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บทคัดยอ่ 

งานวิจยันีศ้กึษาตวัเรง่ปฏิกิรยิากรดที่แตกตา่งกนั ไดแ้ก่ กรดซลัฟรูกิ กรดฟอสฟอรกิ และกรดฟอรม์ิก หาสภาวะที่
เหมาะสมของตวัเรง่ปฏิกิรยิากรดในการปรบัสภาพตน้ขา้วโพด เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์สูก่าร
ผลิตไบโอเอทานอล ดว้ยวิธีออกแบบการทดลองแบบพืน้ผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology, 
RSM) โดยโปรแกรม Design-Expert 10.0.1 วางแผนการทดลองดว้ยวิธี Central Composite ซึ่งประกอบดว้ย
ปัจจยัหลกั 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้กรด (0.05, 0.1 และ 0.15 โมลาร)์ เวลาในการท าปฏิกิริยา (15, 30 และ 
45 นาที) และอุณหภูมิ (90, 120, 150, 180 และ 210 องศาเซลเซียส) ตน้ขา้วโพดหลงัผ่านการปรบัสภาพจะ
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 น ามาวิเคราะหท์างกายภาพ ไดแ้ก่ กลอ้งจลุทรรศนอ์ิเลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (SEM), ความเป็นผลกึดว้ยเทคนคิ 

(XRD), สมบตัิรูพรุน (BET) และ หมู่ฟังกช์ั่นดว้ยเทคนิค (FTIR) หลงัจากท าการปรบัสภาพแลว้น าไปย่อยดว้ย
เอนไซม ์เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกลโูคส (Glucose yield) เพื่อการผลิตไบโอเอทานอล ผล
การศกึษา พบวา่ การปรบัสภาพดว้ยกรดซลัฟิวรกิ 0.1 โมลาร ์ที่อณุหภมูิ 180 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที 
เป็นสภาวะที่เหมาะสมในการปรบัสภาพตน้ขา้วโพด สภาวะที่เหมาะสมที่สดุนัน้มุ่งเนน้ไปที่การผลิตน า้ตาล
กลโูคสสงูสดุจากการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์และเกิดสารยบัยัง้ในของเหลวหลงัจากปรบัสภาพต ่า สภาวะที่เหมาะสม
แสดงใหเ้ห็นว่าสามารถผลิตกลโูคส 91.34% จากการย่อยดว้ยเอนไซมข์องตน้ขา้วโพดและการละลายของเฮมิ
เซลลโูลส 99.39% เกิดสารยบัยัง้ในกระบวนการปรบัสภาพต ่า  

ค าส าคัญ: ตน้ขา้วโพด การปรบัสภาพดว้ยสารละลายกรด การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ตวัเรง่ปฏิกิรยิากรด 

Abstract 

The Central Composite based Response Surface Methodology (RSM) (Design-Expert 10.0.1) was 
used to optimize acid catalyzed pretreatment of corn stover. The experimental of pretreatment was 
conducted under the acid concentration of 0.05 - 0.15 M using sulfuric acid, formic acid and 
phosphoric acid as homogeneous promoters. The reaction time of 15 - 45 min were selected. The 
reaction temperature of 90 - 210°C was selected all the works. After pretreatment, enzymatic 
hydrolysis was also hydrolyzed the pretreated solid to evaluate the optimal pretreatment conditions for 
maximizing sugar production. The results showed that pretreatment with 0.1M sulfuric acid at 180°C 
for 30 min was found to be the optimal condition for pretreatment of corn stover. The optimal condition 
was focused on the highest sugar production from enzymatic hydrolysis with low inhibitory by-product 
detected in the aqueous phase after pretreatment. The optimum condition showed 88.93% reducing 
sugar and 89.26 glucose yield from enzymatic hydrolysis of pretreated corn stover. Hemicellulose 
solubilization of 85.08% was removed under the optimal condition. Scanning electron microscopy 
revealed disruption of the intact biomass structure allowing increasing enzyme’s accessibility to the 
cellulose microfibers which showed higher crystallinity index compared to the native biomass as 
shown by x-ray diffraction with a marked increase in surface area as revealed by BET measurement. 
The work provides an insight into effects of acid pretreatment on modification of physicochemical 
properties of corn stover and an efficient approach for its processing in biorefinery industry. 

Keywords: Corn stover: Acid pretreatment: Enzymatic hydrolysis: Homogeneous catalyst 
_______________________________________________________ 
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1. บทน า 

เชือ้เพลิงฟอสซิลเป็นแหล่งพลงังานที่ส  าคัญและ
เป็นแหล่งพลังงานหลักทั่ วโลก การเพิ่มขึ ้นของ
ประชากร และอตุสาหกรรมที่เติบโตอยา่งรวดเร็ว เป็น
สาเหตขุองความตอ้งการพลงังานท่ีเพิ่มขึน้ นอกจากนี ้
การใชเ้ชือ้เพลงิฟอสซิลที่สงูขึน้ สง่ผลใหเ้กิดผลกระทบ
ด้ า น สิ่ ง แ ว ด ล้ อ ม  โ ด ย ก า ร ป ล ด ป ล่ อ ย ก๊ า ซ
คารบ์อนไดออกไซด์ (CO2) ซึ่งเป็นสาเหตุหลักของ
ภาวะโลกรอ้น ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีการเติบโต
ทางดา้นเศรษฐกิจ อตุสาหกรรมและการขนสง่ สง่ผล 
มีความต้องการการใช้น ้ามันในปริมาณที่สูงขึ ้น
โดยเฉพาะภาคการขนส่ง มีการใช้น ้ามันเพิ่มขึ ้น             
รอ้ยละ 1.9 เมื่อเปรยีบเทียบกบัปี 2562 [1] ดงันัน้การ
ผลติเชือ้เพลิงเอทานอลจากชีวมวลมาใชเ้ป็นพลงังาน
ทดแทนในระบบขนสง่ จึงเป็นทางเลือกหนึง่ในการลด
การใชน้ า้มนัฟอสซิล ลดปริมาณก๊าซ CO2 ซึ่งเป็นก๊าซ
เรอืนกระจกในบรรยากาศ และเป็นสาเหตขุองการเกิด
ปัญหาภาวะโลกรอ้นในปัจจบุนั [2] 

