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บทคัดยอ 
 

งานวิจัยนี้มุงการศึกษาประสิทธิภาพของกระบวนการการปรับสภาพน้ําเสียจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมเพื่อใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล โดยการใชกรดซัลฟูริกหรือ
ดางโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นต หรือการตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 30 60 และ 90 นาที ผลการศึกษาพบวา น้ําเสียที่ผานการปรับสภาพดวยกรดซัลฟูริกความ
เขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เวลา 90 นาที มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซสูงสุด
เทากับ 61.56 และ 7.99 กรัมตอลิตร สวนน้ําเสียที่ผานการปรับสภาพดวยดาง พบวาการปรับสภาพ
ดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เวลา 60 นาที ให
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซสูงสุดเทากับ 32.86 และ 6.58 กรัมตอลิตร สําหรับผลของ
การเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน(การตม) พบวาการเตรียมวัตถุดิบดวยการตมใหปริมาณน้ําตาลนอย
มาก ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบรวมระหวางกรดและการตม โดยใชกรด 1 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เวลา 90 นาที รวมกับการตมเวลา 30 นาที พบวาการเตรียมวัตถุดิบรวมทํา
ใหน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มขึ้นกวาการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดหรือการตมเพียงอยางเดียว 
แตน้ําตาลรีดิวซมีคาลดลง เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาระหวางน้ําตาลและความรอนที่ใชในการเตรียม
วัตถุดิบ สวนการเตรียมวัตถุดิบดวยดางรวมกับการตม พบวาใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาล
รีดิวซนอยกวาการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดรวมกับการตม และเมื่อนําน้ําเสียที่ผานการปรับสภาพมา
ยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส กลับพบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง  จากนั้นนําน้ําเสียที่ผาน
กระบวนการเตรียมวัตถุดิบทั้งกรดรวมกับความรอนและดางรวมกับความรอนไปหมักเอทานอล
ดวยยีสต Saccharomyces cerevisiae โดยบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 100 
รอบ/นาที นาน 48 ช่ัวโมง พบวาผลิตเอทานอลได 0.55 และ 0.71 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ประสิทธิภาพ
การผลิตเทากับ 0.30 และ 0.30 กรัมเอทานอล/กรัมน้ําตาล ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการทดลองขางตน
แสดงใหเห็นวามีความเปนไปไดในการที่จะนําน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมาใชเปนวัตถุดบิ



   

ในการผลิตเอทานอลในทางทฤษฎี แตเปนไปไดนอยในทางปฏิบัติ เนื่องจากมีปริมาณน้ําตาลเริม่ตน
ต่ําสงผลใหผลผลิตต่ํา จึงอาจตองศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการเพิ่มประสิทธิภาพการเตรียมวัตถุดิบหรือ
พิจารณาใชเปนวัตถุดิบรวม 
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ABSTRACT 

 
This research aims to study the efficiency of palm oil mill wastewater 

pretreatment for ethanol production. The pretreatment with sulfuric acid (1% and 2%), sodium 
hydroxide (NaOH) (1% and 2%) and boiling (95oC) were conducted at incubation time 30, 60 and 
90 minutes.  It was found that for acid pretreatment, the highest values of total sugar and reducing 
sugar obtained were 61.56 and 7.99 g/L (at 90 minute and 1% H2SO4). For the results of sodium 
hydroxide pretreatment, the highest values of total sugar and reducing sugar obtained were 32.86 
and 6.58 g/L (at 60 minute and 2 % NaOH) whereas the pretreatment by boiling was low 
efficiency. Thereafter, the pretreatment with the combination of 1% H2SO4 at 90 minute and 
boiling for 30 minute was conducted. The result showed that it was more effective than use only 
acid or boiling alone. The total sugar was increased but the reducing sugar decreased which may 
cause by the sugar degradation by heat. For the combination of 2 % NaOH at 60 minute and 
boiling for 30 minutes, it yielded lower efficiency than that of acid combined with heat 
pretreatment. After that the pretreated wastewater samples were hydrolyzed by cellulase but it 
resulted the lower total sugar and reducing sugar than that the initiation. The pretreated samples 
then were used as the substrate for ethanol production by Saccharomyces cerevisiae incubated at 
30ºC for 48 hr under the agitation condition at 100 rpm. The ethanols obtained were 0.55 (Yp/s =  
0.30 g ethanol/g sugar) and 0.71 g/L (Yp/s =  0.30 g ethanol/g sugar) for acid combined with heat 
and alkali combined with heat pretreatment respectively. These results could mention that there is 
less possible for practice anyway. It need more study to enhance the pretreatment process or may 
use palm oil mill wastewater as co-substrate.  
 
Key words: Ethanol, Palm oil mill, enzyme cellulase, Saccharomyces cerevisiae   
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                ปริมาณน้ําตาลรีดวิซจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้าํมันปาลมบมที่อุณหภูม ิ  
                 45 องศาเซลเซียส  
          3.4 ผลของระยะเวลาในการบมและความเขมขนของดางโซเดียมไฮดรอกไซด  48 
                (NaOH) ตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้าํมันปาลมบมที่  
          อุณหภูม ิ45 องศาเซลเซียส  
    3.5 ผลของระยะเวลาในการบมและความเขมขนของดางโซเดียมไฮดรอกไซด 50 
          (NaOH) ตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมบมที่  
           อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส  
            3.6 ผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน (การตม) 52 
          จากน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลม ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  
            3.7 ผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน (การตม)  53 
          จากน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลม ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  
     3.8 ผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผาน 55 
            การเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต  
                รวมกับความรอน (การตม) บมทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  
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รายการภาพ (ตอ) 
ภาพที ่            หนา 
            3.9 ผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผาน  56 
                การเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟริูก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต   
                รวมกับความรอน (การตม) บมทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  
           3.10 ผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้าํเสียโรงงานสกัดน้ํามนัปาลมที่ผาน  58 
                       การเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) โดยเปรียบเทียบ  
                    การเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)รวมกับความรอน  
            3.11  ผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผาน  59 
                      การเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) โดยเปรียบเทียบ  
                      การเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)รวมกับความรอน  
           3.12 ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา 61 
                   Trichoderma reesei 65 ในน้าํเสยีจากโรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผาน  
                    กระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกรวมกับการใหความรอน  
                   และดางโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับการใหความรอน  
             3.13 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา   63 
                   Trichoderma reesei 65 ในน้าํเสยีจากโรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผาน  
                    กระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกรวมกับการใหความรอน  
                   และดางโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับการใหความรอน  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 บทนําตนเรื่อง 
 

ปจจุบันปญหาพลังงานมีความเกี่ยวของกับการดําเนินชีวิตประจําวันของมนุษยทั้ง
ทางตรงและทางออม เนื่องจากราคาน้ํามันที่มีการปรับตัวสูงขึ้น นักวิชาการดานเศรษฐกิจได
คาดการณวาในป พ.ศ.2553 หากเปนไปตามเงื่อนไขของกลุมประเทศผูคาน้ํามันรายใหญหรือ 
Organization of The Petroleum Exporting Countries (OPEC) ซ่ึงเปนผูกําหนดราคาน้ํามันและมี
อัตราการผลิตน้ํามันคงที่ สงผลใหราคาน้ํามันปรับตัวสูงขึ้นจนผูบริโภคไมมีกําลังซื้อ (สํานักงาน
นโยบายและแผนพลังงาน กระทรวงพลังงาน, 2552) และในอนาคตมนุษยชาติตองเผชิญหนากับ
ภาวะน้ํามันขาดแคลน เนื่องจากแหลงพลังงานฟอสซิล ซ่ึงเปนตนกําเนิดของน้ํามันและกาซธรรมชาติ
หมดลง ในปจจุบันจึงไดมีการแกปญหาโดยหาแหลงพลังงานทดแทน ซ่ึงมีการคนควาวิจัยอยาง
ตอเนื่อง เพื่อใหมีแหลงพลังงานเพียงพอสําหรับประชากรที่เพิ่มขึ้น ประเทศไทยมีการคิดคนหา
แหลงพลังงานทดแทนในรูปพลังงานเชื้อเพลิง คือ เอทานอล ซ่ึงอัตราการผลิตยังไมเพียงพอตอ
ความตองการและยังมีตนทุนการผลิตที่สูง จึงมีการนําผลผลิตทางการเกษตรมาแปรรูปเพื่อผลิตเปน
เอทานอล เนื่องจากประเทศไทยมีพืชผลทางการเกษตรและวัสดุที่เหลือใชอยูเปนจํานวนมาก เชน 
มันสําปะหลัง ออย ซังขาว และเปลือกขาวโพด ซ่ึงสามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบเพื่อหมักเปนเอทา
นอล (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน, 2549)  

สําหรับการผลิตเอทานอลโดยใชวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ตองมีการปรับ
สภาพหรือเตรียมวัตถุดิบ เพื่อใหเซลลูโลสเปลี่ยนเปนน้ําตาล และน้ําตาลเปลี่ยนเปนเอทานอลโดย
อาศัยจุลินทรีย ซ่ึงกระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบมีหลายวิธี เชน การปรับสภาพทางเคมี กายภาพ 
และชีวภาพ แตในปจจุบันปริมาณวัตถุดิบและราคาของวัตถุดิบที่มีการปรับตัวอยางตอเนื่อง สงผล
ใหภาคอุตสาหกรรมซึ่งเปนผูผลิต ไมสามารถจัดหาวัตถุดิบในราคาที่คุมตอการผลิตเพื่อนํามา
จําหนายได จากปญหาดังกลาวทําใหภาคอุตสาหกรรมมีความสนใจที่จะใชวัตถุดิบราคาถูกที่
สามารถนํามาเปนแหลงอาหารของจุลินทรียในกระบวนการผลิตเอทานอล เชน การศึกษาโดยนํา 
น้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมประเภทโรงงานผลิตผงชูรส โรงงานผลิตเบียร และโรงงานผลิต
ปลาทูนากระปองมาผลิตเปนเอทานอล ซ่ึงจะชวยใหภาคอุตสาหกรรมสามารถผลิตเอทานอลดวย
ตนทุนที่ต่ํา (Ruanglek et.al., 2006) 
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ในปจจุบันปญหาสิ่งแวดลอมเปนปญหาที่ทุกคนใหความสนใจและตระหนัก
โดยเฉพาะการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม ซ่ึงเปนสวนหนึ่งที่กอใหเกิดผลกระทบทาง
ส่ิงแวดลอม แตสําหรับในภาคใตของไทยโรงงานอุตสาหกรรมที่มีความสําคัญ คือ โรงงานแปรรูป
ยางพารา โรงงานแปรรูปอาหารทะเล และโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ซ่ึงโรงงานอุตสาหกรรมที่มี
ความเปนไปไดในการนํามาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล คือ โรงงานสกัดน้ํามันปาลม           
ในวัตถุดิบประเภทปาลมน้ํามันมีสวนประกอบของลิกโนเซลลูโลส และสารอินทรียในน้ําเสียท่ี
สามารถนํามาใชเปนแหลงอาหารของเชื้อจุลินทรีย 

สําหรับงานวิจัยนี้เปนการศึกษาการปรับสภาพวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัด
น้ํามันปาลมโดยใชเช้ือจุลินทรียในการผลิตเอทานอล ซ่ึงการนําของเสียมาใชประโยชนเปนวิธีการ
หนึ่งของการจัดการสิ่งแวดลอมที่ไดรับการยอมรับและมีการศึกษาวิจัยอยางตอเนื่องในปจจุบัน 
โดยเฉพาะการใชจุลินทรียเปนตัวทําปฏิกิริยา เนื่องจากจุลินทรียมีคุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลง
สารอินทรียที่มีในแหลงอาหารเปนสารอินทรียชนิดอื่นที่มีประโยชนมากมายหลายชนิด การใช
กระบวนการนี้เปนการผลิตโดยใชวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส เนื่องจากเปนวัตถุดิบที่สามารถ
หาไดงายและมีราคาถูก ซ่ึงไดทําการศึกษากระบวนการปรับสภาพน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลมเพื่อพิจารณาความเปนไปไดในการใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล รวมทั้งปจจัยที่มีผล
ตอกระบวนการดังกลาว ผลจากการศึกษาในครั้งนี้อาจใชเปนแนวทางในการจัดการของเสียและได
เปนผลิตภัณฑพลอยไดที่มีมูลคา คือ เอทานอล 

 
1.2 บทตรวจเอกสาร 
  ปจจุบันประเทศทั่วโลกกําลังเผชิญหนากับปญหาดานพลังงาน เนื่องมาจากราคา
น้ํามันดิบและน้ํามันสําเร็จรูปที่ปรับตัวสูงขึ้นอยางตอเนื่อง สงผลกระทบตอการดํารงชีวิตของมนุษย 
โดยเฉพาะประเทศไทยที่ตองสูญเสียเงินตราออกนอกประเทศ เพื่อนําเขาน้ํามันเชื้อเพลิงที่เปนปจจัย
สําคัญในการพัฒนาประเทศ ซ่ึงการใชพลังงานภายในประเทศป พ.ศ.2549 มีมูลคาสูงถึง15.6 
เปอรเซ็นตของมูลคาผลิตภัณฑมวลรวมในประเทศ (Gross Domestic Product : GDP) แมวาปริมาณ
การใชจะลดลงเมื่อเทียบกับป พ.ศ.2545 ที่มีการใชสูงถึง 16.4 เปอรเซ็นตของ GDP แตมูลคาการนําเขา
พลังงานกลับสูงขึ้น ซ่ึงเปนไปตามราคาน้ํามันของตลาดโลกที่สูงขึ้นในรอบ 5 ปที่ผานมา โดยป พ.ศ.
2549 มูลคาการนําเขาพลังงานของประเทศสูงขึ้นถึง 873,565 ลานบาท (ธีรภัทร ศรีนรคุตรและคณะ
, 2551) และในอนาคตราคาน้ํามันมีแนวโนมสูงขึ้นเรื่อยๆ ทําใหหลายประเทศใหความสําคัญและ
เรงพัฒนาโดยหาแหลงพลังงานทดแทนที่สามารถผลิตขึ้นเองภายในประเทศ แหลงพลังงานทดแทน
ที่มีศักยภาพที่จะนํามาใชกับประเทศไทย เชน พลังงานจากชีวมวล พลังงานแสงอาทิตย พลังงานน้ํา
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และพลังงานลม เปนตน แตพลังงานบางประเภท เชน พลังงานแสงอาทิตยและพลังงานลม มี
ขอจํากัดที่จะตองนําเขาเทคโนโลยีจากตางประเทศ ทําใหตนทุนในการผลิตสูง การพัฒนาแหลง
พลังงานดังกลาวจึงทําไดยาก (สํานักงานนโยบายและแผนพลังงาน กระทรวงพลังงาน, 2552) 
ดังนั้นแหลงพลังงานที่เหมาะสมกับประเทศไทยในขณะนี้ จึงเปนพลังงานชีวมวล (Bio-energy) 
เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมที่มีแหลงชีวมวลทางดานการเกษตรมากมาย เชน 
ออย มันสําปะหลัง และกากน้ําตาล จึงมีความไดเปรียบทางดานวัตถุดิบ แตออยเปนวัตถุดิบที่มีราคา
แพง อีกทั้งยังปลูกไดตามฤดูกาล และมันสําปะหลังเปนพืชที่ปลูกงาย ทนทานตอสภาพดินฟา
อากาศที่แปรปรวนเปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญตอประเทศไทยรองจากขาวและยางพารา ซ่ึงใน
ปจจุบันทั้งภาครัฐและเอกชนตางใหความสนใจกับการพัฒนาหาแหลงพลังงานทดแทนจากชีวมวล 
เชน กาซชีวภาพ (Biogas) ไบโอเอทานอล (Bioethanol) และไบโอดีเซล (Biodiesel) (กรมพัฒนา
พลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน, 2549)  

1.2.1 เอทานอล (Ethanol) 
 เอทานอลเปนพลังงานสะอาด สามารถเผาไหมไดอยางสมบูรณเมื่อเปรียบเทียบกับน้ํามัน
ปโตรเลียม ในขณะเดียวกันเปนสารที่เพิ่มคาออกเทน (Octane) เมื่อใชผสมกับน้ํามันเบนซิน 
สามารถใชทดแทนสาร Methyl Tertiary Butyl Ether (MTBE) ที่หลายประเทศประกาศหามใช เพราะ
กอใหเกิดมลพิษในอากาศที่สูงกวาสารเติมแตงอ่ืนๆ เนื่องดวยจุดเดนของเอทานอลมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงกับสาร MTBE ที่สามารถเพิ่มคาออกเทนในน้ํามันเบนซิน เนื่องจากสาร MTBE ยอยสลาย
ยากและสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม เกิดสารตกคางกับน้ําใตดิน อีกทั้งการผสมสาร MTBE ใน
น้ํามันเบนซินเกิน 10-15 เปอรเซ็นต จะเกิดผลกระทบตอเครื่องยนต ทําใหในประเทศสหรัฐอเมริกา
กําหนดใหเลิกใชในป พ.ศ. 2545 (ธีรภัทร ศรีนรคุตร, 2543) 
  1.2.1.1 ลักษณะสมบัติของเอทานอล 
  เอทานอล (Ethanol) หรือที่เรียกวาเอทิลแอลกอฮอล (Ethyl Alcohol) เปนแอลกอฮอล
ชนิดหนึ่งหรือที่รูจักกันในชื่ออ่ืน ไดแก Grain Spirit หรือ Neutral Spirit เปนตน ซ่ึงเปนสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนที่มีออกซิเจนเปนองคประกอบ มีลักษณะเปนของเหลวใสไมมีสี จุดไฟติด ระเหย
งาย สามารถละลายน้ํา และสารอินทรียชนิดอื่นไดดี ใหคาพลังงานความรอน (Calorific Value) โดย
การเผาไหมประมาณ 12,800 บีทียูตอปอนด มีจุดเดือด 78 องศาเซลเซียส จุดเยือกแข็ง -117.3 องศา
เซลเซียส และมีความถวงจําเพาะ 0.794 ที่อุณหภูมิ 60 องศาฟาเรนไฮต มีสูตรทางเคมี คือ C2H5OH มี
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 46.07 (ภาพที่ 1.1) เอทานอลบริสุทธิ์มีเนื้อแอลกอฮอลประมาณ 99.7 เปอรเซ็นต 
โดยทั่วไปมีน้ําเจือปนไมเกิน 0.5 เปอรเซ็นต ใหเปลวไฟสีน้ําเงินที่ไมมีควนัโดยปกตเิอทานอลสามารถ
รวมตัวไดกับน้ํา อีเทอรหรือคลอโรฟอรมได (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) 
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ภาพที่ 1.1โครงสรางทางเคมีของเอทานอล 
ที่มา : Prescott และคณะ (2002) 
 
  1.2.1.2 การใชประโยชนจากเอทานอล (วสันต จันทรสัจจา, 2546)  
    -ใชในอุตสาหกรรมเครื่องดื่มแอลกอฮอล เชน ไวน สุรา บร่ันดี และสาเก  
   -ใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกที่ยอยสลายได 
    -ใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง เชน น้ําหอม แชมพูสระผม และน้ํายาบํารุงผิว 
   -ใชในอุตสาหกรรมยา กระบวนการสกัด (Extraction Process) สารอื่นๆในสมุนไพร
และการทําใหบริสุทธิ์ (Purification Process) ใชเปนสวนประกอบในการผสมยา ใชเปนตัวทําละลาย
เวชภัณฑที่ใชในการฆาแมลง ฆาเชื้อรา และน้ํายาดับกลิ่น  
    -ใชในอุตสาหกรรมการผลิตสี เปนตัวทําละลายของน้ํายาเคลือบ น้ํามันชักเงา และ
น้ํายาแลกเกอร 
     -ใชเปนสารผสมในน้ํามันเชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนต (Additive) ตางๆ ไดแก การ
นําเอทานอลมาผสมกับน้ํามันเบนซิน เรียกวา แกสโซฮอล เพื่อชวยเพิ่มคาออกเทน สําหรับใน
ประเทศไทยมีการเลือกใชสูตร E 10 คือ น้ํามันเบนซิน 91 (90 เปอรเซ็นต) ผสมกับเอทานอล (10 เปอรเซ็นต) 
โดยปริมาตร (ณัฐกิตต ธรรมเจริญ, 2543) และใชโดยทั่วไปสําหรับเปนเชื้อเพลิงของรถยนตและมี
โรงงานอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลเกิดขึ้นภายในประเทศ 
  1.2.1.3 การใชเอทานอลในตางประเทศ 
  สําหรับสถานการณการใชเอทานอลเปนเชื้อเพลิงในตางประเทศ โดยประเทศ
บราซิลเปนประเทศที่ผลิตและใชเอทานอลมากที่สุดในโลก มีการใชเอทานอลตั้งแตป พ.ศ.2518  
ในปจจุบันมีการผลิตเอทานอลรวม 13,000 ลานลิตรตอป ซ่ึงวัตถุดิบสวนใหญมาจากออยและ
น้ําตาล โดยมีการใชเอทานอลเปนเชื้อเพลิงกับรถยนตที่ไดรับการปรับแตงเครื่องยนต สวนประเทศ
สหรัฐอเมริกาไดพัฒนาเชื้อเพลิงทดแทนตั้งแตป พ.ศ.2522 ซ่ึงมีการออกกฎหมายและมาตรการ
สนับสนุนดานการลงทุนใหเงินกูดอกเบี้ยต่ําและชวยเหลือดานภาษี เพื่อเปนแรงจูงใจในการใช
เชื้อเพลิงทดแทนโดยเฉพาะเอทานอล ปจจุบันมีปริมาณการผลิตรวม 7,000 ลานลิตรตอป เปนอันดับสอง
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รองจากประเทศบราซิล วัตถุดิบที่ใชสวนใหญเปนขาวโพด ขาวบารเลย และหัวบีทรูท สวนใน
สหภาพยุโรปที่ยังไมไดรับความนิยมมากนัก แตมีการตั้งเปาหมายใหประเทศสมาชิกมีการใชเอทา
นอล 12 เปอรเซ็นต ของพลังงานทั้งหมดในป พ.ศ. 2553 มีประเทศฝรั่งเศสเปนผูผลิตรายใหญสุด 
นอกจากนี้ยังมีประเทศสเปน เนเธอรแลนด และสวีเดน เปนตน และประเทศในเอเชียมีการผลิตรวม 
5,500 ลานลิตรตอป โดยจีนเปนผูผลิตรายใหญที่สุด มีปริมาณการผลิตประมาณ 3,000 ลานลิตรตอ
ป รองลงมา คือ อินเดีย มีปริมาณการผลิต 1,700 ลานลิตรตอป สวนญี่ปุนและเกาหลีใต เปนผูนําเขา
รายใหญ ปจจุบันการซื้อขายเอทานอลในตลาดโลกมีปริมาณเพิ่มขึ้น และในอนาคตการคาใน
ตลาดโลกจะมีขยายตัวเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากหลายประเทศมีนโยบายสนับสนุนใหมีการใชเอทานอล
ในรูปของเชื้อเพลิง เพื่อเปนการลดภาวะมลพิษทางอากาศ (ธีรภัทร ศรีนรคุตร และคณะ, 2551) 
  1.2.1.4 เทคโนโลยีการผลิตเอทานอล 
  พลังงานจากเอทานอลเปนพลังงานที่สามารถนํามาใชทดแทนพลังงานเชื้อเพลิง
จากฟอสซิลไดดี และไมเกิดปญหาทางดานมลพิษสิ่งแวดลอม ซ่ึงการผลิตเอทานอลเพื่อใชเปน
เชื้อเพลิงมีมาตั้งแตอดีต โดยใชวัตถุดิบในการผลิต คือ ชูการบีทและขาวโพด แตในขณะนั้นตนทุน
การผลิตยังสูงกวาตนทุนราคาน้ํามันปโตรเลียมจึงไมเปนที่นิยม มีเพียงประเทศบราซิลซ่ึงคอนขาง
ยากจนแตมีพื้นที่ทางการเกษตรมาก ไดทําการพัฒนาการผลิตเอทานอลจากออยและชูการบีท       
ในที่สุดบราซิลไดกลายเปนผูผลิตเอทานอลรายใหญที่สุดของโลก มีกําลังการผลิต 16,000 ลานลิตร
ตอป และสามารถนํามาใชกับยานพาหนะโดยตรง (Neat Ethanol) (ธีรภัทร ศรีนรคุตร และคณะ, 2551) 
ในปจจุบันเกิดวิกฤตน้ํามันแพง และปริมาณน้ํามันดิบตามธรรมชาติที่มีอยูจํากัด สงผลใหหลาย
ประเทศสนใจการใชเอทานอลเปนเชื้อเพลิง แมแตสหรัฐอเมริกาไดพัฒนาการผลิตเอทานอลโดยใช
หญาสวิทช (Switch Grass) เปนวัตถุดิบในการผลิต สําหรับประเทศไทยไดมีการนําเอทานอล 99.5 
เปอรเซ็นต มาผสมกับน้ํามันเบนซินในสัดสวน 10:90 เรียกวา แกสโซฮอล น้ํามันแกสโซฮอล สูตร 
E 20 (มีสวนผสมของเอทานอลในน้ํามันเบนซิน 20 เปอรเซ็นต) โดยทั่วไปใชสําหรับเปนเชื้อเพลิง
รถยนต และมีโรงงานอุตสาหกรรมเอทานอลเกิดขึ้นในประเทศไทย โดยเอทานอลสามารถผลิตจาก
ได 2 วิธี คือ การสังเคราะหทางเคมี (Chemical Synthesis) และการหมักโดยใชจุลินทรีย (Fermentation) 
ปจจุบันเอทานอลที่ผลิตสวนใหญจะไดจากกระบวนการทางชีวภาพที่หมักดวยเชื้อจุลินทรีย และเอ
ทานอลจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมีมีปริมาณนอยมากประมาณ 5 เปอรเซ็นต ของปริมาณเอ
ทานอลที่ผลิตไดทั้งหมดของโลก (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน, 2549)  
  ก. เอทานอลจากกระบวนการสังเคราะห 
  เปนการใชกระบวนการทางเคมีในการสังเคราะหเอทานอล  โดยมีเอทิลีน
(Ethylene) เปนวัตถุดิบผานกระบวนการไฮเดรชัน (Hydration) คือ การทําปฏิกิริยากับน้ํารวมกับ
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กรดฟอสฟูริก ซ่ึงถูกดูดซับไวในซีโอไลท หรือซิลิกาแอโรเจล (Substrate) เอทานอลที่ไดเรียกวา        
“เอทานอลสังเคราะห” (Synthesis Ethanol) ดังสมการที่ (1) (ดุษณี ธนะบริพัฒน, 2539) 
 
      H2C = CH2  +  H2PO3   + H2O     -------->    CH2CH3 OH  +  H2 PO3              (1) 

 
   
           Substrate                                             Product 
 

  ข. เอทานอลจากกระบวนการหมัก 
เปนการใชกระบวนการทางชีวเคมีในการผลิตเอทานอล วัตถุดิบที่ใชในการหมัก       

เอทานอลสวนใหญเปนวัตถุดิบทางการเกษตร เอทานอลที่ไดเรียกวา “ไบโอเอทานอล” การหมัก       
เอทานอลที่เกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียตางชนิดหรือตางสายพันธุกัน มีผลใหเกิดปฏิกิริยาทางเคมี
ตางกันตลอดระยะเวลาการหมักเอทานอล (สุมณฑา วัตนสินธุ, 2545)  
  การผลิตเอทานอลดวยกระบวนการหมัก มีสองขั้นตอนสําคัญ คือ  
   ขั้นตอนที่ 1 การเปลี่ยนวัตถุดิบประเภทแปงและวัตถุดิบที่มีเซลลูโลสใหเปนน้ําตาล 
ขั้นตอนนี้อาศัยกรดหรือเอนไซมเปนตัวทําปฏิกิริยา ดังสมการที่ (2) 
                                  เอนไซม/กรด 

   C6H10O5    +      H2O      ------------>    C6H12O6                  (2) 
        แปง                 น้ํา                              น้ําตาล 

   ขั้นตอนที่ 2 เปนขั้นตอนการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนเอทานอล โดยยีสตหรือแบคทีเรีย 
ดังสมการที่ (3) 

 
       ยีสต/แบคทเีรีย 

               C6H12O6      ------------->   2 CH3CH2OH    +        2 CO2+    28.7 kcal  (3) 
                       น้ําตาล                              เอทิลแอลกอฮอล       คารบอนไดออกไซด 
 สัดสวน    100                      51.1                                  48.9 

จากสมการเคมี พบวาน้ําตาลกลูโคส 100 กรัม เมื่อทําการหมักดวยเชื้อยีสตหรือแบคทีเรีย
จะไดเอทานอล 51.1 กรัม และกาซคารบอนไดออกไซด 48.9 กรัม แตในทางปฏิบัติน้ําตาลที่สามารถ
ใชไดจะมีเพียง 95  เปอรเซ็นต เทานั้น หรือคิดเปนประสิทธิภาพการผลิตผลิตภัณฑจากสับสเตรต (Yp/s) 
ไมเกิน 0.485  กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล และกาซคารบอนไดออกไซด สําหรับน้ําตาล 5 เปอรเซ็นตที่เหลือ
ยีสตจะนําไปใชในการเจริญเติบโต เพื่อสรางพลังงานและผลิตภัณฑพลอยได (By Product) อื่นๆ เชน 
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อะเซตัลดีไฮด กรดอะซีติก กรดแลกติก และกลีเซอรอล เปนตน การหมักเอทานอลจะทําการหมัก
ในถังหมักไรสนิมที่อุณหภูมิ 18-30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน 2-3 วัน (Zoecklein et al., 1995) 
สําหรับวัสดุทางการเกษตรที่เหลือจากการเก็บเกี่ยวยังมีของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตใน
โรงงานอุตสาหกรรมอื่นๆ เชน กากน้ําตาล ที่สามารถนํามาใชในการผลิตเอทานอลไดเชนกัน     
จากการศึกษาผลของความเขมขนของกากน้ําตาล (150, 200 และ 250 กรัมตอลิตร) ตอการผลิตเอทานอล
โดยใชแบคทีเรีย Zymomonas mobilis เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา
กากน้ําตาลที่ความเขมขน 40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 55.8 กรัมตอลิตร (Cazetta et 
al., 2007) 

1.2.1.5 กระบวนการหมักเอทานอล 
  ปจจุบันการหมักเอทานอลมีทั้งที่ใชการหมักแบบครั้งคราวและการหมัก
แบบตอเนื่องโดยมีการพัฒนาการหมักทั้งสองแบบ และมีการสรางเทคโนโลยีใหมๆ สําหรับการ
ผลิตเอทานอล โดยมีจุดมุงหมายเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและลดตนทุนการผลิต 
  ก. การหมักแบบครั้งคราวธรรมดา (Simple Batch Fermentation)  

สําหรับการผลิตเอทานอลในปจจุบันสวนใหญใชกระบวนการหมักแบบนี้ และได
มีการพัฒนาเพื่อใชในการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล การหมักแบบนี้เปนการทําใหสารตั้งตนมีความ
เขมขนที่เหมาะสม โดยมีการปรับใหมีความเขมขนของน้ําตาล 14-18 เปอรเซน็ต โดยน้าํหนกั หลังจาก
นั้นอาจทําการใชความรอนสูง (Pasteurization) และปรับพีเอช (pH) เร่ิมตนใหต่ํากวา 5 หรือมีการเติมธาตุ
อาหารของยีสตบางอยางลงในสารตั้งตน เพื่อเพิ่มสารอาหาร หลังจากนั้นจึงเติมยีสตปลอยให
เจริญเติบโตและสรางเอทานอล เวลาที่ใชในการหมักอาจลดลงโดยการใชเชื้อปริมาณมาก ยีสตที่จะ
นํามาเติมตองนํามาเลี้ยงในถังกลาเชื้อเพื่อใหมีความวองไวในการหมัก โดยสภาพของการเลี้ยงเชื้อ
จะเปนสภาพการใหอากาศเพื่อเพิ่มการเจริญเติบโต ปกติอุณหภูมิเริ่มตนของการหมักจะต่ํา คือ 
ประมาณ 21-23 องศาเซลเซียส และในระหวางการหมักอุณหภูมิจะเพิ่มขึ้นเปน 32-40 องศาเซลเซียส 
การหมักเอทานอลจะเกิดขึ้นอยางสมบูรณภายในระยะเวลา 36-72 ช่ัวโมง และปริมาณเอทานอลสูงสุด
ที่ผลิตไดโดยทั่วไป คือ 6-9 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 

 
ขอดีของการหมักแบบครั้งคราว 

  -การควบคมุทําไดงายไมจําเปนตองอาศัยผูชํานาญการ ไมจําเปนตองทําใหวัตถุดิบ
หรืออุปกรณตางๆ ปลอดเชื้อ เหมาะสําหรับการผลิตที่มีปริมาตรไมมาก และในการหมักแตละครั้ง        
จุลินทรียที่ใชมีความแข็งแรงและวองไวดี เพราะตองเตรียมจุลินทรียใหมเสมอ ทําใหการกลายพันธุ
ของจุลินทรียเกิดขึ้นยาก 
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  ขอเสียของการหมักแบบครั้งคราว 
  -ใหความสามารถในการหมักเอทานอล (Ethanol Productivity) ต่ํา เนื่องจากใชเวลาใน
การหมักนาน ตองเสียเวลาในการลางทําความสะอาด ฆาเชื้อ เตรียมอุปกรณและเติมอาหารสําหรับ
การหมักใหมเมื่อส้ินสุดการหมักแตละครั้ง ทําใหความสามารถในการหมักโดยรวมต่ํา (Bayrock 
and Inglew, 2001) 

ข. การหมักแบบกึ่งกะ (Fed-Batch Fermentation) และการหมักแบบรีพีตดแบตซ 
(Repeated Batch Fermentation)  

การที่อาหารมีน้ําตาลความเขมขนสูงเมื่อเร่ิมตนการหมักมีผลยับยั้งการเจริญและ
การหมักของยีสต การหมักแบบกึ่งกะที่มีการเติมน้ําตาลลงในถังหมักเปนชวงๆ ชวยลดปญหาการ
ยับยั้งการเจริญของยีสตทําใหความสามารถเพิ่มจํานวนและหมักเอทานอลไดสูงขึ้น สวนการหมัก
แบบรีพีตดแบตซที่ทํารวมกับการนําเซลลกลับมาใชใหมเปนวิธีหนึ่งที่จะเพิ่มความสามารถในการ
หมักเอทานอลโดยทําใหเวลาของการหมักลดลง (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 

ขอดีของการหมักแบบกึ่งกะ (กลยุทธ โชติพัฒนา และนิสิต ตัรฑวิเชฐ, 2535) 
-สามารถผลิตเซลลไดเปนจํานวนมาก (High Cell Concentration) การเลี้ยงเซลลแบบ

คร้ังคราว (Batch) จะไดปริมาณเซลลไมมากเทากับการเลี้ยงแบบกึ่งกะ (Fed-Batch) ซ่ึงสามารถผลิต
เซลลไดสูงมาก เชน 100 กรัมตอลิตร เปนตน 
  -ชวยลดผลกระทบจากความเขมขนของกลูโคส (Glucose Effect) เชน การผลิตยีสต
ขนมปงจากน้ําตาลมอลทหรือกากน้ําตาล พบวามีเอทานอลละลายปะปนอยูกับยีสตในถังหมักที่มี
ความเขมขนของน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อสูง ทําใหปริมาณเซลลของยีสตลดลง เพื่อที่จะลด
ผลกระทบจากความเขมขนของกลูโคส จึงไดนําเทคนิคการเลี้ยงแบบกึ่งกะมาใชในการผลิตยีสตใน
ปจจุบัน 
  -ปองกันการปนเปอนของจุลินทรียอ่ืน กรณีการหมักแอลกอฮอลดวยยีสตการหมัก
แบบครั้งคราวอาจพบปญหาเรื่องการปนเปอนของจุลินทรียอ่ืน ทําใหผลผลิตแอลกอฮอลลดลง   
หากใชเทคนิคการหมักแบบกึ่งกะเขาชวยแลวปญหาเหลานี้จะหมดไป การใชเทคนิคการหมักแบบ
กึ่งกะสามารถปองกันการเสียของได หากเกิดมีกรณีสาเสียหรือไมดีก็สามารถหยุดการเติม
กากน้ําตาลที่จะเติมในชวงหลังไมใหเกิดการสูญเสียมากยิ่งขึ้นได 
  ขอเสียของการหมักแบบกึ่งกะ 
  -อุปกรณการเพาะเลี้ยงคอนขางมีความซับซอน และมีราคาสูง 
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ค. การหมักแบบตอเนื่อง (Continuous Fermentation)  
จุดประสงคสําคัญในการหมัก คือ การเพิ่มความสามารถในการหมัก ซ่ึงการที่มี

ยีสตความเขมขนสูงจะทําใหความสามารถในการหมักเพิ่มขึ้น โดยการหมักแบบตอเนื่องดีกวาการ
หมักแบบครั้งคราวหลายอยางรวมทั้งสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อใหอัตราการหมักและ
ความสามารถในการผลิตเอทานอลสูงสุด มีความสามารถในการหมักอยางตอเนื่องเปนเวลานาน    
มี Volumetric Productivity สูงกวา รวมท้ังการเติมอาหารสําหรับการหมักใหมในระยะที่มีความคงตัว
กระบวนการควบคุมและดําเนินการงายกวาการหมักแบบครั้งคราว 
  ปญหาที่เกิดในการหมักแบบตอเนื่อง คือ การปะปนของเชื้ออ่ืนจากภายนอก และ
การกลายพันธุที่เกิดขึ้นเองของเชื้อที่ใชหมัก และปญหาในการที่จะรักษาอัตราการหมักใหสูงอยู
ตลอดเวลา ทั้งนี้พบวาอัตราการหมักที่ต่ําลงสัมพันธกับเซลลที่ตายเนื่องจากขาดอากาศ ซ่ึงอาจแกไข
การขาดออกซิเจนของยีสตโดยการเติมสารบางอยาง เชน Tween 80 เออรกอสเตอรอล หรือกรดลิโนลินิก 
ลงไปในอาหารสําหรับหมัก หรือโดยเพิ่มจํานวนยีสตใหมีมากๆ ดวยการเลี้ยงแบบใหอากาศกอนที่
จะเริ่มการหมัก (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 
  ขอดีของการหมักแบบตอเนื่อง 

