเท่ากบั 34.073 ± 0.924 กรมั/ลติร ในส่วน 

การหมักวัสดุเศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้นั้นมี

น�ำ้ตาลรดิีวซ์เริม่ต้นหลงัจากย่อยด้วยเอนไซม์แล้วเท่ากับ  
34.739 ± 1.054 กรมั/ลติร (ตารางท่ี 1) และเมือ่ผ่านการหมกั 

เป็นระยะเวลาหนึ่งวันหลังจากนั้นพบว่าปริมาณน�้ำตาล

รีดิวซ์ลดลงในกระบวนการหมักของหญ้าขจรจบ แต่วัสดุ 

เศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้นั้นยังคงมีปริมาณ

น�้ำตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้นและสูงกว่าหญ้าขจรจบ อาจเนื่องมา

รูปที่ 1	 การหมักชีววัสดุ (A) หญ้าขจรจบ และ (B) วัสดุ

เศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้

 (A)  (B)



101

The Journal of KMUTNB., Vol. 26, No. 1, Jan.–Apr. 2016
วารสารวชิาการพระจอมเกล้าพระนครเหนอื ปีท่ี 26 ฉบบัที ่1 ม.ค.–เม.ย. 2559

จากวัสดุเศษเหลือจากการตัดแต่งมีส่วนผสมของหน่อไม ้

ส่วนที่กินได้ซึ่งมีองค์ประกอบหลักเป็นคาร์โบไฮเดรต 

อยูด้่วย [14] อย่างไรก็ตามการเพิม่ขึน้ของน�ำ้ตาลรดิีวซ์นัน้ 

จะเริ่มเกือบคงที่ในวันที่ 3 และ 5 ของการหมักในทั้งสอง

ตัวอย่างเนื่องจากเชื้อยีสต์มีการใช้น�้ำตาลในระหว่าง

การเจริญเติบโตและเปลี่ยนน�้ำตาลนั้นให้กลายเป็น

แอลกอฮอล์ [4] ซึง่สามารถน�ำมาใช้เป็นพลงังานทางเลอืก 

ได้ในอนาคตและเป็นจุดมุ่งหมายในการศึกษาครั้งนี้

ตารางที่ 1	การวิเคราะห์ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ในหญ้า

ขจรจบและวัสดุเศษเหลือจากการตัดแต่ง 

หน่อไม้หลงัจากการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลเูลส  
24 ชั่วโมง จนถึงสิ้นสุดการหมัก

ระยะเวลา (วัน)
ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ (กรัม/ลิตร)

หญ้าขจรจบ หน่อไม้

เริ่มต้นการหมักns 34.073+0.924B 34.739+1.054C

วันที่ 1 27.390+3.769bC 38.947+2.346aB

วันที่ 3 34.851+1.709bB 42.194+2.242aB

วันที่ 5 34.943+2.133bB 42.334+2.594aB

วันที่ 7 45.146+1.720bA 57.298+0.703aA

หมายเหตุ :	
-	ตัวอักษรพิมพ์เล็ก a และ b ที่แตกต่างกันในแนวนอน มีความ 
	 แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
-	ns หมายถึง ค่าเฉลี่ยในแนวนอนไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 
	 นัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

-	ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ A, B และ C ที่แตกต่างกันในแนวตั้งมีความ 
	 แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

4.2.2	ปริมาณเอทานอลจากหญ้าขจรจบและวัสดุ

เศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้

ติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอลระหว่าง

การหมักโดยใช้ Ebulliometer ในการวัด ซึ่งจะให้ค่าเป็น

เปอร์เซนต์แอลกอฮอล์ ณ วันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ผลที่ได้

ดังรปูที ่2 จะเหน็ได้ว่าการหมกัชวีวสัดุทัง้สองด้วยเชือ้ยสีต์  
S. cerevisiae สามารถให้ผลผลิตเป็นเอทานอลได้ โดย