ในปัจจุบันไบโอเอทานอลถือเป็นทางเลือกที่
สะอาดและสามารถผลิตไดจ้ากชีวมวลหลายประเภท 
โดยเฉพาะวัตถุดิบประเภท  Lignocellulose เช่น         
เศษวสัดเุหลอืใชจ้ากการเกษตร (ตน้ขา้วโพด ฟางขา้ว 
ออ้ย ชานออ้ย ฯลฯ) เศษซากไม ้(เศษไม ้ขีเ้ลื่อย ใบไม้
จากป่า) และขยะชุมชน ดงันัน้ การใชชี้วมวลเหล่านี ้
เ ป็นวัตถุดิบในการผลิต ไบโอเอทานอล ถือเป็น
ทางเลือกในการผลิตพลงังานทดแทนจากชีวมวลที่
เหมาะสมส าหรับประเทศไทย และหากสามารถ
พัฒนาองค์ความรู้ที่มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยน
วัตถุดิบเหล่านีเ้ป็นไบโอเอทานอล จะสามารถช่วย
ประเทศชาติในการลดอตัราการน าเขา้เชือ้เพลงิรวมทัง้

ลดปัญหามลพิษทางอากาศจากการเผาวสัดเุหลือทิง้
ทางการเกษตร การเปลี่ยนชีวมวลเป็นไบโอเอทานอล
ตอ้งผา่นขัน้ตอนดงันี ้(1) การลดขนาดเชิงกล (2) ปรบั
สภาพ (3) การย่อยดว้ยเอนไซม ์(4) การหมกัและ (5) 
การกลั่น กระบวนการปรับสภาพชีวมวลนัน้มุ่งเนน้ 
การสลายโครงสรา้งที่เป็นผลึกของชีวมวล สลายเฮมิ
เซลลโูลส และลิกนิน เพื่อใหเ้อนไซมเ์ขา้ไปท าลายเสน้
ใยเซลลูโลส และย่อยสลายให้เป็นน ้าตาลกลูโคส 
จากนัน้น า้ตาลกลโูคสจะถกูน าไปหมกัเป็นไบโอเอทา
นอล ในขั้นตอนการปรับสภาพหรือการย่อยด้วย
เอนไซมจ์ะตอ้งไดเ้ซลลโูลสท่ีมีความบริสทุธ์ิสงู และมี
สารยบัยัง้ต  ่า  

วตัถุประสงคง์านวิจัยนี ้คือการน าตน้ขา้วโพดมา
ผ่านกระบวนการปรบัสภาพดว้ยกรดต่างชนิดกนั เพื่อ
ปรบัปรุงประสิทธิภาพของการแยกองคป์ระกอบตน้
ข้าวโพด เ พ่ือให้ได้เซลลูโลสท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง 
ปริมาณสารยบัยัง้ต  ่า เพื่อเพิ่มการผลิตน า้ตาลกลโูคส
ใหไ้ดม้ากที่สดุ 

2. วิธีการวิจัย 

2.1. การเตรียมตัวอยา่ง 
วัตถุดิบส าหรับการผลิต ไบโอ เอทานอลใน

การศึกษานี ้คือ  ตน้ขา้วโพด จากเกษตรกรหมู่บา้น         
ผาคบั อ าเภอบ่อเกลือ จังหวดัน่าน โดยน าตน้ขา้วโพด
มาอบใหแ้หง้ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ในตูอ้บลมรอ้นและบดใหม้ีขนาดอนุภาค
ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร โดยใช้เครื่องบดชีวมวล 
(Retsch SM2000, Hann, Germany) แลว้น ามาแยก
ขนาดด้ว ยตะแกร งขนาด  1, 0.625 และ  0.25 
มิลลิ เมตร แล้วน า ไปหาองค์ประกอบทางเคมี                       
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 ตามมาตรฐาน NREL [3] ตน้ขา้วโพดที่น ามาทดลองมี

เซลลูโลส 31.62% เฮมิ เซลลูโลส 28.75% ลิกนิน 
18.44% และ เถา้ 2.45% 

2.2. การหาองคป์ระกอบต้นข้าวโพด 
2.2.1 เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 
วิเคราะหห์าน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยว (กลูโคส 

ไซโลสและอาราบิโนส) ในสว่นท่ีเป็นของเหลวหลงัการ
ปรบัสภาพ ดว้ยเครือ่ง HPLC เพื่อหาปรมิาณเซลลโูลส
และเฮมิ เซลลูโลส ในขั้นตอนแรกน าส่วนที่ เ ป็น
ของเหลวมาท าใหเ้ป็นกลางดว้ย CaCO3 และกรอง
โดยใช้ไซริงค์ฟิลเตอร์ส  าหรับ HPLC ขนาด 0.2 
ไมโครเมตร วิ เคราะห์ HPLC (LDC Model 4100, 
Shimadzu, Kyoto, Japan) โดยใช้ คอลัมน์ Aminex 
HPX-8 7 H ( Bio-Rad, Hercules, CA, USA) แ ล ะ            
5 mM H2SO4 เป็นโมบายเฟส อัตราการไหล 0.5 
มิลลิลิตร/นาที มาตรฐานน ้าตาลใช้กลูโคส ไซโลส 
และอะราบิโนสเป็นมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์
ดว้ย HPLC [4] 

2.2.2 ลกินิน 
หาองคป์ระกอบและปริมาณลิกนินที่ละลาย

น ้าและลิกนินที่ไม่ละลายน ้า โดยวิธี Klason lignin 
ตามมาตราฐานวิธีการวิเคราะหข์อง NREL [3] 

2.3 การปรับสภาพด้วยตัวท าละลายกรด 
การปรบัสภาพท าปฏิกิรยิาใน Reactor ขนาด 600 

มิ ลลิ ลิ ต ร  ( Parr Reactor 4560, Parr instrument, 
Moline, IL, USA) อัต ราส่วนต้นข้าว โพด  1 ก รัม                    
ต่อกรด 15 มิลลิลิตร ที่ความเข้มข้นกรด 0.05, 0.1 
และ 0.15 โมลาร ์(M) ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 
15, 30 และ 45 นาที และอณุหภมูิ 90, 120, 150, 180 
และ 210 องศาเซลเซียส โดยใชก้รดซลัฟรูกิ กรดฟอรม์ิ
กและกรดฟอสฟอริก และอดัก๊าซไนโตรเจนเขา้ไปใน

เครื่องปฏิกรณ ์ปรบัความดนัเริ่มตน้ที่ 20 บาร ์กวนที่ 
100 รอบต่อนาที เมื่อสิน้สดุปฏิกิริยาน ามากรองดว้ย
กระดาษกรองเบอร ์4 (Whatman หมายเลข 4) สว่นที่
เป็นของแข็งน าไปอบแหง้อณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24 ชั่ วโมง และเก็บไว้ในตู้ดูดความชืน้            
เพื่อน าไปท าการทดลองขัน้ต่อไป ส่วนของเหลวถูก
เก็บรวบรวมเพื่อการวิเคราะหห์าน า้ตาลและสารยบัยัง้
โดยเครือ่ง HPLC 