-สามารถควบคุมและรักษาอัตราการเจริญของจุลินทรียได สามารถศึกษาถึงผล
ของการเปลี่ยนพารามิเตอรทางเคมีและกายภาพตอการเจริญและการกอเกิดผลิตภัณฑที่อัตราการ
เจริญคงที่  
  ขอเสียของการหมักแบบตอเนื่อง 
  -การหมักในชวงเวลานานอาจทําใหเกิดการปนเปอนได การเจริญแบบตอเนื่อง
ในชวงเวลานานอาจทําใหเกิดการกลายพันธุเกิดจากการแทนที่ของสายพันธุอ่ืนที่เจริญไดเร็วกวา 
  นอกจากนี้ มีการใชวิธีการหมักในสภาพสุญญากาศ (Vacuum Fermentation) การหมัก
แบบที่เรียกวา Rotor Fermentation และการหมักโดยใชระบบการตรึงเซลล 

สําหรับการหมักในสภาพสุญญากาศนั้น เนื่องจากเอทานอลยับยั้งการเจริญและ
การหมักของยีสต เพื่อลดปญหานี้ในระหวางการหมักจึงไดพยายามที่จะไมใหมีเอทานอลความ
เขมขนสูงภายในถังหมักโดยทําการแยกเอทานอลออกไปเมื่อถูกสรางขึ้น เนื่องจากเอทานอลเปน
สารที่ระเหยงาย จึงมีการใชขอไดเปรียบนี้ในการแยกเอาเอทานอลออกจากสารตั้งตน โดยพบวาถา
หมักเอทานอลในสภาพสุญญากาศ เอทานอลจะระเหยออกไปจากสารตั้งตนไดในอุณหภูมิที่ไมสูง
นักและที่อุณหภูมินั้นยีสตยังคงเจริญและหมักเอทานอลไดทําใหมีเอทานอลไมมากพอที่จะยับยั้ง
การเจริญ  เมื่อปริมาณยีสตยังคงรักษาใหสูงอยูไดตลอดการหมัก  เปนอีกวิ ธีหนึ่งที่ทําให
ความสามารถในการหมักเอทานอลสูง 
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    ซ่ึงจากการศึกษาพบวา มีการใชปอสาเปนวัสดุในการหมักดวยกระบวนการหมัก
แบบตอเนื่อง (Simultaneous saccharification and fermentation (SSF)) เปรียบเทียบกับการใชผลึกเซลลูโลส 
และใชเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตไดจากเชื้อรา Trichoderma reesei QM 9414 ที่คัดแยกไดจากธรรมชาติ
รวมกับยีสต Candida krusei NBRC 1664 พบวาใหผลผลิตเอทานอล 1.38 เปอรเซ็นต จากปอสา
และ 1.63 เปอรเซ็นต จากผลึกเซลลูโลส (ศิริพงษ เปรมจิต และคณะ, 2550) 
   1.2.1.6 วัตถุดิบในการผลิตเอทานอล 
   วัตถุดิบที่มีน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบ สามารถนํามาใชในการหมักเอทานอล
ซ่ึงแบงออกไดเปน 3 ประเภท (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) ไดแก 
  -วัตถุดิบประเภทแปง ไดแก ผลผลิตทางการเกษตรพวกธัญพืช เชน ขาวเจา 
ขาวโพด ขาวบารเลย ขาวฟาง และพวกพืชหัว เชน มันสําปะหลัง มันฝร่ัง และมันเทศ เปนตน 
  -วัตถุดิบประเภทน้ําตาล ไดแก ออย น้ําตาล และบีทรูท เปนตน 
   -วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสสวนใหญเปนผลพลอยไดจากผลิตผลทาง
การเกษตร เชน ฟางขาว ชานออย ซังขาวโพด รําขาว เศษไม ขี้เล่ือยและวัชพืช รวมทั้งของเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม เชนโรงงานกระดาษ เปนตน โดยที่วัตถุดิบประเภทแปงและลิกโนเซลลูโลส
จะถูกยอยดวยกรดหรือเอนไซมใหเปนน้ําตาลกอน แตวัตถุดิบประเภทที่เปนน้ําตาลอยูแลวสามารถ
นําไปใชหมักไดเลย ตามทฤษฎีระยะเวลาในการหมักเพื่อใหไดเอทานอลประมาณ 48 ช่ัวโมง และ
ไดเอทานอลที่มีความเขมขน 8-12 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ซึ่งจากงานวิจัยที่ศึกษาวัตถุดิบที่ใชจัดอยู
ในประเภทลิกโนเซลลูโลส 
     1.2.1.7 การหมักเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
  วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ไดแก ฟางขาว หญาแฝก กากออย ซังขาวโพดและ
เศษไม เปนตน วัตถุดิบประเภทนี้มีองคประกอบที่เปนเซลลูโลส (Cellulose) เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 
และลิกนิน (Lignin) โดยเซลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสตอกันเปน สายยาวและอยูใน
รูปผลึก มีลักษณะเปนเสนใยเหนียวและไมละลายน้ํา เฮมิเซลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลเพน
โตส (Pentose) หลายชนิด เชน ไซโลส (Xylose) แมนโนส (Mannose) และอะราบิโนส (Arabinose) 
เปนตน ตลอดจนสาร acetyl เนื่องจากโครงสรางของเฮมิเซลลูโลสมีการแตกกิ่งมากและไมเปนผลึก 
ทําใหสามารถ hydrolyze ไดงาย สวนลิกนินเปนพอลิเมอรของฟนิลโพรเพน (Phenylpropane) ที่ไมใช
คารโบไฮเดรตที่ยึดเหนี่ยวผนังเซลลของพืชเขาดวยกัน ซ่ึงทนตอการยอยสลายอยางมาก (กรม
พัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน, 2549) จากการศึกษาของ Sreenath และคณะ (2000) 
โดยนําไมที่ผานการไฮโดรไลซมาผลิตเอทานอล ซ่ึงใชการไฮโดรไลซดวยกรดออน จากผลการศึกษา
พบวาเชื้อยีสตที่ใชผลิตเอทานอลไดดี คือ เชื้อ Candida shehatae FPL-Y-049 ซ่ึงจะใหผลผลิต       
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เอทานอลสูง เมื่อความเขมขนของนํ้าตาลเริ่มตนสูงและความเขมขนของ Acetate ซ่ึงเปนตัวยับยั้งตํ่า 
นอกจากนี้ การเติมสารอาหาร ซ่ึงประกอบดวย Yeast Nitrogen Base (YNB), Urea และ Peptone จะชวยให
ปริมาณเอทานอลที่ไดสูงขึ้นเพียงเล็กนอย นอกจากนี้ยังพบวาการ Recycle Cell ชวยลดเวลาในการ
ผลิตเอทานอลลงไดประมาณ 20 ช่ัวโมง และพบวาคา pH ที่เหมาะสมอยูในชวง 5.5-6  นอกจากการนํา
ไมมาผลิตเอทานอลแลว พบวามีการศึกษาการยอยสลายเศษเหลือของมันสําปะหลัง เชน เปลือก   
ลําตน และใบ โดยการใชความรอนรวมกับกรดเพื่อผลิตเอทานอล พบวาการยอยสลายโดยใชกรด 
ซัลฟูริก ความเขมขนต่ํา 0.2-0.5 โมลาร (M) จะใหปริมาณเอทานอลหลังการหมักดวยยีสต Saccharomyces 
cerevisiae สูงกวาการยอยสลายดวยกรดซัลฟูริกความเขมขนสูง 1-5 โมลาร การใชกรดซัลฟูริกความเขมขน 
0.3 โมลาร ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จะใหปริมาณ เอทานอลหลังการหมักดวย
ยีสตสูงที่สุดคือ 3.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (Agu et  al., 1997)  

 เนื่องจากเซลลูโลสที่นํามาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลอยูในรูปที่เปน
สารผลึกของสารประกอบเชิงซอนกับลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงสวนที่นํามาใชจริง คือ สวนของ
เซลลูโลสเทานั้น ขั้นตอนแรกจึงตองแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากโครงสรางของวัตถุดิบ
กอนเพราะสวนประกอบทั้งสองทําใหพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยากับเอนไซมลดลง ซ่ึงการมีลิกนิน 
ปริมาณมาก จะเปนตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม ทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายดวยเอนไซมไม
ดีเทาที่ควร และยังเปนอุปสรรคตอการหมักดวย ดังนั้น วัตถุประสงคของการปรับสภาพวัตถุดิบ
กอนการผลิตเอทานอลคือ เพื่อแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออก และเปนการปรับโครงสรางของ
เซลลูโลสใหอยูในสภาพเหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา การยอยดวยเอนไซม เชนในการหมักเอทานอล
จากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดยใชเซลลูเลส และSaccharomyces cerevisiae พบวาการยอยสลาย
ฟางขาว ซังขาวโพด ชานออย และตนมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพในดางดวยเอนไซมเพื่อ
การคา ซ่ึงใหผลผลิตของน้ําตาลรีดิวซเทากับ 0.720, 0.693 และ 0.525 กรัมตอกรัมสับสเตรท ผลผลิตของ
น้ําตาลกลูโคสเทากับ 0.353, 0.345 และ 0.276 กรัมตอกรัมสับสเตรทในฟางขาว ซังขาวโพด ชานออย 
ตามลําดับ (อํานวย ขวัญเมือง, 2538) 

ก. การปรับสภาพวัตถุดิบ (Pretreatment) 
การปรับสภาพวัตถุดิบมีจุดประสงคเพื่อนําเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจาก

เซลลูโลส ลดความเปนผลึกของเซลลูโลสลง ทําใหอนุภาคภายในเกิดรูและเกิดการพองตัวเพื่อเพิ่ม
พื้นที่ และที่สําคัญหลีกเลี่ยงจากการทําลายโครงสรางของน้ําตาลใหนอยที่สุด ปองกันการเกิด       
ผลพลอยไดซ่ึงจะไปยับยั้งกระบวนการไฮโดรไลซิส และกระบวนการหมัก ลดตนทุนการผลิต 
สามารถแบงไดเปน 4 วิธี (Sun and Cheng, 2002) คือ 
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1) การปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพ (Physical Pretreatment) 
  -Mechanical Comminution เปนการลดขนาดของเศษวัสดุโดยการตัดและบด โดย

จะทําการตัดวัตถุดิบใหมีขนาดเทากับ 10-30 มิลลิเมตร หลังจากนั้นนําไปบดจะไดขนาด 0.2-2.0 
มิลลิเมตร โดยการปรับสภาพจะเปนการทําลายความเปนผลึกของโมเลกุลเซลลูโลสและชวยเพิ่ม
การยอยสลายไดมากขึ้น 
 -Pyrolysis เปนการเตรียมวัตถุดิบโดยผานกระบวนการสลายวัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลสที่อุณหภูมิสูง โดยใชอุณหภูมิมากกวา 300 องศาเซลเซียส และจะสงผลใหเกิดการ
สลายตัวของเซลลูโลสอยางรวดเร็วกลายเปนแกสและถานหิน ซ่ึงถาใชอุณหภูมิต่ําจะสงผลให
เซลลูโลสเกิดการสลายตัวไดชาและไดผลิตภัณฑที่ระเหยไดนอย เมื่อวัตถุดิบผานกระบวนการ     
ไพโรไลซีสแลวนําไปยอยสลายดวย 1 นอรมัล (N) H2SO4 ที่อุณหภูมิ 97 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2.5 
ช่ัวโมง ลิกโนเซลลูโลสจะเปลี่ยนเปนน้ําตาลรีดิวซเทากับ 80-85 เปอรเซ็นต และมีกลูโคสมากกวา 
50 เปอรเซ็นต  

 การใชการฉายรังสีรวมกับการใช 2 เปอรเซ็นต NaOH ในการเตรียมวัตถุดิบ ตนขาวโพด 
เปลือกมันสําปะหลังและเปลือกถั่ว พบวาเมื่อใชกับตนขาวโพดจะทําใหไดผลผลิตน้ําตาลกลูโคส
เพิ่มขึ้นจาก 20 เปอรเซ็นต เปน 43 เปอรเซ็นต สวนเปลือกมันสําปะหลังและเปลือกถ่ัวจะไดน้ําตาล
กลูโคสประมาณ 3.5 เปอรเซ็นต และ 2.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

2) การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมี (Chemical Pretreatment) 
 -Ozonolysis เปนการใชโอโซนในการสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลสที่มีอยูในวัตถุดิบ 
เชน ฟางขาว ชานออย หญา ถ่ัวลิสง และขี้เล่ือย เปนตน การสลายจะจําเพาะกับลิกนินและเฮมิ
เซลลูโลสเทานั้น แตไมมีผลตอการสลายตัวของเซลลูโลส ขอดี คือ สามารถสลายลิกนินไดอยาง         
มีประสิทธิภาพ ไมผลิตผลิตภัณฑที่เปนพิษออกมา ทําใหตนทุนในการเตรียมวัตถุดิบดวยวิธีนี้มี
ราคาแพง 
 -Acid Hydrolysis เปนวิธีการใชกรด เชน HCl และ H2SO4 เจือจาง ในการเตรียม
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส แมวากรดจะยอยสลายเซลลูโลสไดดี แตความเขมขนของกรดก็
เปนอันตราย เพราะมีความเปนพิษและมีฤทธิ์ในการกัดกรอน ทําใหในปจจุบันไดมีการใชกรด     
เจือจางในการเตรียมวัตถุดิบ แตในการใชกรดจะมีตนทุนสูงและ pH ของกรดจะมีผลตอกระบวน    
การหมัก ซ่ึงในสหรัฐอเมริกามีการศึกษาวิจัยการผลิตเอทานอลจากฟางขาวสาลี ทําการเตรียมวัตถุดิบ
โดยอบแหงที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และนําไปบดใหมีขนาด 1.27 มิลลิเมตร และ
นําไปเติมกรดเจือจางที่ระดับตาง  ๆคือ 0 เปอรเซ็นต 0.25 เปอรเซ็นต 0.5 เปอรเซ็นต 0.75 เปอรเซ็นต และ 
1 เปอรเซ็นต (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ลงไปแลวนําไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นปรับ pH เปน 5.0 ดวย 10 โมลาร NaOH หรือ Ca(OH)2 แลวนําไปไฮโดรไล
ซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส และเบตา-กลูโคซิเดส ที่ 45 องศาเซลเซียส จากผลการทดลอง พบวาเมื่อ
ใชกรดเขมขน 0.75 เปอรเซ็นต สามารถใหผลผลิตน้ําตาลมากที่สุดและเซลลูโลสถูกเปลี่ยนไปเปน
กลูโคส 47 เปอรเซ็นต และเมื่อทําการศึกษาผลของอุณหภูมิในการเตรียมวัตถุดิบ โดยใชกรดที่ความ
เขมขนตาง  ๆรวมกับการใชความรอนที่อุณหภูมิ 140, 160 และ 180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หลังจาก
ยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส และเบตา-กลูโคซิเดส พบวา การใชกรด 0.5 เปอรเซ็นต ในการเตรียมวัตถุดิบที่
อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส จะใหปริมาณกลูโคสสูงสุด (Saha et al., 2005) และเมื่อนําจุลินทรีย 
Pichia  stipitis NRRL Y-71 มาหมักฟางขาวสาลีที่ผานการยอยแลว พบวา  P. stipitis สามารถผลิตเอทานอล
และมวลเซลลเพิ่มขึ้น โดยผลผลิตของ เอทานอลสูงสุดมีคาเทากับ 0.41 กรัมตอกรัม (Nigam et  al., 
2000) และนอกจากนี้ยังมีการพัฒนาโดยการนํากรดที่มีความเขมขนสูงมาเจือจางเพื่อใชในการเตรียม
วัตถุดิบ จากการศึกษาของ Guo และคณะ (2008) พบวามีการใชกรดซัลฟูริกมาเจือจางใหมีความ
เขมขน 1-3 เปอรเซ็นต ในปริมาตร 40 มิลลิลิตรในการเตรียมวัตถุดิบ ชานออย ฟางขาว และ silvergrass 
โดยสามารถยอยสลายและใหปริมาณน้ําตาลไซโลส 21.7, 21.9 และ 24.2 กรัมตอลิตร ซ่ึงสามารถ
นําไปผลิตเอทานอลได    
 นอกจากนี้ยังพบวาออยก็สามารถนํามาปรับสภาพวัตถุดิบเพื่อใชในการผลิต        
เอทานอลเชนกัน การเตรียมวัตถุดิบ สามารถกระทําไดโดยใช H2O2 และ H2SO4 กําจัดลิกนินออก การ
ปรับสภาพออยโดยแชใน 0.8 M H2SO4 เปนเวลา 12 วัน แลวนํามาหมักโดยใชเชื้อ S. cerevisiae 
สามารถผลิตเอทานอลไดมากกวาวัตถุดิบที่ผานการปรับสภาพโดยใช 2 เปอรเซ็นต H2O2 แชเปนเวลา 8 
ช่ัวโมง เมื่อหมักโดยใชเชื้อจุลินทรียชนิดเดียวกัน (Dawson and Boopathy, 2007) 

 -Alkaline Hydrolysis เปนการเตรียมวัตถุดิบโดยใชดาง การเตรียมวัตถุดิบประเภท
ลิกโนเซลลูโลส โดยข้ึนอยูกับปริมาณลิกนินที่มีอยูในวัตถุดิบ โดยการใชแอมโมเนียมไฮดรอกไซด
เจือจางชวยทําใหเกิดการพองตัว ชวยเพิ่มพื้นที่ผิว สลายการเปนพอลิเมอร ลดความเปนผลึกและ
ทําลายโครงสรางของลิกนิน สวนโซเดียมไฮดรอกไซด จะชวยลดปริมาณของลิกนินในไมเนื้อแข็ง
จาก 24-25 เปอรเซ็นต ใหเหลือเพียง 20 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาในประเทศไทยมีการศึกษา
การผลิตเอทานอลจากฟางขาวดวยเชนกัน โดยนําฟางขาวมาผานการปรับสภาพดวยสารละลาย 2 
โมลาร NaOH เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ใชเวลา 90 นาที จะได
ตะกอนฟางที่มีเซลลูโลส 94.46 เปอรเซ็นต เฮมิเซลลูโลส 1.24 เปอรเซ็นต และลิกนิน 2.16 เปอรเซ็นต 
แลวนําตะกอนฟางที่ไดไปยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส โดยใชอัตราสวนของเอนไซมตอเซลลูโลส
เทากับ 500 ไมโครลิตรตอกรัม เซลลูโลสน้ําหนักแหง แลวนําไปผานกระบวนการหมักใชเวลา 4 วัน จะ
ไดเอทานอลเขมขน 1.3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (ระวีวรรณ แกลวกลา, 2538) 
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    สําหรับวัสดุเหลือใชทางการเกษตรอื่นๆ เชน เปลือกสับปะรดก็สามารถนํามาปรับ
สภาพกอนดวยสารละลาย NaOH เพื่อใชในการผลิตเอทานอลไดเชนกัน จากผลการศึกษาของ               
เกศมณี ตาดทองและคณะ (2546) ที่ทําการทดลองแชเปลือกสับปะรดในสารละลาย NaOH ที่ความ
เขมขน 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 โมลาร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาหลังจากแชใน 2.5 โมลาร NaOH แลวนําไป
ตมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที จะไดเปลือกสับปะรดที่มีปริมาณเซลลูโลส 91.32 เปอรเซ็นต 
เฮมิเซลลูโลส 0.46 เปอรเซ็นต และลิกนิน 4.09 เปอรเซ็นตจากนั้นนําไปยอยเซลลูโลสเพื่อใหไดน้ําตาล
รีดิวซโดยการใชลูกแปงที่อัตราสวน 3.0 กรัมตอน้ํา 1 มิลลิลิตร ตอเปลือกสับปะรด 1.5 กรัม จะได
น้ําตาลรีดิวซเทากับ 8 องศาบริกซ สารละลายน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดหลังจากเติมสารอาหารที่จําเปนและ
ปรับคากรด-เบส ใหเหมาะสมกับการเจริญของยีสต S. serevisiae แลวนําไปหมักที่อุณหภูมิหอง ในสภาวะ
แบบไมใชออกซิเจนเปนเวลา 7 วัน จะไดเอทานอลเขมขน 4.6 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
    นอกจากนี้สวนที่เหลือจากโรงงานผลิตแปงขาวโพดซึ่งประกอบไปดวยเฮมิ
เซลลูโลส เซลลูโลส และแปง โดยสวนมากจะนําไปเปนอาหารสัตว แตจากการศึกษาของ Gáspár และ
คณะ (2007) พบวาสามารถนําซังขาวโพดไปเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตเอทานอลได โดยผานการ
ปรับสภาพวัตถุดิบ ดวยสารละลายดางแลวใชเอนไซมในการเปลี่ยนใหเปนน้ําตาลและใชเชื้อ   S. serevisiae 
ในการหมักเพื่อใหไดเอทานอล พบวาเมื่อผานการปรับสภาพดวย 1 เปอรเซ็นต KOH แลวสามารถผลิตเอ
ทานอลไดสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายดางชนิดอื่นๆ นอกจากของเหลือท้ิงจากกระบวนการ
ผลิตแลวโรงงานอุตสาหกรรมยังมีของเสียที่ตองบําบัดกอนปลอยลงสูส่ิงแวดลอม ซ่ึงอาจนํามา
ศึกษาศักยภาพในการปรับสภาพวัตถุดิบเพื่อผลิตเอทานอลได เชน การศึกษาการผลิตเอทานอลจาก
น้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมโดยเชื้อ Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4 (ATCC 13564) 
ของ Hipolito และคณะ (2008) 

 -Oxidative Delignification เปนการเตรียมชานออย H2O2 สามารถเพิ่มการไฮโดรไลซิส
ลิกนิน ประมาณ 50 เปอรเซ็นต และเฮมิเซลลูโลสสวนมากสามารถสลายตัวโดยใช 2 เปอรเซ็นต H2O2ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 8 ช่ัวโมง และเมื่อนําลิกโนเซลลูโลสที่เตรียมดวยวิธีนี้ มาไฮโดรไลซิส
ดวยเอนไซมเซลลูเลสเปลี่ยนเปนน้ําตาลกลูโคสไดถึง 95 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 24 ช่ัวโมง 

 สําหรับวิธีทางเคมีที่ไดรับความสนใจ คือ การเติมสารที่ทําใหเซลลูโลสพองตัว 
และทําลายโครงสรางที่เปนผลึก มี 2 วิธี คือ Intercrystalline Swelling ซ่ึงเกิดจากการไดรับน้ําเขาไปใน
ระหวางหนวยของผลึก ทําใหปริมาตรเพิ่มขึ้นปริมาณ 30 เปอรเซ็นต  และ Intracrystalline Swelling ซ่ึงทํา
ใหมีการทะลุทะลวงเขาไปในโครงสรางที่เปนผลึกและทําใหเกิดการพองแบบไมจํากัดหรือทําให
เซลลูโลสละลายสารที่ใชเพื่อทําใหเกิด Intracrystalline Swelling คือ โซเดียมไฮดรอกไซดเอมีนและแอมโมเนีย 
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สวนกรดซัลฟูริกความเขมขนสูง (70-75 เปอรเซ็นต) และ Fuming Hydrochloric Acid ใชเปน Intracrystalline 
Swelling Agent ได ปจจุบันวิธีทางเคมีที่ใชมาก คือ การใชดางและซัลเฟอรไดออกไซด วิธีการใชดางมา
เปนเวลานาน โดยใชเพื่อปรับปรุงคุณภาพของสิ่งทอที่ทําจากเซลลูโลส วิธีเตรียมวัตถุดิบที่ดีที่สุดที่
มีอยูในปจจุบัน (Sun and Cheng, 2002) คือ  

-การใชความดันและอุณหภูมิไอน้ําสูง 
 -การใชดางเจือจาง คือ โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 เปอรเซ็นต ที่ 45 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 3 ช่ัวโมง 
-การใชดางเขมขนโดยใช 20 เปอรเซ็นตโซเดียมไฮดรอกไซด 
3) การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกายภาพ (Physico-Chemical Pretreatment) 

 -Steam Explosion เปนการระเบิดดวยไอน้ําซึ่งนิยมใชโดยทั่วไปในการเตรียมวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลส วิธีนี้เปนการใชความดันสูง แลวทําการลดความดันลงอยางรวดเร็ว ทําให
วัตถุดิบเกิดการระเบิดและการสลายตัว โดยอุณหภูมิเริ่มตนที่ใชในการระเบิดดวยไอน้ําเทากับ    
160-260 องศาเซลเซียส และใชความดันเทากับ 0.69-4.83 เมกะปาสกาล (MPa) เปนเวลาหลายวินาทีถึงสอง
หรือสามนาที หลังจากนั้นเอาวัตถุดิบมาวางไวที่ความดันบรรยากาศ และปจจัยที่มีผลตอการเตรียม
วัตถุดิบดวยการระเบิดดวยไอน้ํา คือ เวลา อุณหภูมิ ขนาดชิ้นของวัตถุดิบ และความชื้น 

 ขอดีของการเตรียมวัตถุดิบดวยการระเบิดดวยไอน้ํา คือ ใชพลังงานต่ําเมื่อเทียบกับ
การตัด การบด วิธีทางกายภาพจะใชพลังงานมากกวาการระเบิดดวยไอน้ําประมาณ 70 เปอรเซ็นต       
การระเบิดดวยไอน้ําจะมีประสิทธิภาพสูงกับไมเนื้อแข็ง และสิ่งที่เหลือจากการเกษตร แตจะมี
ประสิทธิภาพนอยกับไมเนื้อออน ขอจํากัดของการระเบิดดวยไอน้ํา คือ การที่ทําให Xylan แตกออก
ดวย และลิกนินกับคารโบไฮเดรตแตกตัวไมสมบูรณ และอาจสรางสารที่เปนตัวยับยั้งจุลินทรียได
อีกดวย (Sun and Cheng, 2002) นอกจากนี้ ยังพบวาของเสียจากอุตสาหกรรมบางชนิดสามารถนํามา
ผลิตเอทานอลไดโดยไมตองผานการฆาเชื้อ อาจปรับ pH ใหเปนกรด เพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย
ที่ไมตองการแต เชน การปรับคา pH ใหเปน 4.5 ในการผลิตเอทานอลโดยเชื้อ Z. mobilis ATCC 31821 
และไมผานการฆาเชื้อดวย autoclave พบวา สามารถเพิ่มความเขมขนของเอทานอลได 3.2 กรัมตอลิตร 
เมื่อเปรียบเทียบกับที่ผานการฆาเชื้อวัสดุหมักดวย autoclave (Tao et al., 2005)  

 -Ammonia Fiber Explosion (AFEX) เปนวิธีนําวัตถุดิบใสลงไปในสารละลายแอมโมเนีย
ที่อุณหภูมิและความดันสูง แลวทําการลดความดันลงอยางรวดเร็ว ซ่ึงวิธีนี้คลายกับการระเบดิดวยไอ
น้ํา โดยปริมาณของแอมโมเนียที่ใชเทากับ 1-2 กิโลกรัมของแอมโมเนีย ตอน้ําหนักแหงของวัตถุดิบ 1 
กิโลกรัม ใชอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที การเตรียมวัตถุดิบดวยวิธีนี้เปนการเพิ่มอัตรา
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การเปลี่ยนจากลิกโนเซลลูโลสไปเปนน้ําตาล และสามารถใชวัตถุดิบที่มาจากหลายแหลง เชน พืช
ตระกูลถ่ัว ฟางขาวตางๆ ซังขาวโพด กระดาษตางๆ และกากออย เปนตน 

 -CO2 Explosion เปนการทําในลักษณะเดียวกับการระเบิดดวยไอน้ําและแอมโมเนีย ซ่ึง 
CO2 จะเหมือนกับกรดคารบอนิก และไดมีการทดลองใชวิธีนี้ในการเตรียมพืชตระกูลถ่ัวโดยใช 4 กิโลกรัม 
CO2 ตอกิโลกรัม fiber ที่ความดัน 5.62 เมกะปาสกาล หลังจากนั้นนําไปยอยสลายดวยเอนไซม เปนเวลา 
24 ช่ัวโมงไดน้ําตาลกลูโลส เทากับ 75 เปอรเซ็นต ซ่ึงผลผลิตดวยวิธีนี้นอยกวาวิธีการระเบิดดวยไอ
น้ําหรือการระเบิดดวยแอมโมเนีย 

 -Microwave-Assisted Alkali เปนการใชเครื่อง Microwave รวมกับการใชดางวิธีนี้จะสลาย
โครงสรางเซลลูโลส และลดปริมาณของลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ในการเตรียมวัตถุดิบโดยใชวิธีนี้
ที่อุณหภูมิสูง คือ มากกวา 160 องศาเซลเซียส ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการสลายตัวขององคประกอบ
ของวัตถุดิบและเปนวิธีที่นิยมใช เพราะเปนการใชความรอนสูงไดอยาง มีประสิทธิภาพและมี
ขั้นตอนในการทําที่งายไดมีการศึกษาการเตรียมฟางขาวดวยการใช Microwave รวมกับการใชดาง 
กอนทําการเตรียมโดยใชวิธี Microwave-Assisted Alkali จะตองทําการตัดฟางขาวใหมีความยาว    
1-2 เซนติเมตร นําไปลางและตากแดดจนแหง ช่ังน้ําหนัก 20 กรัม ใสในบีกเกอร เติมโซเดยมไฮดรอก
ไซด1 เปอรเซ็นต ลงไป 160 มิลลิลิตรแลวนําไปเขา Microwave ทําการทดลองโดยใชกระแสไฟฟา
เทากับ 700, 500 และ 300 วัตต ทําการทดลองตั้งแตเวลา 15 ถึง 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาลางจน pH เปน
กลาง อบแหงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
    นอกจากนี้ มีการใชไมโครเวฟรวมกับการใชดาง (1 เปอรเซ็นตของโซเดยมไฮดรอก
ไซด) ที่กระแสไฟฟาเทากับ 700 วัตต เปนเวลา 30 นาที และที่กระแสไฟฟา 300 วัตต เปนเวลา 70 นาที 
จะชวยเพิ่มปริมาณเซลลูโลสและสลายลิกนินกับเฮมิเซลลูโลสไดมากที่สุด ซ่ึงจากการเปรียบเทียบ
การใชดางรวมกับไมโครเวฟทําใหเวลาในการทําไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมส้ันกวา กลาวคือ ใชเวลา 
72 ช่ัวโมง ในการไฮโดรไลซิสไดคาน้ําตาลรีดิวซเทากับ 34.9 ± 0.4 กรัมตอลิตร แตการใชดางเพียง
อยางเดียวใชเวลา 96 ช่ัวโมง จะไดคาน้ําตาลรีดิวซเทากับ 34.5 ± 0.8 กรัมตอลิตร (Zhu et al.,2005a) 
และเมื่อนํามาทําการหมักเอทานอลแบบตอเนื่อง (Simultaneous saccharification and fermentation 
(SSF)) พบวาฟางขาวที่ผานการเตรียมวัตถุดิบโดยใชไมโครเวฟรวมกับการใชดางใชเอนไซมต่ํากวา
คือ 15 มิลลิกรัมตอกรัมซับสเตรต และไดผลผลิตเปนเอทานอลเทากับ 25.8 กรัมตอลิตร แตสําหรับ
การใชดางอยางเดียวตองใชเอนไซมในอัตราเฉลี่ย 20 มิลลิกรัมตอกรัมซับสเตรตและไดเอทานอล
เทากับ 23.7 กรัมตอลิตร (Zhu et al., 2005b) และยังมีการศึกษาวิจัยการผลิตเอทานอลจากใบออย ซ่ึงได
ถูกนํามาปรับสภาพดวย NaOH+H2O2 และนํามาใชเปนวัสดุหมักสําหรับผลิตเอทานอลแบบตอเนื่อง 
พบวาเมื่อนําใบออยที่ถูกปรับสภาพแลว มาหมักแบบตอเนื่องดวยเอนไซมเซลลูเลสในอัตรา 40 FPU 
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cellulase/g-substrate และใช S. cerevisiae เปนเชื้อหมักจะได   เอทานอลสูงสุด 2 เปอรเซ็นต และเมื่อทดลองเติม

เอนไซม β-glucosidase จากเชื้อ Aspergillus niger เพิ่มเปน 50 U/g-substrate พบวาผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นเปน 
2.2 เปอรเซ็นต (Krishna et al., 1998) 

 4) การปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ (Biodrgradation Pretreatment) 
 การเตรียมลิกโนเซลลูโลสทางชีวภาพ มีการใชจุลินทรีย เชน Brown, White and 

Soft-rot fungi ในการยอยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลสในวัตถุดิบ Brown-rot fungi ใชเฉพาะเซลลูโลส 
ในขณะที่ White-rot fungi และ Soft-rot fungi สามารถใชไดทั้งลิกนินและเซลลูโลส White-rot fungi เปน
กลุมเชื้อราที่มีประสิทธิภาพมากในการเตรียมลิกโนเซลลูโลส (Fan et al., 1987 อางถึงใน Sun and Cheng, 
2002) 

 ขอไดเปรียบของการเตรียมวัตถุดิบดวยวิธีนี้ คือ ใชพลังงานต่ําและใชสภาวะ
แวดลอมธรรมดา แตการไฮโดรไลซิสดวยจุลินทรียจะใหผลผลิตที่ต่ํามาก (Sun and Cheng, 2002) 

 ข.วิธีการยอยสลายวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
 วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ไดแก ฟางขาว หญาแฝก กากออย ซังขาวโพดและ
เศษไม เปนตน วัตถุดิบประเภทนี้มีองคประกอบที่เปนเซลลูโลส (Cellulose) เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 
และลิกนิน (Lignin) การยอยสลายวัสดุประเภทนี้นิยมใชวิธีการยอยทางเคมี และวิธีการยอยทาง
ชีวภาพดวยการใชเอนไซม (ยุทธศักดิ์ สุบการี, 2550) 
  การยอยสลาย (Hydrolysis) สามารถทําได 2 วิธี 
  1. การยอยสลายดวยสารเคมี สามารถทําไดโดยใชกรดเขมขน หรือกรดเจือจาง ซ่ึง
เปนวิธีการยอยเซลลูโลสเพื่อใหไดกลูโคสโดยตรง แตไดผลผลิตคอนขางนอย  
  2. การยอยสลายดวยวิธีทางชีวภาพ สามารถทําไดโดยการใชเอนไซม ซ่ึงเอนไซม
จะทําใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสกับเซลลูโลส ใหผลผลิตน้ําตาล การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเปน
ปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะเจาะจงสูงและไมรุนแรง แตใชระยะเวลานานเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีทาง
เคมี การยอยดวยเอนไซมจะมีตนทุนต่ํากวาการยอยดวยกรดหรือดางเพราะลดปญหาเรื่องการกัด
กรอนอุปกรณ ซ่ึงการใชเอนไซมเปนสภาวะที่ไมรุนแรง โดยงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาโดยเลือกใช
เอนไซมเซลลูเลส และในการทํางานของเอนไซมมีปจจัยที่ตองพิจารณาหลายอยาง เชน ความ
เขมขนของเอนไซม  pH อุณหภูมิ และเวลาในการยอย เปนตน 
 -วิธีการยอยทางเคมี โดยการใชกรดเขมขนหรือกรดเจือจาง เปนวิธีการยอย
เซลลูโลสเพื่อใหไดกลูโคสโดยตรง แตไดผลผลิตนอย เนื่องจากน้ําตาลจะทําปฏิกิริยาตอไปทําให
ไดผลพลอยไดอ่ืน เชน Furfural ซ่ึงกรดที่มักใชในวิธีนี้คือ กรดซัลฟูริกเขมขน 70 เปอรเซ็นตขึ้นไป 
และกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 40 เปอรเซ็นตขึ้นไป นอกจากนี้วิธีนี้ตองใชอุณหภูมิสูงประมาณ 140-
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160 องศาเซลเซียส ปฏิกิริยาที่เกิดจะรุนแรงและกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม เนื่องจากน้ําทิ้งที่เกิดจาก
การยอยมีกรดเจือจางอยู 
 -วิธีการยอยทางชีวภาพดวยการใชเอนไซม พบวามีเอนไซม 3 ชนิดหลักที่เกี่ยวของดังนี้ 
 Endoglucanase (1, 4-β-D-glucan-4-glucanohydrolase; EC 3.2.1.4) จะยอย β-1, 4- glucosidic 
linkage โดยจะตัดแบบสุมภายในสายจะได กลูโคส เซลโลไบโอส เซลโลโอลิโกแซคคาไรด 
 Exoglucanase หรือ Cellobiohydrolase (1, 4-β-D-glucan cellobiohydrolase; EC 3.2.1.91) จะทํา
หนาที่ยอยรวมกับ Endoglucanase ในการยอยเซลลูโลสจากปลายดาน non-reducing ผลที่ไดคือ เซลโลไบโอส 
 Beta-glucosidase (β-D-glucohydrolase; EC 3.2.1.21) จะยอยเซลโลไบโอสและเซลโลโอลิโก
แซคคาไรดไดเปน กลูโคส 
 การทํางานของเอนไซมกลุมนี้ เริ่มจาก Endoglucanase จะยอยตําแหนงตางๆ 
ภายในสวนที่เปน amorphous แบบสุม เพื่อเปนการเปดชองทางให Cellobiohydrase เขาไปทํางาน
ตอ Cellobiohydrase หรือ Exoglucanase ซ่ึงเปนสวนประกอบหลัก (ประมาณ 40-70 เปอรเซ็นตของโปรตีน
ทั้งหมดในกลุม) จะคอยๆตัดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหรือคูออกจากปลายสายเซลลูโลส เอนไซมนี้จะสามารถ
ยอยโครงสรางที่เปนผลึกได ในขั้นตอนสุดทายกลูโคสโมเลกุลคู หรือ Cellooligosaccharides จะถูกตัดออกเปน
กลูโคสดวเอนไซม Beta-glucosidase  
 การใชเอนไซมเซลลูเลสในการยอยเซลลูโลสมีขอไดเปรียบกวาการใชกรด โดย
สภาวะการทํางานที่ไมรุนแรง ทําใหมีตนทุนการบํารุงรักษาที่ต่ํา มีประสิทธิภาพสูงสามารถใชกับ
กระบวนการปรับสภาพไดเกือบทุกชนิด ยกเวนการปรับสภาพทางกายภาพเพียงอยางเดียว 
 จากการศึกษายังพบวา น้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีปริมาณสารอินทรียสูง
และประกอบดวยสารอาหารหลายชนิดที่จุลินทรียสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตได จึงสงผล
ใหมีการนําน้ําเสียดังกลาวมาเปนอาหารของจุลินทรียเพื่อนํามาประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสีย โดย
เอนไซมที่ผูวิจัยนํามาใชในการศึกษา คือ เอนไซมเซลลูเลส (cellulase) ซ่ึงเปนเอนไซมพวกไกลโคโปรตีน 
(glycoprotein) มีอัตราสวนของคารโบไฮเดรตตอโปรตีนเทากับ 1 ตอ 1 ละลายน้ําไดดี เปนเอนไซมเชิงซอน 
จุลินทรียที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสจะยอยเซลลูโลสโดยซึมผานเยื้อหุมเซลลของจุลินทรีย ซ่ึงเอนไซมเซลลู
เลสที่ผลิตจากจุลินทรียจะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานคือ 50 องศาเซลเซียส แตอาจต่ํากวาหรือสูง
กวา 50 องศาเซลเซียส ขึ้นอยูกับสายพันธุของจุลินทรียที่นํามาผลิต จุลินทรียที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสมี
ทั้งแบคทีเรีย และเชื้อรา โดยแบคทีเรียไดแกพวกที่ตองการอากาศ เชน Pseudomonas, Cytophaga, Sporocytophaga 
และพวกที่สามารถเจริญไดทั้งในสภาพที่มีอากาศและไมมีอากาศ เชน Cellulomonas นอกจากนี้ยังมีพวก
ที่ไมตองการอากาศ เชน Clostridium, Thermophilum, Acetivibrio (จารุวรรณ มณีศรี, 2538) 
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   1.2.1.8 การหมักเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทน้ําตาล 
 วัตถุดิบประเภทน้ําตาลที่ใชในการผลิตเอทานอล ไดแก ออย กากน้ําตาล และ       