การหมกัวสัดุเศษเหลอืจากการตดัแต่งหน่อไม้จะสามารถ

ผลิตเอทานอลได้สูงกว่าหญ้าขจรจบ คือ ในวันสิ้นสุดการ

หมักท่ีระยะเวลาการหมัก 7 วัน วัสดุเศษเหลือจากการ

ตัดแต่งหน่อไม้ให้ปริมาณเอทานอลเท่ากับ 0.5% โดย

ปริมาตร ส่วนหญ้าขจรจบให้ปริมาณเอทานอลเท่ากับ 
0.3% โดยปริมาตร นอกจากนี้ได้ท�ำการวัดค่า pH เพื่อดู

การเปลี่ยนแปลงความเป็นกรด-เบสในระหว่างการหมัก 
พบว่ามีค่าคงที่ที่ประมาณ pH 5 ดังรูปที่ 3

5. สรุป

การศึกษาการผลิตเอทานอลจากหญ้าขจรจบและ

เศษวัสดุจากการตัดแต่งหน่อไม้ โดยเตรียมตัวอย่างด้วย

วิธี Alkaline Pretreatment ด้วยการแช่ในสารละลาย

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ร่วมด้วยการย่อยโครงสร้าง

เซลลูโลสของตัวอย่างโดยใช้เอนไซม์เซลลูเลสเพื่อให้

รูปที่ 2 ปริมาณแอลกอฮอล์ที่ได้จากการหมักชีววัสดุ

รูปที่ 3 การเปลี่ยนแปลงค่า pH ระหว่างการหมักชีววัสดุ
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ได้น�้ำตาลโมเลกุลเล็กที่เชื้อยีสต์สามารถใช้แล้วสร้าง 

เอทานอลได้ ผลการศึกษาสามารถสรุปได้ดังต่อไปนี้

1.	หญ้าขจรจบ มีปริมาณเซลลูโลส เท่ากับ 24.8 ±  
1.3% กรัม/กรัม มีปริมาณลิกนิน เท่ากับ 22.0.0 ± 1.8% 
กรัม/กรัม และเมื่อใช้หญ้าขจรจบเป็นวัตถุดิบในการ

ผลิตเอทานอลตามวิธีข้างต้นในวันท่ี 7 ของการหมัก  
ได้ปริมาณเอทานอลเท่ากับ 0.3% โดยปริมาตร

2.	วัสดุเศษเหลือจากการตัดแต่งหน่อไม้ มีปริมาณ

เซลลูโลส เท่ากับ 2.5 ± 0.5% กรัม/กรัม มีปริมาณลิกนิน 
เท่ากับ 15.9 ± 1.5% กรัม/กรัม และเมื่อใช้เป็นวัตถุดิบ 

ในการผลติเอทานอลตามวธิข้ีางต้นในวนัท่ี 7 ของการหมกั 
ได้ปริมาณเอทานอลเท่ากับ 0.5% โดยปริมาตร

ผูว้จิยัมข้ีอเสนอแนะคือ 1) การศกึษานีเ้ป็นเพยีงการ

ศกึษาเบือ้งต้นในระดับห้องปฏบิตักิาร ซึง่หากมกีารศกึษา

ในครัง้ต่อไปควรมกีารขยายขนาดให้สงูขึน้ และควรมกีาร

ศึกษาถึงงบประมาณและความเป็นไปได้ในอนาคต และ  
2) การจะได้มาซึ่งเอทานอลท่ีสามารถใช้เป็นเชื้อเพลิง 

ได้นั้น หลังจากการหมักชีววัสดุด้วยเชื้อยีสต์แล้ว จะต้อง

น�ำของเหลวที่ได้มาผ่านขั้นตอนการท�ำให้เป็นเอทานอล 

บรสิทุธิ ์ซึง่เป็นขัน้ตอนทีส่�ำคัญอกีขัน้ตอนหนึง่ จงึควรมกีาร 

ศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีการท�ำเอทานอลให้บริสุทธิ์

อย่างต่อเนื่องต่อไป

6. กิตติกรรมประกาศ
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