2.4 การยอ่ยด้วยเอนไซม ์
ศึกษาความสามารถในการย่อยได้ของเอนไซม์ 

หลังการปรับสภาพของต้นข้าวโพดโดยใช้เอนไซม์
เซลลูเลส (Cellic Ctec2) เพื่อศึกษาการผลิตน า้ตาล
กลโูคสจากการย่อยดว้ยเอนไซม ์ในปฏิกิริยาการย่อย
ดว้ยเอนไซมม์ีปริมาตรรวม 1 มล. ประกอบดว้ย ตน้
ข้าวโพดผ่านการปรับสภาพ 5% (w / v) เอนไซม์ 
Cellic Ctec2 ( Novozymes A/S, Bagvaerd, 
เดนมาร์ก )  25 FPU/g โซ เดี ยมซิ เตรตบัฟ เฟอร์  
(Sodium citrate buffer) 50 mM และโซเดียมเอไซด ์
(Sodium azide) 1% บ่มที่ 50 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง หมุน 30 รอบต่อนาที ท าการทดลอง 
3 ซ า้ การวิเคราะหค์วามเขม้ขน้ของน า้ตาลรีดิวซท์ี่ ได้
ใ นกา รย่ อยด้ว ย เ อน ไซม์  โ ดย ใ ช้วิ ธี ก า ร  3,5 -
dinitrosalisylic acid (DNS) [5] วิเคราะหป์รมิาณของ
น ้าตาลที่ ได้หลังการย่อยด้วยเอนไซม์โดยเครื่อง 
HOLC (รุ่น LDC 4100, Shimadzu, Kyoto, Japan) 
คอลัมน์  Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, 
CA, USA)ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ใช้กรดซัลฟู
ริค (H2SO4) 5 mM เป็นโมบายเฟส ที่อัตราการไหล 
0.5 mL/min ปริมาณกลูโคส ค านวณเป็นเปอรเ์ซ็นต์
ของกลโูคสจากการย่อยดว้ยเอนไซมจ์ากเซลลโูลสที่มี
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 อยูใ่นตน้ขา้วโพดทีผ่า่นการปรบัสถาพ (0.9 เป็นปัจจยั

การแปลงกลโูคสเป็นเซลลโูลสเทียบเทา่) (สมการท่ี 1) 

ปรมิาณกลโูคส (%) =  น า้หนกักลโูคส × 0.9

น า้หนกัเซลลโูลส
  ×100  (1) 

 

2.5 การวิเคราะหท์างกายภาพของต้นข้าวโพด
หลังปรับสภาพ 

2.5.1 Scanning electron microscopy 
(SEM) 

วิเคราะห์เสน้ใยต้นข้าวโพดก่อนและหลัง
ปรับสภาพ โดยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (SEM) 
JSM-6301F (JSM-6301F, JEOL ญ่ีปุ่ น) ตัวอย่างที่
น  ามาวิเคราะห์จะน าไปเคลือบด้วยทองเพื่อใหเ้ห็น
พืน้ผิวได้ชัดเจนขึน้ ในการส่องวิเคราะห์ใช้ล  าแสง
อิเลก็ตรอนขนาด 20 kV  

2.5.2 X-ray diffraction (XRD) 
วิเคราะหค์่าความเป็นผลึกของตน้ขา้วโพด

ก่อนและหลังปรับสภาพโดยวิ ธี  X-ray diffraction 
(XRD) โดยใชเ้ครื่อง X'Pert PRO diffractometer (PA 
Nalytical, Almelo, The Netherlands) ตั ว อ ย่ า ง ที่
น  ามาวิเคราะหจ์ะสแกนในช่วง 2θ = 10° - 30° ดว้ย
ขนาด 0.02° ที่ 500 kV และ 30 mA ค านวณค่าความ
เป็นผลกึตามสมการ 2 [6] 

CrI (%) = (
I002 - Ιamorphous

I002
)×100 (2) 

ที่ I002 คือความเขม้กระจดักระจายที่จุดสงูสดุของ
เซลลโูลส ซึง่โดยทั่วไปจะอยูร่อบๆ ที่ 002 = 22.4 และ 
Iamorphous คือความเข้มที่กระจัดกระจายของส่วน
สัณฐานที่ประเมินว่าการเลีย้วเบนความเข้มต ่าสุด

ระหว่างระนาบหลกัและระนาบรอง (ระนาบ 001 และ 
002) ท่ี 2θ = 18.0 

2.5.3 Fourier transform Infrared (FTIR) 
ว ิเคราะหห์าพนัธะเคมีหร ือหมู ่ฟังกช์ั่น

โมเลกุลของเซลลโูลสในตน้ขา้วโพดก่อนและหลงั
ปรบัสภาพโดยวิธี FT-IR ดว้ยเครื่อง Perkin-Elmer 
System 2000 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 
โดยเตร ียมตวัอย ่างดว้ยว ิธี KBr pellet ตัง้ความ
ละเอียดการวดัไวท้ี่ 4 cm-1 ความเร็ว 0.6329 cm/s 
ช ่ว ง ส เ ปคต ร มั อ ินฟ ร า เ ร ด  4,000 – 400 cm-1                   
น ากราฟที ่ได ไ้ป เปร ียบเท ียบพื น้ที ่ใต ก้ราฟกบั
มาตรฐานเซลลโูลส 

2.5.4 สมบัติรูพรุน (BET) 
วิเคราะห์หาขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางของ             

รูพรุน (Pore size diameter) พืน้ที่ผิวของผงตวัอย่าง 
(Surface area) ปริมาตรของรูพรุน (Pore volume) 
ของตน้ขา้วโพดก่อนและหลงัปรบัสภาพโดยใชว้ิธีการ
ของ Brunauer-Emmett และ Teller (BET) เป็นเทคนิค
การวิเคราะหห์าคา่พืน้ท่ีผิว (Surface area) ของสารท่ี
ตอ้งการวิเคราะห ์โดยอาศยัเทคนิคการแทนที่พืน้ท่ีผิว 
หรือ รูพ รุนด้วยแก๊สไนโตรเจน ( TriStar II 3020, 
Micromeritics Co., USA) 

2.6 การหมักเอทานอล โดยวิธี Simultaneous 
saccharification and fermentation (SSF) 