ชูการบีช ซ่ึงวัตถุดิบเหลานี้มีองคประกอบสวนใหญเปนน้ําตาลซูโครส เปนน้ําตาลโมเลกุลคู
ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 2 ชนิด คือ น้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลฟรุกโตส ในการหมักเอทานอล
จากน้ําตาลซูโครสมีขั้นตอนดังนี้ คือ ขั้นแรกจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดน้ําตาลกลูโคสและฟรุก
โตสอยางละโมเลกุล จากนั้นจะถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลโดยยีสตหรือแบคทีเรีย โดยมีการศึกษา
การผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลโดยใชเชื้อ S. cerevisiae SKP1โดยเลี้ยงในอาหาร Basal salt medium 
(BSM) ที่มีความเขมขนของน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร พบวาปริมาณเอทานอลที่ผลิตได
สูงสุดเทากับ 72.70 กรัมตอลิตร คิดเปน 9.20 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ที่เวลา 72 ช่ัวโมง 
(ปริษฎางค วงศปราชญ, 2547) 
   1.2.1.9 การหมักเอทานอลจากวัตถุดิบอื่นๆ  

 วัตถุดิบประเภทอื่นที่ใชในการผลิตเอทานอล เชน น้ําเสียหรือน้ําทิ้ง ไดมีการศึกษา
เกี่ยวกับการนําน้ําทิ้งมาใชในการผลิตเอทานอลจากหลายแหลง เชน น้ําทิ้งจากโรงงานน้ําตาลโดย
ใชยีสต พบวาสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 0.138x10-4 กรัมตอลิตร ที่ความเขมขนของซีโอดี เทากับ  
0.9-1.4 กรัมตอลิตร แตเมื่อความเขมขนของซีโอดีเพิ่มขึ้นเปน 2 และ 6 กรัมตอลิตร เชื้อยีสตสามารถผลิตเอ
ทานอลไดสูงสุด 0.225x10-4 และ 2.31x10-4 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Khan  et  al., 1994)        
     1.2.1.10 จุลินทรียท่ีใชในกระบวนการหมักเอทานอล 

   จุลินทรียที่สามารถผลิตเอทานอลไดมีหลายชนิด แตยีสตเปนจุลินทรียที่นิยมใช
แพรหลายเพราะสามารถเจริญเติบโตไดเร็วและมีประสิทธิภาพดี แตในปจจุบันพบวาแบคทีเรียบาง
ชนิดมีความสามารถในการผลิตเอทานอลไดไมดอยกวายีสต เชน ระยะเวลาในการหมักสั้นกวา 3-4 
เทาเมื่อใชน้ําตาลเทากันและใหผลเอทานอลใกลเคียงกับทฤษฎี นอกจากยีสตและแบคทีเรียสายพนัธุ
ตามธรรมชาติแลว เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลไดมีการศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนาและ
เปล่ียนลักษณะทางพันธุกรรมของจุลินทรียโดยใชกระบวนการทางพันธุวิศวกรรม (Genetic 
Engineering) เพื่อปรับปรุงสายพันธุใหมีคุณสมบัติที่ดีขึ้น  เชน เพื่อใหสามารถใชน้ําตาลได
หลากหลายทนตอสภาวะที่ไมเหมาะสมไดดียิ่งขึ้น จุลินทรียที่ถูกใชในการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรม ไดแก ยีสต Saccharomyces sp. โดยเฉพาะ S. cerevisiae เนื่องจากสามารถใชน้ําตาลไดกวางขวาง 
เชน น้ําตาลกลูโคส (Glucose) ซูโคส (Sucrose) ฟรุกโทส (Fructose) กาแลกโทส (Galactose) มอลโทส 
(Maltose) แลกโทส (Lactose) ไซโลส (Xylose) อะราบิโนส (Arabinose) และซอบิทอล (Sorbital) 
(Kiransree et  al., 2000) และมอลโตทริโอส (Moltotriose) (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) รวมทั้งสับสเตรทจําพวก
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แปงตางๆดวย ในการผลิตเอทานอลที่ใชสําหรับการทดลองในการวิจัยในครั้งนี้เลือกยีสต S. 
cerevisiae มาใช  
 ก.ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต 

 ยีสตเปนจุลินทรียพวกยูคาริโอต เซลลยีสตสวนใหญมีรูปรางกลมหรือรี นอกจากนี้
อาจมีรูปรางเปนรูปถ่ัว รูปเลมอน ทรงกระบอก หรือยาวเปนสาย เซลลมีความกวางประมาณ          
1-5 ไมครอน และยาวประมาณ 5-30 ไมครอน ขนาดของยีสตแตกตางกันในแตละชนิด สวนใหญมี
รูปรางเปนเซลลเดี่ยว (Unicellular) มีการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศ สวนมากเกิดโดยการแตกหนอ 
(Budding) และสวนนอยที่เกิดจากการแบงแยกเซลล (Fission) ยีสตเปน Heterotroph ใชสารอินทรียเปน
แหลงพลังงานและแหลงคารบอน มีทั้งพวกที่เปน Saprophyte และ Parasite พบไดโดยทั่วไปในธรรมชาติ 
(วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 2536)   

 ข.  แหลงอาหารและปจจัยท่ีจําเปนตอการเจริญและผลิตเอทานอลของยีสต 
 สําหรับการเจริญและการพัฒนาของยีสตนั้น ตองการสารอาหาร ซ่ึงทําหนาที่เปน

แหลงพลังงาน แหลงคารบอน รวมทั้งธาตุอาหารหลัก (Major Element) อ่ืนๆ ไดแก ไฮโดรเจน ออกซิเจน 
ไนโตรเจน  ซัลเฟอรและฟอสฟอรัส นอกจากนี้ ยังตองการธาตุอาหารบางชนิดในปริมาณ
คอนขางมาก ธาตุอาหารเหลานี้จัดเปน Macro element ประกอบดวย แมกนีเซียม และโพแทสเซียม 
ในขณะที่ธาตุอาหารบางชนิดยีสตตองการในปริมาณที่ต่ํา (Micro element หรือ Trace element) ไดแก 
แคลเซียม เหล็ก ทองแดง แมงกานีส สังกะสี นิเกิล โคบอลต และโมลิบดีนัม ยิ่งไปกวานั้นยีสตยัง
ตองการสารประกอบบางชนิดเพื่อทําหนาที่เปน growth factor เชน วิตามิน พิวรีน (purine) ไพริมิดีน 
(pyrimidine) และนิวคลีโอไทด (สาวิตรี  ล่ิมทอง, 2549) 

 1) แหลงคารบอน 
 ภายในเซลลยีสตมีคารบอนประมาณ 50 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักเซลลแหง ยีสต

เปนคีโมออรการโนโทรฟ (Chemoorganotroph) ซ่ึงตองใชสารประกอบอินทรียเปนแหลงคารบอน
และพลังงานสวนใหญสารอินทรียที่ใชคือน้ําตาลกลูโคสเปนน้ําตาลที่ยีสตทุกชนิดสามารถเมแทบอ
ลิซึมได ยีสตบางชนิดสามารถเมแทบอลิซึมกลูโคสดวยการหมักไดดวย โดยปกติถายีสตชนิดใดไม
สามารถหมักกลูโคสจะไมสามารถหมักฟรุกโทสและแมนโนสดวย แตกลูโคสอาจไมไดเปนน้ําตาล
ที่เกิดเมแทบอลิซึมไดอยางมีประสิทธิภาพที่สุดในยีสตทุกชนิด โดยปกติในธรรมชาติกลูโคสจะ
ไมไดมีอยูอยางอิสระแตอยูในรูปของพอลิเมอรจําพวกเซลลูโลส แปง และพอลิแซ็กคารไรดอ่ืน
(สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 
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 1.1) น้ําตาลเฮกโซส 
 ยีสตเปนสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่สามารถยอยสลายสารอินทรียได ซ่ึงสารอินทรียที่

เปนแหลงคารบอนที่ยีสตสามารถนํามาใชในการเจริญได น้ําตาลที่ยีสตสามารถนํามาใชในการ
เจริญ เชน น้ําตาลกลูโคส ซ่ึงเปนสารอาหารที่ยีสตนําไปใชประโยชนไดอยางกวางขวางมากที่สุด 
โดยน้ําตาลกลูโคสจะถูกใชอยางสม่ําเสมอในการเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อในหองปฏิบัติการ
เพาะเลี้ยงยีสต ตามธรรมชาติของเชื้อยีสตไมสามารถนําน้ําตาลกลูโคสมาใชประโยชนไดงาย เชน 
ในกรณีที่กลูโคสเปนองคประกอบในโครงสรางเซลลูโลส แปง และโพลีเซคคาไรดอ่ืนๆ หรือใน
สวนประกอบของสารตั้งตนที่เปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชในการหมัก (กฤษนัย ตระกูล
โอสถ และคณะ, 2544) 

 นอกจากนี้ กลูโคสจะยับยั้งการใชน้ําตาลตัวอ่ืนของยีสต เมื่อมีการหมักน้ําตาล
ชนิดนี้รวมกับน้ําตาลชนิดอื่น เชื้อสามารถหมักน้ําตาลคารบอน 6 หรือน้ําตาลเฮกโซสได ซ่ึง
นอกจากน้ําตาลกลูโคสแลวยีสตสามารถหมักน้ําตาลฟรุกโตส แมนโนส กาแลกโตส เปนตน โดย
เชื้อ Baker’s yeast และ Brewer’s yeast สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตส ในกระบวนการ
หมักไดเร็วเทากัน เมื่อความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสอยูที่1-10 เปอรเซ็นต และเมื่อความเขมขน
ของน้ําตาลฟรุกโตสอยูที่ 2-8 เปอรเซ็นต โดยทั้งน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลฟรุกโตส เปนน้ําตาลที่
ยีสตสามารถใชในกระบวนการหมักได (Fermentable Sugar) สวนน้ําตาลที่อยูในไอโซเมอรแอล (L-
isomer) ทั้งหมดเปนน้ําตาลที่ยีสตไมสามารถใชในกระบวนการหมักได (Unfermentable Sugar) 
(Chandrakant et al., 2000) 

 1.2) น้ําตาลเพนโทส 
 ยีสตสามารถใชสารประกอบคารโบไฮเดรตเปลี่ยนเปนเอทานอล ซ่ึงยีสตหลาย

สายพันธุใชน้ําตาลเฮกโซสในการผลิตเอทานอลซึ่ง yield ที่ไดจะมาก แตยีสตสวนนอยสามารถ
หมักน้ําตาลเพนโทส เชน น้ําตาลไซโลสและไซลูโลสใหเปนเอทานอล ซ่ึงยีสตที่ใชน้ําตาลดังกลาว
ไดแก P. tannophilus, C .shehatae, P. stipitis เปนยีสตที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสในการผลิตเอทานอล 
เชื้อยีสตที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสไดดี คือ Candida sp.ในขณะที่ Saccharomyces  sp. และ Schizosaccharomyces 
เจริญไดเพียงเล็กนอย (Prashant et al., 1993) 

 เนื่องจากยีสตบางชนิดไมสามารถใชน้ําตาลไซโลสไดโดยตรง แตสามารถใช
น้ําตาลไซลูเลสซึ่งเปนไอโซเมอรกับน้ําตาลไซโลส ในการเจริญของเชื้อยีสตที่ไมสามารถใชน้ําตาล
ไซโลสไดโดยตรงนั้น จึงตองมีการใชเอนไซมไซโลสไอโซเมอเรสชวยในการเกิด isomerisation 
เปลี่ยนน้ําตาลไซโลสใหเปนไซลูเลสจากนั้นจึงสามารถนําน้ําตาลเขาสูเซลล หรืออาจเปนการทําให
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เซลลยีสตเกิด recombinant ที่มี gene ของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไซโลสไอโซเมอเรส 
ซ่ึงเชื้อยีสตที่สามารถหมักน้ําตาลไซลูโลสได คือ S.cerevisiae, S. pombe (Prashant et al., 1993) 

 1.3) น้ําตาลไดแซคคาไรด 
 น้ําตาลซูโครส (Sucrose) เปนโอลิโกแซคคาไรดชนิดหนึ่งที่สามารถหมักโดยเชื้อ

ยีสต ซ่ึงซูโครสเปนไดแซคคาไรดที่พบไดในพืชและผัก เปนองคประกอบสําคัญในบีทและน้ําตาล
ออย ในการหมักน้ําตาลซูโครสจะมีเอนไซมอินเวอรเทส (Invertase) เปนตัวไฮโดรไลซน้ําตาล
ซูโครสใหเปนน้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตส (Suamalainen and Oura, 1969) จากนั้นยีสตจึงสามารถ
นําน้ําตาลที่ไดไปใชในการหมักเปนเอทานอล 

 2)  แหลงไนโตรเจน 
  เซลลยีสตจะมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณเปอรเซ็นต 8-10 ของน้ําหนัก

เซลลแหง ไนโตรเจนเปนองคประกอบของอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงยีสตที่มีปริมาณมาก
รองลงมาจากคารบอน โดยทั่วไปยีสตสามารถใชไนโตรเจนไดทั้งในรูปของสารอินทรีย ไดแก 
กรดอะมิโน และโปรตีนชนิดตางๆ (เทพปญญา  เจริญรัตน, 2544) ความหลากหลายของสารประกอบ
อินทรียไนโตรเจน เชน กรดอะมิโน ที่มีอยูใน Yeast Extract ซ่ึงประกอบไปดวย Total Nitrogen 
(TN) 9.8 เปอรเซ็นตและ Amino Nitrogen (AN) 5.1 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ เพปไทด พิวรีน ไพริมิดีน และ
เอมีน เปนสารที่ใชเตรียมขึ้นเพื่อความตองการไนโตรเจนของเซลลยีสต ยีสตบางชนิดใชเพปไทด
ขนาดเล็กๆ ได และการนําเพปไทดเขาสูเซลลยีสตถูกจํากัดดวยขนาดโมเลกุล โดยเพปไทดจะถูก
ยอยโดยเอนไซมเพปทิเดส (peptidase) หลังจากผานไปในเซลล เชน S. cerevisiae ใชเพปไทดที่
ประกอบดวยกรดอะมิโนสองโมเลกุล (dipeptide) และ เพปไทดที่ประกอบดวยกรดอะมิโนสาม
โมเลกุล (tripeptide) นอกจากนั้น มีบางสายพันธุที่ใชเพปไทดที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหาโมเลกุล 
(pentapeptide) (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 

 3)  แหลงฟอสฟอรัส 
 ฟอสฟอรัสจัดอยูในรูปกรดนิวคลีอิก  ฟอสโฟลิปด  และฟอสเฟต  ซ่ึงปกติ

ฟอสฟอรัสที่ใหแกเซลลยีสตจะอยูในรูปฟอสเฟต เชน ไดแอมโมเนียมโฮโดรเจนฟอสเฟต 
โพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต ฟอสเฟตเปนธาตุที่จําเปนตอกระบวนการหมักเอทานอล ยีสต
ใชฟอสเฟตในกระบวนการสรางพลังงานในรูป ATP สังเคราะหนิวคลีโอโปรตีน และสารอื่นๆ
ภายในเซลล การแตกตัวของฟอสเฟตจะทําใหเกิดสภาพบัฟเฟอร (Buffer) ชวยรักษา pH ใหคงที่ กรณี
ที่เซลลของยีสตขาดฟอสเฟตเซลลจะออนแอ ดังนั้น ฟอสเฟตจึงจําเปนสําหรับเซลลยีสต. 

 ในอาหารเลี้ยงยีสตแหลงฟอสฟอรัสที่สําคัญจะอยูในรูป ออรโทฟอสเฟต และ     
อนินทรียฟอสเฟตโดยออรโทฟอสเฟตทําหนาที่เปนสับสเตรดและหนวยปฏิบัติงานของเอนไซม
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หลายชนิด ระดับของฟอสเฟตภายในไซโทพลาสซึมของยีสตต่ํามากคือประมาณ 0.2 เปอรเซ็นต
ของน้ําหนักของเซลลแหง แตระดับของฟอสเฟตจะผันแปรตามกลไกแคทแทบอลึซึมของน้ําตาล 
ยีสตสามารถสะสมฟอสเฟตในออรแกเนล เชน อาจพบฟอสเฟตในแวคิวโอมากกวาในไซโทพลาส
ซึมถึง 110 เทา สําหรับอนินทรียฟอสเฟตนั้นทั้งโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต สามารถใชเปนแหลงฟอสเฟต และเนื่องจากโพแทสเซียมไอออนสามารถ
เหนี่ยวนําการนําเขาฟอสเฟตโดยขนสงรวมกับฟอสเฟตเขาสู เซลลมีผลใหโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตเปนแหลงฟอสเฟตที่ดีกวาแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งในที่ขาดแหลงฟอสเฟตชนิดอื่น และลักษณะของเมแทบอลิซึมของฟอสเฟตอีกอยางหนึ่งของ
ยีสตภายใตสภาวะที่มีฟอสฟอรัสจํากัด คือ เซลลจะขับเอนไซมฟอสโฟเอสเทอเรสที่ไมจําเพาะ และ
แอซิดฟอสฟาเทส ไปที่เซลลทําใหเซลลไดฟอสฟอรัสจากฟอสเฟตเอสเทอร (Berry and Brown, 
1987; Walker,1998 อางถึงใน สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 

4) แหลงซัลเฟอร 
 ความตองการซัลเฟอรของยีสตสวนใหญใชสําหรับการสังเคราะหทางชีวภาพของ

กรดอะมิโนที่มีองคประกอบของซัลเฟอร โดยทั่วไปเซลลยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบประมาณ 
0.4 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง (เทพปญญา เจริญรัตน, 2544) กรดอะมิโนเมไธโอนีน (Methionine) 
เปนแหลงซัลเฟอรที่ยีสตสามารถใชไดดี (Rose and Harison, 1975) นอกจากนี้ แหลงซัลเฟอรที่ได
อาจเกิดจากสารประกอบซัลเฟอรหลายชนิดรวมทั้งซัลเฟต ซัลไฟด ไทโอซัลเฟต อนินทรียซัลเฟอร
ในรูปของซัลเฟตไอออน โดยเฉพาะแอมโมเนียมซัลเฟตหรือโพแทสเซียมซัลเฟตเปนแหลง
ซัลเฟอรที่นิยมใชในอาหาร โดยยีสตทุกชนิดสังเคราะหกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรจากซัลเฟตได การ
นําเขาซัลเฟตที่วองไวสัมพันธกับการมีเอนไซม โฮโมซีสทีอีนซินเทส (Homocysteine Synthhase) 
ซ่ึงทําใหซัลเฟตถูกนําเขาไปเพื่อสรางซีสเทอีน โดยซัลเฟตจะถูกเปลี่ยนเปนซัลไฟดทันทีแลวจึงถูก
เมแทบอไลซตอไป ดังนั้น ซัลไฟดจึงอาจใชเปนแหลงซัลเฟอรไดเชนกันแตตองใชที่ความเขมขนต่าํ 
เนื่องจากถาใชความเขมขนสูงจะมีผลยับยั้งการเจริญของยีสตบางชนิด เชน S. cerevisiaeใชธาตุ
ซัลเฟอรเปนแหลงซัลเฟอรได โดยธาตุซัลเฟอรถูกรีดิวซนอกเยื่อหุมเซลลกลายเปนไทออลไอออน 
(thiol ion) แลวจึงผานเขาไปในเซลล เมไทโอนีนเปนกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรเพียงชนิดเดียวที่ใชเปน
แหลงซัลเฟอรไดโดยเมไทโอนีน มีผลใหยีสตมีการเจริญดีกวาซัลเฟต (Berry and Brown, 1987; 
Walker,1998 อางถึงใน สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 

5) แหลงแรธาตุท่ีจําเปน 
  แรธาตุที่มีความจําเปนตอการเจริญของเซลลยีสต เชน แมกนีเซียม ซ่ึงเปนแรธาตุที่
จําเปนตอการเจริญและกระบวนการหมักแอลกอฮอล มีอยูในเซลลประมาณ 0.3 เปอรเซ็นตของน้ําหนัก
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เซลลแหง ทําหนาที่เกี่ยวกับโครงสรางและเมแทบอลิซึม โดยอนุมูลของแมกนีเซียมเปนโคแฟก
เตอรของเอนไซมหลายชนิดในกระบวนการ Glycolysis สําหรับธาตุแคลเซียมนั้นมีผลตอการเจริญ
ของยีสตและกระบวนการหมักเอทานอลเชนกัน นอกจากธาตุที่กลาวมาขางตน ยังมีธาตุชนิดอื่นที่มี
ความสําคัญแตเซลลยีสตตองการธาตุเหลานี้ในปริมาณที่ไมมากนัก เชน เหล็ก ทองแดง นิเกิล 
สังกะสี เปนตน (Rose and Harison, 1975) 
  6) ออกซิเจน 
  ยีสตหลายชนิดเจริญเฉพาะในที่มีออกซิเจน ยีสตเหลานี้เรียกวา Obligate aerobic yeast เชน 
Candida ยีสตไมสามารถเจริญในที่ขาดออกซิเจนอยางสมบูรณ โดยไมมียีสตชนิดใดที่เจริญได
เฉพาะในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน (Obligate Anaerobic Yeast) ยีสตบางชนิดเจริญไดทั้งที่มีออกซิเจนและไมมี
ออกซิเจน เรียกวา Facultative Anaerobic Yeast ซ่ึงยีสตประเภทนี้มีลักษณะสําคัญ 3 อยาง คือ สามารถ
เจริญไดในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ชอบเจริญในที่มีออกซิเจนมากกวาเพราะไดรับพลังงานในรูป 
ATP มากกวา และในสภาวะที่มีออกซิเจนจะมีอัตราการใชกลูโคส (Glucose Consumption) ต่ํากวาที่ไม
มีออกซิเจน ออกซิเจนจัดเปน growth factor ที่สําคัญของยีสต สําหรับ S. cerevisiae ในสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนจึงตองเติมกรดไขมันไมอ่ิมตัว สเตอรอล และกรดนิโคตินิก ลงในอาหารดวย S. cerevisiae จึงจะเจริญได 
และการหมักในสภาวะที่มีออกซิเจนจะสงผลใหไดผลิตภัณฑชีวมวล 
  ในหองปฏิบัติการนั้น การเขยาสามารถเพิ่มอัตราการดูดซึมออกซิเจนอยางมากทํา
ใหการเจริญของยีสตเพิ่มขึ้น ในขณะที่การหมักเบียร ซ่ึงเปนการหมักแบบไมใชออกซิเจน 
(Anaerobic fermentation) การมีออกซิเจนในชวงตนซึ่งยีสตมีการเจริญแบบใชออกซิเจนมีผลที่เปน
ประโยชนซ่ึงสําคัญมากในการนําไปสูการหมักตอไป 

7) อุณหภูมิ 
 S. cerevisiae เปนสายพันธุที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (Mesospheric Strain) มีอัตรา
การเจริญสูงสุดที่อุณหภูมิปานกลาง การเติบโตจะหยุดลงที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ
ต่ําที่สุดที่สามารถเติบโตไดดี คือ 5-10 องศาเซลเซียส ความทนตออุณหภูมิสูงจะมากขึ้นเมื่อเชื้อเติบโตใน
อาหารที่มีความสมบูรณ สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการหมักจะสูงกวาการเติบโตประมาณ 5-10 
องศาเซลเซียส (Rose and Harison, 1975) 

8) พีเอช (pH) 
 pH ที่ S. cerevisiae สามารถเติบโตไดมีคา 2.4-8.6 โดยมีคา pH ที่เหมาะสมเทากับ 
4.5 สําหรับการหมักเอทานอลจากน้ําตาล ประสิทธิภาพจะไมเปลี่ยนแปลงในชวง pH  3.5-6.0 และพบวา
การหมักเอทานอลจากน้ําตาลซูโคสจะมีความไวตอการเปลี่ยนคา pH มากกวาการใชกลูโคส เนื่องจาก
เอนไซมอินเวอรเทส (Invertase) จะเปลี่ยนแปลงที่คา pH ต่ํามากกวา เพราะความสามารถในการ
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หมักเอทานอลของเชื้อจะลดลงเมื่อคา pH ต่ํามากๆ นอกจากการหมักเอทานอลที่คา pH ที่เปนกรด
หรือประมาณ 4.5 จะสงเสริมการหมักแลวยังชวยลดการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียที่อาจปนมากับ
สารอาหารดวย เพราะเชื้อแบคทีเรียสวนมากสามารถเติบโตไดดีที่คา pH เปนกลาง (เทพปญญา  
เจริญรัตน, 2544) และคา pH ดังกลาวยังเหมาะสมที่สุดสําหรับการหมักน้ําตาลไซโลสดวยเชื้อยีสต 
C. shehatae ในวิธีการหมักแบบกะ (Thomas and Yong-Su, 2003) 
  ค. กระบวนการผลิตเอทานอลของยีสต 
  กระบวนการหมักเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นในสภาวะที่ไมมีอากาศ ซ่ึงการเปลี่ยน
น้ําตาลใหเปนเอทานอลเกิดขึ้นหลายวิธี (Pathway) ขึ้นอยูกับเชื้อจุลินทรียที่นํามาใชในกระบวนการ
หมัก โดยทั่วไปมักใชเชื้อจุลินทรียในสกุล Saccharomyces sp. เอทานอลจะถูกสรางโดยอาศัย Glycolysis หรือ 
Embden-Meyerhof-Parnas Pathway  ดังแสดงในภาพที่ 1.2  (ยุทธศักดิ์  สุบการี, 2551) 
  ขั้นตอนของวิถี Glycolysis สามารถออกเปน 3 ขั้นตอน คือ 
  ขั้นตอนที่1 การสลายกลูโคสใหเปน 2 ไทรโอสฟอสเฟต (triose phosphate) ประกอบดวย
ปฏิกิริยาของ Hexokinase หรือ Glucokinase จะใช ATP เพื่อเปล่ียนกลูโคสใหเปน Glucose-6-phosphate 
(G6P) เปลี่ยนเปน Fructose-6-phosphate (F6P) ดวย Phosphohexoisomerase จากนั้น Phosphofructokinase จะ
เปลี่ยน F6P เปน Fructose1,6-diphosphate (FDP) ซ่ึงแตกตัวเปนสาร Glyceraldehydes-3-phosphate 
(G3P) และ Dihydroxyacetonephosphate (DHAP) โดยอาศัยเอนไซม Aldolase แลว DHAP จะเปลี่ยนเปน 
Glycerol phosphate และได Glycerol  
  ขั้นตอนที่ 2 DHAP เปลี่ยนเปน G3P ดวยเอนไซม Triosephosphate isomerase หลังจากนัน้ 
G3P ทําปฏิกิริยากับฟอสเฟตจะได 1,3-Diphosphoglycerate (DPG) และ DPG จะทําปฏิกิริยากับ ADP ได 3-
Phosphoglycerate (3PG) และ ATP ปฏิกิริยานี้สราง ATP ดวยวิธี Substrate level phosphorylation ซ่ึง 3PG จะ
เปลี่ยนเปน Phosphoenol pyruvate (PEP) โดยจะใหทั้ง ATP และไพรูเวท 
  ขั้นตอนที่ 3 การเปลี่ยนไพรูเวทใหเปนสาร 2 คารบอน เชน เอทานอลหรือ 3 คารบอน 
ขึ้นอยูกับเอนไซมที่เหมาะสมตอการเปลี่ยนแปลงนั้นๆ หากไมมีออกซิเจนหรือไมสามารถใช
ออกซิเจน ไพรูเวทจะเปลี่ยนเปนแลคเตท ในปฏิกิริยาของ Lactate dehydrogenase แตหากมีออกซิเจนไพรูเวท
อาจเปลี่ยนเปน Aceyl CoA ซ่ึงจะเขาสูวัฏจักรเครบตอไป ในสิ่งมีชีวิตบางชนิดไพรูเวทอาจสูญเสีย
คารบอนไดออกไซดกลายเปน Acetaldehyde โดยการเรงของ Pyruvate decarboxylase ซ่ึง Acetaldehyde จะถูก
ออกซิไดสกลายเปนอะซิเตท หรือรีดิวซดวย NADH โดยเอนไซม Alcohol dehydrogenase ไดเปนเอทานอล 
(มนตรี  จุฬาวัฒนทล, 2542) 
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ภาพที่ 1.2 กระบวนการ Embden-Meyerhof pathway 
ที่มา : Prescott และคณะ (2002) 
 

 
 



 27 

ง. ลักษณะของยีสตท่ีดีสําหรับการผลิตเอทานอลมีหลายประการ (สาวิตรี ล่ิมทอง, 
2549) เชน 

-ใหผลผลิตเอทานอล (ethanol yield) สูง 
-มีอัตราการหมักเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 

 -มีความทนเอทานอล (ethanol tolerance) 
 -มีความทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 
 -มีความทนตอแรงดันออสโมซิส (osmotolerance) 
 -มีความสามารถในการจับกลุมตะกอน (flocculation) ซ่ึงขึ้นอยูกับกระบวนการวา

ตองการลักษณะการจับกลุมตกตะกอนนี้หรือไม 
 -ทน pH ต่ําหรือทนกรด (acid tolerance) 
 -มีพันธุกรรมที่ไมเปลี่ยนแปลงไดงาย 
 -ไมเปลี่ยนแปลงงายในสภาวะตางๆของการหมัก 
 -ใชสับสเตรตไดหลายชนิด 
 -สรางเมแทบอไลตอ่ืนในระดับต่ํา เชน กรดอินทรีย กลีเซอรอล ไฮฟเออร 

แอลกอฮอล (higher alcohol) เอสเทอร และอัลดีไฮด 
 -ไมมีการกดดัน (repression) การใชน้ําตาลอื่นเมื่ออยูในที่มีกลูโคส 
 -มีกิจกรรมของเอนไซมยอยแปงหรือยอยเซลลูโลสเมื่อตองการหมักโดยการใช

แปงหรือเซลลูโลสเปนสับสเตรต 
 -มีอัตราการเจริญสูงแตใหผลผลิตเซลลต่ําเพื่อใหมีการเจริญเพิ่มจํานวนเชื้ออยาง

รวดเร็วสําหรับการผลิตเอทานอล 
 -เซลลมีความมีชีวิตสูง 
 -ทนตอสารพิษและสารยับยั้งการเจริญ 
 -ทนการปะปนของแบคทีเรีย 
 -มีลักษณะเปนคิลเลอร (Killer) สามารถผลิต Extracellular protein toxin หรือ ไกโคโปรตีน 

ซ่ึงสารพิษตัวนี้จะมีผลโดยตรงตอโปรตีน ซ่ึงเปนสวนประกอบของเยื่อหุมเซลล โดยจะไปรบกวน
ระบบการลําเลียงสารอาหารของเซลล (Zoecklein et al., 1995) 

 -เพิ่มจํานวนงาย 
 -ใหความรอนระหวางการหมักนอย 

 เมื่อพิจารณาคัดเลือกจุลินทรียมาใชสําหรับการผลิตเอทานอลนั้นการใหผลผลิตสูง
และมีอัตราการหมักเอทานอลสูงเปนเรื่องที่ตองใหความสําคัญเปนอันดับแรก นอกจากนั้นลักษณะ
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อ่ืนที่ไดรับความสนใจเวลาคัดเลือกยีสตที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลเพื่อใชเปน
เชื้อเพลิงหรือสารเคมี คือ ความทนเอทานอล ความทนอุณหภูมิสูง ความทนแรงดันออสโมซิส และ
ความสามารถในการตกตะกอน สาเหตุที่ทําใหลักษณะเหลานี้เปนลักษณะที่สําคัญไดรับความสนใจ
เนื่องจากในการหมักเอทานอลจากน้ําตาลกลูโคสตามทฤษฎีกลูโคส 1 กรัม จะใหเอทานอล 0.51 กรัม แต
ในทางปฏิบัติทั่วไปจากกลูโคส 1 กรัม จะใหเอทานอลเพียงประมาณ 90 เปอรเซ็นต ของประสิทธิภาพ
ในการเปลี่ยนแปลงสารประกอบคารบอนไปเปนผลิตภัณฑหรือผลผลิตทางทฤษฎี (theoretical yield) 
ของเอทานอล และมีสวนหนึ่งที่นําไปสรางเซลล นอกจากนั้นประสิทธิภาพการหมักเอทานอลอาจ
ลดลงและการหมักยาวขึ้นเนื่องจากปจจัยหลายอยางที่สําคัญ คือ การยับยั้งดวยเอทานอล การยับยั้ง
โดยผลผลิตพลอยไดบางชนิด (เชน กรดอินทรีย) การยับยั้งเนื่องจากแรงดันออสโมซิสเพราะมี
น้ําตาลความเขมขนสูง การยับยั้งการหมักโดยเพิ่มการเจริญของเซลลเนื่องจากการใหอากาศและการ
กวน การยับยั้งการหมักเนื่องจากการปะปนดวยแบคทีเรียและยีสตอ่ืน หรือการยับยั้งดวยไอออน
บวกบางชนิดที่ความเขมขนสูงโดยเฉพาะการหมักในขนาดอุตสาหกรรม การยับยั้งการหมักจากการ
ที่สายพันธุไมคงตัวซ่ึงอาจเกิดขึ้นเพราะเชื้อมีการกลายพันธุหรือเชื้อเปลี่ยนแปลงไป ในการยับยั้ง
ดวยปจจัยตางๆ นั้นการยับยั้งโดยเอทานอลสําคัญที่สุด (Panchal and Tavares, 1990)  
 จากการศึกษาพบวามีการนําน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษทิชชูและพบวามีเยื่อ
กระดาษผสมอยูในกากตะกอนน้ําเสีย ซ่ึงสามารถนํามายอยสลายใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวดวย
เอนไซมเซลลูเลสได เนื่องจากเยื่อกระดาษเหลานั้นมีองคประกอบเปนเซลลูโลส น้ําเสียดังกลาว
สามารถผลิตเอทานอล 6 มิลลิกรัมตอลิตร จากกากตะกอนเยื่อกระดาษแหง 1 กิโลกรัม ในกระบวนการ
หมักดวยเช้ือยีสต S. cerevisiae (ชวิศร วงศวัฒนกิจ, 2547) นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาการผลิตเอทา
นอลจากน้ําเสียโรงงานอุตสาหกรรมอื่นๆ ไดแก โรงงานผลิตผงชูรส โรงงานผลิตเครื่องดื่มและ
โรงงานผลิตปลาทูนากระปอง เพื่อนําของเสียจากโรงงานทั้งสามแหงมาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอ
ทานอลดวยเช้ือ Z. mobilis NRRL-B-14023 ที่ pH 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 24 ช่ัวโมง 
พบวาน้ําเสียจากโรงงานผลิตปลาทูนากระปองสามารถนําไปแทนเปนแหลงอาหารที่ใชในการผลิต
เอทานอลไดดีที่สุด (Ruanglek et al., 2006) 
     1.2.2 แหลงท่ีมาและคุณลักษณะน้ําเสียจากโรงงานผลิตน้ํามันปาลม 
   ปาลมน้ํามัน (Elaeis gluineensis) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญอยางหนึ่งทางภาคใต
ของประเทศไทย เนื่องจากมีการนําน้ํามันปาลมไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ อยางแพรหลาย โดย
สามารถใชทดแทนน้ํามันอื่นๆ และแทนไขสัตวไดเปนอยางดี ทําใหมีการเพิ่มพื้นที่การปลกูและการ
ผลิตปาลมน้ํามันที่มีแนวโนมสูงขึ้นในจังหวัดกระบี่  ตรัง สุราษฎรธานี  ชุมพร และสงขลา              
(พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) ในกระบวนการผลิตน้ํามันปาลมจะมีวัสดุเศษเหลือในรูป
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ของแข็ง ไดแก ทะลายปาลมเปลา (Empty Fruit Bunches) เสนใยปาลม (Palm Pericarp Fiber) กาก
เนื้อผลปาลม (Palm Kernel Cake) กะลาปาลม (Palm Shell) กากตะกอนสลัดจ (Sludge) และสวนที่
เปนของเหลวคือ น้ําทิ้ง (Palm Oil Mill Effluent, POME) ซ่ึงน้ําทิ้งจากกระบวนการผลิตมีประมาณ 
0.87 ลูกบาศกเมตรตอตันทะลายปาลมสด (อรัญ หันพงศกิตติกูล และคณะ, 2537) 
   การสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน มีการใชน้ําในการผลิตมากและกอใหเกิด    
น้ําทิ้งในขั้นตอนการแยกน้ํามัน เมื่อน้ํามันถูกลําเลียงเขาถังพักหรือถังลอย สวนของน้ํามันซึ่งเบากวา
น้ําจะลอยตัวอยูดานบนและถูกแยกออกไป สวนดานลางจะเปนของผสมลักษณะเหลวขน เรียกวา 
น้ําสลัดจ ถูกสงเขาถังจมตัว (Settling Tank) และผานเขาเครื่องแยกกรวดทราย (Decanter) กอนจะนําเขา
ไปในเครื่องแยกน้ํามันโดยใช Separator หรือ Decanter ตอไป สําหรับ Decanter เมื่อใชงานไประยะ
หนึ่งตองมีการลางทําความสะอาดในขั้นตอนนี้จะมีน้ําทิ้งออกมา  200-250 ลิตรตอคร้ัง จาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐานจะมีน้ําทิ้งออกมามาก สวนใหญมาจากขั้นตอนการอบ
ทะลายปาลมในรูปน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ (sterilizer condensate) และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร 
(decanter effluent) (พงษศักดิ์ นพรัตน, 2551) 
   คุณลักษณะของน้ําทิ้งจะแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงที่มาของน้ําทิ้ง ไดแก น้ําทิ้ง
จากบอรวมน้ําเสีย น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (ตารางที่ 1.1) แสดงให
เห็นวา น้ําทิ้งจากบอรวบรวมน้ําเสียของโรงงานมีคาบีโอดีและซีโอดี อยูในปริมาณสูง รวมทั้งคา
กรดไขมัน ปริมาณของแข็งทั้งในรูปสารที่ระเหยได และสารแขวนลอย (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และ
คณะ, 2533) ตอมา อรัญ หันพงศกิตติกูล และคณะ (2537) ศึกษาคุณลักษณะของน้ําทิ้งจากโรงงานสกัด
น้ํามันปาลมจํานวน 4 โรง พบวาน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีปริมาณสารแขวนลอยต่ํา (เฉล่ีย 10.30 กรัมตอ
ลิตร) และมีน้ํามันคอนขางสูง (เฉลี่ย 14.57 กรัมตอลิตร) นอกจากนี้น้ําทิ้งยังมีองคประกอบของอินทรีย
สารตางๆ ที่สําคัญ ดังแสดงใน (ตารางที่ 1.2), (ตารางที่ 1.3) (Hwang et al., 1987) นอกจากนี้ Mustar    
และคณะ (2001) ไดศึกษาองคประกอบของน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเพื่อนํามาใชในการเลี้ยง 
S.  cerevisiae 3010 และ C. utilis 1017 พบวาในน้ําทิ้งมีองคประกอบพวกแรธาตุตางๆ เชน แมกนีเซียม 
(Mg), แคลเซียม (Ca), โซเดียม (Na) และโพแทสเซียม (K) รวมถึงน้ําตาลที่ยีสตสามารถนําไปใชในการ
เจริญได ดังแสดงใน (ตารางที่ 1.4) 
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ตาราง 1.1 องคประกอบและคุณสมบัติของน้ําทิ้งจากขั้นตอนตางๆ ในการสกัดน้ํามันปาลม และน้ํา 
ทิ้งรวมของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

 

ปจจัยคุณภาพ น้ําท้ิงจากบอ
รวม 

น้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อ 
น้ําท้ิงจากเครือ่งแยกน้ําและ
กากสลัดจออกจากน้ํามัน 

Color  Dark Brown Brown Brown-Blackish Brown 
pH 4.05-4.62 4.84-5.35 4.61-4.89 
BOD 54,750-60,000 22,800-41,985 21,000-45,375 
COD 80,523-115,934 45,360-80,146 38,246-67,567 
Volatile acid  3,128-5,870 998-7,125 1,838-2,273 
Alkalinity 68-200 37-1,576 86-480 
Grease 16-2,449 20-1,165 4 
Total solids (TS) 49,063-88,508 26,367-76,733 25,634-47,242 
Suspended solids (SS) 18,500-52,000 2,600-6,100 2,900-20,300 

   
27-61 7.0-66.3 22-23 

Nitrogen 
              -ammonia 
              -organic 551-1,172 22-1,287 518 
หมายเหตุ ทุกหนวยมีคาเปน มิลลิกรัมตอลิตร ยกเวนสี และ pH 
ที่มา : ดัดแปลงจากพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 
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ตารางที่ 1.2 องคประกอบโดยประมาณของน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 

Mixed effluent Sterilizer condensate  
Composition Dry wt basis 

(ppm) 
Wet wt basis 

(%) 
Dry wt basis 

(ppm) 
Wet wt basis 

(%) 
Total solids - 4.6 - 6.0 
Crude protein 
(Nx6.25) 

10.9 0.5 8.8 0.5 

Ether extract 25.6 1.2 34.6 2.1 
Ash 11.4 0.5 14.2 0.9 
Crude fibre 9.7 0.5 3.3 0.2 
Nitrogen-free extract 42.4 1.9 39.1 2.3 
ที่มา : Hwang และคณะ (1987) 
 
ตารางที่ 1.3 ปริมาณแรธาตุของน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 

Mixed effluent Sterilizer condensate  
Mineral Dry wt basis 

(ppm) 
Wet wt basis 

(%) 
Dry wt basis 

(ppm) 
Wet wt basis 

(%) 
N 689 1.73 944 1.83 
P 160 0.31 152 0.36 
K 1645 3.19 1300 3.09 
Na 31 0.06 22 0.05 
Mg 970 1.88 1020 2.42 
Ca 110 0.21 140 0.33 
Fe 50 0.10 18 0.04 
Zn 13 0.025 15 0.035 

ที่มา : Hwang และคณะ (1987) 
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ตารางที่ 1.4 คุณลักษณะของน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 

Parameters Concentrations 
Total solids  44.6 g/l 
Total suspended solids 14.1 g/l 
Total dissolved solids 19.8 g/l 
Total carbohydrates 9.0 g/l 
Reducing sugars 3.0 g/l 
Total Phosphate 203 mg/l 
Mg 212 mg/l 
Ca 185 mg/l 
Na 14.5 mg/l 
Zn 12.0 mg/l 
K 3475 mg/l 
Fe 27.4 mg/l 
ที่มา : Mustar และคณะ (2001) 
 
1.3 วัตถุประสงค 
 1. เพื่อศึกษาหากระบวนการปรับสภาพที่เหมาะสมสําหรับน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลมเพื่อเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  

2. เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการใชน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเพื่อเปนวัตถุดิบ
ในการผลิตเอทานอล 
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บทที่ 2 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีวิจยั 

 
2.1 วัสด ุ

 2.1.1 น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามนัปาลม 

 น้ําเสียที่ใชในการศึกษาเปนน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมจากเครื่องดีแคนเตอร ที่ไดรับ
ความอนุเคราะหจากบริษัททักษิณปาลม (2521) จํากัด 331 ถนนธราธิบดี ตําบลทาขาม อําเภอพุนพิน 
จังหวัดสุราษฎรธานี บรรจุในแกลลอนปริมาตร 15 ลิตร และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 2.1.2 เชื้อจุลินทรีย  
จุลินทรียที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ ยีสต Saccharomyces cerevisiae N7 ที่ไดรับ

ความอนุเคราะหจากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร นํามาเลี้ยง      
ในอาหาร Yeast malt extract agar (YM agar) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 
หลังจากนั้นเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Subculture) 
เดือนละ 1 คร้ัง 

2.1.3 เอนไซม 
เอนไซมเซลลูเลสของเชื้อรา Trichoderma reesei ATCC 26921 (Sigma) ซ่ึงเปนเอนไซมทาง

การคา 
2.1.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

-สูตรอาหารสําหรับเก็บรักษาเชื้อ S. cerevisiae (YM agar) (Zhu et al., 2005b)  
ซ่ึงประกอบดวย 

Peptone 5.0 กรัมตอลิตร 
Yeast extract 10.0 กรัมตอลิตร 
Malt extract 3.0 กรัมตอลิตร 
Glucose 10.0 กรัมตอลิตร 
Agar 15.0 กรัมตอลิตร 

-สูตรอาหารสําหรับเตรียมเชื้อยีสต S. cerevisiae เร่ิมตน (Zhu et al., 2005b)  
ซ่ึงประกอบดวย 

Peptone 5.0   กรัมตอลิตร 
Yeast extract 3.0 กรัมตอลิตร 
Malt extract 3.0 กรัมตอลิตร 
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Glucose 36.0 กรัมตอลิตร 
 
2.2 อุปกรณ 
 -ตูบมเชื้อ (Incubator) Memmert รุน BM 700 
 -หมอนึ่งความดัน (Autoclave) Tomy รุน SS-325 
 -เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน AB 204 SWITZERLAND 
 -เครื่อง Shaking water bath HELO รุน SBD 50 Bio-1 
 -เครื่องวัดพีเอช (pH meter) Russel รุน 150 
 -Spectrophotometer Shimazu รุน UV-1601 JAPAN 
 -ตูอบไอรอน (Hot air oven) 
 -เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล Ebulliometer 
 -อุปกรณเครื่องแกวที่ใชในการทดลอง 
 
2.3 สารเคมี 
 สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหเปนสารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical Grade) ใชเปนองคประกอบ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และใชในการวิเคราะหคา Chemical Oxygen Demand (COD), Biochemical Oxygen 
Demand (BOD), Total Kjeldahl Nitrogen (TKN) และ Oil and Grease 
 
2.4 วิธีดําเนินการวิจัย 
  2.4.1 การศึกษาลักษณะของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
  ทําการวิเคราะหหาลักษณะของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (บริษัท ทักษิณปาลม 
(2521) จํากัด) โดยนําน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอรมาทําการวิเคราะหคา pH, Temperature, Oil and 
Grease, BOD, COD, Suspended Solids (SS) และ TKN โดยใชวิธีตาม Standard Methods for The 
Examination of Water and Wastewater (APHA AWWA and WEF ,1998) และวิเคราะหหาปริมาณ
น้ําตาล (น้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซ ) 
 2.4.2 การศึกษาระยะเวลาในการเตรียมวัตถุดิบท่ีเหมาะสม 
 กอนการศึกษาขั้นตอนกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ ตองทําการศึกษาหาระยะเวลาในการเตรียม
วัตถุดิบที่เหมาะสม โดยนําน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาบรรจุในขวดฝา
เกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ซ่ึงแบงชุด
การทดลองออกเปน 3 ชุดการทดลอง นําไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยแตละชุด
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การทดลองมีระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 30, 60, 90, 120 และ 150 นาที เมื่อผานกระบวนการ
เตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson 
method (ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 2549) 
  2.4.3 การศึกษากระบวนการเตรียมวัตถุดิบ 
  ทําการศึกษาปจจัยที่มีผลตอปริมาณของน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้น คือ ชนิด
ของสารเคมี ความเขมขนของสารเคมี และเวลาที่ใชในการเตรียมวัตถุดิบ โดยมีวิธีการทดลองดังนี้ 
   2.4.3.1 การศึกษากระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) 
    ทําการศึกษากระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก โดยนําน้ําเสียโรงงานสกัด
น้ํามันปาลมปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาบรรจุในขวดฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมกรดซัลฟูริก
ความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ซ่ึงแบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุดการทดลอง นําไปบม
ในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยแตละชุดการทดลองมีระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 30, 60 
และ 90 นาที เมื่อผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดแลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
ดวยวิธี Phenol sulfuric (Schherz and Bonn, 1998) และวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี 
Somogyi-Nelson method (ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 2549) 
   2.4.3.2 การศึกษาการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
    ทําการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด โดยนําน้ําเสียโรงงานสกัด
น้ํามันปาลมปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาบรรจุในขวดฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมดางโซเดียมไฮ
ดรอกไซดความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ซ่ึงแบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุด
การทดลอง นําไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยแตละชุดการทดลองมีระยะเวลา
ในการเกิดปฏิกิริยา 30, 60 และ 90 นาที เมื่อผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยดางแลวนําไปวิเคราะห
หาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric (Schherz and Bonn, 1998) และวิเคราะหหาปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson method (ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 
2549) 
    2.4.3.3 การศึกษาการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน (การตม) 
    ทําการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน โดยนําน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
ปริมาตร100 มิลลิลิตร มาบรรจุในขวดฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงแบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุด
การทดลอง โดยนําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหถูมิ (Water bath) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส โดย
แตละชุดการทดลองมีระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 30, 60 และ 90 นาทีแลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric (Schherz and Bonn, 1998) และวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาล
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รีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson method (ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 
2549) 
   2.4.3.4 การศึกษาการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) รวมกับความรอน    
(การตม) 
    ทําการเลือกวิธีการเตรียมวัตถุดิบที่เหมาะสม โดยมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุดจาก
ขั้นตอนขอ 2.4.3.1 มาทําการเตรียมวัตถุดิบรวมกับความรอน (การตมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 
95 องศาเซลเซียส) ซ่ึงแบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุดการทดลอง โดยแตละชุดการทดลองมีระยะเวลาใน
การเกิดปฏิกิริยา 30, 60 และ 90 นาทีแลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric 
(Schherz and Bonn, 1998) และวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson method 
(ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 2549) 
   2.4.3.5 การศึกษาการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) รวมกับ
ความรอน (การตม) 
   ทําการเลือกวิธีการเตรียมวัตถุดิบที่เหมาะสม โดยที่มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุดจาก
ขั้นตอนขอ 2.4.3.2 มาทําการเตรียมวัตถุดิบรวมกับความรอน (การในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 95 
องศาเซลเซียส) ซ่ึงแบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุดการทดลอง โดยแตละชุดการทดลอง มีระยะเวลาใน
การเกิดปฏิกิริยา 30, 60 และ 90 นาทีแลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol 
sulfuric (Schherz and Bonn, 1998) และวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson 
method (ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 2549) 
  2.4.4 การศึกษาการใชเอนไซม 
  ทําการศึกษาการยอยสลายน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมโดยใชเอนไซมเซลลูเลสทาง
การคาจากเชื้อรา Trichoderma reesei จากการศึกษากระบวนการเตรียมวัตถุดิบขอ 2.4.3.4-2.4.3.5 
โดยทําการเลือกชุดการทดลองที่มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด นํามาปรับคา pH เทากับ 5 ยอยสลาย
ดวยเอนไซม (Enzymeic hydrolysis) โดยเติมเอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) 6 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึง
แบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุดการทดลอง แลวนําไปบมในตูบมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric (Schherz 
and Bonn, 1998) และวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson method (ภาควิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 2549) 
  เอนไซม 1 ยูนิต (U) หมายถึงปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารตั้งตน (Cellubiose) 
ใหเปนน้ําตาลกลูโคส 2 μmol ในเวลา 1 นาที 
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  2.4.5 การศึกษาการผลิตเอทานอล 
  จากการศึกษาในขั้นตอนที่ 2.4.4 นําทุกชุดการทดลองมาทําการศึกษาการผลิตเอทานอลดวยเชื้อ
ยีสต S. cerevisiae จํานวน 108 cell/mL โดยมีการปรับคา pH เทากับ 5.0 และนําไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไป
วิเคราะหหาปริมาณเอทานอลดวยเครื่อง Ebulliometer เปรียบเทียบกับปริมาณเอทานอลจากเครื่อง 
Gas Chromatograph (GC) รุนHP 6850 และใช Detector แบบ Flame Ionization Detector โดยวิเคราะหหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson method (ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 2549) 
  2.4.6 การตรวจวิเคราะหและรายงานผล 
    2.4.6.1 การตรวจวิเคราะหน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
   pH, Temperature, Oil and Grease, BOD, COD, SS, TKN โดยใชวิธีตาม Standard Methods 
for The Examination of Water And Wastewater  (APHA AWWA and WEF , 1998) 

   2.4.6.2 วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาล 
    ทําการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric (Schherz and Bonn, 
1998) และวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson method (ภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 2549) (ภาคผนวก ก) 
   2.4.6.3 ปริมาณเอทานอล 

  ทําการวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลในตัวอยางน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวย
เครื่อง Ebulliometer (ภาคผนวก ก) และสําหรับชุดการทดลองในขั้นตอนขอ 2.4.5 จะทําการยืนยัน
เปรียบเทียบกับการวิเคราะหดวยเครื่อง GC โดยมีสภาวะการทดสอบ (ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) ดังนี้ 

  Intel temperature : 150 ˚C 
  Oven temperature : 50 ˚C, hold 9 minutes 
  Detecter temperature : 200 ˚C 

  Column : HP-INNOWax 30 m × 320 m, 250 μm × 0.25 μm 
  2.4.6.4 การรายงานผลและสถิติ 

 ในแตละครั้งที่ทําการทดสอบพารามิเตอรทุกคาทํา 3 ซํ้า สําหรับตัวอยางนั้น คาเฉลี่ย 3 
คาของผลที่ไดจะตองมีคา RPD (Relative Percentage Difference) ไมเกิน10 เปอรเซ็นต สําหรับการ

รายงานผลการทดลองทางสถิติ รายงานดวยการหาคาเฉลี่ย x  และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของผล
การทดลอง และใช One-way ANOVAในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางชุดการทดลอง 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและอภิปราย 

 
3.1 ลักษณะสมบัติน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามนัปาลมจากเครื่องดีแคนเตอร 
 การศึกษางานวิจัยนี้ใชน้ําเสียจากบริษัททักษิณปาลม (2521) จํากัด 331 ถนนธราธิบดี ตาํบล
ทาขาม อําเภอพุนพิน จังหวัดสุราษฎรธานี ซ่ึงเปนโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 ลักษณะสมบัติน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม มีความแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงที่มา
ของน้ําเสีย จากผลการวิเคราะหลักษณะสมบัติของน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอรของโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม ดังแสดงในตารางที่ 3.1 พบวาน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอร มีสีน้ําตาล มีความเปนกรด
สูง (pH เทากับ 4.5) เนื่องจากน้ํามันบางสวนแตกตัวเปนกรดไขมัน มีคา BOD (25,373.14 มิลลิกรัม
ตอลิตร) ประมาณครึ่งหนึ่งของคา COD (66,987.20 มิลลิกรัมตอลิตร) โดยมีความสอดคลองกับรายงาน
ของพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) ซ่ึงรายงานวาน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอร มีคา BOD 
ประมาณครึ่งหนึ่งของคา COD และน้ําเสียมีปริมาณ SS เทากับ 36,275 มิลลิกรัมตอลิตร โดยมีคา TKN 
เทากับ 133 มิลลิกรัมตอลิตร และตรวจวัดปริมาณน้ําตาล พบวามีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (Total sugar) 
เทากับ 19.34 กรัมตอลิตร และปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Reducing sugar ) เทากับ 3.12 กรัมตอลิตร จากการ
วิเคราะหปริมาณน้ําตาล จะเห็นไดวาน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอร มีปริมาณน้ําตาลมากกวารายงาน
ของพงษศักดิ์ นพรัตน (2552) ซ่ึงพบวามีน้ําตาลฟรุกโตส (2,580 มิลลิกรัมตอลิตร) น้ําตาลอะราบิ
โนส (7,910 มิลลิกรัมตอลิตร) และน้ําตาลกลูโคส (780 มิลลิกรัมตอลิตร) และเมื่อเล้ียงเชื้อ Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง พบวาเชื้อจุลินทรียสามารถใชน้ําทิ้งเปนสารอาหารสําหรับการเจริญของเชื้อและผลิตเอทา
นอลได 0.58 กรัมตอลิตร ซ่ึงจากขอมูลดังกลาวจะเห็นไดวาน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมแตละแหลงมี
องคประกอบในน้ําเสียที่แตกตางกัน เมื่อพิจารณาจากลักษณะของน้ําเสียจากเครื่องดีเคนเตอรโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม ซ่ึงมีปริมาณสารอินทรียสูง จึงมีความเปนไปไดในการนํามาเปนแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนที่สามารถนํามาใชในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย แตเมื่อสังเกตจะเห็นวาปริมาณ
น้ําตาลในน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอร มีปริมาณนอย ซ่ึงน้ําตาลจะเปนสารตั้งตนในกระบวนการ
ผลิตเอทานอล ดังนั้นจึงสนใจศึกษาหาวิธีการเตรียมวัตถุดิบที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณน้ําตาล 
เพื่อนําไปใชในกระบวนผลิตเอทานอลดวยยีสต Saccharomyces  cerevisiae 
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ตารางที่ 3.1 ลักษณะของน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอรของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 

Parameter Decanter effluent 
Color Brown 
pH 4.5 
Oil and grease (mg/L) 38,350 
BOD (mg/L) 25,373.14 
COD (mg/L) 66,987.20 
SS (mg/L) 36,275 
TKN (mg/L) 133 
Total sugar (g/L) 19.34 
Reducing sugar (g/L) 3.12 

 
 3.2 ผลการศึกษาระยะเวลาในการเตรียมวัตถุดิบท่ีเหมาะสม 

กอนการศึกษากระบวนการเตรียมวัตถุดิบ ไดมีการศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมใน
กระบวนการเตรียมวัตถุดิบ โดยนําน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันที่ผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยความเขมขนของกรดซัลฟูริก 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ซ่ึงแบงชุดการทดลองออกเปน 3 
ชุดการทดลอง บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยแตละชุดการทดลองมีระยะเวลาในการบม 30 
60, 90, 120 และ 150 นาที โดยการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลรีดิวซกอนและหลังการ
เตรียมวัตถุดิบ เพื่อศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม  
 ผลการศึกษา (แสดงดังภาพที่ 3.1) พบวาการเพิ่มระยะเวลาบม ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซเพิ่มสูงขึ้น โดยน้ําเสียที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ใชระยะเวลาการบม 30, 60, 90, 120 และ 150 นาที มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เทากับ 5.10 ± 0.03, 6.66 ± 0.02, 7.90 ± 0.05, 8.05 ± 0.02 และ 8.08 ± 0.01 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
ซ่ึงเพิ่มขึ้นจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ไมผานการเตรียมวัตถุดิบ    
(ชุดควบคุม มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 5.01 ± 0.00 กรัมตอลิตร) โดยชุดการทดลองที่มีการเตรียม
วัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยกรดซัลฟูริกที่ใชระยะเวลาบม 150 นาที มีปริมาณน้ําตาล
รีดิวซสูงกวาชุดการทดลองอื่น แตปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดไมไดแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต กับชุดการทดลองที่ใชระยะเวลาบม 120 นาที และน้ําเสียท่ีผานการ
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เตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาการบม 30, 60, 90 
120 และ 150 นาที พบวาเมื่อใชระยะเวลาการบมที่ 30 และ 60 นาที ผลที่ไดมีความแตกตางกับชุด
การทดลองที่ใชความเขมขนกรดซัลฟูริก 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คือ ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นจากชุดควบคุมเทากับ 5.45 ± 0.03 และ 5.35 ± 0.01 กรัมตอลิตร (ชุดควบคุมมี
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 5.01 ± 0.00 กรัมตอลิตร) แตเมื่อใชระยะเวลาบมเปน 90 120 และ 150 
นาที ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงจากชุดควบคุม โดยมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เทากับ 4.31 ± 0.01, 4.33 ± 0.01 และ 4.36 ± 0.01 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยพบวาชุดการทดลองที่
ใชระยะเวลาบม 90 กับ 120 นาที และชุดการทดลองที่ใชระยะเวลาบม 120 กับ 150 นาที มีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต จากชุดการ
ทดลองศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
พบวาที่ระยะเวลา 120 และ 150 นาที ไมไดสงผลตอการเพิ่มขึ้นของปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จึงเลือกที่
จะศึกษากระบวนการเตรียมวัตถุดิบโดยใชระยะเวลาในการบม คือ 30, 60 และ 90 นาท ี
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ภาพที่ 3.1 ผลของระยะเวลาในการเตรียมวัตถุดิบตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 
 

    



 41 

    

3.3 ผลการศึกษากระบวนการเตรียมวัตถุดิบ 

 เนื่องจากวัตถุดิบที่นํามาใชในงานวิจัย คือ น้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ซ่ึงมี
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เปนองคประกอบอยูในโครงสราง และเปนตัวขัดขวางการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซม ดังนั้นขั้นตอนแรกจึงตองมีการเตรียมวัตถุดิบเพื่อแยกลิกนิน และเฮมิ
เซลลูโลสออกจากโครงสราง ลดการเปนผลึกของเซลลูโลส และเพิ่มการเกิดรูพรุนของวัตถุดิบ 
เพื่อใหไดปริมาณน้ําตาล และนําน้ําตาลที่ไดมาเปนสารตั้งตนในกระบวนการผลิตเอทานอล 

3.3.1 ผลของระยะเวลาบมและความเขมขนของกรดตอประสิทธิภาพของกระบวน        
การเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 ปจจัยที่มีผลตอปริมาณน้ําตาลที่ไดจากการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลมดวยวิธีทางเคมี คือ ปริมาณความเขมขนของตัวอยาง ความเขมขนของสารเคมี ชนิดของ
สารเคมี อุณหภูมิ และเวลา จึงจําเปนตองทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการเตรียมวัตถุดิบ 
แมวาการใชกรดเขมขนจะมีประสิทธิภาพตอการยอยสลายเซลลูโลส แตความเขมขนของกรด        
มีความเปนพิษ มีฤทธิ์กัดกรอน และเปนอันตราย เมื่อเสร็จส้ินกระบวนการยอยสลายแลว ตองทํา
การกําจัดหรือนํากรดออกจากระบบ เพื่อใหระบบนั้นสามารถดําเนินไปได (Sivers and Zacchi, 1995) 
  3.3.1.1 ผลของระยะเวลาบมและความเขมขนของกรดตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

จากการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยความ
เขมขนของกรดซัลฟูริก 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ซ่ึงแบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุด บมที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แตละชุดการทดลองใชระยะเวลาในการบม 30, 60 และ 90 นาที ตามลําดับ โดย
การตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลทั้งหมดกอนและหลังการเตรียมวัตถุดิบ เพื่อศึกษาหา
ระยะเวลาและความเขมขนของกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมในการผลิตน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม ผลการศึกษา (แสดงดังภาพที่ 3.2) ชุดการทดลองที่เตรียมวัตถุดิบดวย
กรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 นาที พบวาการเพิ่มระยะเวลา
ในการบม ทําใหตัวอยางน้ําเสียใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้น โดยน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดเทากับ 32.65±0.23, 35.16 ± 0.37 และ 61.56 ± 0.86 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงทุกชุดการทดลองมี
คาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดแตกตางจากชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต โดยชุดควบคุมมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 29.42 ± 0.13 กรัมตอลิตร ปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่ เพิ่มขึ้น เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาของกรดจะทําลายพันธะไฮโดรเจนภายในของ
องคประกอบลิกโนเซลลูโลส ทําใหมีการกําจัดแยกลิกนินออก กรดจึงเขาไปทําปฏิกิริยากับ
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส สงผลใหเกิดการยอยสลายไดเปนน้ําตาลที่มีโครงสรางเล็กลง (Gupta and 
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Demirbas, 2010) และสําหรับชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 2 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30, 60 และ 90 นาที พบวาผลการศึกษา
มีความแตกตางกับชุดการทดลองที่ใชความเขมขนกรดซัลฟูริก 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คือ ระยะเวลาการ
บม 30 และ 60 นาที ไมทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้นจากชุดควบคุม (ชุด
ควบคุมมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 29.42 ± 0.13 กรัมตอลิตร) โดยที่ระยะเวลาบม 30 และ 60 นาที 
ตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 22.60 ± 0.73 และ 20.99 ± 0.08 กรัมตอลิตร ตามลําดับ อาจ
เนื่องจากปฏิกิริยาการยอยสลายวัตถุดิบดวยกรด ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางสารเคมี (กรดซัลฟูริก) กับ
องคประกอบที่เปนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในน้ําเสียเกิดขึ้นไดไมสมบูรณ (มีการกําจัดลิกนินออก 
เกิดการพองตัวขององคประกอบที่เปนเซลลูโลส ไมเกิดการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส) แตเมื่อ
เพิ่มระยะเวลาบมเปน 90 นาที พบวาตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้นจากชุดควบคุม 
และชุดการทดลองที่ใชระยะเวลาบม 30 และ 60 นาที ซ่ึงมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 41.50 ± 0.25 
กรัมตอลิตร โดยพบวาทุกชุดการทดลองมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (แสดงดังภาพที่ 3.2) เนื่องจากระยะเวลาในการบม 90 นาที ทําใหเกิดปฏิกิริยาขึ้น
ไดอยางสมบูรณ (กรดซัลฟูริกทําปฏิกิริยากับเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส) 

จากผลการทดลองสามารถอธิบายไดวากรดซัลฟูริกสามารถทําลายพันธะภายใน
ของลิกโนเซลลูโลสที่จับตัวกัน เกิดการยอยสลายไดเปนปริมาณน้ําตาลหลายชนิด เมื่อเพิ่มความ
เขมขนของกรดและระยะเวลาในการยอยสลายนานขึ้น พบวาปริมาณน้ําตาลที่ไดในขั้นตอนแรก จะ
ถูกทําปฏิกิริยาตอไปไดเปนผลิตภัณฑอ่ืน เชน furfural และ 5-hydroxymethyl furfural (HMF) ซ่ึงเมื่อทํา
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล ทําใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่ไดมีปริมาณลดลง (Saha et al., 2005) โดยพบวา
น้ําเสียที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 90 
นาที มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 3.2  ผลของระยะเวลาในการบมและความเขมขนของกรดซัลฟูริก(H2SO4) ตอปริมาณน้ําตาล 
ทั้งหมดจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 
3.3.1.2 ผลของระยะเวลาบมและความเขมขนของกรดตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซใน

น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
ในกระบวนการผลิตเอทานอล มีสารตั้งตนคือน้ําตาลกลูโคส เปนวัตถุดิบสําคัญ

และตองอาศัยจุลินทรียในการชวยทําใหเกิดปฏิกิริยา เพื่อเปลี่ยนสารตั้งตนใหเปนผลิตภัณฑ คือ     
เอทานอล (Sun and Cheng, 2002) จากการศึกษาพบวา มีวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เพื่อเปน
ตัวบงชี้ถึงปริมาณเอทานอลที่จะเกิดขึ้น เนื่องจากน้ําตาลรีดิวซ เปนน้ําตาลที่จุลินทรียสามารถ
นําไปใช เพื่อเปลี่ยนใหอยูในรูปของเอทานอลไดงายกวาน้ําตาลทั้งหมด 

ผลการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ดวยการเติม
กรดซัลฟูริกความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลาใน
การบม 30, 60 และ 90 นาที ตามลําดับ พบวาการเพิ่มระยะเวลาบม ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซเพิ่มสูงขึ้น โดยน้ําเสียที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 นาที มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 5.19 ± 
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0.13 6.66 ± 0.01 และ 7.99 ± 0.01 กรัมตอลิตร ซ่ึงเพิ่มขึ้นจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซในน้ําเสียโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลมที่ไมผานการเตรียมวัตถุดิบ (ชุดควบคุมมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 5.12 ± 0.01 
กรัมตอลิตร) โดยชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยกรด      
ซัลฟูริกที่ใชระยะเวลาบม 90 นาที มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (แสดงดังภาพที่ 3.3) เมื่อพิจารณาผลการทดลองนี้ มีความ
สอดคลองกับการศึกษาการผลิตเอทานอลจากสารละลายกากมันที่ยอยดวยกรดโดยใชการหมักดวย
ยีสต Saccharomyces cerevisiae โดยกัลยา อยูนาน (2546) พบวาการยอยกากมันดวยกรดซัลฟูริกที่ความ
เขมขน 0.025 โมลาร บมที่อุณหภูมิ 135 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-90 นาที มีปริมาณน้าํตาลรดีวิซเพิม่ขึน้
และปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดไดจากการยอยสลายกากมัน 2.5 เปอรเซ็นต ที่ยอยดวยกรดซัลฟูริก 0.025 
โมลาร เปนเวลา 90 นาที  

สําหรับชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 2 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 นาที 
พบวาผลการศึกษามีความแตกตางกับชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของกรดซัลฟูริก 1 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร เมื่อใชระยะเวลาบม 30 และ 60 นาที ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นจาก
ชุดควบคุม คือ ตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 5.50 ± 0.01 และ 5.46 ± 0.01 กรัมตอลิตร 
(ชุดควบคุมมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 5.12 ± 0.01 กรัมตอลิตร) แตเมื่อเพิ่มระยะเวลาบมเปน 90 นาที 
ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงจากชุดควบคุม โดยมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 
4.37 ± 0.03 กรัมตอลิตร และพบวาทุกชุดการทดลองมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (แสดงดังภาพที่ 3.3) จากผลการทดลอง จะ
เห็นไดวาชุดการทดลองที่ใชระยะเวลาบม 90 นาที มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง อาจเนื่องจากการ
เตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียดวยกรดซัลฟูริก อาจทําใหเกิดการละลายโครงสรางผลึกเซลลูโลส (Roehr, 
2001) และเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการบม อาจทําใหน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายดวยกรดซัลฟูริกถูก
ยอยสลายตอ เกิดปฏิกิริยาที่เปลี่ยนโครงสรางของน้ําตาลเปนผลิตภัณฑอ่ืน เชน องคประกอบของ furfural 
และ 5-hydroxymethyl furfural (HMF) ซ่ึงทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ได มีปริมาณลดลง (Saha et al., 
2005) 
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ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต  
 

ภาพที่ 3.3 ผลของระยะเวลาในการบมและความเขมขนของกรดซัลฟูริก (H2SO4) ตอปริมาณน้ําตาล 
รีดิวซจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 
 จากผลการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาที่เพิ่มขึ้นในการเตรียมวัตถุดิบจาก 

น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม มีผลใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นตามระยะเวลาที่
ใชในการเตรียมวัตถุดิบ แตจะเห็นไดวาการเพิ่มความเขมขนของกรดซัลฟูริกไมไดมีผลตอปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ เนื่องจากการที่คารโบไฮเดรตทําปฏิกิริยากับกรดเขมขนทําใหพันธะไกลโคซิดิกถูก
ทําลายไดผลิตภัณฑเปนโมโนแซ็คคาไรด และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น ทําใหโมโน
แซ็คคารไรดเกิดปฏิกิริยาการดึงน้ําออกจากโมเลกุล โดยการยอยสลายดวยกรดไดเปนผลิตภัณฑ คือ 
สารประกอบ furfural หรืออนุพันธของ furfural ขึ้นอยูกับชนิดของโมโนแซ็คคาไรดที่เปนสารตั้ง
ตน (Purwadi et al., 2004) ดังนั้นการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยความเขมขน
ของกรดซัลฟูริก 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลาบม 90 นาที 
มีคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต 
  ดังนั้น จากการศึกษาผลของระยะเวลาบมและความเขมขนของกรดซัลฟูริกตอ
ประสิทธิภาพของกระบวนการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยการตรวจวัด
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซ จะเห็นไดวา ระยะเวลาในการบม มีผลตอปริมาณน้ําตาล
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ทั้งสองชนิด แตความเขมขนของกรดซัลฟูริกไมไดมีผลตอปริมาณน้ําตาลทั้งสองชนิด ซ่ึงน้ําเสียที่
ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 90 นาที มี
ปริมาณน้ําตาลทั้งสองชนิดสูงกวาชุดการทดลองอื่น 