การหมกัแบบ SSF ด าเนินการในเครื่องปฏิกรณ์ 
ขนาด 2 ลิตร (Biostat® b2, B. Braun (Thailand), 
Bangkok, Thailand) โดยในการหมกัมีปริมาตรรวม 
1.2 ลิตร ซึ่งในการหมกัประกอบดว้ย แอมโมเนียม
ซลัเฟต 5 g/L (NH4)2SO4, แมกนีเซียมซลัเฟตเฮป
ตะไฮเดรต (MgSO4 ∙ 7H2O) 0.025 g/L, สารสกัด
จ า ก ย ีส ต  ์ 1.0 g/L, pH 4.8 แ ล ะ  ต น้ ข า้ ว โ พด                        
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 ที ่ผ่านการปรับสภาพในสภาวะที่เหมาะสม 6.25%         

(w / v) น าไปนึ่ง เพื่อฆ่าเชื ้อที่อุณหภูมิ  121 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 

ท าการพรีการย่อยด้วยเอนไซม์ Cellic Ctec2 
ความเขม้ขน้ 25 FPU / g บม่ที่ 50 องศาเซลเซียส รอบ
การกวน 500 rpm เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เพาะเลีย้งเชือ้
ยีสต ์Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 บม่ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงใน
อาหารเลีย้งเชือ้ YPD ฉีดเชือ้ยีสตป์รมิาตร 10% (v / v) 
ผสมลงในการยอ่ย Cellic Ctec2 สว่นผสมการหมกัจะ
บ่มที่อณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียสควบคมุค่า pH ใหอ้ยู่
ที่ 4.8 โดย กรดฟอสฟอริก(H3PO4) และ แอมโมเนียม 
ไฮดรอกไซด์(NH4OH) ท าการหมักระยะเวลา 72 
ชั่วโมง โดยกวนผสมอย่างต่อเนื่องที่ 300 รอบต่อนาที 
เก็บตัวอย่างเป็นระยะๆ เพื่อวิเคราะห์ปริมาณเอทา
นอลที่เกิดขึน้จากการหมกั ปริมาณกลโูคส และไซโลส 
โดยเครื่อง HPLC คอลัมน์ Aminex HPX-87H (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA)  

3. ผลการวิจัยและอภปิราย 

3.1 องคป์ระกอบของต้นข้าวโพด 
ส่วนประกอบของตน้ขา้วโพดที่ใชใ้นการศึกษานี ้

พบว่า มีเซลลูโลส 31.62% ± 0.53%, เฮมิเซลลูโลส 
28.75 ± 0.48% ลิกนิน 18.44% ± 0.62% เถ้า 2.45 
±0.38% และ สารอื่นๆ 18.74 ± 0.25% คารโ์บไฮเดรต
มีสดัส่วนประมาณ 60.37% (ในรูปของเซลลโูลสและ
เฮมิเซลลูโลส) เฮมิเซลลูโลสประกอบด้วยไซโลส
ประมาณ 95% และอะราบิโนสประมาณ 5% 
 

ตารา งที่  1 การออกแบบการทดลองด้วยวิ ธี  Central 
composite เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพตน้
ขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟรูกิ 

Run 
No. 

ความเข้มข้น
กรด (M) 

อุณหภูมิ 
(°C) 

เวลา 
(min) 

Glucose 
yield (%) 

1 0.05 90 15 49.81 

2 0.1 150 30 86.05 

3 0.15 90 45 53.03 

4 0.15 150 30 81.15 

5 0.05 210 15 75.57 

6 0.15 210 15 75.97 

7 0.05 210 45 73.18 

8 0.1 90 30 59.53 

9 0.1 210 30 79.17 

10 0.1 150 30 86.05 

11 0.15 90 15 55.79 

12 0.05 150 30 79.19 

13 0.1 150 45 83.93 

14 0.1 150 30 86.05 

15 0.1 150 30 86.05 

 
3.2 การหาสภาวะที่ เหมาะสมในการปรับ

สภาพด้วยกรดซัลฟูริก 
ก า รปรับสภาพ เ ป็นหนึ่ ง ในขั้นตอนส าคัญ                 

ในกระบวนการเปลี่ยนวัสดุลิกโนเซลลูโลสเป็นไบโอ          
เอทานอล แต่เนื่องจากในกระบวนการมีค่าใชจ้่ายสงู
และสิน้เปลืองพลงังาน [7] การศึกษาจ านวนมากได้
เน้นถึงความส าคัญของการพัฒนากระบวนการ
ประหยัดพลังงาน โดยใช้สารเคมีในปริมาณที่นอ้ย 
อณุหภมูิต  ่า หรือระยะเวลาในการท าปฏิกิริยานอ้ยลง 
ในการปรับสภาพสารละลายกรดเจือท าใหเ้กิดการ
แตกตวัของพนัธะ glycosidic ซึ่งสง่ผลใหเ้กิดการแยก
ส่วนของเซลลโูลสและการแตกของเฮมิเซลลโูลส [8] 
เปา้หมายหลกัของการปรบัสภาพคือลดความเป็นผลกึ
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 ของชีวมวล และเพิ่มการยอ่ยไดข้องเอนไซม ์ดงันัน้ จึง

มีความจ าเป็นที่จะตอ้งพฒันากระบวนการปรบัสภาพ 
ไม่เพียงแต่การแตกของเฮมิเซลลูโลสและการก าจัด
ลิกนินเท่านั้น แต่ยังรวมถึงผลกระทบที่เกิดขึน้ ใน
กระบวนการย่อยดว้ยเอนไซมด์ว้ย [7] ในการศึกษานี ้
ได้น าวิ ธี แบบพื ้น ผิวตอบสนอง  หรือ  RSM โดย
โปรแกรม Design-Expert 10.0.1 มาใชเ้พื่อออกแบบ
การทดลอง ปรบัพารามิเตอรท์ี่ส  าคญั เช่น อุณหภูมิ 
ความเข้มข้นของกรด และระยะเวลาท าปฏิกิริยา 
เพื่อใหไ้ดป้ริมาณกลโูคสสงูสดุหลงัจากการย่อยดว้ย
เอนไซม ์การออกแบบการทดลองแสดงในตารางที่ 1 
การทดลองปรบัสภาพจากการออกแบบดว้ยโปรแกรม
ได้ 15 การทดลอง ส่วนประกอบของน ้าตาลและ
สารประกอบอื่น  ๆ ที่อยู่ ในส่วนที่ เ ป็นของเหลว                

และอตัราการลดลงของของแข็งหลงัปรบัสภาพ แสดง
ในตารางที่ 2 สารประกอบอื่นๆ ที่ระบไุวใ้นตารางที่ 2 
หมายถึงสารยบัยัง้และสารประกอบอื่น ๆ ที่เกิดขึน้ใน
ขัน้ตอนการปรบัสภาพ 