3.3.2 ผลของระยะเวลาบมและความเขมขนของดางตอประสิทธิภาพของกระบวนการ
เตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
  การเตรียมวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยดาง ผลิตภัณฑที่ไดขึ้นอยูกับ
ปริมาณของลิกนิน และกลไกที่เกิดขึ้น ซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยาของพันธะเอสเทอรระหวางโมเลกุลที่
เช่ือมไซแลนกับสารประกอบอื่นๆ เชน ลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส จํานวนรูพรุนภายในโมเลกุลของ
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะเพิ่มขึ้น เมื่อมีการสลายพันธะตางๆ ที่เช่ือมกันอยูภายในโมเลกุล 
(Sun and Cheng, 2002 ; McMillan 1994) การปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยดางที่
เจือจางทําใหเกิดการเปลี่ยนโครงสราง และทําใหเกิดการกําจัดลิกนินออก (Sun and Cheng, 2002 ;     
Fan et al., 1987) 

3.3.2.1 ผลของระยะเวลาบมและความเขมขนของดางตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

  จากการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยดาง 
(โซเดียมไฮดรอกไซด) ความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการบม 30, 60 และ 90 นาที ผลการศึกษาพบวา น้ําเสียที่ผานการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ระยะเวลาบม 30 และ 60 นาที ไมทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้น
กวาชุดควบคุม โดยตัวอยางน้ําเสีย มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 16.44 ± 0.53 และ 27.90 ± 0.06 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ ซ่ึงมีคาลดลงจากชุดควบคุมที่มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 29.42 ± 0.13 กรัมตอลิตร 
แตเมื่อเพิ่มระยะเวลาบมเปน 90 นาที พบวาตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มขึ้นเปน 30.32 ± 
0.24 กรัมตอลิตร ซ่ึงมีคาสูงกวาระยะเวลาบมอ่ืนๆ และชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (แสดงดังภาพที่ 3.4) 
  สําหรับชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 
2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 
พบวาผลการศึกษาเปนไปเชนเดียวกับชุดการทดลองที่ใชความเขมขนโซเดียมไฮดรอกไซด            
1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร คือ เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการบมทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้น แตชุดการทดลองที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลาบม 30 นาที ไมสามารถทําใหตัวอยางน้ําเสีย
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มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้นกวาชุดควบคุม (มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 29.42 ± 0.13 กรัมตอ
ลิตร) โดยมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 14.56 ± 0.08 กรัมตอลิตร ซ่ึงแตกตางจากชุดการทดลองที่
ใชระยะเวลาบม 60 และ 90 นาที พบวาตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 32.86 ± 0.02 
และ 41.13 ± 1.00 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (แสดงดังภาพที่ 3.4) ซ่ึงมีคาเพิ่มขึ้นจากชุดการทดลอง
ของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ไมไดผานการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (ชุด
ควบคุม) และพบวาทุกชุดการทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อม่ัน 
95 เปอรเซ็นต  

สําหรับความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซน็ต
โดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30, 60 และ 90 นาที พบวาการ
เพิ่มความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดจาก 1 เปน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ทําใหตัวอยาง
น้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้น(แสดงดังภาพที่ 3.4) พบวาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยเฉพาะ
ชุดการทดลองที่ใชระยะเวลาบมนานขึ้น สงผลใหมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มขึ้น ซ่ึงมีความ
สอดคลองกับการทดลองของ Punnapayak และ Hoffmann (1994) โดยทําการปรับสภาพหญาแฝก
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ในอัตราสวนโซเดียม  
ไฮดรอกไซดตอตัวอยางพืช เทากับ 2 :1 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดยกอนการปรับ
สภาพวัตถุดิบมีปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เทากับ 34.4  34.0 และ 16.0 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ พบวาสัดสวนเซลลูโลสเพิ่มขึ้นเปน 55.5 เปอรเซ็นต สวนเฮมิเซลลูโลสและลิกนินลดลง เปน 
15.2 และ 11.6 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและ
ระยะเวลาที่สารละลายเดือด มีผลตอความสามารถในการทําปฏิกิริยาของโซเดียมไฮดรอกไซดกับ
องคประกอบในวัตถุดิบ (เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส) ซ่ึงถาใชปริมาณความเขมขนมากขึ้น และ
ระยะเวลาเพิ่มขึ้นจะทําใหเกิดการเปลี่ยนโครงสรางกลายเปนหนวยที่มีขนาดเล็กลง 
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ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต  
 

ภาพที่ 3.4 ผลของระยะเวลาในการบมและความเขมขนของดาง (NaoH) ตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
จากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 
3.3.2.2 ผลของระยะเวลาบมและความเขมขนของดางตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซใน

น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
จากการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยโซเดียม 

ไฮดรอกไซดความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลาในการบม 30, 60 และ 90 นาที พบวาตัวอยางน้ําเสียที่เตรียมดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เมื่อเพิ่มระยะเวลาบม ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาล
รีดิวซลดลง โดยตัวอยางน้ําเสียที่ใชระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 นาที มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 
5.11± 0.11, 4.78 ± 0.10 และ 4.77 ± 0.03 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต แตชุดการทดลองที่ใชระยะเวลาบม 60 
และ 90 นาที พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซน็ต ซ่ึง
ชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียที่ใชระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 นาที มีปริมาณน้ําตาล
รีดิวซลดลงจากชุดการทดลองที่ไมผานการเตรียมวัตถุดิบ (ชุดควบคุมซ่ึงมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เทากับ 5.12 ± 0.01 กรัมตอลิตร) ดังแสดงในภาพที่ 3.5 
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  สําหรับชุดการทดลองที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30, 60 
และ 90 นาที พบวาผลการศึกษาไมเปนเชนเดียวกับชุดการทดลองที่ใชความเขมขนของโซเดียม ไฮด
รอกไซด 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร คือ ที่ระยะเวลาบม 30 และ 60 นาที ตัวอยางน้ําเสียมี
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นจากชุดควบคุมเปน 6.15 ± 0.03 และ 6.58 ± 0.02 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
แตเมื่อเพิ่มระยะเวลาบมเปน 90 นาที พบวามีปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงเทากับ 4.91 ± 0.04 กรัมตอ
ลิตร ซ่ึงชุดควบคุมมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 5.12 ± 0.01 (แสดงดังภาพที่ 3.5) ดังนั้นตัวอยางน้ํา
เสียท่ีผานการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 
ระยะเวลาบม 60 นาที ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาชุดการทดลองอื่น และมีคา
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต   

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภมู ิ45 องศา
เซลเซียส ระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 นาที พบวาการเพิ่มความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดจาก 
1 เปน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ทําใหตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มสูงขึ้น อาจ
เนื่องจากการกําจัดลิกนินและทําลายพันธะของโมเลกุลน้ําตาล ทําใหเซลลูโลสมีการเปลี่ยนแปลง
ขนาดและเพิ่มพื้นผิว ทําใหเกิดปฏิกิริยาการยอยสลายของเซลลูโลสเปนน้ําตาลรีดิวซ สงผลใหมี
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น (Gapta and Demirbas, 2010) ซ่ึงสอดคลองกับการเตรียมวัตถุดิบจากลําตน
ของฝายดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ระยะเวลาบม 90 นาที ทําใหมีการกําจัด
ลิกนินออก เพื่อลดโครงสรางผลึกและสงผลใหเกิดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวปริมาณเพิ่มขึ้น (Silverstein 
et al., 2007) 
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ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต  
 

ภาพที่ 3.5 ผลของระยะเวลาในการบมและความเขมขนของดาง (NaoH) ตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
จากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 

  จากการศึกษาผลของระยะเวลาบมและความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอ
ประสิทธิภาพของกระบวนการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จะเห็นไดวา
ระยะเวลาในการบม มีผลตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมด แตความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด ไมมี
ผลตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมด สวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซ พบวาระยะเวลาในการบมและความเขมขน
ของโซเดียมไฮดรอกไซด มีผลตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ซ่ึงผลการทดลองที่ไดมีความสอดคลองกับ
การเตรียมวัตถุดิบจากหญา castal bermuda ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน 0.5-3 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลา 15-90 นาที บมที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และทํา
การยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมเซลลูไบเอส 76.4 FPU/mL และ 283.1 CBU/mL โดย
สภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมวัตถุดิบ คือ บมที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที 
โดยใชความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด 0.75 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร มีผลผลิตน้ําตาล
รีดิวซเทากับ 71 เปอรเซ็นต (Wang et.al., 2009) 
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 3.3.3 ผลของกระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน (การตม) ตอปริมาณน้ําตาลจากน้ํา
เสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

การศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวของกับการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
พบวาวิธีการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน เชน การตม จะชวยลดการเปนผลึกของเซลลูโลสและทํา
ใหเกิดการเพิ่มรูพรุนของวัตถุดิบ นอกจากนี้พบวาในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม มีสารประกอบ
ที่มีผลตอการเจริญของจุลินทรีย เชน สารประกอบฟนอลิก (Phenolic compound), furfural และ Hydroxymethyl 
furfural (HMF) (Klinke et al., 2003) เนื่องจากในกระบวนการผลิตมีการใชอุณหภูมิสูง ซ่ึงการตมที่อุณหภูมิน้ํา
เดือด ชวยทําลายสารพิษเหลานี้ได และหยุดปฏิกิริยาไลโปไลซิสของการเกิดกรดและไขมันอิสระ
จากน้ําเสียในกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม จากผลการศึกษานี้จึงนําน้ําเสียมาผานกระบวนการตมที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

จากการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยความรอน ที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ระยะเวลาตางๆ คือ 30, 60 และ 90 นาที พบวาตัวอยางน้ําเสียจากโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลม มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้น คือ ปริมาณทั้งหมดเทากับ 17.39 ± 0.43 22.09 ± 
0.02 และ 25.48 ± 0.26 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางน้ําเสียที่ไมผานการเตรียม
วัตถุดิบดวยความรอน (ชุดการทดลองควบคุมมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 15.42 ± 0.35 กรัมตอ
ลิตร) และทุกชุดการทดลองมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองจะเห็นไดวาการเตรียมวัตถุดิบดวย ความรอน (การ
ตม) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 90 นาที มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดสูงสุด (ดังแสดงใน
ภาพที่ 3.6) 
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ภาพที่ 3.6 ผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน (การตม) จากน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 

เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลรีดิวซของตัวอยางน้ําเสียที่ใหความรอน (การตม) บมที่อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส ระยะเวลาตางๆ คือ 30, 60 และ 90 นาที พบวาที่ระยะเวลาการบม 30 นาที ทําให
ตัวอยางน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด มีคาเทากับ 4.61 ± 0.10 กรัมตอลิตร (ดังแสดงในภาพที่ 
3.7) ซ่ึงมีคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาตัวอยางน้ําเสียที่ไมใหความรอน (มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เทากับ 4.55 ± 0.02) แตเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการบม พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซมีปริมาณลดลง ซ่ึง
ผลการทดลองจากการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยความรอน (การตม) 
เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการใหความรอน มีผลทําใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มขึ้น แตปริมาณน้ําตาล
รีดิวซลดลง อาจเนื่องมาจากกลไกการสลายตัวดวยความรอนของน้ําตาลที่ เกิดขึ้นไดหลาย
กระบวนการ โดยเกิดจากการที่น้ําตาลเฮกโซส และน้ําตาลเพนโทส สูญเสียน้ําและเปลี่ยนแปลง
โครงสราง ซ่ึงชนิดของน้ําตาลที่ใหความรอนมีผลตอการเกิดปฏิกิริยา เนื่องจากน้ําตาลแตละชนิดมี
จุดหลอมเหลว (Melting point)ที่แตกตางกัน จึงทําใหเกิดปฏิกิริยาตางกัน มี 2 ปฏิกิริยาที่สําคัญ คือ  

1. ปฏิกิริยาเมลลารด (Maillard reaction) เปนปฏิกิริยาที่น้ําตาลรีดิวซ ซ่ึงมีหมูที่เปนอัลดี
ไฮด และคีโตน ทําปฏิกิริยากับสารประกอบไนโตรเจน เชน เอมีน โปรตีน ทําใหเกิดสารสีน้ําตาลที่
เรียกวา เมลานอยดิน (melanoidins) 
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2. ปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน (Caramelization reaction) เปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากการให
ความรอนแกน้ําตาลในสภาวะที่ไมมีสารประกอบไนโตรเจน เกี่ยวของกับการสูญเสียน้ํา การยอย
สลาย และการเกิดพอลิเมอร (พิศมัย ศรีชาเยช, 2547)  

ดังนั้นจากปฏิกิริยา 2 ปฏิกิริยานี้ทําใหปริมาณน้ําตาลไดที่จากการยอยสลาย เกิดการเปลี่ยนแปลง
รูปรางและเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑอ่ืน ทําใหน้ําตาลที่ไดมีปริมาณลดลง 
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ภาพที่ 3.7 ผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน (การตม) จากน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม บมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 
แตเมื่อพิจารณางานวิจัยของกัลยา อยูนาน (2546) พบวาผลการทดลองที่ไดมีความแตกตาง

กับผลการทดลองขางตน ซ่ึงทําการศึกษาการปรับสภาพวัสดุหมักที่เปนผลพลอยไดจากการ
เพาะปลูกขาว 4 ชนิด ไดแก แกลบ ปลายขาว รําละเอียด และรําหยาบ โดยใชหมอนึง่ความดนัไอ ทีอุ่ณหภมู ิ
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที พบวาการปรับสภาพดวยความรอน ทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เพิ่มขึ้น โดยกอนปรับสภาพดวยความรอนมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 1.44, 5.78, 4.55 และ 6.21 
มิลลิกรัมตอกรัมวัสดุหมัก ตามลําดับ และหลังการปรับสภาพดวยความรอน พบวามีปริมาณน้ําตาล
รีดิวซเทากับ 5.70, 20.95, 20.64 และ 8.98 มิลลิกรัมตอกรัมวัสดุหมัก และงานวิจัยของทัศนีย เจียรพสุ
อนันต (2545) ที่ศึกษาการยอยสลายเศษอาหารดวยความรอนเพียงอยางเดียว บมที่อุณหภูมิ 100 
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องศาเซลเซียส เวลา 0-90 นาที พบวาความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซสูงจะขึ้นเรื่อยๆ เมื่อเวลาผานไป 
โดยความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่อัตราสวนของเศษอาหารตอน้ําเทากับ 6 ตอ 10 สูงสุด ที่เวลา 80 
นาที มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 23.98 กรัมตอลิตร 

3.3.4 ผลของกระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกรวมกับความรอน (การตม) ตอ
ปริมาณน้ําตาลจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 จากผลการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยกรด       
ซัลฟูริกความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 นาที พบวา
ความเขมขนของกรดซัลฟูริก 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 90 นาที มีปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซสูงกวาชุดการทดลองอื่น โดยมีคาเทากับ 61.56 ± 0.86 และ 7.99 ± 0.01 กรัม
ตอลิตร ตามลําดับ จากผลดังกลาวจึงทําการศึกษาในขั้นตอนตอไปดวยการเตรียมวัตถุดิบดวย
กรดซัลฟูริกรวมกับความรอน (การตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส) ระยะเวลาตางๆ คือ 30 60 และ 
90 นาที พบวาน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มขึ้นจากการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกเพียง
อยางเดียว โดยชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร รวมกับความรอน(การตม) ระยะเวลา 30 นาที มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดสูงกวาชุดการ
ทดลองอื่น ซ่ึงมีคาเทากับ 97.97 ± 4.70 กรัมตอลิตร (แสดงดังภาพที่ 3.8) เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบ
การเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยกรดซัลฟูริกรวมกับความรอน (การตม) 
และความรอน (การตม) เพียงอยางเดียว (ดังแสดงภาพที่ 3.6) พบวาการเตรียมวัตถุดิบที่ใชกรด      
ซัลฟูริกรวมกับความรอนใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดสูงกวาชุดการทอลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวย
ความรอนเพียงอยางเดียว  
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ภาพที่ 3.8 ผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเปรียบเทียบการเตรียม
วัตถุดิบดวยกรด ซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตรวมกับความรอน (การตม) บม
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 
 เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ผลที่ไดมีความขัดแยงกับปริมาณน้ําตาลทั้งหมด            
ซ่ึงพบวาน้ําเสียที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่
ระยะเวลา 90 นาที รวมกับการใหความรอน (การตม) ทําใหตัวอยางน้ําเสีย มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง
จากการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกเพียงอยางเดียว โดยชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวย
กรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร รวมกับความรอน (การตม) ที่ระยะเวลาบม 30 นาที 
มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาชุดการทดลองอื่น ซ่ึงมีคาเทากับ 4.22 ± 0.05 กรัมตอลิตร (แสดงดังภาพที่ 
3.9) 
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ภาพที่ 3.9 ผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเปรียบเทียบการเตรียม
วัตถุดิบดวยกรด ซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตรวมกับความรอน (การตม) บม
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

  
 แตเมื่อนํามาเปรียบเทียบกับการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ดวยการ
ใชความรอน(การตม) เพียงอยางเดียว (แสดงดังภาพที่ 3.7) พบวาการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน
เพียงอยางเดียว (มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 4.61 ± 0.10 กรัมตอลิตร) ซ่ึงมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาการ
เตรียมวัตถุดิบดวยกรดรวมกับความรอน อาจเนื่องจากการเตรียมวัตถุดิบดวยการใชความรอน 
น้ําตาลรีดิวซ เปนโมโนแซคคาไรดชนิดอัลโดสจะแสดงคุณสมบัติในการเปนสารรีดิวซ คือ ให
อิเล็คตรอนได อัลโดสที่ละลายอยูในน้ํา วงแหวนจะเปดออก เพื่อเปลี่ยนจากอะโนเมอรหนึ่งไปเปน
อีกอะโนเมอรหนึ่งโดยผานตัวกลางที่อยูในรูปโซเปดที่มีหมูอัลดีไฮดอิสระ จึงทําใหสามารถถูก
ออกซิไดซไดงาย จึงทําใหมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น (มนตรี จุฬาวัฒนทล และคณะ, 2542) 
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 3.3.5 ผลของกระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับความรอนตอ
ปริมาณน้ําตาลจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

จากผลการทดลองการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยโซเดียมไฮ   
ดรอกไซดความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลาบม 30, 60 และ 90 นาที 
พบวาชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลาบม 60 นาที มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาชุดการทดลองอื่น ซ่ึงมีคา
เทากับ 6.58 ± 0.02 กรัมตอลิตร จากผลดังกลาวจึงทําการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบในขั้นตอนตอไป
ดวยการใชโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับความรอน (การตม) ระยะเวลาตางๆ คือ 30, 60 และ 90 นาที 
พบวาน้ําเสียมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มขึ้นจากการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเพียง
อยางเดียว โดยชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลาบม 60 นาที รวมกับความรอน (การตม) ระยะเวลา 30 นาที พบวา
มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดสูงกวาชุดการทดลองอื่น และมีคาเทากับ 46.80 ± 0.22 กรัมตอลิตร (แสดงดัง
ภาพที่ 3.10) ซ่ึงจากผลการทดลองเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับการเตรียมวัตถุดิบดวยความรอนเพียงอยาง
เดียว พบวาการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับความรอน (การตม) มีปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดสูงกวาการใชความรอนเพียงอยางเดียว อาจเนื่องมาจากโซเดียมไฮดรอกไซดทําปฏิริยา
เซลลูโลสในน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลมทําใหเกิดการยอยสลายเปนน้ําตาลไดดีกวาการใชความ
รอนเพียงอยางเดียว 
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ภาพที่ 3.10 ผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียม
วัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) โดยปริมาตรเปรียบเทียบกับการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยโซเดียม ไฮดรอกไซด (NaOH) รวมกับความรอน (การตม) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 
 เมื่อพิจารณาผลปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการทดลอง ดังแสดงในภาพที่ 3.11 จะเห็นไดวา
การเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับความรอน(การตม) เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการให
ความรอน ทําใหตัวอยางน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง โดยชุดการ
ทดลองที่มีคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด คือ ชุดการทดลองที่มีการใหความรอนที่ระยะเวลา 30 นาท ี
ซ่ึงมีคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทากับ 4.73 ± 0.08 กรัมตอลิตร ซ่ึงผลการทดลองที่ไดมีความแตกตาง
กับปริมาณน้ําตาลทั้งหมด พบวาการเพิ่มระยะเวลาในการบมทําใหมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มขึ้น 
อาจเนื่องจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและความรอน มีผลตอการเกิดปฏิกิริยาการยอยสลาย
โดยตรงกับเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสในน้ําเสีย ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางเปนน้ําตาล 
นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบการเตรียมวัตถุดิบดวยการใชความรอนเพียงอยางเดียว พบวาการเตรียม
วัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับความรอน มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยการใชความรอนเพียงอยางเดียว เนื่องจากการเตรียมวัตถุดิบของน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามัน

    



 59 

ปาลม ซ่ึงเปนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดทําใหพันธะเอสเตอร
ระหวางลิกนิน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลสเกิดการแตกตัว (Gáspár et al., 2007) และเมื่อใชความ
รอนรวมทําใหเกิดการสลายพันธะไดดีขึ้น จากผลการทดลองที่ไดมีความสอดคลองกับการศึกษา
ของ Zhu และคณะ (2005) ซ่ึงไดทําการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบจากซังขาวดวยคลื่นแมเหล็กไฟฟา 
(เตาอบไมโครเวฟ) รวมกับการใชสารละลายดาง (โซเดียมไฮดรอกไซด) เปรียบเทียบกับการใช
สารละลายดางเพียงอยางเดียว พบวาการเตรียมวัตถุดิบแบบรวมทําใหเกิดการทําปฏิกิริยาของ
เอนไซมสูงกวา และใหผลิตภัณฑที่เปนน้ําตาลรีดิวซสูงกวาการใชดางเพียงอยางเดียว โดยผลการ
ทดลองดังกลาวของ Zhu และคณะ (2005) มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 24.8 ± 0.7 กรัมตอลิตร เมื่อใชคล่ืน
แมเหล็กไฟฟาที่ความถี่ 700 วัตต และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร 

 

c

f g

e
d

b

a

0

2

4

6

8

10

1 2 3 4

ระยะเวลาใหความรอน (นาที)

ปร
ิมา

ณน
้ําต

าล
รีด

ิวซ
 (ก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

  ชุดควบคุม                                   30                                   60                                   90 

2% ดาง 2% ดาง+ตม  
 

ภาพที่ 3.11 ผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) โดยปริมาตรเปรียบเทียบการเตรียมวัตถุดิบดวย
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) รวมกับความรอน (การตม) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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3.4 ผลการศึกษาการใชเอนไซมเซลลูเลส 
 เมื่อทําการเตรียมวัตถุดิบจากชีวมวล ซ่ึงเปนวัตถุดิบที่มีความทนตอการยอยสลาย จะตองมี
การแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลดการเปนผลึกของเซลลูโลส และเพิ่มการเปนรูพรุนของวัตถุดิบ 
เพื่อใหเอนไซมสามารถทําปฏิกิริยาไดดี (Sun and Cheng, 2002) ซ่ึงการเตรียมวัตถุดิบและการยอย
สลายดวยเอนไซม เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตน้ําตาล สําหรับกระบวนการยอยสลายวัตถุดิบที่เปนลิก
โนเซลลูโลส ซ่ึงเมื่อทําการยอยสลายเซลลูโลสอยางสมบูรณจะไดผลิตภัณฑสุดทาย คือ น้ําตาล
กลูโคส แตถาการยอยสลายเกิดขึ้นไมสมบูรณจะได น้ําตาลกลูโคส เซลโลไบโอส และโอลิโกแซค
คารไรด สวนเฮมิเซลลูโลส เมื่อทําการยอยสลายจะไดน้ําตาลหลายชนิดขึ้นกับโครงสรางของน้ําตาล
ในสวนประกอบเฮมิเซลลูโลส (น้ําตาลไซโลส อะราบิโนส กลูโคส แมนโนส และกาแลคโตส)  
 สําหรับงานวิจัยนี้ น้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอรโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จัดเปนวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสที่มีองคประกอบ คือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงองคประกอบ
นี้มีโครงสรางที่แตกตางกัน เพราะฉะนั้นเมื่อผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบแลว นํามายอยสลาย
ดวยเอนไซมเพื่อใหไดปริมาณกลูโคส ในวัตถุดิบที่เปนสวนของเซลลูโลสจะมีสวนของกลูโคสตอ

กันดวยพันธะ β-1,4-Glucosidic linkage (Harmsen et al., 2010) เพราะฉะนั้นในการยอยสลายเซลลูโลส 
จึงตองใชเอนไซมเซลลูเลส เพื่อใหไดปริมาณน้ําตาล ซ่ึงเปนสารตั้งตนที่จุลินทรียสามารถนําไปใช
ในกระบวนการผลิตเอทานอล 
 3.4.1 ผลของการยอยสลายโดยใชเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา Trichoderma reesei ตอ
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ 

จากการศึกษาการไฮโดรไลซีสของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานกระบวนการ
เตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 90 นาที รวมกับความ
รอน (การตม) ระยะเวลา 30 นาที (ชุดการทดลองที่ 1) และการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮ ดรอก
ไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลาบม 60 นาทีรวมกับความรอน (การ
ตม) ระยะเวลา 30 นาที (ชุดการทดลองที่ 2) แลวทําการศึกษาการยอยสลายโดยใชเอนไซมเซลลูเล
สจากเชื้อ Trichoderma reesei 6 ยูนิตตอมิลลิลิตร พบวาชุดการทดลองที่ 1 มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
กอนและหลังเติมเอนไซม เทากับ 97.97 ± 4.70 และ 11.56 ± 0.66 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สําหรับชุด
การทดลองที่ 2 มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดกอนและหลังเติมเอนไซมเทากับ 48.80 ±0.20 และ 17.71 ± 
0.61 กรัมตอลิตร ซ่ึงพบวาตัวอยางน้ําเสียทั้งสองชุดการทดลอง มีคาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดลดลง
หลังจากที่เติมเอนไซมเซลลูเลส (ดังแสดงในภาพที่ 3.12) เนื่องจากปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ําตาลที่มีองคประกอบของลิกโนเซลลูโลสมีการเปลี่ยนแปลงโครงสราง ซ่ึง
โครงสรางของลิกโนเซลลูโลสที่ภายในประกอบดวยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน อาจจะ
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ลิกนินและเฮมิเซลลูโลสประกอบกันเปนเปลือกหุมรอบๆตัวเซลลูโลสอยู ดังนั้นการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยกรดซัลลฟูริกและโซเดียมไฮดรอกไซดจะแยกเอาสวนลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออก จึงเหลือ
เซลลูโลสที่เกิดจากน้ําตาลหลายชนิดตอกัน เมื่อใชเอนไซมเซลลูเลสไปยอยสลายเซลลูโลส 
เอนไซมอยูในสภาวะที่เหมาะสม ทํางานไดดี จะทําใหเกิดการเปลี่ยนโครงสรางน้ําตาล น้ําตาลที่ได
จึงมีปริมาณลดลง ซ่ึงผลการทดลองขางตนมีความสอดคลองกับผลการทดลองของวิไลวรรณ ลีนะ
กุล (2552) ที่ทําการศึกษาการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบที่เปนไมไผโดยอาศัยการทําปฏิกิริยาดวย
กรดซัลฟูริกความเขมขน 0.6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก หลังจากนั้นนําไปยอยสลายโดยใชเอนไซม
เซลลูเลสคอมเพล็กซ พบวาปริมาณน้ําตาล มีคาลดลงหลังจากใชเอนไซมในการยอยสลายเซลลูโลส
ที่เปนองคประกอบภายในของผนังเซลลพืช  
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ภาพที่ 3.12   ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา Trichoderma 
reesei ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก
รวมกับการใหความรอนและโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับการใหความรอน 

หมายเหตุ :    ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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3.4.2 ผลของการยอยสลายโดยใชเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา Trichoderma reesei  ตอปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ 

จากการศึกษาการ Hydrolysis (การยอยสลาย) ของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผาน
กระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 90 
นาที รวมกับความรอน (การตม) ที่ระยะเวลา 30 นาที (ชุดการทดลองที่ 1) และการเตรียมวัตถุดิบ
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลาบม 60 นาที 
รวมกับความรอน (การตม) ที่ระยะเวลา 30 นาที (ชุดการทดลองที่ 2) แลวทําการศึกษาการยอยสลาย
โดยใชเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei โดยชุดการทดลองที่ 1 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
กอนและหลังเติมเอนไซม เทากับ 4.22  ± 0.13 และ 4.52 ± 0.37 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สําหรับชุด
การทดลองที่ 2 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซกอนและหลังเติมเอนไซมเทากับ 4.73 ±0.08 และ 2.58 ± 0.05 
กรัมตอลิตร (แสดงดังภาพที่ 3.13) ซ่ึงชุดการทดลองทั้งสองชุดการทดลองมีความแตกตางกัน โดย
ชุดการทดลองที่ 1 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นเล็กนอยหลังจากการเติมเอนไซมเซลลูเลส สวนชุด
การทดลองที่ 2 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงหลังจากเติมเอนไซมเซลลูเลส เนื่องมาจากวัตถุดิบ
ประเภทลิกเซลลูโลสที่การเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก กรดซัลฟูริกจะไปแยกสวนของลิกนิน
และเฮมิเซลลูโลสออก เหลือสวนที่เปนเซลลูโลส เมื่อใชเอนไซมเซลลูเลสไปยอยสลายเซลลูโลสจะ
ไดน้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) ซ่ึงเปนน้ําตาลที่มีหนวยเล็กที่สุด ทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดเพิ่มขึ้น
หลังจากการใชเอนไซมเซลลูเลส สวนการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดจะมีการแยก   
ลิกนินออกจากโครงสราง เหลือสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสจับกับเซลลูโลส ดังนั้นเมื่อใชเอนไซม
เซลลูเลสไปยอยสลาย ทําใหเอนไซมไมสามารถเขาไปทําปฏิกิริยาโดยตรงกับเซลลูโลสได แตไป
ทําปฏิกิริยากับน้ําตาลรีดิวซที่ไดในขั้นตอนแรก ดังนั้นปริมาณน้ําตาลที่ไดจึงลดลงและอาจเกิดจาก
การทําปฏิกิริยาในขั้นตอนแรกที่ทําใหเกิดผลิตภัณฑที่เปนพิษ เชน furfural และ 5-hydroxymethyl 
furfural (HMF) โดยสงผลตอการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส (Gupta and Demirbas, 2010) ซ่ึงผล
ที่ไดมีความสอดคลองกับการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและ
ไมโครเวฟ (700W) เปนเวลา 30 นาที แลวนําไปยอยดวยเอนไซม พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลง
นอยกวา 5 กรัมตอลิตร (น้ําตาลรีดิวซกอนการยอยสลายดวยเอนไซม 34.9 ± 0.4 กรัมตอลิตร) แสดง
ใหเห็นวาน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการเตรียมวัตถุดิบจะเปนสารตั้งตนในกระบวนการยอยสลายดวย
เอนไซม (Zhu et. al., 2005a)  
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ภาพที่ 3.13  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา Trichoderma 
reesei ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรด      
ซัลฟูริกรวมกับการใหความรอนและโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับการใหความรอน 

หมายเหตุ :  ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ  
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 
3.5 ผลการศึกษากระบวนการผลิตเอทานอล 
 ขั้นตอนการหมักเอทานอล เปนกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกิดจากการทํางาน
ของเชื้อยีสตในการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสใหเปนเอทานอล ภายใตสภาวะที่ปราศจากออกซิเจน 
โดยทั่วไปการหมักแบบครั้งคราว (batch fermentation) จะใชเวลาประมาณ 2-3 วัน เพื่อใหไดเอทานอลที่มี
ความเขมขนประมาณ 8-12 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ซ่ึงตามทฤษฎียีสตจะเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสเปนเอทา
นอลได 51.1 เปอรเซ็นต และคารบอนไดออกไซด 48.9 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และมีความรอนเกิดขึ้น
ดวย แตในทางปฏิบัติน้ําตาล 95 เปอรเซ็นต จะเปลี่ยนไปเปน เอทานอล สวนน้ําตาล 5 เปอรเซ็นตที่
เหลือ ยีสตจะนําไปใชในการเจริญเติบโตเพื่อสรางพลังงานและบางสวนถูกเปลี่ยนไปเปนผลผลิตพลอย
ไดบางชนิด (by product) เชน อะซีตัลดีไฮด กรดน้ําสม กลีเซอรอล กรดแลคติกและฟวเฟอรัล
เล็กนอย (Zoecklein et al., 1995) 
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 การนําวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสซึ่งประกอบไปดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ
ลิกนินมาผลิตเอทานอล ตองมีการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 
และนํามาหมักใหไดเอทานอลดวยเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงปจจัยที่มีอิทธิพลตอการ
ผลิตเอทานอล คือ สายพันธุจุลินทรีย ชนิดและความเขมขนของสารตั้งตน ปริมาณเอทานอล 
สารอาหาร (ไนโตรเจน) และสภาวะแวดลอม เชน อุณหภูมิ pHเร่ิมตนของอาหาร ออกซิเจน และ
คารบอนไดออกไซด (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 

3.5.1 ผลการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการเขยาและไมเขยาของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม

ตอการผลิตเอทานอลของเชื้อยีสต S. cerevisiae  
ในกระบวนการผลิตเอทานอล อัตราการเขยาเปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญ เนื่องจาก

งานวิจัยนี้ใชน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่มีลักษณะของน้ําเสียที่มีความหนืด ทําใหการสัมผัส
ของเชื้อยีสตและน้ําเสียเปนไปไดยาก การเขยาที่เหมาะสมในกระบวนการหมักจะทําใหเชื้อยีสต
สัมผัสกับน้ําเสียซ่ึงเปนแหลงสารอาหารไดมากขึ้น สงผลตอการผลิตเอทานอลใหมีปริมาณเพิ่มขึ้น 
ในงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการเขยาและไมเขยาตอกระบวนการผลิตเอทานอล
ของยีสต  S. cerevisiae โดยใชน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ของ
น้ําเสียเทากับ 5.0 เติมเชื้อยีสต  S. cerevisiae ใหมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1x108 เซลลตอมิลลิลิตร โดย
นําไปบมบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (ชุดการทดลองที่ 
1) และไมเขยา บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (ชุดการทดลองที่ 2) เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนํา
ตัวอยางน้ําเสียมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล และ pH หลังการหมัก 

ผลการทดลองจากตารางที่ 3.2 พบวาน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ความเขมขนของ
น้ําตาลเริ่มตนเทากับ 5.12 กรัมตอลิตร นําไปเขยาดวยอัตราเร็ว 100 รอบตอนาที ยีสต S. cerevisiae 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงกวาชุดการทดลองที่ไมไดเขยา เนื่องจากการเขยามีความสําคัญตอการ
สัมผัสระหวางยีสตและตัวอยางน้ําเสีย ทําใหเกิดการผสมที่ดี ซ่ึงอาจสงผลตอการยอยสลายและการ
เจริญของจุลินทรีย สวนชุดการทดลองที่ไมไดเขยา ทําใหเกิดการผสมที่ไมดี โดยเอทานอลที่ผลิตได
มีปริมาณเทากับ 0.31 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรหรือ 2.45 กรัมตอลิตร มีการใชน้ําตาลรีดิวซเทากับ 
4.96 กรัมตอลิตร มีคา pH หลังการหมักเทากับ 4.32 และชุดการทดลองที่ 2 เอทานอลที่ผลิตไดมีปริมาณ
เทากับ 0.23 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรหรือ 1.81 กรัมตอลิตร มีการใชน้ําตาลรีดิวซเทากับ 3.94 กรัม
ตอลิตร มีคา pH หลังการหมักเทากับ 4.50 เมื่อตรวจวัดปริมาณน้ําตาลหลังการหมักเอทานอล พบวา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซมีคาลดลง อาจเนื่องมาจากยีสต S. cerevisiae นําไปใชในการเจริญเติบโตและ
สรางผลิตภัณฑ เชน เอทานอล และเมื่อพิจารณา pH หลังการหมัก พบวาชุดการทดลองทั้ง 2 มีคา 
pH ลดลงหลังจากหมักเอทานอลดวยยีสต ซ่ึงจากการศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวของ นอกจากยีสตจะใช
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น้ําตาลเพื่อการเจริญเติบโตแลว ยังสรางผลิตภัณฑพลอยได เชน กรดซักซิเนตเกิดขึ้นดวย (ยุทธศักดิ์ 
สุบการี, 2551)  

สําหรับการผลิตเอทานอลจากการทดลอง เมื่อนํามาคํานวณคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน 
(Yp/s) พบวาการเขยาดวยอัตราเร็ว 100 รอบตอนาที มีคา Yp/s เทากับ 0.49 กรัมเอทานอลตอกรัม
น้ําตาลรีดิวซ และชุดการทดลองที่ไมเขยา มีคา Yp/s เทากับ 0.46 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรีดิวซ 
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0.49 

0.46 

 

ตารางที่ 3.2   การผลิตเอทานอลจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยยีสต S. cerevisiae ที่มีปริมาณเชื้อเริ่มตนในอาหารเทากับ 1x108 เซลลตอมิลลิลิตร    
ปรับ pH เริ่มตนเทากับ 5.0 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใชอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที และไมเขยา เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  

66 
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3.5.2 ผลการศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลของน้ําเสียโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม 
 การผลิตเอทานอลที่ดีจะตองใชระยะเวลาในกระบวนการหมักสั้นและใหผลผลิตเอทานอล
สูง ซ่ึงระยะเวลาการหมักขึ้นอยูกับชนิดของสารตั้งตน ชนิดของจุลินทรีย และสภาวะแวดลอมตางๆ 
งานวิจัยนี้จึงทําการการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยยีสต S. cerevisiae โดย
ทําการหมักน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม เปนระยะเวลา คือ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ซ่ึงใชน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมเชื้อยีสต S. cerevisiae ใหมีปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 
1x108 เซลลตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที แลวนํา
ตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล และ pH หลังการหมัก 

ผลจากการทดลองจากตารางที่ 3.3 พบวาน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ที่ระยะเวลาบม 48 
ช่ัวโมง ยีสต S. cerevisiae สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 0.26 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตรหรือ 2.05 กรัมตอลิตร มีการใชน้ําตาลรีดิวซเทากับ 4.23 กรัมตอลิตร และมีคา pH หลัง
การหมักเทากับ 3.67 สําหรับระยะเวลาบม 24 และ 72 ช่ัวโมง มีปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 
0.16 และ 0.18 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรหรือ 1.26 และ 1.42 กรัมตอลิตร ตามลําดับ มีการใชน้ําตาล
รีดิวซเทากับ 3.13 และ 3.98 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีคา pH หลังการหมักเทากับ 4.62 และ 4.31 
และเมื่อพิจารณาผลของเอทานอลจากการทดลองจะเห็นไดวา เมื่อทําการบมที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 
ทําใหผลผลิตเอทานอลที่ไดมีปริมาณมากกวาระยะเวลาบม 24 และ 72 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนระยะเวลาที่เหมาะสม
ตอการผลิตเอทานอล เพราะที่ระยะเวลาบม 24 และ 48 ช่ัวโมง เปนระยะเวลาที่ยีสตเจริญเติบโตและมีการ
ผลิตเอทานอล เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการบม ทําใหน้ําตาลซึ่งเปนสารตั้งตนในกระบวนการผลิตเอทา
นอลมีปริมาณลดลง สงผลใหปริมาณเอทานอลที่ไดมีคาลดลง และนอกจากนี้ปริมาณเอทานอล 
อาจจะไปยับยั้งการเจิรญเติบโตของจุลินทรีย (Tahir et al., 2010) 

โดยมีความขัดแยงกับงานวิจัยของ Kongkiattikajorn และคณะ (2007) พบวาเมื่อเพิ่มระยะเวลาใน
การหมักนานขึ้น (วันที่ 4-5) ทําใหมีปริมาณเอทานอลสูงสุด เนื่องจากวาระบบในสภาวะที่มีปริมาณ
ออกซิเจนต่ํา จะเอื้ออํานวยตอการผลิตเอทานอลของยีสต ทั้งนี้ปริมาณออกซิเจนในระบบมีอิทธิพล
อยางมากตอการผลิตเอทานอล เมื่อมีการเติมอากาศมากทําใหเกิด Pasteur effect คือ ทําใหเกิดการ
ออกซิเดชันของกลูโคสอยางสมบูรณ สงผลใหชีวมวลเพิ่มขึ้นในขณะที่การผลิตเอทานอลลดลง  
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ตารางที่ 3.3  การผลิตเอทานอลจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยยีสต S. cerevisiae ที่มีปริมาณเชื้อเริ่มตนในอาหารเทากับ 1x108 เซลลตอมิลลิลิตร    
ปรับ pH เริ่มตนเทากับ 5.0 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที ที่ระยะเวลาบมตางๆ คือ 24 48 และ 72 ชั่วโมง  

 

เอทานอล 
ระยะเวลาบม 

(ชั่วโมง) 
น้ําตาลรดีิวซเริ่มตน 

(g/L) 
น้ําตาลรดีิวซที่ใชไป 

(g/L) 
pH หลังการหมัก 

(g/L) %(v/v) Yp/s (gp/gs) 

24 5.32 3.13 4.62 1.26 0.16 0.40 

48 5.32 4.23 3.67 2.05 0.26 0.48 

72 5.32 3.98 4.31 1.42 0.18 0.36 
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3.5.3 ผลการศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยยีสต              

S. cerevisiae 
 จากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใชน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 100 มิลลิลิตร แบง
ชุดการทดลองเปน 3 กลุม คือ  

1. น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ไมผานการเตรียมวัตถุดิบ  
2. น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน                        

1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลา 90 นาที และโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักตอปริมาตร) ระยะเวลา 60 นาที 

3. น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบแบบรวม ระหวางสารเคมี (กรดซัล             
ฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลา 90 นาที และโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลา 60 นาที) และความรอน (การตม) อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 30 นาที 

4. น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบแบบรวม และนํามายอยสลาย
ดวยเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei 
 นําชุดการทดลอง 4 กลุม มาผานกระบวนการหมักเอทานอลดวยเชื้อยีสต S. cerevisiae ซ่ึงมี
ปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 1x 108 เซลลตอมิลลิตร นําไปหมักดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส และใชระยะเวลาในการหมัก 48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณ
น้ําตาล และ pH หลังหมัก    
 ผลการทดลองจากตารางที่ 3.4 โดยชุดการทดลอง 1 น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ไมผานการ
เตรียมวัตถุดิบและการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลส พบวามีปริมาณเอทานอลสูงกวาชุดการทดลองอื่น 
คือ 0.21 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรหรือ 1.66 กรัมตอลิตร มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเริ่มตนเทากับ 5.56 กรัม
ตอลิตร และน้ําตาลรีดิวซที่ใชไปเทากับ 3.56 กรัมตอลิตร มีคา pH หลังการหมักเทากับ 4.47 สวนชุด
การทดลองที่ 2 น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลา 90 นาที และโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร) ระยะเวลา 60 นาที มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (น้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน) เทากับ 7.99 และ 6.58 กรัมตอลิตร 
พบวาผลิตเอทานอลไดเทากับ 0.13 และ 0.11 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรหรือ 1.02 และ 0.87 กรัมตอลิตร และมีคา 
pH หลังการหมักเทากับ 4.52 และ 4.63 ตามลําดับ สวนชุดการทดลองที่ 3 น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่
ผานการเตรียมวัตถุดิบแบบรวม (กรดซัลฟูริกรวมกับความรอนและโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับ
ความรอน) มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (น้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน) เทากับ 8.12  และ 6.64 กรัมตอลิตร พบวาผลิต
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เอทานอลไดเทากับ 0.17 และ 0.15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรหรือ 1.42 และ 1.18 กรัมตอลิตร ตามลําดับ มี
การใชน้ําตาลรีดิวซเทากับ 3.38 และ 3.62 กรัมตอลิตร และมีคา pH หลังการหมักเทากับ 4.23 และ 4.43  
ตามลําดับ จากชุดการทดลองที่ 3 จะเห็นไดวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดการเตรียมวัตถุดิบมีปริมาณ
เพิ่มขึ้น เมื่อมีการใชความรอนรวมดวย อาจเกิดจากความรอนที่ใชในการเตรียมวัตถุดิบ ชวยในการ
ฆาเชื้อและลดการปนเปอนในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม และเมื่อนํามาผลิตเอทานอล พบวา
ปริมาณเอทานอลที่ไดนอยกวาชุดการทดลองที่ 1 อาจจะเปนเพราะน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากเตรียมวัตถุดิบ
เกิดปฏิกิริยากับกรดซัลฟูริก เปล่ียนน้ําตาลรีดิวซเปนผลิตภัณฑอ่ืน เชน furfural และ 5-hydroxymethyl 
furfural (HMF) ทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดลดลงและสารเคมี (กรดซัลฟูริกและโซเดียมไฮดรอก
ไซด) ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ทําใหเกิดสภาวะที่ไมเหมาะสม มีผลยับยั้งการผลิตเอทานอ
ของยีสต S. cerevisiae ทําใหปริมาณเอทานอลที่ไดลดลงจากชุดการทดลองที่ 1 และชุดการทดลอง
ที่ 3 น้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบแบบรวม (กรดซัลฟูริกและโซเดียมไฮ
ดรอกไซดรวมกับความรอน) และนําไปยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลส พบวาผลิตเอทานอลได
เทากับ 0.07 และ 0.09 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรหรือ 0.55 และ 0.71 กรัมตอลิตร มีการใชน้ําตาล
รีดิวซเทากับ 1.82 และ 2.34 กรัมตอลิตร มีคา pH หลังการหมักเทากับ 4.14 และ 4.54 โดยมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซลดลง (น้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนนอย) ทําใหการผลิตเอทานอลที่ไดลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดการทดลองที่ 1 และ 2 
 เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบชนิดเดียวกัน คือ น้ําทิ้งโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม จากงานวิจัยของพงษศักดิ์ นพรัตน (2552) ดวยสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล
จากน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมโดยใชเชื้อ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum PSU-2 
ซ่ึงใชน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรเปนแหลงสารอาหาร มีคาความเขมขน
ของเอทานอลเทากับ 0.58 และ 0.35 กรัมตอลิตร นอกจากนี้ยังมีคาพารามิเตอรตางๆไดแก ปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดเทากับ 8.55 และ 6.86 กรัมตอลิตร และผลผลิตเอทานอล(Yp/s) เทากับ 0.17 และ 0.13 กรัมเอทา
นอลตอกรัมน้ําตาลทั้งหมด ซ่ึงปริมาณเอทานอลที่ผลิตจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมและใช
น้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรมีคานอยกวางานวิจัยช้ินนี้ อาจเนื่องมาจากน้ําเสียตางโรงงาน และ               
จุลินทรียที่ใชในการหมักแตกตางกัน จากงานวิจัยเลือกใชเชื้อ S. cerevesiae ที่สามารถใชน้ําตาลได
หลายชนิด เชน น้ําตาลฟรุกโตส น้ําตาลไซโลส และน้ําตาลซูโครส เปนตน ซ่ึงในน้ําเสียโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลมจากเครื่องดีแคนเตอรที่ผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบดวยกรกซัลฟูริกและ
โซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับความรอน (การตม) และนํามายอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลส พบวามี
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ปริมาณน้ําตาลรีดิวซซ่ึงเปนสารตั้งตนในกระบวนการหมักนอย สงผลใหปริมาณเอทานอลที่ไดมีคา
นอย ซ่ึงมีคาเทากับ 0.35 และ 0.71 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

สําหรับงานวิจัยนี้การผลิตเอทานอล เมื่อนํามาคํานวณหาคาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้ง
ตน (Yp/s) พบวาชุดการทดลองที่ 1 มีคาผลผลิต Yp/s เทากับ 0.46 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนชุด
การทดลองที่ 2  มีคาผลผลิต Yp/s เทากับ 0.42  และ 0.32 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล และชุดการทดลอง
ที่ 3 มีคาผลผลิต Yp/s เทากับ 0.30 และ 0.30 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ จากผลการทดลอง
จะเห็นไดวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนมีปริมาณมาก จะสงผลใหปริมาณเอทานอลที่ไดมีคา
เพิ่มขึ้น ซ่ึงมีความสอดคลองกับการศึกษาการผลิตเอทานอลของ Sivers และคณะ (1995) แสดงให
เห็นวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนจาก 50 เปน 150 กรัมตอลิตร คาผลผลิต Yp/s จะเพิ่มขึ้นจาก 
0.45 เปน 0.50 เอทานอลตอกรัมน้ําตาล  

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) ของผลการ
ทดลอง (แสดงดังตารางที่ 3.4) ตอคาทางทฤษฎี (100 เปอรเซ็นต = 0.51) พบวาประสิทธิภาพการใช
น้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ที่ไมผานการเตรียมวัตถุดิบ มี
ประสิทธิภาพการหมักเทากับ 90.20 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคาสูงกวาชุดการทดลองอื่น 

นอกจากน้ําเสียที่จัดวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่เปนของเหลว ยังมีการศึกษาการผลิต
เอทานอลจากขยะเศษอาหาร ซ่ึงจัดเปนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่มีลักษณะเปนของแข็งกึ่ง
ของเหลว ตองนํามาผานกระบวนการยอยสลายกอนที่จะทําการหมัก การยอยสลายเศษอาหารที่
เหมาะสม คือ การยอยสลายโดยใชกรดเจือจาง ซ่ึงใชกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.3 โมลาร ที่อัตราสวน  
เศษอาหารตอปริมาณกรด เทากับ (6 ตอ 10) อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เวลา 80 นาที มีปริมาณนํ้าตาล
รีดิวซ 32.59 เปอรเซ็นต โดยพบวาประสิทธิภาพการยอยสลายประมาณ 58.39 เปอรเซ็นตจากนํ้าตาล
รีดิวซเร่ิมตน 82.84 กรัมตอลิตร ที่ไดจากการยอยสลายเศษอาหารนํ้าหนัก 254.19 กรัม(แหง) เมื่อนํา
น้ําตาลที่ไดไปผานการนึ่งฆาเชื้อและหมักดวยเชื้อยีสต S. cerevesiae ที่ความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ               
8 เปอรเซ็นต ใหปริมาณเอทานอลสูงสุดเทากับ 37.03 กรัมตอลิตร(รอยละ 4.69 โดยปริมาตร) ที่เวลา 
72 ช่ัวโมง มีคาผลผลิต (Yp/s) เทากับ 0.48 และคิดเปนเปอรเซ็นตในการผลิตเอทานอลจากเศษอาหารเทากับ
รอยละ 14.57 โดยนํ้าหนักแหง (ทัศนีย เจียรพสุอนันต, 2545) ซ่ึงจากการนําเศษอาหารมาผลิตเอทานอลทํา
ใหปริมาณเอทานอลที่ไดมีคามากกวางานวิจัยนี้ อาจเนื่องจากวัตถุดิบที่ใชแตกตางกัน จะเห็นไดวา
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่ไดจากการเตรียมวัตถุดิบกอนเขาสูกระบวนการหมักมีปริมาณมาก ซ่ึงสงผล
ใหปริมาณเอทานอลที่ไดเพิ่มมากขึ้นเชนกัน 



 

   

72

ผลการศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานกระบวนการ
เตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกรวมกับความรอน (การตม) และการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอก
ไซดรวมกับความรอน แลวนําไปยอยสลายโดยใชเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา Trichoderma reesei 6         
ยูนิตตอมิลลิลิตร pH 5.0 บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และหมักเอทานอลดวย
ยีสต S. cerevisiae ซ่ึงมีปริมาณเชื้อเริ่มตนในอาหารเทากับ 1x 108

 

 

 เซลลตอมิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่อง
เขยาดวยอัตราเร็ว 100 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ทําใหไดปริมาณ
เอทานอลเทากับ 0.55 และ 0.71 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และเมื่อนําผลการทดลองไปเปรียบเทียบกับงาน
อ่ืนๆ แสดงดังตารางที่ 3.5 และ 3.6 จะเห็นไดวาปริมาณเอทานอลที่ไดจากงานวิจัยนี้ต่ํากวางานวิจัยอ่ืน 
อาจเปนเพราะคุณลักษณะของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม เนื่องจากเปนวัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลส มีปริมาณสารอินทรียมาก การเกิดปฏิกิริยาของน้ําตาลกับความรอนในขั้นตอนการเตรียม
วัตถุดิบ มีปริมาณการใชเอนไซมเซลลูเลสในปริมาณต่ํากวางานวิจัยอ่ืนๆ เทากับ 6 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
ซ่ึงสงผลตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นไดนอย เมื่อปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
เปนสารตั้งตนในกระบวนการหมักมีปริมาณนอย สงผลใหเอทานอลที่ไดมีปริมาณนอยดวย 
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ตารางที่ 3.4  การผลิตเอทานอลดวยยีสต S. cerevisiae จากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันที่ผานกระบวนการเตรียมวัตถุดิบที่แตกตางกัน pH เทากับ 5.0 บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

 
น้ําตาลรดีิวซเริ่มตน 
กอนหมักเอทานอล

(g/L) 

เอทานอล น้ําตาลรดีิวซที่ใชไป
(g/L) 

การเตรียมวัตถุดิบ pH หลังการหมัก 
(g/L) %(v/v) Yp/s (g /g ) p s

น้ําเสียไมผาน 
การเตรียมวตัถุดิบ  5.56 3.56 4.47 1.66 0.21 0.46 

(ชุดควบคุม) 

กรด+ตม 
8.12 3.38 4.23 1.42 0.17 0.42 

 

ดาง+ตม 
6.64 3.62 4.43 1.18 0.15 0.32 

 

กรด+ตม 
4.52 1.82      4.14 0.55 0.07      0.30 

+เอนไซมเซลลูเลส 
 

ดาง+ตม 
2.58 2.34 4.54 0.71 0.09      0.30 

+เอนไซมเซลลูเลส 
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ตารางที่ 3.5 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลจากวัตถุดบิประเภทตางๆ 

วัตถุดิบ การเตรียม
วัตถุดิบ 

การยอยสลาย กระบวนการหมัก/   ปริมาณน้าํตาล
เริ่มตน 

ปริมาณเอทานอล อางอิง 
จุลินทรีย 

S. cerevisiae 2.58 กรัมตอลิตร 0.71 กรัมตอลิตร บุษยมาศ  เหมณี 
(2554) 

น้ําเสียโรงงาน
สกัดปาลมน้ํามัน 

ดาง+ตม เอนไซมเซลลูเลส 
  

Aspergillus sp. Kluveromyces 
thermotolerans 

ใบแหงของ - - 6.07 กรัมตอลิตร อรุณวรรณ   นชุพวง 
(2547) หญาแฝกหอม 

ผลพลอยได - เอนไซมเซลลูเลส K.. marxianus - 1.04 เปอรเซ็นต จันทรจิรา สลับเชื้อ 
(2550) จากการ

เพาะปลูกขาว 
 โดยปริมาตร 

S. cerevisiae 76.05 มิลลิกรัม 21.50 มิลลิกรัม อิสรี รอดทัศนา กากตะกอน 2 % 
H

เอนไซมเซลลูเลส 
ตอกรัม ตอกรัม (2550) เยื่อกระดาษ  2SO4

เยื่อกระดาษ เยื่อกระดาษ 
S. cerevisiae  2.30 กรัมตอ  วิไลวรรณ ลีนะกุล 

(2552) 
ไมไผ 0.6 % 

H
เอนไซมเซลลูเลส 

1000 กรัม 

         

2SO และเบตากลูโคซิเดรต 4

น้ําทิ้งจาก 
หมอฆาเชื้อ 

- - T.thermosaccharolyticum 
PSU-2 

8.55 กรัมตอลิตร 0.58 กรัมตอลิตร พงษศักดิ์ นพรตัน 
(2552) 
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ตารางที่ 3.6 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลจากวัตถุดบิประเภทตางๆ 

ปริมาณน้าํตาล
เริ่มตน 

ปริมาณเอทานอล อางอิง กระบวนการหมัก/   วัตถุดิบ การเตรียม
วัตถุดิบ 

การยอยสลาย 
จุลินทรีย 

S. cerevisiae ทะลายปาลม
เปลา 

- เซลลูเลสทางการคารวมกับ
เอนไซมบีตากลูโคซิเดสชนิด

หยาบ 

- 9.38 กรัมตอลิตร ณัฏฐิยา วัฒนกิจจานกุูล 
TISTR 5055 (2552) 

S. cerevisiae ฟางขาว 1 % NaOH เอนไซมเซลลูเลสและ - 23.7 กรัมตอลิตร Zhu et. al., 2005a 
YC-907 ตมเดือด อนไซมเซลลูไบเอส 

 
Eucalyptus Steam 

explosion 

เอนไซมเซลลูเลส K.. marxianus - 17.0 กรัมตอลิตร Ballesteros et. al., 

2004 CECT 

S. cerevisiae Corn cobs 2 % NaOH/ 
autoclaved 

- - 27.0 กรัมตอลิตร Latif and Rajoka, 2001 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษากระบวนการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ดวยกรดซัล  
ฟูริก โซเดียมไฮดรอกไซด ความรอน(การตม อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส) กรดซัลฟูริกรวมกับความ
รอน (การตม) และโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับความรอน (การตม) โดยศึกษาปจจัยที่มีผลตอ
ปริมาณน้ําตาลที่เกิดขึ้น ไดแก ชนิดของสารละลาย ความเขมขน และเวลา เพื่อหาสภาวะทีเ่หมาะสม
ตอการผลิตน้ําตาล กระบวนการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม แบงตามวิธีได
เปน 5 วิธี คือ   

1. การเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลา
บม 30, 60 และ 90 นาที พบวาชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน            
1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เวลา 90 นาที โดยชุดการทดลองที่ดีที่สุด คือ ชุดการทดลองที่เตรียม
วัตถุดิบดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลา 90 นาที มีปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดเทากับ 20.06 กรัมตอลิตร และน้ําตาลรีดิวซ เทากับ 7.99 กรัมตอลิตร 
 2. การเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร ระยะเวลา 30, 60 และ 90 นาที โดยชุดการทดลองที่ดีที่สุด คือ ชุดการทดลองที่เตรียมวัตถุดิบ
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลาบม 
60 นาที มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 32.86 กรัมตอลิตร และน้ําตาลรีดิวซ เทากับ 6.58 กรัมตอลิตร 
 3. การเตรียมวัตถุดิบดวยความรอน (การตม) ระยะเวลา 30, 60 และ 90 นาที โดยชุดการทดลอง
ที่ดีที่สุด คือ ชุดการทดลองที่เตรียมวัตถุดิบดวยความรอน ระยะเวลาบม 90 นาที มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
เทากับ 17.39 กรัมตอลิตร และน้ําตาลรีดิวซ เทากับ 4.61 กรัมตอลิตร 
 4. การเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกรวมกับความรอน (การตม) โดยชุดการทดลองที่ดีที่สุด คือ 
ชุดการทดลองที่เตรียมวัตถุดิบดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลา 
90 นาที รวมกับความรอน (การตม) ระยะเวลา 30 นาที มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 97.97 กรัมตอลิตร 
และน้ําตาลรีดิวซ เทากับ 4.22 กรัมตอลิตร 
 5. การเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับความรอน (การตม) โดยชุดการทดลองที่ดี
ที่สุด คือ ชุดการทดลองที่เตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
ตอปริมาตร ระยะเวลา 60 นาที รวมกับความรอน (การตม) ระยะเวลา 30 นาที มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
เทากับ 46.80 กรัมตอลิตร และน้ําตาลรีดิวซเทากับ 4.73 กรัมตอลิตร 
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 เมื่อหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซ พบวาชุดการทดลองที่มีการเตรียม
วัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลาบม 90 นาที รวมกับความรอน 
(การตม) ระยะเวลา 30 นาที และชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลา 60 นาที รวมกับความรอน (การตม) ระยะเวลา 
30 นาที พบวาชุดการทดลองมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาชุดการทดลองอื่น 
 การผลิตเอทานอลจากน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลม 100 มิลลิลิตร ที่ผานการยอยที่ไดจาก
การยอยดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ระยะเวลา 90 นาที รวมกับความรอน         
(การตม) ระยะเวลา 30 นาที (ชุดการทดลองที่ 1) และชุดการทดลองที่มีการเตรียมวัตถุดิบดวยโซเดียมไฮ
ดรอกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ระยะเวลา 60 นาที รวมกับความรอน 
(การตม) ระยะเวลา 30 นาที (ชุดการทดลองที่ 2) บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยเลือกชุดการ
ทดลองที่มีปริมาณน้ํ าตาลรีดิวซมากที่ สุด  มายอยสลายดวยเอนไซม เซลลู เลสจากเชื้อรา 
Trichoderma reesei 60 ยูนิตตอลิตร pH 5.0 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา
ชุดการทดลองที่ 1 เมื่อเติมเอนไซมเซลลูเลสทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นเปน 4.52 กรัมตอลิตร 
และชุดการทดลองที่ 2 เมื่อเติมเอนไซมเซลลูเลสทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงเปน 2.58 กรัมตอ
ลิตร จากนั้นนําชุดการทดลองทั้งสองไปหมักเอทานอลดวยยีสต S. cerevisiae แลวนําไปบมบนเครื่อง
เขยาดวยอัตราเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาสามารถผลิตเอทานอล
จากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ที่ผานการเตรียมวัตถุดิบแบบรวม คือ การเตรียมวัตถุดิบดวย
กรดรวมกับความรอน และดางรวมกับความรอน แลวยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส โดยไดปริมาณเอ
ทานอลเทากับ 0.55 กรัมตอลิตร และ 0.71 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
 จากงานวิจัย ผลการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ไดจากการกระบวนการเตรียม
วัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ไมผานการเตรียมวัตถุดิบ (ชุดการทดลองที่ 1) กับน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกและโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับ
ความรอน (การตม) (ชุดการทดลองที่ 2 และ 3) และน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียม
วัตถุดิบแบบรวม และการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลส (ชุดการทดลองที่ 4 และ 5) พบวาปริมาณ        
เอทานอลที่ไดจากชุดการทดลองที่ 1 มีปริมาณมากกวาชุดการทดลองอื่น เนื่องจากในกระบวนการ
เตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก  โซเดียมไฮดรอกไซด และความรอน  มีผลโดยตรงในการ
เกิดปฏิกิริยาทางเคมี ผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาในครั้งแรก (ลดการเปนผลึกของเซลลูโลส เพิ่มการ
เกิดรูพรุนของวัตถุดิบ เพื่อใหเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเกิดการยอยสลายเปนโมเลกุลที่มีขนาด
เล็กลง เชน น้ําตาลรีดิวซ) เมื่อระยะเวลาในการทําปฏิกิริยานานขึ้น ทําใหน้ําตาลรีดิวซที่ไดจาก
ปฏิกิริยาในขั้นตอนแรก เกิดปฏิกิริยาการยอยสลายน้ําตาลรีดิวซเปนผลิตภัณฑอ่ืน เชน furfural และ 
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hydroxymethyl furfural (HMF) ซ่ึงสงผลตอกระบวนการยอยสลายดวยเอนไซมในขั้นตอนตอไป เพราะ
ปริมาณน้ําตาลที่ไดจากกระบวนการเตรียมวัตถุดิบมีปริมาณนอย และสภาวะของน้ําเสียที่ผานการ
เตรียมวัตถุดิบไมเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายลดลง 
เมื่อปริมาณน้ํ าตาลที่ เปนสารตั้งตนในกระบวนการหมัก  มีปริมาณนอย  ทําใหผลิตภัณฑ                
(เอทานอล) จากกระบวนการหมักดวยยีสต จึงมีปริมาณนอยดวยเชนกัน  
 

ขอเสนอแนะ 

สําหรับการผลิตเอทานอลดวยน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมของยีสต Saccharomyces cerevisiae 
การนําไปประยุกตใชจริงควรใชน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอรมาใชในกระบวนการหมักเพื่อผลิต         
เอทานอล โดยไมจําเปนตองใชกระบวนการเตรียมวัตถุดิบ อาจมีการเติมกรดซัลฟูริกเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการยอสลาย เนื่องจากน้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอรมีอุณภูมิสูง คือ ประมาณ 130-135       
องศาเซลเซียส  ซ่ึงความรอนเปนปจจัยหนึ่งที่ชวยยอยสลายโครงสรางของวัตถุดิบเพื่อเปลี่ยนเปนน้ําตาล
ที่เปนสารตั้งตนของกระบวนการหมัก และความรอนจะเปนปจจัยที่ชวยควบคุมการปนเปอนของ
ส่ิงแปลกปลอมที่มีผลตอการทํางานของจุลินทรียที่ใชในกระบวนการหมัก 
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ภาคผนวก ก 
วิธีการวิเคราะห 

 
1. ซีโอดีท้ังหมด (Total Chemical Oxygen Demand: TCOD)  
    โดยวิธี dichromate closed reflux method (APHA, AWWA and WEF, 1998) 
 

เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1. direstion vessel: ใหใชหลอดเพาะเชื้อที่ทําดวย borosilicate glass ขนาด 16x100 มิลลิลิตร 

20x150 มิลลิลิตร หรือ 25x150 มิลลิลิตร พรอมดวยฝาเกลียวปดซึ่งภายในเปน TFE 
2. block heater หรือเครื่องมืออ่ืน  ๆที่คลายกันซึ่งสามารถใหความรอนที่ 150+02 องศาเซลเซียส 

พรอมกับชอง block สําหรับใสหลอด ไมควรใช oven เพราะตัวอยางอาจจะรั่วซ่ึงจะเกิดการกัด
กรอนและอาจระเบิดได ในกรณีที่ตองใช oven ใหผสมตัวอยางในหลอดใหเขากันดีกอนจงึจะนาํเขา 
oven 

3. microburet 
 
สารเคมี 

 1. สารละลายมาตรฐานเฟอร รัสแอมโมเนี ยมซัลเฟต (FAS)0.10โมลาร เตรี ยมโดยละลาย  
Fe (NH4)2 (SO4)2 6H2O 39.2  กรัม ในน้ํากลั่น เติม conc. H2SO4 20 มิลลิลิตร ทิ้งใหเย็นแลวปรับปริมาตรดวยน้ํา
กล่ันจนปริมาตรรวมเปน 1 ลิตร 
 สารละลายนี้จะตองนํามาหาความเขมขนที่แนนอนในแตละวัน ดวยสารละลายมาตรฐาน
โปตัสเซียมไดโครเมต 
 
 การหาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (FAS) 
 นําสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไดโครเมต 5 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ทิ้งให
เย็นที่อุณหภูมิหอง เติมเฟอรโรอินอินดิเคเตอร 1-2 หยด แลวนํามาไทเทรตกับเฟอรรัส-แอมโมเนียม
ซัลเฟต (FAS) 0.10 M จุดยุติเปล่ียนจากน้ําเงินแกมเขียวเปนสีน้ําตาลแดง 

 
การคํานวณ 

 โมลาริตีของ FAS = [ปริมาณ K2Cr2O7 (ml) x 0.25] / ปริมาณ FAS ที่ใช (ml) 
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 2. สารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไดโครเมต 0.01667 M เตรียมโดยละลาย K2Cr2O7  (อบแหง
ที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง) 4.903 กรัม ในน้ํากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร, conc. 
H2SO4 167 มิลลิลิตร และ HgSO4    33.3 กรัม ละลายเขาดวยกัน จากนั้นปลอยใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
แลวปรับปริมาตรรวมเปน 1 ลิตร 
 3. สารละลายกรด H2SO4 เตรียมโดยทําการผสม Ag2SO4 และ conc. H2SO4 ดวยสัดสวน Ag2SO4 
5.5 กรัม ตอ conc. H2SO4 1 กิโลกรัม ตั้งทิ้งไว 1-2 วัน ให Ag2SO4 ละลายกอนนํามาใช 

4. สารละลายเฟอรโรอินอินดิเคเตอร เตรียมโดยละลาย 1,10-phenanthroline monohydrate  
1.485 กรัม และ FeSO4.7H2O 695 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นจนไดปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร 
 5. สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพธาเลท (KHP, HOOCC6H4COOK) เตรียม
โดยบด KHP และทําใหแหงที่ 110 องศาเซลเซียส ชั่งมา 425 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับ
ปริมาตรจนได 1,000 มิลลิลิตร สารละลายนี้จะอยูตัวถาเก็บในตูเย็นแตไมตลอดไป 
 

วิธีการวิเคราะห 
 1. ตวงตัวอยางปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสในหลอดสําหรับหาคา COD 
 2. เติมสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไดโครเมต 0.01667 M จํานวน 6 มิลลิลิตร 
 3. เติมสารละลายกรด H2SO4 (ผสม Ag2SO4) 14 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
 4. ปดฝาหลอด COD ใหแนนพอดีและนําหลอดไปเหวี่ยงใหสารผสมกัน 
 5. วางหลอดลงใน block digester ที่ pre heat ไวที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส กอนแลว 
รีฟรักซทิ้งไว 2 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นในอุณหภูมิหอง จากนั้นนําหลอดลงใสใน test tube rack  
 6. จากนั้นนํามาไทเทรตดวยสารละลาย FAS 0.10 โมลาร โดยใชสารละลายเฟอรโรอิน 2-3 หยด 
เปนอินดิเคเตอร จุดยุติเปลี่ยนจากน้ําเงินแกมเขียวเปนสีน้ําตาลแดง 

7. ทําแบลงคโดยใชน้ํากลั่นในปริมาตรที่เทากับน้ําตัวอยาง ทําการรีฟลักซเหมือนตัวอยาง
ทุกประการรวมทั้งสารเคมีที่ใชก็ตองเทากันดวย 

 
การคํานวณ   

COD (mg/l) = [(A-B) xM x8,000] / ปริมาณตัวอยาง (ml)  
   โดยที่ COD = คา Chemical Oxygen Demand 
                    A = ปริมาณ FAS ที่ใชสําหรับแบลงค (มิลลิลิตร) 
                    B = ปริมาณ FAS ที่ใชสําหรบัตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
                   M = โมลาริตีของ FAS 



 91 

2. ของแข็งแขวนลอย (Suspended Solid: SS) 
    โดยวิธี gravimetric method (APHA, AWWA and WEF, 1998) 
 

เคร่ืองมือและอุปกรณ  
1. Glass filler disks (whatman GF/C หรือ gelman type A ) ซ่ึงไมมีสารอินทรียติดอยู 
2. เครื่องมือสําหรับกรอง 

2.1 fillter older ใช gooch crucible adapter หรือ menbrane fillter funnel 
  2.2 ถวยกรองความจุ 25 มิลลิลิตร สําหรับ Glass Fillter ขนาด 2.2 เซนติเมตร 

3. ขวดดูด (suction flask) ความจุ 500 มิลลิลิตร 
4. เครื่องดูดสุญญากาศ 
5.ตูอบ 
 
วิธีการวิเคราะห 
1.อบกระดาษกรองที่วางในอะลูมิเนียมฟรอยใหแหงที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียสเปน

เวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็นในเดสิคเคเตอรประมาณ 30 นาที แลวช่ังหาน้ําหนัก  
2.เลือกปริมาณน้ําตัวอยางที่ไดปริมาณของแข็งแขวนลอยไมนอยกวา 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
3.วางกระดาษกรองบนกรวยที่ตอกับเครื่องดูดสุญญาอากาศ 
4.ใชน้ํากลั่นฉีดกระดาษกรองใหเปยก แลวเปดเครื่องดูดสูญญาอากาศ เพื่อใหกระดาษกรอง

ติดกับกรวย 
5.กรองตัวอยางที่ผสมเขากันดีแลวโดยอาศัยแรงดึงจากเครื่องดูดอากาศ 
6.ปดเครื่องดูดสูญญาอากาศ ใชคีมคีบกระดาษกรอง แลวนําใสอะลูมิเนียมฟรอยอันเดิม 

จากนั้นนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
7.ทิ้งใหเย็นในเดสิคเคเตอรประมาณ 30 นาที แลวช่ังหาน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น 
 
การคํานวณ 

 Suspended Solid (mg/l)      = [(A-B)x1000] /ml sample 
โดยที่   A  = น้ําหนักกระดาษกรองกอนการวิเคราะห (มิลลิกรัม) 

B  = น้ําหนักกระดาษกรองหลังการวิเคราะห (มิลลิกรัม) 
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3. ของแข็งทั้งหมด (Total Solid: TS) 
   โดยวิธี Gravimetric method (APHA, AWWA and WEF, 1998) 

  
เคร่ืองมือและอุปกรณ  

 1.ถวยกระเบื้อง เสนผาศูนยกลาง 90 มิลลิลิตร  
 2.High Silica glass  
 3.เตาเผา ที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส 
 4.ตูอบ 

5.เครื่องดูดสุญญากาศ 
 
วิธีการวิเคราะห 
1.เผาถวยระเหยที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวตั้งทิ้งไวใหเย็นและ

เก็บไวในเครื่องดูดสุญญากาศ 
2.เทตัวอยางที่ทราบปริมารแนนอนลงในถวย ระเหยจนแหงบนอางไอน้ํา และนําไปอบที่

ตูอบอุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส 
3.ปลอยใหเย็นในเครื่องดูดสุญญากาศและชั่ง 
 
การคํานวณ 

Total  Solid (mg/l) = [(A-B)x1000] /ml sample 
โดยที่   A   = น้ําหนักของตัวอยาง+ถวยระเหย (มิลลิกรัม) 
    B   = น้ําหนักของถวยระเหย (มิลลิกรัม) 

 
4. การวิเคราะหเจดาหลไนโตรเจน (Total Kjeldahl Nitrogen: TKN)  
    โดยวิธี macro kjeldahl method (APHA, AWWA and EF, 2005) 
 

เคร่ืองมือและอุปกรณ 
 1.  เครื่องมือในการยอยสลาย ประกอบดวยเครื่องดูดอากาศเพื่อดูดไอน้ําออกทิ้ง 
 2.  เครื่องกล่ัน ชุดเดียวกับการหาแอมโมเนียไนโตรเจน 
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สารเคมี 
 1. สารละลายสําหรับการยอย (digestion solution) เตรียมโดยละลายโพแทสเซียมซัลเฟต      
(K2SO4) 134 กรัม และ 7.3 กรัม CuSO4 ผสมกันในน้ํากลั่นประมาณ 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติม                
134 มิลลิลิตร ของ conc. H2SO4 ดวยความระมัดระวัง และทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง จากนั้นจึงปรับ
ปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ผสมใหเขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิสูงกวา 14 องศาเซลเซียส เพื่อปองกันการตก
ผลึก 

2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด-โซเดียมไธโอซัลเฟต เตรียมโดยละลาย NaoH 500 กรัม 
และโซเดียมไธโอซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (Na2S2O3.5H2O) จํานวน 25 กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตร
จนเปน 1 ลิตร 

 
วิธีการวิเคราะห 
1. เลือกปริมาตรของน้ําตัวอยางใหเหมาะสม จากนั้นเติมน้ํากลั่นที่ปราศจากแอมโมเนียจน