ในการปรบัสภาพมีความเขม้ขน้ของไซโลสสงูสดุ 
2.02 กรมัต่อลิตร และอะราบิโนสสงูสดุ 0.11 กรมัต่อ
ลิตร ที่ความเขม้ขน้กรดซนัฟูริก 0.05% M ระยะเวลา 
45 นาที อุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตาม 
เมื่อเพิ่มความเขม้ขน้กรด อณุหภมูิ และระยะเวลาใน
การปรบัสภาพ เพิ่มปัจจยัเหลา่นี ้ยิ่งเกิดสารยบัยัง้มาก
ขึน้ ความเขม้ขน้ของกรดมีผลตอ่อตัราการละลายเฮมิ
เซลลโูลสออกจากตน้ขา้วโพดและอตัราการลดลงของ
ของแข็งหลงัปรบัสภาพอยา่งมาก   

 
ตารางที ่2 องคป์ระกอบที่เป็นของแข็งและของเหลวหลงัจากปรบัสภาพดว้ยกรดซลัฟรูกิของตน้ขา้วโพด 

Run 
No. 

Liquid phase (hydrolysate) Solid phase a 

Glucose 
(g/L) 

Xylose 
(g/L) 

Arabinose 
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Furfural 
(g/L) 

HMF (g/L) 
Formic acid 

(g/L) 
Lactic acid 

(g/L) 
Cellulose 

(g) 
Hemicellulose 

(g) 
%pulp 

1 0.15 0.30 0.02 0.10 0.01 0.00 0.00 0.00 29.55 24.36 87.98 

2 0.22 1.27 0.07 0.83 0.36 0.01 0.11 0.03 28.56 10.59 70.19 

3 0.19 0.61 0.03 0.12 0.07 0.00 0.00 0.00 28.96 19.98 81.57 

4 0.25 1.42 0.07 0.23 0.05 0.00 0.03 0.01 28.22 8.52 67.31 

5 0.27 1.79 0.09 0.74 0.36 0.03 0.10 0.03 27.95 3.16 60.18 

6 0.38 0.36 0.02 0.88 0.46 0.05 0.09 0.03 26.53 0 50.39 

7 0.32 2.02 0.11 1.55 1.26 0.14 0.16 0.03 27.31 0 51.47 

8 0.16 0.42 0.02 1.85 0.88 0.06 0.13 0.03 29.35 22.74 85.62 

9 0.32 2.00 0.11 1.01 0.71 0.07 0.10 0.04 27.24 0.16 52.41 

10 0.22 1.27 0.07 0.83 0.36 0.01 0.11 0.03 28.56 10.59 70.19 

11 0.16 0.46 0.02 1.28 0.68 0.06 0.08 0.01 29.38 22.12 85.08 

12 0.21 0.72 0.04 1.53 0.66 0.05 0.16 0.03 28.73 18.48 79.88 

13 0.28 1.43 0.08 0.07 0.10 0.00 0.05 0.02 27.74 8.38 64.79 

14 0.21 0.72 0.04 0.83 0.36 0.01 0.11 0.03 28.73 18.48 79.88 

15 0.21 0.72 0.04 0.83 0.36 0.01 0.11 0.03 28.73 18.48 79.88 



94 
 

FEAT JOURNAL 
July – December 2021; 7(2) : 87-104 
 เมื่อความเขม้ขน้กรดเพิ่มขึน้จาก 0.05 M เป็น 0.15 

M ท าการปรบัสภาพที่ระยะเวลาท าปฏิกิริยา 30 นาที 
อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส ท าให้อัตราการลดลง           
ของของแข็งหลงัปรบัสภาพเพิ่มขึน้จาก 33.51% เป็น 
42.48% แสดงใหเ้ห็นว่าความเขม้ขน้ของกรดที่สูงขึน้
อาจท าลายโครงสรา้งของตน้ขา้วโพด ลดความเป็น
ผลึก และมีการย่อยน า้ตาลใหเ้ป็นสารประกอบอื่น ๆ 
หรอืสารยบัยัง้ในการปรบัสภาพดว้ยกรด [9] 

ค่าออกแบบการทดลองที่ ได้จากโปรแกรม 
Design-Expert สอดคล้องกับข้อมูลที่ ได้จากการ
ทดลอง ค่า ANOVA ส าหรบัพืน้ผิวตอบสนองรูปแบบ
สมการก าลงัสอง ดงัแสดงในตารางที่ 3 รูปแบบจ าลอง
ที่ ใ ช้ในการอธิบายผลการทดลองจะขึ ้นอยู่กับ
ผลกระทบของทัง้สามปัจจัย ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของ
กรด ระยะเวลาในการปรับสภาพ และอุณหภูมิ  
พารามิเตอร ์ส  าหรบัความสมัพนัธแ์ละปัจจยัก าลงัสอง 
(สมการที่  3) ค่าสัมประสิทธ์ิ R2 ส  าหรับ Glucose 
yield ที่ ได้ เ ป็น  0.9960 ส่วนค่า  R2 ที่ ได้จากการ
ออกแบบการทดลอง 0.9713 ซึ่งมีค่าใกลเ้คียงกบัค่า 
R2 จากผลการทดลองคือ 0.9923 

สมการก าลงัสองของปัจจัยทัง้สาม ที่เกิดไดจ้าก
การออกแบบการทดลองสามารถใชใ้นการคาดการณ์
เก่ียวกับการตอบสนองส าหรับระดับที่ก าหนดของ            
แต่ละปัจจยั สมการสดุทา้ยจากปัจจยัทัง้สามดงัแสดง
ในสมการท่ี 3 

Glucose yield (%) =  
- 84.06 + 528.80A + 1.57B  (3) 
+ 0.8620C - 0.4996AB  
- 0.5650AC + 1.20BC  
- 1981.27 A2 - 4.38 B2 - 9.77 C2 

โดยที่  A คือ ความเขม้ขน้ของกรด  
B คือ อณุหภมูิ 
C คือ ระยะเวลาในการปรบัสภาพ 

 
ตารางที่ 3 การวิเคราะหต์ารางความแปรปรวนส าหรบัรูปแบบ
สมการก าลงัสองของการตอบสนองพืน้ผิว 

Source 
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Value p-value Prob > F 