ปริมาตรรวมเปน 300 มิลลิลิตร 
2. เติมสารละลายสําหรับการยอยสลายลงไป 50 มิลลิลิตร 
3. ตมเคี่ยวจนไดสารละลายใส เคี่ยวตออีก 20–30 นาทีใหหมดควันมีแตสวนใส จากนั้นทิ้ง

ใหเย็นแลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 300 มิลลิลิตร 
4. ทําใหเปนดาง ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด–โซเดียมไธโอซัลเฟต 50 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปกลั่น โดยใชสารละลายอินดิเคติ้งบอริคเอซิค 50 มิลลิลิตร เปนตัวจับแอมโมเนียจนได
ปริมาตรรวมทั้งหมดเปน 250 มิลลิลิตร 

5.จากนั้นนําสวนที่กล่ันได 250 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งใหเย็น นํามาไทเทรตกับสารละลายกรด 

H2SO4  0.02 N จนกลายเปนสีมวงออน 
 
การคํานวณ 

  NH4
-
 – N + Org –N (mg/L) =    [(A - B) x 280]/ ml. sample    

 โดยที่  NH4
-
 –N + Org –N = แอมโมเนียไนโตรเจน + อินทรียไนโตรเจน 

                A = มิลลิลิตรสารละลายมาตรฐานกรด H2SO4 0.02 N ที่ใชในการไตเตรทตัวอยาง 
                B = มิลลิลิตรสารละลายมาตรฐานกรด H2SO4 0.02 N ที่ใชในการไตเตรท Blank 
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5. น้ํามัน และไขมัน (Oil and Grease)  
     โดยวิธี soxhlet extraction method (APHA, AWWA and WEF, 1998) 

 
เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. ชุดสกัดซอกฮเลต 

2. เครื่องดูดสุญญากาศ 
3. เครื่องอังน้ํา 
4. ขวดสกัด (extraction flask) 
5. กระดาษกรองเบอร 40  
6. เอกชแทรคชันทิมเบิล (extraction thimble paper) 
7. ผามัสลินตัดเปนวงกลมเสนผานศูนยกลาง 11 เซนติเมตร 
8. Glass beads 
9. Electric heating mante 

สารเคมี 

1. conc. HCl 

2. ตัวทําละลาย 
2.1 เฮกเซน (n-Hexane) จุดเดือด 49 องศาเซลเซียส 
2.2 methyl-tert-butyl ether (MTBE) จุดเดือด 55-56 องศาเซลเซียส 

3. diatomaceous-silica filter acid suspension , 10 กรัมตอลิตรของน้ํากลั่น 
4. solvent mixture, 80 เปอรเซ็นต  n-Hexane / 20 เปอรเซ็นต MTBE (v/v) 

วิธีวิเคราะห 

1. เก็บตัวอยางน้ํา 1 ลิตร (หรือปริมาณนอยกวา) แลวปรับ pH ใหนอยกวา 2 ดวย conc.. 
HCl ในอัตราประมาณ 5 มิลลิลิตรตอน้ําตัวอยาง 1 ลิตร 

2. เตรียมแผนกรองดูดซบัน้ํามันโดยวางผามัสลินบนที่กรอง แลวปูทับดวย กระดาษกรองเบอร 
40 ในกรวยบุคเนอร แลวจึงเท diatomaceous-silica filter acid suspension 10 กรัม/ลิตร จํานวน 100  
มิลลิลิตรลงไป ใชเครื่องดูดสุญญากาศดูดน้ําออกแลวลางดวยน้ํากล่ันประมาณ 1 ลิตร ดูดน้ําออกจน
แหง 



 95 

3. กรองตัวอยางน้ําที่เตรียมจากขอ 1 ผานบนกระดาษกรองดูดซับน้ํามันอยู (ขอ 2 ) ดูดน้ํา
ออกจนแหง 

4. ใชคีมคีบกระดาษกรอง นําไปใสในทิมเบิลใชสําลีชุบเฮกเซน เช็ดไขมันที่ติดถวย
บุคเนอรใหหมด  แลวนําสําลีใสในทิมเบิลดวย 

5. นําทิมเบิลไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ใสเม็ดแกวให
เต็มทิมเบิล 

6. ชั่งน้ําหนักขวดที่ใชสกัด ซ่ึงไดทําใหแหงและมีน้ําหนักคงที่ (อบแหงที่อุณหภูมิ 103 องศา
เซลเซียส) 

7. นําทิมเบิลใสในชดุซอกเลต ทําการสกัดโดยใช  เฮกเซนเปนตัวทําละลายดวยอัตรา 20 รอบ
ตอชั่วโมง เปนเวลา 4 ชั่วโมง   

8. กล่ันเฮกเซนจากขวดสกัดในเครื่องอังไอน้ําที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ออกจนแหง 
(สามารถนําเฮกเซนกลับไปใชไดอีก)   

9. นําขวดสกัดใหเย็นในเดสิคเคเตอร 30 นาที แลวนําไปชั่งน้ําหนักสมมุติเทากับ B กรัม 

การคํานวณ 

  Oil and Grease (mg/L)   =   [(B - A) x106)x280]/ ml. sample 

 
6. การวิเคราะห บีโอดี (Biochemical Oxygen Demand :  BOD) 
โดยวิธี 5-Day BOD Test (APHA, AWWA and WEF, 1998) 
 
 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. Incubation Bottle ขนาด 250-300 มิลลิลิตร พรอมจุกปดสนิท 
2. บิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร และขาตั้งบิวเรต 
3. กระบอกตวงขนาด 1 ลิตร  
4. ปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร 
5.ตูควบคุมอุณหภูมิที่ 20 องศาเซลเซียส 
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สารเคมี 
1.น้ํากลั่นที่มีคุณภาพสูง 

 2.สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เตรียมโดยละลาย KH2PO4 8.5 กรัม Na2HPO4.7H2O 33.4 กรัม  
K2HPO4 21.75 กรัม และ NH4Cl 1.7 กรัม ในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร  
 3.สารละลายแมกนีเซียมซัลเฟต เตรียมโดยละลาย MgSO4.7 H2O 22.5 กรัม ในน้ํากล่ันแลว
ปรับปริมาตรเปน 1ลิตร   
 4.สารละลายแคลเซียมคลอไรด เตรียมโดยละลาย anhydrous CaCl2 27.5 กรัม ในน้ํากล่ัน
ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร   
 5.สารละลายเฟอรริคคลอไรด เตรียมโดยละลาย FeCl3.6 H2O 0.25 กรัม ในน้ํากลั่นปรับปริมาตร
เปน 1 ลิตร   

 6.สารละลายกรดและดาง 1 นอรมัล เพื่อปรับ pH 
 7.สารละลายโซเดียมซัลไฟท 0.025 นอรมัล ละลาย Na2SO4 1.575 กรัม ในน้ํากล่ัน แลว
ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร สารละลายนี้ตองเตรียมในวันที่วิเคราะหเทานั้น 

 8.การเตรียมน้ําสําหรับใชเจือจาง 
1.1 ตวงน้ํากลั่นใหมากกวาปริมาตรที่จะใช 1 ลิตร ใสในภาชนะที่สะอาด 
1.2 เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร แมกนีเซียมซัลเฟต แคลเซียมคลอไรด เฟอร

ริคคลอไรด โดยเติมสารแตละชนิด 1 มิลลิลิตร ตอน้ําสําหรับใชเจือจาง 1 ลิตร  
1.3 เติมอากาศเพื่อเพิ่มปริมาณออกซเจนในน้ําอยางนอย 1 ชั่วโมง 

9.การเตรียมตัวอยางที่จะวิเคราะห 
1.4 ตองปรับ pH ใหเปน 6.5-7.5 ดวยกรดหรือดาง 
1.5 ตองกําจัดคลอรีนหรือโลหะหนักกอน 

 10.วิธีการทําเจือจาง 
  10.1   เลือกเปอรเซ็นตน้ําตัวอยางมาทําการเจือจางที่คาดวาจะใหคา BOD5 อยู
ในชวงที่กําหนด แลวเลือกเปอรเซ็นตที่สูงกวาและต่ํากวา (ตารางภาคผนวก ข-1)  
   10.2 คอยๆ รินน้ําสําหรับเจือจาง 700-800 มิลลิลิตร ลงในกระบอกตวงขนาด 1 
ลิตร พยายามอยาใหมีฟองอากาศ 
   10.3 เติมน้ําตัวอยางตามจํานวนที่ตองการ แลวเติมน้ําสําหรับทําการเจือจางจนได
ปริมาตร 1 ลิตร 
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10.4  ผสมใหเขากันแลวใสในขวด BOD5  ปดจุกใหแนนแลวนําไปเก็บไวในตู ควบคุม
อุณหภูมิที่ 20 ºC 2 ขวด เปนเวลา 5 วัน แลวนํามาหาปริมาณ DO สวนที่เหลืออีก 1 ขวด นําไปหาคา 
DO ทันที  

11. การพิจารณาผลเพื่อคํานวณคา 
ผลที่นาเชื่อถือ จะตองมีคา DO อยางนอย 1 มิลลิกรัมตอลิตร และตองมีการลดปริมาณ DO 

ลงไปอยางนอย 2 มิลลิกรัมตอลิตรของตัวอยางน้ําที่ทําการเจือจางจึงจะทําใหคา BOD5  ออกมาถูกตอง 
 

ตารางภาคผนวก ก.1 ชวงคา BOD5 และวิธีการเจือจาง 
  

ชวงคา  BOD5 รอยละของน้ําตัวอยาง 
20,000-70,000 0.01 
10,000-35,000 0.02 
4,000-14,000 0.05 
2,000-7,000 0.1 
1,000-3,500 0.2 
400-1,400 0.5 
200-700 1.0 
100-350 2.0 
40-140 5.0 
20-70 10.0 
10-35 20.0 
4-14 50.0 
0-7 100 

 
7. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธี Phenol sulfuric (Dubois et al., 1956) 
 การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธีนี้สามารถตรวจวัดปริมาณน้ําตาลไดในชวง 1-100  
ไมโครกรัมกลูโคส และเปนวิธีการที่รวดเร็วที่จะใชวิเคราะหหาปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมจําเพาะ
เจาะจง เพราะไมวาน้ําตาลนั้นจะอยูในรูปน้ําตาลรีดิวซหรือน้ําตาลในธรรมชาติที่พบอยูในรูป 
mono-, tri-, oligo- และ polysaccharide ก็สามารถวิเคราะหหาปริมาณดวยวิธีนี้ได 
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หลักการทางปฎิกิริยา  
น้ําตาล mono-, tri-, oligo- และ polysaccharide ทําปฎิกิริยากับฟนอลและกรดซัลฟูริกเขมขนที่

อุณหภูมิสูง สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเปนสารที่มีสีและสามารถดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น
แสง 480-490 นาโนเมตร สําหรับกลไกการเกิดปฎิกิริยาเชื่อวาในกรณีน้ําตาล oligo- และ 
polysaccharide ถูกตัดพันธะอีเธอรระหวางโมเลกุลใหออกจากกันดวยกรด พรอมกันนั้นก็เกิด
ปฎิกิริยาขจัดน้ําออก และมีการแทนที่ดวยอนุพันธของเฟอรฟูรอล (Furfural derivatives) ซ่ึงเกิดการ
รวมตัวกับฟนอล กลายเปนสีไตรเอริลมีเทน เปนสารประกอบสีสม (Triarylmethane dyes) 
  

สารเคมี 
1.สารละลายฟนอลรอยละ 5 (น้ําหนักตอปริมาตร) เตรียมไดโดยละลายผลึกของฟนอล 5.0 

กรัมในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
2. กรดซัลฟูริกเขมขน 
 
วิธีการวิเคราะห 
1.ใสสารตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง (ใชน้ํากลั่นเปน Blank) 
2.เติมสารละลายฟนอล 1 มิลลิลิตร ลงในสารผสมขอ 1  
3. ตั้งทิ้งไว 10 นาที แลวเขยาแรงๆ ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) 

ระวังกรดผสมน้ําจะเดือด ตั้งทิ้งไวประมาณ 20 นาท ี
4.นําสารตัวอยางในแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

เทียบความเขมขนกับกราฟสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน (Standard curve) 
 
การคํานวณปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดสามารถคํานวณไดจากสมการตอไปนี้ 
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (กรัมตอลิตร)   = (OD 490)x(การเจือจาง) 
           (ความชันx1000) 
โดยที่  ความชัน    =  คาความชัน (Slope) ของกราฟมาตรฐาน 

การเจือจาง =  คาการเจือจางตัวอยางที่ใชวิเคราะห 
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y = 0.0043x + 0.048

R2 = 0.9934
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ภาคผนวก ก.2 กราฟมาตรฐานน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธี Phenol sulfuric 

 
 8. การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี Somogyi-Nelson method (ภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) 

 
หลักการทางปฏิกิริยา 
1. 2Cu2+ +  reducing sugars   Cu2O 
2. Cu2O +  H2SO4    2Cu2+ 

 3. 2Cu2+ + MoO4
2- + SO4

2-   2Cu2+ molybdenum blue 
 

สารเคมี 
1. Low-alkalinity reagent of Somogyi  
สารละลาย A: เตรียมโดยช่ัง Rochelle salt (KNa tartrate) 12 กรัม และ anhydrous Na2CO3 

24 กรัม ละลายลงในน้ํากลั่นที่ตมแลวประมาณ 250 มิลลิลิตร  
สารละลาย B: เตรียมโดยชั่ง Cu2SO4.5H2O 4.0 กรัม ละลายลงในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร 
สารละลาย C: เตรียมโดยชั่ง anhydrous Na2 SO4 180 กรัม ละลายลงในน้ํากลั่น500 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปตมเพื่อไลอากาศออก แลวทําใหเย็น 
เติมสารละลาย B ลงในสารละลาย A พรอมคนใหเขากัน แลวคอยๆ เติม NaHCO3 16 กรัม 

ลงไปคนใหละลาย จากนั้นนําไปใสใน Volumetric flask ขนาด 1 ลิตร นําสารละลาย C เติมลงไป 
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เติมน้ํากลั่นที่ตมแลวลงไปเพื่อปรับปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร นําสารละลายที่ไดไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 สัปดาห แลวจึงรินสวนลอยมาใชโดยเก็บไวในขวดสีชา 

2. Arsenomolybdate reagent of Nelson 
สารละลาย D: เตรียมโดยช่ัง ammonium molybdate 25 กรัม ละลายลงในน้ํากล่ันปริมาตร 

450 มิลลิลิตร แลวเติมกรดซัลฟูริก (96%) ลงไป 21 มิลลิลิตร 
สารละลาย E: เตรียมโดยชั่ง Na2HAsO4.7 H2O 3.0 กรัม ละลายลงในน้ํากลั่น 25 มิลลิลิตร 
นําสารละลาย E เติมลงในสารละลาย D เติมน้ํากลั่นปรับปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร โดยใช 

Volumetric flask จากนั้นนําสารละลายผสมนี้ไปเก็บที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลว
เก็บไวในขวดสีชา 

3. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยชั่งน้ําตาล (ซ่ึงผานการอบที่ 100 องศาเซลเซียส 2 
ชั่วโมง และเก็บไวในโถดูดความชื้น) มา 0.0200 กรัม ละลายในน้ํากล่ันปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 
มิลลิลิตร โดยใช Volumetric flask จะไดสารละลายน้ําตาลเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใช
เปน stock solution จากนั้นนํา stock solution มาเจือจางใหไดความเขมขนตั้งแต 0-200 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ดังนี้ 
 
ตารางภาคผนวก ก.3 สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

 

หลอดที่ 
สารละลายกลูโคส 

(200 ไมโครกรมัตอมิลลิลิตร) 
(มิลลิลิตร) 

น้ํากลั่น 
(มิลลิลิตร) 

สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

1 0.00 1.00 0 
2 0.25 0.75 50 
3 0.50 0.50 100 
4 0.75 0.25 150 
5 1.00 0.0 200 

 
 วิธีการวิเคราะห 

1.ดูดสารละลายตัวอยางที่มีปริมาณกลูโคสไมเกิน 200 ไมโครกรัม หรือสารละลายกลูโคส
มาตรฐาน ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 20x150 มม. 2 ซํ้า 

2.เติม low-alkalinity reagent of Somogyi ลงไป 1.0 มิลลิลิตร 
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3.นําไปตมในอางน้ํารอนเปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นโดยใสลงในลังน้ําแข็ง 
4.เติม arsenmolybdate reagent of Nelson ลงไป 1.0 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันเพื่อให Cu2O 

ละลายหมด 
5.เติมน้ํากลั่นลงไปใหปริมาตรสุดทายเปน 25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวอยางนอย 15 

นาที แตไมควรเกิน 40 นาที  
6.วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร 
7.นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ไปเขียนกราฟ เพื่อหา

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคสกับคา OD ใชเปนกราฟมาตรฐาน เพื่อหาความเขมขน
ของกลูโคสในสารละลายตัวอยาง 

 
 การคํานวณ 
 ความเขมขนของน้ําตาล (กรัมตอลิตร) = (คา OD520nm) – (0.0282) 
       (0.0042) 

y = 0.0014x

R2 = 0.9859
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ภาคผนวก ก.4 กราฟมาตรฐานน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี Somogyi-Nelson method 
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9. การวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอลโดยใชเคร่ืองวัดแอลกอฮอล (Ebulliometer) ตามวิธีของ 
Zoecklein และคณะ (1995) 
 Ebulliometer เปนเครื่องมือที่ใชหาปริมาณแอลกอฮอลโดยการหาจุดเดือดแลวเปดเทียบกับ
แผนสเกลไวสําหรับอานคาอุณหภูมิและเปอรเซ็นตแอลกอฮอล (DUJARDINSALLERON scale) 
เครื่องมือประกอบดวยโลหะทรงกระบอก 2 สวน คือ สวน A และ B ตอกัน ทรงกระบอกสวน A จะ
เปนที่บรรจุสารละลายที่ตองการหาปริมาณแอลกอฮอล โดยบรรจุสารละลายที่ตองการวัดลงในชอง 
C และเสียบเทอรโมมิเตอรปดไว สําหรับอานคาอุณหภูมิ ใสน้ําสําหรับหลอเย็นลงในชอง D จากนัน้
สวมตอทรงกระบอก A และ B ตรงชอง E สวน F เปนที่ใชสําหรับเปดถายสารละลายออก และทอ 
G เปนตําแหนงสําหรับรวมเปลวไฟจากตะเกียง แสดงในภาพที่ ก. 3 
 

วิธีการวิเคราะห 
1. การหาจุดเดือดของน้ํากลั่น 

ก. เติมน้ํากลั่นปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงในชอง C และเสียบเทอรโมมิเตอรปดไว 
ข. เติมน้ําหลอเย็นลงในชอง D จากนั้นสวมตอทรงกระบอก A และ B ตรงชอง E 
ค. จุดตะเกียงแลววางใตทอ G 
ง. เมื่อน้ําเดือดแลวอานคาอุณหภูมิที่คงที่ (ประมาณ 15-30 วินาที) 
จ. นําคาของอุณหภูมิที่ไดไปปรับสเกล โดยใหขีดศูนยของสเกลวงนอกตรงกับคา

อุณหภูมิจุดเดือดของน้ํากลั่น 
2. การหาจุดเดือดของตัวอยาง 

 เติมสารละลายตัวอยางปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในชอง C และเสียบเทอรโมมิเตอร
ปดไว จากนั้นนําไปเคราะหเชนเดียวกับขอ 1 ตั้งแต ขอ ข. ถึง ง. การอานคาปริมาณแอลกอฮอลอาน
คาจากสเกลวงนอกที่ตรงกับคาอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลายตัวอยางที่ได หนวยของปริมาณ
แอลกอฮอลที่ได คือ เปอรเซ็นต ปริมาตรตอปริมาตร 
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ภาคผนวก ก.5 แผนสเกลสําหรับอานคาอุณหภูมิและเปอรเซ็นตแอลกอฮอล 
 

 
 
ภาคผนวก ก.6 เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล Ebulliometer 
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10. การวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลดวยเคร่ือง Gas chromatography 
 เปนการแยกสารอีกชนิดหนึ่งโดยใหสารที่ตองการแยกกระจายไปมาระหวาง 2 phase คือ 
Mobile phase ซ่ึงเปนกาซ และ Stationaly phase ที่เปนของเหลวหรือของแข็ง 
 
 สภาวะที่ใชในการวิเคราะห 
 เครื่องมือทดสอบ : HP 6850 Gas chromatography with flame ionized detector 
 Column   : HP-Innowax 
 Column description : Length 30 m, 250 μm I.D, 0.25 μm film thickness 
 Oven temperature : 50 °C hold 6 minutes 
 Inlet temperature : 200 °C 
 Detector temperature : 200 °C 
 Carier gas, flow rate : Helium 
 
 วิธีการวิเคราะห 
 1. เตรียมสารละลาย Absolute ethyl alcohol (99.8%) โดยเตรียมความเขมขนเปน 1.0-5.0 
กรัม/ลิตร 
 2.ฉีดตัวอยาง 1 ไมโครลติร เขาเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ บันทึกพื้นที่กราฟ 
 3.นําคาพื้นที่ใตกราฟของเอทานอลเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของ
เอทานอล 
 
11. การวิเคราะหปริมาณเชื้อจุลินทรีย (คูมือปฏิบัติการจุลชีววิทยาอุตสาหกรรม) 
 
 วัสดุอุปกรณ 
 Counting chamber (Haemacytometer) 
 Microscope 
 
 วิธีการวิเคราะห 
 1.ทําการเจือจางสารละลายตัวอยาง จนถึง 10-4 โดยใชน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ 
 2.ใชกระดาษเช็ดเลนสทําความสะอาด Haemacytometer และ Coverslip  
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3.ใชน้ําแตะบริเวณขอบของ  Haemacytometer  ปด  Coverslip กดขอบของ  Coverslip      
จนเห็น Newton’s ring 

4.เขยาหลอดสารละลายตัวอยาง ที่ความเจือจาง 10-4 ใหเซลลยีสตกระจายอยางสม่ําเสมอ 
โดยใช Vortex mixer 

5.ใช Pasteur pipette ที่ปราศจากเชื้อดูดเซลลยีสตในขอ 4 แตะปลาย Pasteur pipette ลง
บริเวณชองวางระหวาง Haemacytometer กับ Coverslip ปลอยของเหลวเขาไปใหเต็มชองวางระวัง
อยาใหลน 
 6.นําไปดูดวยกลองจุลทรรศนที่ Objective กําลังขยาย 40x นับจํานวนเซลลยีสตจากชอง
ส่ีเหล่ียมใหญทั้งหมด 5 ชอง (ถาปริมาณเชื้อหนาแนนมากใหทําการเจือจางตอ) ทั้งนี้เพื่อกันการ
สับสนที่จะเกิดขึ้นในการนับซ้ําหรือลืมนับ จึงใหกําหนดแนนอนวาจะนับเซลลที่ครอมอยูบนเสน
เฉพาะดานบนและดานซายของชอง (ดูภาพประกอบ (a)-(c)) คํานวณหาคาเฉล่ียของเซลลที่มีอยูใน
ชองสี่เหล่ียมใหญ 1 ชอง 
 
 การคํานวณ 
 ขนาดความลึกของ Haemacytometer = 0.1   mm 
 ขนาดพื้นที่ 1 ชองใหญของ Haemacytometer= 0.2 x 0.2   mm 
 ปริมาตร 1 ชองใหญของ Haemacytometer = 0.2 mm x0.2mm x 0.1 mm 
      = 0.02 mm x0.02mm x 0.01mm 
      = 0.000004  cm3 
      = 0.000004  mL 
      = 4 x 10-6   mL 
 เซลลตอมิลลิลิตร =  จํานวนเซลลเฉลี่ยที่นับไดใน 1 ชองใหญ (Y) x 106 x (1/4) x Dilution 
   =  Y x 106 x (1/4) x Dilution 
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ภาคผนวก ก.7 เครื่องมือ Haemacytometer นับจํานวนเซลล 
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ภาคผนวก ข 
 

การคํานวณ 
 

1.ปริมาณผลผลิตท่ีไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
 Yp/s  = ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) 
     ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร) 
 
2.ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล 
 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล =        ปริมาณผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน* 100 
        ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลทางทฤษฎี (0.50) 
 
3. ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) 
 ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) = ปริมาณเอทานอล (v/v) * (10) * (0.79) 
 
4. การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลท่ีวัดจากเคร่ือง Ebulliometer และ เคร่ือง  Gas Chromatography 

สําหรับในงานวิจัยนี้ไดทําการวัดปริมาณเอทานอลดวยเครื่อง Ebulliometer 
ซ่ึงเปนเครื่องมือที่ใชวัดเอทานอลโดยการหาจุดเดือดของน้ําเทียบกับจุดเดือดของตัวอยางที่วัด 
แลวเปดตารางของ Dujardin, Successeur De Salleron-Paris เพ่ือหาคาเอทานอลท่ีได 
คาเอทานอลที่วัดไดอาจมีความคลาดเคลื่อนบางดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดทําการยืนยันผลโดยการวัด
คาเอทานอลที่ยีสต S. cerevisiae ผลิตไดดวยเครื่อง GC ที่อุณหภูมิคอลัมน 200 องศาเซลเซียส 
โดยการเลือกเอาตัวอยางเอทานอลของการศึกษาหาวิธีการเตรียมวัตถุดิบแบบรวมระหวางสารเคมีแ
ละความรอน และมีการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลูเลส ไปทําการตรวจวัด ซ่ึงผลจากการตรวจวัด 
คาเอทานอลที่ได พบวาการตรวจวัดดวยเครื่อง GC ใหคาเอทานอลมากกวาการตรวจวัดดวยเครื่อง 
Ebulliometer ของทุกตัวอยาง และเมื่อเปรียบเทียบสัดสวนความตางระหวางการตรวจวัดดวยเครื่อง 
GC กับการตรวจวัดดวยเครื่อง Ebulliometer พบวามีความแตกตางกันรอยละ 0.19 ± 0.03 
โดยปริมาตร 
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ภาคผนวก ค 
ขอมูลทางสถิติ 

ตารางภาคผนวกที่ ค.1 การศึกษาผลของระยะเวลาการบมตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟู ริก  (H2SO4) ความเขมขน                     
1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  
 
 

ANOVA 
Total Sugar  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5229.132 3 1743.044 6015.257 .000 
Within Groups 8.114 28 .290   

Total 5237.246 31    

 
 
 
 Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Total Sugar  

 
(I) 

time 
(J) 

time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
 Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min -2.50875(*) .26915 .000 -3.0601 -1.9574 

   90 min -28.90375(*) .26915 .000 -29.4551 -28.3524 
   control 3.23250(*) .26915 .000 2.6812 3.7838 
  60 min 30 min 2.50875(*) .26915 .000 1.9574 3.0601 
   90 min -26.39500(*) .26915 .000 -26.9463 -25.8437 
   control 5.74125(*) .26915 .000 5.1899 6.2926 

 90 min 30 min 28.90375(*) .26915 .000 28.3524 29.4551 
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(I) 

time 
(J) 

time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence  
Interval 

   
   

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

    60 min 26.39500(*) .26915 .000 25.8437 26.9463 
    control 32.13625(*) .26915 .000 31.5849 32.6876 
  control 30 min -3.23250(*) .26915 .000 -3.7838 -2.6812 
    60 min -5.74125(*) .26915 .000 -6.2926 -5.1899 
    90 min -32.13625(*) .26915 .000 -32.6876 -31.5849 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
 
ตารางภาคผนวกที่ ค.2 การศึกษาผลของระยะเวลาการบมตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟู ริก  (H2SO4) ความเขมขน                          
2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

ANOVA 
Total Sugar  

 
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2086.613 3 695.538 3679.633 .000 
Within Groups 5.293 28 .189   

Total 2091.906 31    
 

 Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Total Sugar  

 (I) time (J) time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

         
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min 1.61000(*) .21738 .000 1.1647 2.0553 

  90 min -18.89375(*) .21738 .000 -19.3390 -18.4485 
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 (I) time (J) time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

   
   

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  control -6.81750(*) .21738 .000 -7.2628 -6.3722 
 60 min 30 min -1.61000(*) .21738 .000 -2.0553 -1.1647 
  90 min -20.50375(*) .21738 .000 -20.9490 -20.0585 
  control -8.42750(*) .21738 .000 -8.8728 -7.9822 
 90 min 30 min 18.89375(*) .21738 .000 18.4485 19.3390 
  60 min 20.50375(*) .21738 .000 20.0585 20.9490 
  control 12.07625(*) .21738 .000 11.6310 12.5215 
 control 30 min 6.81750(*) .21738 .000 6.3722 7.2628 
  60 min 8.42750(*) .21738 .000 7.9822 8.8728 
  90 min -12.07625(*) .21738 .000 -12.5215 -11.6310 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
 
 

ตารางภาคผนวกที่ ค.3 การศึกษาผลความเขมขนของกรดซัลฟูริกตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ํา
เสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 และ 
2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 30 60 และ 90 นาที 
 ANOVA 
Total Sugar  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 8796.507 5 1759.301 5891.804 .000 
Within Groups 12.541 42 .299   

Total 8809.048 47    
 
 
 
 
 
 
 



 111 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Total Sugar  

 (I) time (J) time 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 
95% Confidence  

Interval 

         
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 1% 30 min 1% 60 min -2.50875(*) .27322 .000 -3.0601 -1.9574 
  1% 90 min -28.90375(*) .27322 .000 -29.4551 -28.3524 
  2% 30 min 10.05000(*) .27322 .000 9.4986 10.6014 
  2% 60 min 11.66000(*) .27322 .000 11.1086 12.2114 
  2% 90 min -8.84375(*) .27322 .000 -9.3951 -8.2924 
 1% 60 min 1% 30 min 2.50875(*) .27322 .000 1.9574 3.0601 
  1% 90 min -26.39500(*) .27322 .000 -26.9464 -25.8436 
  2% 30 min 12.55875(*) .27322 .000 12.0074 13.1101 
  2% 60 min 14.16875(*) .27322 .000 13.6174 14.7201 
  2% 90 min -6.33500(*) .27322 .000 -6.8864 -5.7836 
 1% 90 min 1% 30 min 28.90375(*) .27322 .000 28.3524 29.4551 
  1% 60 min 26.39500(*) .27322 .000 25.8436 26.9464 
  2% 30 min 38.95375(*) .27322 .000 38.4024 39.5051 
  2% 60 min 40.56375(*) .27322 .000 40.0124 41.1151 
  2% 90 min 20.06000(*) .27322 .000 19.5086 20.6114 
 2% 30 min 1% 30 min -10.05000(*) .27322 .000 -10.6014 -9.4986 
  1% 60 min -12.55875(*) .27322 .000 -13.1101 -12.0074 
  1% 90 min -38.95375(*) .27322 .000 -39.5051 -38.4024 
  2% 60 min 1.61000(*) .27322 .000 1.0586 2.1614 
  2% 90 min -18.89375(*) .27322 .000 -19.4451 -18.3424 
 2% 60 min 1% 30 min -11.66000(*) .27322 .000 -12.2114 -11.1086 

  1% 60 min -14.16875(*) .27322 .000 -14.7201 -13.6174 



 112 

 
 
 

(I) time (J) time 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 
95% Confidence 

Interval 

   
   

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  1% 90 min -40.56375(*) .27322 .000 -41.1151 -40.0124 
 2% 90 min 2% 30 min -1.61000(*) .27322 .000 -2.1614 -1.0586 
  2% 90 min -20.50375(*) .27322 .000 -21.0551 -19.9524 
  1% 30 min 8.84375(*) .27322 .000 8.2924 9.3951 
  1% 60 min 6.33500(*) .27322 .000 5.7836 6.8864 
  1% 90 min -20.06000(*) .27322 .000 -20.6114 -19.5086 
  2% 30 min 18.89375(*) .27322 .000 18.3424 19.4451 
  2% 60 min 20.50375(*) .27322 .000 19.9524 21.0551 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
 
ตารางภาคผนวกที่ ค.4 การศึกษาผลของระยะเวลาการบมตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟู ริก  (H2SO4) ความเขมขน                   
1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 
 ANOVA 
Reducing Sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 67.043 3 22.348 2505.492 .000 
Within Groups .392 44 .009   

Total 67.436 47    
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 Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Reducing Sugar 

 
(I) 

time 
(J) time 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper  
Bound 

Lower  
Bound 

LSD 30 min 60 min -1.47083(*) .03856 .000 -1.5485 -1.3931 
  90 min -2.79833(*) .03856 .000 -2.8760 -2.7206 
  control .06833 .03856 .083 -.0094 .1460 
 60 min 30 min 1.47083(*) .03856 .000 1.3931 1.5485 
  90 min -1.32750(*) .03856 .000 -1.4052 -1.2498 
  control 1.53917(*) .03856 .000 1.4615 1.6169 
 90 min 30 min 2.79833(*) .03856 .000 2.7206 2.8760 
  60 min 1.32750(*) .03856 .000 1.2498 1.4052 
  control 2.86667(*) .03856 .000 2.7890 2.9444 
 control 30 min -.06833 .03856 .083 -.1460 .0094 
  60 min -1.53917(*) .03856 .000 -1.6169 -1.4615 
  90 min -2.86667(*) .03856 .000 -2.9444 -2.7890 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
 
 

ตารางภาคผนวกที่ ค.5 การศึกษาผลของระยะเวลาการบมตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟู ริก  (H2SO4) ความเขมขน                         
2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 

  ANOVA 
Reducing Sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 9.784 3 3.261 6059.248 .000 
Within Groups .024 44 .001   

Total 9.808 47    
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 Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Reducing Sugar 

 (I) time (J) time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min .03417(*) .00947 .001 .0151 .0533 
  90 min 1.12250(*) .00947 .000 1.1034 1.1416 
  control .37167(*) .00947 .000 .3526 .3908 
 60 min 30 min -.03417(*) .00947 .001 -.0533 -.0151 
  90 min 1.08833(*) .00947 .000 1.0692 1.1074 
  control .33750(*) .00947 .000 .3184 .3566 
 90 min 30 min -1.12250(*) .00947 .000 -1.1416 -1.1034 
  60 min -1.08833(*) .00947 .000 -1.1074 -1.0692 
  control -.75083(*) .00947 .000 -.7699 -.7317 
 control 30 min -.37167(*) .00947 .000 -.3908 -.3526 
  60 min -.33750(*) .00947 .000 -.3566 -.3184 
  90 min .75083(*) .00947 .000 .7317 .7699 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
 
 
 

ตารางภาคผนวกที่ ค.6 การศึกษาผลความเขมขนของกรดซัลฟูริกตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 30 60 และ 90 นาที 
 ANOVA 
Reducing Sugar 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 97.593 5 19.519 3120.649 .000 
Within Groups .413 66 .006   

Total 98.006 71    
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Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Reducing Sugar 

 (I) time (J) time 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 1% 30 min 1% 60 min -1.47083(*) .03229 .000 -1.5353 -1.4064 

  1% 90 min -2.79833(*) .03229 .000 -2.8628 -2.7339 

  2% 30 min -.30333(*) .03229 .000 -.3678 -.2389 

  2% 60 min -.26917(*) .03229 .000 -.3336 -.2047 

  2% 90 min .81917(*) .03229 .000 .7547 .8836 

 1% 60 min 1% 30 min 1.47083(*) .03229 .000 1.4064 1.5353 

  1% 90 min -1.32750(*) .03229 .000 -1.3920 -1.2630 

  2% 30 min 1.16750(*) .03229 .000 1.1030 1.2320 

  2% 60 min 1.20167(*) .03229 .000 1.1372 1.2661 

  2% 90 min 2.29000(*) .03229 .000 2.2255 2.3545 

 1% 90 min 1% 30 min 2.79833(*) .03229 .000 2.7339 2.8628 

  1% 60 min 1.32750(*) .03229 .000 1.2630 1.3920 

  2% 30 min 2.49500(*) .03229 .000 2.4305 2.5595 

  2% 60 min 2.52917(*) .03229 .000 2.4647 2.5936 

  2% 90 min 3.61750(*) .03229 .000 3.5530 3.6820 

 2% 30 min 1% 30 min .30333(*) .03229 .000 .2389 .3678 

  1% 60 min -1.16750(*) .03229 .000 -1.2320 -1.1030 

  1% 90 min -2.49500(*) .03229 .000 -2.5595 -2.4305 

  2% 60 min .03417 .03229 .294 -.0303 .0986 

  2% 90 min 1.12250(*) .03229 .000 1.0580 1.1870 

 2% 60 min 1% 30 min .26917(*) .03229 .000 .2047 .3336 
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 (I) time (J) time 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  1% 60 min -1.20167(*) .03229 .000 -1.2661 -1.1372 

  1% 90 min -2.52917(*) .03229 .000 -2.5936 -2.4647 

  2% 30 min -.03417 .03229 .294 -.0986 .0303 

  2% 90 min 1.08833(*) .03229 .000 1.0239 1.1528 

 2% 90 min 1% 30 min -.81917(*) .03229 .000 -.8836 -.7547 

  1% 60 min -2.29000(*) .03229 .000 -2.3545 -2.2255 

  1% 90 min -3.61750(*) .03229 .000 -3.6820 -3.5530 

  2% 30 min -1.12250(*) .03229 .000 -1.1870 -1.0580 

  2% 60 min -1.08833(*) .03229 .000 -1.1528 -1.0239 

   * The mean difference is significant at the .05 level. 
 
ตารางภาคผนวกที่ ค.7 การศึกษาผลของระยะเวลาการบมตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน               
1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 ANOVA 
Total Sugar  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1002.897 3 334.299 3224.199 .000 
Within Groups 2.903 28 .104   

Total 1005.800 31    
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 Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Total Sugar 

  
(I) 
time 

(J) 
time 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error Sig. 

95% Confidence  
Interval 

         
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min -11.45750(*) .16100 .000 -11.7873 -11.1277 
  90 min -13.88125(*) .16100 .000 -14.2110 -13.5515 
  control -12.98000(*) .16100 .000 -13.3098 -12.6502 
 60 min 30 min 11.45750(*) .16100 .000 11.1277 11.7873 
  90 min -2.42375(*) .16100 .000 -2.7535 -2.0940 
  control -1.52250(*) .16100 .000 -1.8523 -1.1927 
 90 min 30 min 13.88125(*) .16100 .000 13.5515 14.2110 
  60 min 2.42375(*) .16100 .000 2.0940 2.7535 
  control .90125(*) .16100 .000 .5715 1.2310 
 control 30 min 12.98000(*) .16100 .000 12.6502 13.3098 
  60 min 1.52250(*) .16100 .000 1.1927 1.8523 
  90 min -.90125(*) .16100 .000 -1.2310 -.5715 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
 
 
 

ตารางภาคผนวกที่ ค.8 การศึกษาผลของระยะเวลาการบมตอปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความ
เขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 ANOVA 
Total Sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2958.750 3 986.250 3183.556 .000 
Within Groups 8.674 28 .310   

Total 2967.425 31    
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 Multiple Comparisons 
  Dependent Variable: Total Sugar 

 (I) time (J) time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 95% Confidence Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min -18.30875(*) .27830 .000 -18.8788 -17.7387 
  90 min -26.57125(*) .27830 .000 -27.1413 -26.0012 
  control -14.86375(*) .27830 .000 -15.4338 -14.2937 
 60 min 30 min 18.30875(*) .27830 .000 17.7387 18.8788 
  90 min -8.26250(*) .27830 .000 -8.8326 -7.6924 
  control 3.44500(*) .27830 .000 2.8749 4.0151 
 90 min 30 min 26.57125(*) .27830 .000 26.0012 27.1413 
  60 min 8.26250(*) .27830 .000 7.6924 8.8326 
  control 11.70750(*) .27830 .000 11.1374 12.2776 
 control 30 min 14.86375(*) .27830 .000 14.2937 15.4338 
  60 min -3.44500(*) .27830 .000 -4.0151 -2.8749 
  90 min -11.70750(*) .27830 .000 -12.2776 -11.1374 

  * The mean difference is significant at the .05 level. 
 
 
 

ตารางภาคผนวกที่ ค.9 การศึกษาผลความเขมขนของดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ตอปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอก
ไซด ความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ที่
ระยะเวลา 30 60 และ 90 นาที 
 ANOVA 
Total Sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4095.506 5 819.101 3211.427 .000 
Within Groups 10.712 42 .255   

Total 4106.218 47    
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 Multiple Comparisons 

Dependent Variable: Total Sugar 

  (I) time (J) time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error Sig. 
95% Confidence 

Interval 

         
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 1% 30 min 1% 60 min -11.45750(*) .25252 .000 -11.9671 -10.9479 
  1% 90 min -13.88125(*) .25252 .000 -14.3908 -13.3717 
  2% 30 min 1.88375(*) .25252 .000 1.3742 2.3933 
  2% 60 min -16.42500(*) .25252 .000 -16.9346 -15.9154 
  2% 90 min -24.68750(*) .25252 .000 -25.1971 -24.1779 
 1% 60 min 1% 30 min 11.45750(*) .25252 .000 10.9479 11.9671 
  1% 90 min -2.42375(*) .25252 .000 -2.9333 -1.9142 
  2% 30 min 13.34125(*) .25252 .000 12.8317 13.8508 
  2% 60 min -4.96750(*) .25252 .000 -5.4771 -4.4579 
  2% 90 min -13.23000(*) .25252 .000 -13.7396 -12.7204 
 1% 90 min 1% 30 min 13.88125(*) .25252 .000 13.3717 14.3908 
  1% 60 min 2.42375(*) .25252 .000 1.9142 2.9333 
  2% 30 min 15.76500(*) .25252 .000 15.2554 16.2746 
  2% 60 min -2.54375(*) .25252 .000 -3.0533 -2.0342 
  2% 90 min -10.80625(*) .25252 .000 -11.3158 -10.2967 
 2% 30 min 1% 30 min -1.88375(*) .25252 .000 -2.3933 -1.3742 
  1% 60 min -13.34125(*) .25252 .000 -13.8508 -12.8317 
  1% 90 min -15.76500(*) .25252 .000 -16.2746 -15.2554 
  2% 60 min -18.30875(*) .25252 .000 -18.8183 -17.7992 
  2% 90 min -26.57125(*) .25252 .000 -27.0808 -26.0617 
 2% 60 min 1% 30 min 16.42500(*) .25252 .000 15.9154 16.9346 
  1% 60 min 4.96750(*) .25252 .000 4.4579 5.4771 
  1% 90 min 2.54375(*) .25252 .000 2.0342 3.0533 
  2% 30 min 18.30875(*) .25252 .000 17.7992 18.8183 
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  (I) time (J) time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error Sig. 
95% Confidence 

Interval 

         
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  2% 90 min -8.26250(*) .25252 .000 -8.7721 -7.7529 
 2% 90 min 1% 30 min 24.68750(*) .25252 .000 24.1779 25.1971 
  1% 60 min 13.23000(*) .25252 .000 12.7204 13.7396 
  1% 90 min 10.80625(*) .25252 .000 10.2967 11.3158 
  2% 30 min 26.57125(*) .25252 .000 26.0617 27.0808 
  2% 60 min 8.26250(*) .25252 .000 7.7529 8.7721 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
 
ตารางภาคผนวกที่ ค.10 การศึกษาผลของระยะเวลาการบมตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด  (NaOH)                   
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 ANOVA 
Reducing Sugar  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1.125 3 .375 12.929 .000 
Within Groups 1.277 44 .029   

Total 2.402 47    
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 Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Reducing Sugar 

 (I) time 
(J) 

time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min .24592(*) .06954 .001 .1058 .3861 
  90 min .25565(*) .06954 .001 .1155 .3958 
  control -.09564 .06954 .176 -.2358 .0445 
 60 min 30 min -.24592(*) .06954 .001 -.3861 -.1058 
  90 min .00973 .06954 .889 -.1304 .1499 
  control -.34156(*) .06954 .000 -.4817 -.2014 
 90 min 30 min -.25565(*) .06954 .001 -.3958 -.1155 
  60 min -.00973 .06954 .889 -.1499 .1304 
  control -.35129(*) .06954 .000 -.4914 -.2111 
 control 30 min .09564 .06954 .176 -.0445 .2358 
  60 min .34156(*) .06954 .000 .2014 .4817 
  90 min .35129(*) .06954 .000 .2111 .4914 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.11 การศึกษาผลของระยะเวลาการบมตอปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด  (NaOH)            
ความเขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

  ANOVA 
Reducing Sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 23.274 3 7.758 4965.342 .000 
Within Groups .069 44 .002   

Total 23.343 47    
 

                                                                                                            Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Reducing Sugar 

 
(I) 

time 
(J) 

time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min -.43274(*) .01614 .000 -.4653 -.4002 
  90 min 1.24047(*) .01614 .000 1.2080 1.2730 
  control 1.02727(*) .01614 .000 .9947 1.0598 
 60 min 30 min .43274(*) .01614 .000 .4002 .4653 
  90 min 1.67322(*) .01614 .000 1.6407 1.7057 
  control 1.46001(*) .01614 .000 1.4275 1.4925 
 90 min 30 min -1.24047(*) .01614 .000 -1.2730 -1.2080 
  60 min -1.67322(*) .01614 .000 -1.7057 -1.6407 
  control -.21321(*) .01614 .000 -.2457 -.1807 
 control 30 min -1.02727(*) .01614 .000 -1.0598 -.9947 
  60 min -1.46001(*) .01614 .000 -1.4925 -1.4275 
  90 min .21321(*) .01614 .000 .1807 .2457 

*The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.12 การศึกษาผลของการเพิ่มความเขมขนดางโซเดียมไฮดรอกไซดตอปริมาณ
น้ํ าต าลรี ดิ วซ จ ากน้ํ า เสี ย โรงงานผลิ ตน้ํ ามันปาลมที่ ผ านการ เตรี ยมวั ต ถุดิบด ว ยด า ง               
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 และ 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 30 60 และ 90 นาที 
 ANOVA 
Reducing Sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 36.686 5 7.337 975.838 .000 
Within Groups .496 66 .008   

Total 37.183 71    

 
                                                                                                    Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Reducing Sugar   

 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

         
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 1% 30 min 1% 60 min .33878(*) .03540 .000 .2681 .4095 
  1% 90 min .34851(*) .03540 .000 .2778 .4192 
  2% 30 min -1.03005(*) .03540 .000 -1.1007 -.9594 
  2% 60 min -1.46279(*) .03540 .000 -1.5335 -1.3921 
  2% 90 min .21042(*) .03540 .000 .1397 .2811 
 1% 60 min 1% 30 min -.33878(*) .03540 .000 -.4095 -.2681 
  1% 90 min .00973 .03540 .784 -.0609 .0804 
  2% 30 min -1.36882(*) .03540 .000 -1.4395 -1.2981 
  2% 60 min -1.80157(*) .03540 .000 -1.8722 -1.7309 
  2% 90 min -.12835(*) .03540 .001 -.1990 -.0577 
 1% 90 min 1% 30 min -.34851(*) .03540 .000 -.4192 -.2778 
  1% 60 min -.00973 .03540 .784 -.0804 .0609 
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 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  2% 30 min -1.37856(*) .03540 .000 -1.4492 -1.3079 
  2% 60 min -1.81130(*) .03540 .000 -1.8820 -1.7406 
  2% 90 min -.13808(*) .03540 .000 -.2088 -.0674 
 2% 30 min 1% 30 min 1.03005(*) .03540 .000 .9594 1.1007 
  1% 60 min 1.36882(*) .03540 .000 1.2981 1.4395 
  1% 90 min 1.37856(*) .03540 .000 1.3079 1.4492 
  2% 60 min -.43274(*) .03540 .000 -.5034 -.3621 
  2% 90 min 1.24047(*) .03540 .000 1.1698 1.3112 
 2% 60 min 1% 30 min 1.46279(*) .03540 .000 1.3921 1.5335 
  1% 60 min 1.80157(*) .03540 .000 1.7309 1.8722 
  1% 90 min 1.81130(*) .03540 .000 1.7406 1.8820 
  2% 30 min .43274(*) .03540 .000 .3621 .5034 
  2% 90 min 1.67322(*) .03540 .000 1.6025 1.7439 
 2% 90 min 1% 30 min -.21042(*) .03540 .000 -.2811 -.1397 
  1% 60 min .12835(*) .03540 .001 .0577 .1990 
  1% 90 min .13808(*) .03540 .000 .0674 .2088 
  2% 30 min -1.24047(*) .03540 .000 -1.3112 -1.1698 
  2% 60 min -1.67322(*) .03540 .000 -1.7439 -1.6025 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.13 การศึกษาผลของน้ําตาลทั้งหมดจากการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสีย
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมดวยการใหความรอน (การตม) 
 ANOVA 
Total Sugar 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 496.765 3 165.588 609.943 .000 
Within Groups 7.601 28 .271   

Total 504.366 31    

 
                                                       Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Total Sugar 

 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min -1.97000(*) .26052 .000 -2.5036 -1.4364 
  90 min -6.66625(*) .26052 .000 -7.1999 -6.1326 
  control -10.05625(*) .26052 .000 -10.5899 -9.5226 
 60 min 30 min 1.97000(*) .26052 .000 1.4364 2.5036 
  90 min -4.69625(*) .26052 .000 -5.2299 -4.1626 
  control -8.08625(*) .26052 .000 -8.6199 -7.5526 
 90 min 30 min 6.66625(*) .26052 .000 6.1326 7.1999 
  60 min 4.69625(*) .26052 .000 4.1626 5.2299 
  control -3.39000(*) .26052 .000 -3.9236 -2.8564 
 control 30 min 10.05625(*) .26052 .000 9.5226 10.5899 
  60 min 8.08625(*) .26052 .000 7.5526 8.6199 
  90 min 3.39000(*) .26052 .000 2.8564 3.9236 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.14 การศึกษาผลของน้ําตาลรีดิวซจากการเตรียมวัตถุดิบจากน้ําเสียโรงงานผลิต
น้ํามันปาลมดวยการใหความรอน (การตม) 
 ANOVA 
Reducing sugar  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13.837 3 4.612 834.747 .000 
Within Groups .243 44 .006   

Total 14.080 47    

 
                                                                                                      Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Total Sugar  

 (I) time (J) time 
Mean Difference 

(I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 30 min 60 min .45667(*) .03035 .000 .3955 .5178 
  90 min 1.34750(*) .03035 .000 1.2863 1.4087 
  control .06750(*) .03035 .031 .0063 .1287 
 60 min 30 min -.45667(*) .03035 .000 -.5178 -.3955 
  90 min .89083(*) .03035 .000 .8297 .9520 
  control -.38917(*) .03035 .000 -.4503 -.3280 
 90 min 30 min -1.34750(*) .03035 .000 -1.4087 -1.2863 
  60 min -.89083(*) .03035 .000 -.9520 -.8297 
  control -1.28000(*) .03035 .000 -1.3412 -1.2188 
 control 30 min -.06750(*) .03035 .031 -.1287 -.0063 
  60 min .38917(*) .03035 .000 .3280 .4503 
  90 min 1.28000(*) .03035 .000 1.2188 1.3412 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.15 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลม
ที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเปรียบเทียบ
การเตรียมวัตถุดิบดวยกรด ซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตรวมกับความรอน (การตม)  
     ANOVA 

Total Sugar  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 47099.983 7 6728.569 1345.533 .000 
Within Groups 280.038 56 5.001   

Total 47380.020 63    
  
 
 

Multiple Comparisons 
 

Dependent Variable: Total Sugar  

 (I) time (J) time 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 1%acid 1%acid30 -3.23250(*) 1.11811 .005 -5.4723 -.9927 
  1%acid60 -5.74125(*) 1.11811 .000 -7.9811 -3.5014 
  1%acid90 -32.13625(*) 1.11811 .000 -34.3761 -29.8964 
  1%boil 13.40875(*) 1.11811 .000 11.1689 15.6486 
  1%boil30 -68.54500(*) 1.11811 .000 -70.7848 -66.3052 
  1%boil60 -50.93125(*) 1.11811 .000 -53.1711 -48.6914 
  1%boil90 -43.28625(*) 1.11811 .000 -45.5261 -41.0464 
 1%acid30 1%acid 3.23250(*) 1.11811 .005 .9927 5.4723 
  1%acid60 -2.50875(*) 1.11811 .029 -4.7486 -.2689 
  1%acid90 -28.90375(*) 1.11811 .000 -31.1436 -26.6639 
  1%boil 16.64125(*) 1.11811 .000 14.4014 18.8811 
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 (I) time (J) time 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  1%boil30 -65.31250(*) 1.11811 .000 -67.5523 -63.0727 
  1%boil60 -47.69875(*) 1.11811 .000 -49.9386 -45.4589 
  1%boil90 -40.05375(*) 1.11811 .000 -42.2936 -37.8139 
 1%acid60 1%acid 5.74125(*) 1.11811 .000 3.5014 7.9811 
  1%acid30 2.50875(*) 1.11811 .029 .2689 4.7486 
  1%acid90 -26.39500(*) 1.11811 .000 -28.6348 -24.1552 
  1%boil 19.15000(*) 1.11811 .000 16.9102 21.3898 
  1%boil30 -62.80375(*) 1.11811 .000 -65.0436 -60.5639 
  1%boil60 -45.19000(*) 1.11811 .000 -47.4298 -42.9502 
  1%boil90 -37.54500(*) 1.11811 .000 -39.7848 -35.3052 
 1%acid90 1%acid 32.13625(*) 1.11811 .000 29.8964 34.3761 
  1%acid30 28.90375(*) 1.11811 .000 26.6639 31.1436 
  1%acid60 26.39500(*) 1.11811 .000 24.1552 28.6348 
  1%boil 45.54500(*) 1.11811 .000 43.3052 47.7848 
  1%boil30 -36.40875(*) 1.11811 .000 -38.6486 -34.1689 
  1%boil60 -18.79500(*) 1.11811 .000 -21.0348 -16.5552 
  1%boil90 -11.15000(*) 1.11811 .000 -13.3898 -8.9102 
 1%boil 1%acid -13.40875(*) 1.11811 .000 -15.6486 -11.1689 
  1%acid30 -16.64125(*) 1.11811 .000 -18.8811 -14.4014 
  1%acid60 -19.15000(*) 1.11811 .000 -21.3898 -16.9102 
  1%acid90 -45.54500(*) 1.11811 .000 -47.7848 -43.3052 
  1%boil30 -81.95375(*) 1.11811 .000 -84.1936 -79.7139 
  1%boil60 -64.34000(*) 1.11811 .000 -66.5798 -62.1002 
  1%boil90 -56.69500(*) 1.11811 .000 -58.9348 -54.4552 
 1%boil30 1%acid 68.54500(*) 1.11811 .000 66.3052 70.7848 
  1%acid30 65.31250(*) 1.11811 .000 63.0727 67.5523 
  1%acid60 62.80375(*) 1.11811 .000 60.5639 65.0436 
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 (I) time (J) time 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  1%acid90 36.40875(*) 1.11811 .000 34.1689 38.6486 
  1%boil 81.95375(*) 1.11811 .000 79.7139 84.1936 
  1%boil60 17.61375(*) 1.11811 .000 15.3739 19.8536 
  1%boil90 25.25875(*) 1.11811 .000 23.0189 27.4986 
 1%boil60 1%acid 50.93125(*) 1.11811 .000 48.6914 53.1711 
  1%acid30 47.69875(*) 1.11811 .000 45.4589 49.9386 
  1%acid60 45.19000(*) 1.11811 .000 42.9502 47.4298 
  1%acid90 18.79500(*) 1.11811 .000 16.5552 21.0348 
  1%boil 64.34000(*) 1.11811 .000 62.1002 66.5798 
  1%boil30 -17.61375(*) 1.11811 .000 -19.8536 -15.3739 
  1%boil90 7.64500(*) 1.11811 .000 5.4052 9.8848 
 1%boil90 1%acid 43.28625(*) 1.11811 .000 41.0464 45.5261 
  1%acid30 40.05375(*) 1.11811 .000 37.8139 42.2936 
  1%acid60 37.54500(*) 1.11811 .000 35.3052 39.7848 
  1%acid90 11.15000(*) 1.11811 .000 8.9102 13.3898 
  1%boil 56.69500(*) 1.11811 .000 54.4552 58.9348 
  1%boil30 -25.25875(*) 1.11811 .000 -27.4986 -23.0189 
  1%boil60 -7.64500(*) 1.11811 .000 -9.8848 -5.4052 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.16 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่
ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเปรียบเทียบ
การเตรียมวัตถุดิบดวยกรด ซัลฟูริก (H2SO4) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตรวมกับความรอน (การตม) 
 ANOVA 
Reducing Sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 182.021 7 26.003 3629.190 .000 
Within Groups .631 88 .007   

Total 182.652 95    

 
Multiple Comparisons 

Dependent Variable: Reducing Sugar 

 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 1%acid 1%acid30 -.06833 .03456 .051 -.1370 .0003 
  1%acid60 -1.53917(*) .03456 .000 -1.6078 -1.4705 
  1%acid90 -2.86667(*) .03456 .000 -2.9353 -2.7980 
  1%boil .57583(*) .03456 .000 .5072 .6445 
  1%boil30 .90500(*) .03456 .000 .8363 .9737 
  1%boil60 1.13333(*) .03456 .000 1.0647 1.2020 
  1%boil90 1.47000(*) .03456 .000 1.4013 1.5387 
 1%acid30 1%acid .06833 .03456 .051 -.0003 .1370 
  1%acid60 -1.47083(*) .03456 .000 -1.5395 -1.4022 
  1%acid90 -2.79833(*) .03456 .000 -2.8670 -2.7297 
  1%boil .64417(*) .03456 .000 .5755 .7128 
  1%boil30 .97333(*) .03456 .000 .9047 1.0420 
  1%boil60 1.20167(*) .03456 .000 1.1330 1.2703 
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 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

 1%acid60 1%acid 1.53917(*) .03456 .000 1.4705 1.6078 
  1%acid30 1.47083(*) .03456 .000 1.4022 1.5395 
  1%acid90 -1.32750(*) .03456 .000 -1.3962 -1.2588 
  1%boil 2.11500(*) .03456 .000 2.0463 2.1837 
  1%boil30 2.44417(*) .03456 .000 2.3755 2.5128 
  1%boil60 2.67250(*) .03456 .000 2.6038 2.7412 
  1%boil90 3.00917(*) .03456 .000 2.9405 3.0778 
 1%acid90 1%acid 2.86667(*) .03456 .000 2.7980 2.9353 
  1%acid30 2.79833(*) .03456 .000 2.7297 2.8670 
  1%acid60 1.32750(*) .03456 .000 1.2588 1.3962 
  1%boil 3.44250(*) .03456 .000 3.3738 3.5112 
  1%boil30 3.77167(*) .03456 .000 3.7030 3.8403 
  1%boil60 4.00000(*) .03456 .000 3.9313 4.0687 
  1%boil90 4.33667(*) .03456 .000 4.2680 4.4053 
 1%boil 1%acid -.57583(*) .03456 .000 -.6445 -.5072 
  1%acid30 -.64417(*) .03456 .000 -.7128 -.5755 
  1%acid60 -2.11500(*) .03456 .000 -2.1837 -2.0463 
  1%acid90 -3.44250(*) .03456 .000 -3.5112 -3.3738 
  1%boil30 .32917(*) .03456 .000 .2605 .3978 
  1%boil60 .55750(*) .03456 .000 .4888 .6262 
  1%boil90 .89417(*) .03456 .000 .8255 .9628 
 1%boil30 1%acid -.90500(*) .03456 .000 -.9737 -.8363 
  1%acid30 -.97333(*) .03456 .000 -1.0420 -.9047 
  1%acid60 -2.44417(*) .03456 .000 -2.5128 -2.3755 
  1%acid90 -3.77167(*) .03456 .000 -3.8403 -3.7030 
  1%boil -.32917(*) .03456 .000 -.3978 -.2605 
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 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  1%boil60 .22833(*) .03456 .000 .1597 .2970 
  1%boil90 .56500(*) .03456 .000 .4963 .6337 
 1%boil60 1%acid -1.13333(*) .03456 .000 -1.2020 -1.0647 
  1%acid30 -1.20167(*) .03456 .000 -1.2703 -1.1330 
  1%acid60 -2.67250(*) .03456 .000 -2.7412 -2.6038 
  1%acid90 -4.00000(*) .03456 .000 -4.0687 -3.9313 
  1%boil -.55750(*) .03456 .000 -.6262 -.4888 
  1%boil30 -.22833(*) .03456 .000 -.2970 -.1597 
  1%boil90 .33667(*) .03456 .000 .2680 .4053 
 1%boil90 1%acid -1.47000(*) .03456 .000 -1.5387 -1.4013 
  1%acid30 -1.53833(*) .03456 .000 -1.6070 -1.4697 
  1%acid60 -3.00917(*) .03456 .000 -3.0778 -2.9405 
  1%acid90 -4.33667(*) .03456 .000 -4.4053 -4.2680 
  1%boil -.89417(*) .03456 .000 -.9628 -.8255 
  1%boil30 -.56500(*) .03456 .000 -.6337 -.4963 
  1%boil60 -.33667(*) .03456 .000 -.4053 -.2680 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.17 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลม
ที่ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดยีมไฮดรอกไซด (NaOH) โดยปริมาตรเปรียบเทียบการเตรียม
วัตถุดิบดวยดางโซเดียม ไฮดรอกไซด (NaOH) รวมกับความรอน (การตม) 
 ANOVA 
Total Sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5752.735 7 821.819 1050.637 .000 
Within Groups 43.804 56 .782    

Total 5796.539 63     

 
Multiple Comparisons 

Dependent Variable: Total Sugar 

 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 2%alk 2%alk30 14.86375(*) .44221 .000 13.9779 15.7496 
  2%alk60 -3.44500(*) .44221 .000 -4.3309 -2.5591 
  2%alk90 -11.70750(*) .44221 .000 -12.5934 -10.8216 
  2%boil -11.70750(*) .44221 .000 -12.5934 -10.8216 
  2%boil30 -17.38125(*) .44221 .000 -18.2671 -16.4954 
  2%boil60 -11.79875(*) .44221 .000 -12.6846 -10.9129 
  2%boil90 -9.74500(*) .44221 .000 -10.6309 -8.8591 
 2%alk30 2%alk -14.86375(*) .44221 .000 -15.7496 -13.9779 
  2%alk60 -18.30875(*) .44221 .000 -19.1946 -17.4229 
  2%alk90 -26.57125(*) .44221 .000 -27.4571 -25.6854 
  2%boil -26.57125(*) .44221 .000 -27.4571 -25.6854 
  2%boil30 -32.24500(*) .44221 .000 -33.1309 -31.3591 
  2%boil60 -26.66250(*) .44221 .000 -27.5484 -25.7766 
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 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  2%boil90 -24.60875(*) .44221 .000 -25.4946 -23.7229 
 2%alk60 2%alk 3.44500(*) .44221 .000 2.5591 4.3309 
  2%alk30 18.30875(*) .44221 .000 17.4229 19.1946 
  2%alk90 -8.26250(*) .44221 .000 -9.1484 -7.3766 
  2%boil -8.26250(*) .44221 .000 -9.1484 -7.3766 
  2%boil30 -13.93625(*) .44221 .000 -14.8221 -13.0504 
  2%boil60 -8.35375(*) .44221 .000 -9.2396 -7.4679 
  2%boil90 -6.30000(*) .44221 .000 -7.1859 -5.4141 
 2%alk90 2%alk 11.70750(*) .44221 .000 10.8216 12.5934 
  2%alk30 26.57125(*) .44221 .000 25.6854 27.4571 
  2%alk60 8.26250(*) .44221 .000 7.3766 9.1484 
  2%boil .00000 .44221 1.000 -.8859 .8859 
  2%boil30 -5.67375(*) .44221 .000 -6.5596 -4.7879 
  2%boil60 -.09125 .44221 .837 -.9771 .7946 
  2%boil90 1.96250(*) .44221 .000 1.0766 2.8484 
 2%boil 2%alk 11.70750(*) .44221 .000 10.8216 12.5934 
  2%alk30 26.57125(*) .44221 .000 25.6854 27.4571 
  2%alk60 8.26250(*) .44221 .000 7.3766 9.1484 
  2%alk90 .00000 .44221 1.000 -.8859 .8859 
  2%boil30 -5.67375(*) .44221 .000 -6.5596 -4.7879 
  2%boil60 -.09125 .44221 .837 -.9771 .7946 
  2%boil90 1.96250(*) .44221 .000 1.0766 2.8484 
 2%boil30 2%alk 17.38125(*) .44221 .000 16.4954 18.2671 
  2%alk30 32.24500(*) .44221 .000 31.3591 33.1309 
  2%alk60 13.93625(*) .44221 .000 13.0504 14.8221 
  2%boil 5.67375(*) .44221 .000 4.7879 6.5596 
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 (I) time (J) time 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 

Error 
Sig. 

95% Confidence 
Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  2%boil60 5.58250(*) .44221 .000 4.6966 6.4684 
  2%boil90 7.63625(*) .44221 .000 6.7504 8.5221 
 2%boil60 2%alk 11.79875(*) .44221 .000 10.9129 12.6846 
  2%alk30 26.66250(*) .44221 .000 25.7766 27.5484 
  2%alk60 8.35375(*) .44221 .000 7.4679 9.2396 
  2%alk90 .09125 .44221 .837 -.7946 .9771 
  2%boil .09125 .44221 .837 -.7946 .9771 
  2%boil30 -5.58250(*) .44221 .000 -6.4684 -4.6966 
  2%boil90 2.05375(*) .44221 .000 1.1679 2.9396 
 2%boil90 2%alk 9.74500(*) .44221 .000 8.8591 10.6309 
  2%alk30 24.60875(*) .44221 .000 23.7229 25.4946 
  2%alk60 6.30000(*) .44221 .000 5.4141 7.1859 
  2%alk90 -1.96250(*) .44221 .000 -2.8484 -1.0766 
  2%boil -1.96250(*) .44221 .000 -2.8484 -1.0766 
  2%boil30 -7.63625(*) .44221 .000 -8.5221 -6.7504 
  2%boil60 -2.05375(*) .44221 .000 -2.9396 -1.1679 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.18 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากน้ําเสียโรงงานผลิตน้ํามันปาลมที่
ผานการเตรียมวัตถุดิบดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) โดยปริมาตรเปรียบเทียบการเตรียม
วัตถุดิบดวยดางโซเดียม ไฮดรอกไซด (NaOH) รวมกับความรอน (การตม) 
 

 ANOVA 
Reducing Sugar  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 210.761 7 30.109 14808.259 .000 
Within Groups .179 88 .002   

Total 210.940 95    

 
Multiple Comparisons 

 
Dependent Variable: Reducing Sugar  

 (I) time (J) time 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

         
Upper  
Bound 

Lower  
Bound 

LSD 1%alk 1%alk30 -1.02727(*) .01841 .000 -1.0638 -.9907 
  1%alk60 -1.46001(*) .01841 .000 -1.4966 -1.4234 
  1%alk90 .21321(*) .01841 .000 .1766 .2498 
  1%boil -1.46001(*) .01841 .000 -1.4966 -1.4234 
  1%boil30 .38821(*) .01841 .000 .3516 .4248 
  1%boil60 1.36904(*) .01841 .000 1.3325 1.4056 
  1%boil90 3.21988(*) .01841 .000 3.1833 3.2565 
 1%alk30 1%alk 1.02727(*) .01841 .000 .9907 1.0638 
  1%alk60 -.43274(*) .01841 .000 -.4693 -.3962 
  1%alk90 1.24047(*) .01841 .000 1.2039 1.2771 
  1%boil -.43274(*) .01841 .000 -.4693 -.3962 
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(I) time (J) time 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

  
       

Upper  
Bound 

Lower  
Bound 

  1%boil60 2.39631(*) .01841 .000 2.3597 2.4329 
  1%boil90 4.24714(*) .01841 .000 4.2106 4.2837 
 1%alk60 1%alk 1.46001(*) .01841 .000 1.4234 1.4966 
  1%alk30 .43274(*) .01841 .000 .3962 .4693 
  1%alk90 1.67322(*) .01841 .000 1.6366 1.7098 
  1%boil .00000 .01841 1.000 -.0366 .0366 
  1%boil30 1.84822(*) .01841 .000 1.8116 1.8848 
  1%boil60 2.82905(*) .01841 .000 2.7925 2.8656 
  1%boil90 4.67988(*) .01841 .000 4.6433 4.7165 
 1%alk90 1%alk -.21321(*) .01841 .000 -.2498 -.1766 
  1%alk30 -1.24047(*) .01841 .000 -1.2771 -1.2039 
  1%alk60 -1.67322(*) .01841 .000 -1.7098 -1.6366 
  1%boil -1.67322(*) .01841 .000 -1.7098 -1.6366 
  1%boil30 .17500(*) .01841 .000 .1384 .2116 
  1%boil60 1.15583(*) .01841 .000 1.1193 1.1924 
  1%boil90 3.00667(*) .01841 .000 2.9701 3.0432 
 1%boil 1%alk 1.46001(*) .01841 .000 1.4234 1.4966 
  1%alk30 .43274(*) .01841 .000 .3962 .4693 
  1%alk60 .00000 .01841 1.000 -.0366 .0366 
  1%alk90 1.67322(*) .01841 .000 1.6366 1.7098 
  1%boil30 1.84822(*) .01841 .000 1.8116 1.8848 
  1%boil60 2.82905(*) .01841 .000 2.7925 2.8656 
  1%boil90 4.67988(*) .01841 .000 4.6433 4.7165 
 1%boil30 1%alk -.38821(*) .01841 .000 -.4248 -.3516 
  1%alk30 -1.41547(*) .01841 .000 -1.4521 -1.3789 
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(I) time (J) time 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
     

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  1%alk90 -.17500(*) .01841 .000 -.2116 -.1384 
  1%boil -1.84822(*) .01841 .000 -1.8848 -1.8116 
  1%boil60 .98083(*) .01841 .000 .9443 1.0174 
  1%boil90 2.83167(*) .01841 .000 2.7951 2.8682 
 1%boil60 1%alk -1.36904(*) .01841 .000 -1.4056 -1.3325 
  1%alk30 -2.39631(*) .01841 .000 -2.4329 -2.3597 
  1%alk60 -2.82905(*) .01841 .000 -2.8656 -2.7925 
  1%alk90 -1.15583(*) .01841 .000 -1.1924 -1.1193 
  1%boil -2.82905(*) .01841 .000 -2.8656 -2.7925 
  1%boil30 -.98083(*) .01841 .000 -1.0174 -.9443 
  1%boil90 1.85083(*) .01841 .000 1.8143 1.8874 
 1%boil90 1%alk -3.21988(*) .01841 .000 -3.2565 -3.1833 
  1%alk30 -4.24714(*) .01841 .000 -4.2837 -4.2106 
  1%alk60 -4.67988(*) .01841 .000 -4.7165 -4.6433 
  1%alk90 -3.00667(*) .01841 .000 -3.0432 -2.9701 
  1%boil -4.67988(*) .01841 .000 -4.7165 -4.6433 
  1%boil30 -2.83167(*) .01841 .000 -2.8682 -2.7951 
  1%boil60 -1.85083(*) .01841 .000 -1.8874 -1.8143 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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ตารางภาคผนวกที่ ค.19 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลู
เลสจากเชื้อรา Trichoderma reesei ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานกระบวนการเตรียม
วัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกรวมกับการใหความรอนและโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับการใหความรอน 
 
 ANOVA 
Total Sugar  
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 37300.108 3 12433.369 1282.468 .000 
Within Groups 271.457 28 9.695   

Total 37571.564 31    

 
Multiple Comparisons 

 
Dependent Variable: Total Sugar  

 (I) method (J) method 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 

pre enz.cellulase 
(1% acid 90 min 

+ boiling 30 
min) 

post enz.cellulase 
(1% acid 90 min 
+boiling 30 min) 

86.40375(*) 1.55683 .000 83.2147 89.5928 

  

pre enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + boiling 30 

min) 

51.16375(*) 1.55683 .000 47.9747 54.3528 

  

post enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + boiling 30 

min) 

80.25445(*) 1.55683 .000 77.0654 
 
83.4435 
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 (I) method (J) method 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

 

post 
enz.cellulase 

(1% acid 90 min 
+ boiling 30 

min) 

pre enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
-86.40375(*) 1.55683 .000 -89.5928 -83.2147 

  

pre enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + boiling 30 

min) 

-35.24000(*) 1.55683 .000 -38.4290 -32.0510 

  

post enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + boiling 30 

min) 

-6.14930(*) 1.55683 .000 -9.3383 -2.9603 

 

pre enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + boiling 30 

min) 

pre enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
-51.16375(*) 1.55683 .000 -54.3528 -47.9747 

  
post enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
35.24000(*) 1.55683 .000 32.0510 38.4290 

  

post enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + boiling 30 

min) 

29.09070(*) 1.55683 .000 25.9017 32.2797 

 

post 
enz.cellulase 

(2% alkaline 60 
min + boiling 30 

min) 

pre enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
-80.25445(*) 1.55683 .000 -83.4435 -77.0654 
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 (I) method (J) method 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  
post enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
6.14930(*) 1.55683 .000 2.9603 9.3383 

  

pre enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + boiling 30 

min) 

-29.09070(*) 1.55683 .000 -32.2797 -25.9017 

 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
 

ตารางภาคผนวกที่ ค.20 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการยอยสลายดวยเอนไซมเซลลู
เลสจากเชื้อรา Trichoderma reesei ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผานกระบวนการเตรียม
วัตถุดิบดวยกรดซัลฟูริกรวมกับการใหความรอนและโซเดียมไฮดรอกไซดรวมกับการใหความรอน 
  

ANOVA 
 
Reducing Sugar  
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 34.247 3 11.416 282.851 .000 
Within Groups 1.776 44 .040   

Total 36.023 47    
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Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Reducing Sugar 

 (I) method (J) method 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

         
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

LSD 
pre enz.cellulase (1% 
acid 90 min + boiling 

30 min) 

post enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
-.29833(*) .08202 .001 -.4636 -.1330 

  
pre enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + 30 min) 

-.51500(*) .08202 .000 -.6803 -.3497 

  
post enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + 30 min) 

1.63333(*) .08202 .000 1.4680 1.7986 

 
post enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 

pre enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
.29833(*) .08202 .001 .1330 .4636 

  
pre enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + 30 min) 

-.21667(*) .08202 .011 -.3820 -.0514 

  
post enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + 30 min) 

1.93167(*) .08202 .000 1.7664 2.0970 

 
pre enz.cellulase (2% 
alkaline 60 min + 30 

min) 

pre enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
.51500(*) .08202 .000 .3497 .6803 

  
post enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
.21667(*) .08202 .011 .0514 .3820 

  
post enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + 30 min) 

2.14833(*) .08202 .000 1.9830 2.3136 
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 (I) method (J) method 
Mean 

Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

      
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

 
post enz.cellulase 

(2% alkaline 60 min 
+ 30 min) 

pre enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
-1.63333(*) .08202 .000 -1.7986 -1.4680 

  
post enz.cellulase 
(1% acid 90 min + 

boiling 30 min) 
-1.93167(*) .08202 .000 -2.0970 -1.7664 

  
pre enz.cellulase 
(2% alkaline 60 
min + 30 min) 

-2.14833(*) .08202 .000 -2.3136 -1.9830 

*The mean difference is significant at the .05 level. 
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