Model 3240.65 9 360.07 273.76 0.0000 
A-Con 2.84 1 2.84 2.16 0.1724 
B-Temp 1058.22 1 1058.22 804.56 0.0000 
C-Time 8.32 1 8.32 6.32 0.0307 
AB 17.97 1 17.97 13.66 0.0041 
AC 11.02 1 11.02 8.38 0.0160 
BC 9.35 1 9.35 7.11 0.0236 
A2 67.47 1 67.47 51.30 0.0000 
B2 684.18 1 684.18 520.18 0.0000 
C2 13.29 1 13.29 10.10 0.0098 

Residual 13.15 10 1.32   
Cor Total 3253.80 14    

Std. Dev. = 1.15 PRESS = 93.27 Mean = 74.22 
R-Sq = 99.60% R-Sq(pred) = 97.13% 
R-Sq(adj) = 99.23% 

โดยปกติแล้ว  อัตราส่วนความแปรปรวน ค่า            
F-value จะมีค่าที่สงู การคาดการณผ์ลการทดลองจะ
มีนยัส าคญั และค่า p-value ที่มากกว่า 0.05 หรือ p 
<0.05 บ่งชีว้่าเง่ือนไขของแบบจ าลองมีนัยส าคัญที่
ระดบัความเช่ือมั่นกว่า 95% หรือปัจจยันัน้ ๆ  มีผลต่อ
การเปลี่ยนแปลงการทดลอง ในการออกแบบการ
ทดลอง ตารางที่ 3 ค่า F-value ในการทดลองมีค่า
เท่ากับ 273.76 หมายถึง แบบจ าลองเป็นไปอย่างมี
นยัส าคญั ค่า p-value ของความเขม้ขน้ของกรด ซึ่งมี
ค่า 0.1724 แสดงว่าปัจจัยความเขม้ขน้กรดมีผลต่อ
การเพิ่มขึน้ หรือลดลงของการผลิตน า้ตาล ในการ
ทดลองนี ้ 



95 
 

FEAT JOURNAL 
July – December 2021; 7(2) : 87-104 
 รูปที่ 1 แสดงพืน้ผิวการตอบสนองสามมิติแสดง

ความสมัพนัธร์ะหว่างปัจจัยต่างๆ ในการปรบัสภาพ
ตน้ขา้วโพดเพื่อใชใ้นการหาสภาวะที่เหมาะสมของ

การปรบัสภาพตน้ขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟูริก มีผลต่อ
ปฏิกิริยาการย่อยดว้ยเอนไซม ์เพื่อการผลิตกลโูคส     
(Glucose yield %) ของแต่ละปัจจัย

 
รูปที ่1 พืน้ผิวการตอบสนองสามมิติ แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของกรดซลัฟรูกิ อณุหภมิู และเวลาที่มีผลตอ่ 

Glucose yield; A ความสมัพนัธร์ะหวา่งอณุหภมิูและความเขม้ขน้กรด ที่เวลา 30 นาที, A ความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้กรด
และเวลา ที่อณุหภมิู 180 องศาเซลเซียส, A ความสมัพนัธร์ะหวา่งเวลาและอณุหภมิู ที่ความเขม้ขน้กรด 0.1 M    
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 เพื่อให้ได้การตอบสนองสูงสุด ในรูปที่ 1A ที่ความ

เขม้ขน้ของกรดซัลฟูริกต ่า (0.25 M) และอุณหภูมิต  ่า 
(90 องศาเซลเซียส) Glucose yield จากการย่อยดว้ย
เอนไซมอ์ยู่ในระดบัที่ค่อนขา้งต ่าเมื่อเพิ่มความเขม้ขน้
กรดซัลฟูริกเป็น 0.05 M เวลา 30 นาที และอุณหภูมิ 
180 องศาเซลเซียส ได ้Glucose yield จากการย่อย
ดว้ยเอนไซมส์งูถึง 89.26% การเพิ่มความเขม้ขน้กรด 
อุณหภูมิ และระยะเวลาในการปรบัสภาพ สามารถ
เพิ่มความเขม้ขน้ของกลโูคสในการย่อยดว้ยเอนไซม์
ได ้[8] การเพิ่มความเขม้ขน้กรดซลัฟรูกิจาก 0.25 เป็น 
0.50 M ที่ระยะเวลา 30 นาที อุณหภูมิ  150 องศา
เซลเซียส ท าให ้Glucose yield เพิ่มขึน้จาก 79.19% 
เป็น 84.61% ของปริมาณกลูโคสตามทฤษฎี [8,10] 
แต่เมื่อความเข้มข้นของกรดเพิ่มขึน้จาก 0.50 เป็น 
0.75 M ท าให้ปริมาณกลูโคสลดลง อาจเป็นเพราะ
ความเขม้ขน้ของกรดสงูเกินไป และอณุหภมูิสงูส่งผล
ให้ปริมาณของแข็ง  (solid recovery) ลดลง และ
น า้ตาลเปลี่ยนรูปเกิดเป็นสารยบัยัง้ได ้[10,11]  รูปที่ 
1B อธิบายความสมัพนัธร์ะหวา่งอณุหภมูิและเวลาใน
การปรบัสภาพ เพื่อการผลิตกลโูคสจากการย่อยดว้ย
เอนไซม์ ที่อุณหภูมิต  ่ า  (90 องศาเซลเซียส) และ
ระยะเวลาในการปรบัสภาพต ่า (15 นาที) การผลิต
น า้ตาลกลโูคสอยูใ่นระดบัต ่า (Glucose yield 49.81% 
- 55.79%) อย่างไรก็ตามเมื่อเพิ่มอณุหภมูิสงูสดุ (210 
องศาเซลเซียส) และเวลาการปรับสภาพนาน (45 
นาที )  การผลิตน ้าตาลกลูโคสจากการย่อยด้วย
เอนไซม์จะเพิ่มขึ ้น  ( 69.39% - 76.72%)  รูปที่  1C 
อธิบายความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้และเวลาใน 
การปรบัสภาพ เพื่อการผลิตกลโูคสจากการย่อยดว้ย
เอนไซม ์ที่ความเขม้ขน้ 0.50 M อุณหภูมิ 180 องศา

เซลเซียส และทุกช่วงเวลา (15-45 นาที) การผลิต
กลูโคสอยู่ ในระดับที่ค่อนข้างสูง  (Glucose yield 
77.14% - 89.26%) 

 
รูปที ่2 Glucose yield จากการปรบัสภาพดว้ยกรดของ                

ตน้ขา้วโพดทีค่วามเขม้ขน้กรด 0.1 M  
อณุหภมิู 180 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที 

3.3 ผลของตัวเร่งปฏิกิริยากรดปฏิกิริยากรด
H2SO4, CH2O2 และ H3PO4 ต่อการปรับสภาพต้น
ข้าวโพด 

เพื่อหาตวัเร่งปฏิกิริยากรดที่ดีที่สดุของกรด ทัง้ 3 
ชนิด จากสภาวะที่เหมาะสมของกรดซลัฟูริก ทีค่วาม
เขม้ขน้กรด 0.50 M อณุหภมูิ 180 องศาเซลเซียส และ
ระยะเวลา 30 นาที มาเปรียบเทียบกบักรดฟอสฟอรกิ
และกรดฟอรม์ิก ในการผลิตน า้ตาลกลูโคสจากการ
ย่อยด้วยเอนไซม์ จากรูปที่ 2 จะเห็นได้ชัดว่า กรด
ซลัฟิวรกิสามารถผลติกลโูคสไดส้งูกวา่กรดอื่น ๆ อยา่ง
มีนยัส าคญั ในความเขม้ขน้ของกรด ระยะเวลา และ
อุณหภูมิ เดียวกัน ได้ Glucose yield 89.26% และ 
Glucose yield ของกรดฟอสฟอริก และกรดฟอรม์ิก 
ได ้76.93% และ 56.31% ตามล าดบั  

จากการศึกษานีแ้สดงให้ว่าการปรับสภาพต้น
ขา้วโพดดว้ยกรดฟอสฟอรกิและกรดฟอรม์ิค ไดก้ลโูคส
จากการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ ่ากวา่ เมื่อเทียบกบัการปรบั
สภาพด้วยกรดซัลฟูริกที่สภาวะเดียวกัน หากมี



97 
 

FEAT JOURNAL 
July – December 2021; 7(2) : 87-104 
 การศกึษาเพิ่มเติมในเรือ่งของสภาวะอื่น ๆ ในการปรบั

สภาพด้วยกรดฟอสฟอริกและกรดฟอรม์ิค อาจได้ 
Glucose yield ที่ใกลเ้คียงกันที่สภาวะที่แตกต่างกัน 
อยา่งไรก็ตามอาจเป็นเพราะในการปรบัสภาพและการ
ย่อยดว้ยเอนไซม ์ของกรดฟอสฟอริกและกรดฟอรม์ิค 
เกิดสารยบัยัง้คอ่นขา้งสงู จึงท าใหม้ีการผลติกลโูคสได้
นอ้ย [12,13] ในงานวิจยัตา่ง ๆ เก่ียวกบัการปรบัสภาพ
ชีวมวลประเภท ลิกโนเซลลูโลสดว้ยกรด สามารถเกิด
การก่อตัวของสารยับยั้ง เช่น เฟอร์ฟูรัล  (furfural)         
ส า รHMF (5 - hydroxymethyl-2 - furaldehyde) แ ละ
สารประกอบอื่น ๆ ทัง้นีข้ึน้อยู่กับสภาวะที่ใช้ในการ
ปรับสภาพการเกิดสารยับยั้งเหล่านีส้ามารถท าให้
ปรมิาณกลโูคสต ่าลง [14]  

3.4 ลักษณะทางกายภาพของต้นข้าวโพดก่อน
และหลังปรับสภาพ  

3.4.1 การวิเคราะหล์ักษณะพื้นผิวของ
ต้นข้าวโพด (Scanning electron microscopy) 

การวิเคราะหด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอน
แบบส่องกราด (SEM) พบว่า ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและลักษณะพืน้ผิวของต้นข้าวโพดที่ผ่านการ
ปรับสภาพเทียบกับต้นข้าวโพดที่ไม่ได้ปรับสภาพ               

ดงัแสดงในรูปที่ 3 ในรูปที่ 3A ลกัษณะพืน้ผิวของตน้
ขา้วโพดที่ไมไ่ดป้รบัสภาพมีโครงสรา้งเสน้ใยเซลลโูลส
ที่มีความเป็นระเบียบ และพืน้ผิวเรียบเนียน หลงัจาก
การปรบัสภาพดว้ยกรด โครงสรา้งมีลกัษณะขรุขระ            
มีความพรุนและเสน้ใย เปิดเผยใหโ้ครงสรา้งภายใน
ของต้นข้าวโพด จึงแสดงให้เห็นว่ากระบวนการ               
การปรบัสภาพส่งผลใหม้ีการก าจัดเสน้ใยภายนอก  
ซึ่งจะเพิ่มพื ้นที่ ผิวเพื่อให้เซลลูโลสเข้าถึงเอนไซม์
ได้มากขึน้ การเพิ่มพืน้ที่ผิวและปริมาตรของรูพรุน             
ในตน้ขา้วโพดที่ผ่านการปรบัสภาพแลว้ สามารถเพิ่ม
การผลติกลโูคสในระหวา่งการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์[15]   

3.4.2 วิ เคราะห์ความเป็นผลึก (XRD 
analysis) 

X-ray diffraction (XRD) หรือการวิเคราะห์
ความเป็นผลกึ เป็นหนึง่ในวิธีที่สามารถ ตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงความเป็นผลึกของเซลลูโลส [16]                   
ตน้ขา้วโพดผ่านการปรบัสภาพแลว้ มีความเป็นผลกึ             
ที่ต  ่าลงเป็นคณุสมบตัิส  าคญัที่แสดงใหเ้ห็นวา่การปรบั
สภาพมีผลตอ่การยอ่ยไดข้องเอนไซม ์[17] 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่3 การวิเคราะหล์กัษณะพืน้ผิวของตน้ขา้วโพด; A ตน้ขา้วโพดที่ไมไ่ดผ้า่นการปรบัสภาพ, B ตน้ขา้วโพดที่ปรบัสภาพดว้ย
สภาวะที่เหมาะสมที่สดุ (ความเขม้ขน้กรดซลัฟรูกิ 0.1 โมลาร ์อณุหภมิู 180 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที) 
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การปรบัสภาพดว้ยกรดในสภาวะที่เหมาะสม (กรดซลั
ฟูริก 0.5 M อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 
30 นาที) เมื่อเทียบกบัตน้ขา้วโพดที่ไมไ่ดผ้่านการปรบั
สภาพ  ดังแสดงในรูปที่ 4 ผลการวิเคราะหแ์สดงให้
เห็นว่าตน้ขา้วโพดที่ไม่ผ่านการปรบัสภาพนัน้มีความ
เป็นผลึกสูง (51.36%) หลังจากผ่านการปรับสภาพ
ดว้ยกรดค่าความเป็นผลกึของตน้ขา้วโพดสงูขึน้อยา่ง
มีนยัส าคญัเป็น 65.32% การลดลงของความเป็นผลึก

แสดงใหเ้ห็นว่าโครงสรา้งเซลลโูลสหลงัจากการปรบั
สภาพตน้ขา้วโพดมีการเรียงเป็นระบบในโครงสรา้ง
ของเสน้ใย และการลดลงของผลกึท าใหค้วามสามารถ
ในการเข้าถึงพืน้ผิวของเซลลูโลสเพิ่มขึน้ [18] การ
เพิ่มขึน้ของค่า CrI นัน้สมัพนัธ์กับการปรบัสภาพดว้ย
กรดต่อการก าจัดส่วนที่เป็นอสณัฐาน (Amorphous) 
ไซแลนและ ลกินิน ในการลดความเป็นผลกึของเสน้ใย
เซลลโูลส [19]  

 

 
 

รูปที ่4 การเลีย้วเบนของรงัสี X-ray ของตน้ขา้วโพด; A ตน้ขา้วโพดที่ไมไ่ดผ้า่นการปรบัสภาพ, B ตน้ขา้วโพดที่ปรบัสภาพดว้ย
สภาวะที่เหมาะสมที่สดุ (ความเขม้ขน้กรดซลัฟรูกิ 0.1 โมลาร ์อณุหภมิู 180 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที) 

 
 3.4.3. วิเคราะหห์มู่ฟังกช์ันโมเลกุล ด้วย

เทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
(FTIR) 

การวิเคราะห ์FTIR ของเซลลโูลสแสดงในรูปที่ 5 
ค่าการดดูกลืนแสงที่ 3402 - 897 cm-1 นัน้สมัพนัธก์บั
หมู่ฟังกช์ันเซลลโูลส ที่ความยาวคลื่น 3402 cm-1 คือ 

การยืดออกของพันธะระหว่างอะตอม O-H ที่ 2916 
cm-1 คือ การหดตวัระหว่างอะตอมของพนัธะ C-H ที่
จุด 1427 cm-1 คือ การแบบยืดออกแบบสมมาตรของ
พันธะ CH2 ที่จุด 1371 cm-1 คือ การสั่นของพันธะ
ภายในโมเลกลุแบบงอ (bending) ของพนัธะ CH 
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รูปที ่5 แสดง Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) ของตน้ขา้วโพด; A ตน้ขา้วโพดที่ไมไ่ดผ้่านการปรบัสภาพ,  
B ตน้ขา้วโพดทีป่รบัสภาพดว้ยสภาวะที่เหมาะสมที่สดุ  

(ความเขม้ขน้กรดซลัฟรูกิ 0.1 โมลาร ์อณุหภมิู 180 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที) 

ที่จุด 1316 cm-1 คือ พันธะระหว่างอะตอมคารโ์บไฮ
เดตรเปลีย่นมมุพนัธะลกัษณะการสั่นแบบงอของ CH2 
ที่ จุ ด  1164 cm-1 คื อ  ก า ร ยื ด แบบ ไม่ สมมาตร 

( asymmetrical stretching) ข อ ง พั น ธ ะ ร ะ ห ว่ า ง
อะตอม C-O และความยาวคลื่นที่ จุด  899 cm-1 
สอดคลอ้งกบัการเปลีย่นรูปแบบของพนัธะไกลโคซิดิค 
C1-H การสั่นของพนัธะภายในโมเลกุลแบบวงแหวน 

ซึ่งเป็นลกัษณะพนัธะการเช่ือมโยงของ β-glycosidic 
ระหวา่งกลโูคสในเซลลโูลส 

ในรูปที่ 5 ที่จุด 1,721 cm-1 ของต้นขา้วโพดที่ไม่
ผ่านการปรบัสภาพ (A) เป็นผลมาจากกลุม่คารบ์อนิล
ที่ไม่ละลายน ้า (Unconjugated) ของเฮมิเซลลูโลส           
ที่จุด 1245 cm-1 เป็นสัญญาณการยืดออกพันธะ

ระหว่างอะตอม C-O ในเฮมิเซลลูโลสลดลงอย่างมี
นยัส าคญั ซึ่งบ่งชีว้่าเฮมิเซลลโูลสลดลง หรือถกูก าจดั
ออกไปหลงัจากขัน้ตอนของการปรบัสภาพ นอกจากนี ้
ที่จุด 899 cm-1 แสดงให้เห็นถึงการลดลงของผลึก
เซลลโูลสหลงัจากการปรบัสภาพ [20]   

3.4.4 การวิเคราะหค์วามพรุน (Porosity 
and surface analysis) 

การเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งผลึกมักจะมา
พร้อมกับการเปลี่ยนแปลงพื ้นที่ ผิว ซึ่งอาจส่งผล
กระทบต่อการเขา้ถึงเซลลโูลส [17] ในงานนี ้จะใชว้ิธี
ข อ ง  Brunauer – Emmett Teller (BET) ใ น ก า ร
วิ เคราะห์หาพื ้นที่ ผิว  และ pore volume ของต้น
ข้าวโพดทั้งก่อนและหลังการปรับสภาพพิจารณา             
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 โดยใช้วิธีการดูดซับไนโตรเจน ค่าการค านวณของ

พืน้ที่ผิว และความพรุน ของตน้ขา้วโพดทัง้ก่อนและ
หลังการปรับสภาพ ดังแสดงในตารางที่  4  เมื่อ
เปรียบเทียบตน้ขา้วโพดก่อนและหลงัปรบัสภาพ ค่า
ของพืน้ที่ผิวของตน้ขา้วโพดหลงัการปรบัสภาพดว้ย
กรด พืน้ผิวเพิ่มขึน้จาก 0.69 เป็น 13.39 cm3/g ซึ่ง
มากกว่า 20.19 เท่า และค่าความพรุนเพิ่มขึน้ 16.75 
เท่า ดงันัน้ ค่าความพรุนและพืน้ที่ผิวชีใ้หเ้ห็นว่าการ
ปรับสภาพด้วยกรดน าไปสู่การเพิ่มขึน้ของพืน้ที่ผิว 
และความพ รุนของ เ ส้น ใย  ส่ ง ผล ในกา ร เพิ่ ม
ประสิทธิภาพการเขา้ถึงของเอนไซม ์อย่างมีนยัส าคญั 
[21, 22] 

ตารางที่ 4 การเปรียบเทียบพืน้ที่ผิวและความพรุนของต้น
ขา้วโพดก่อนและหลงัปรบัสภาพ  

 Untreated Acid Pretreatment 

BET surface area (m2/g) 0.69 13.93 
BJH pore volume (cm3/g) 0.004 0.067 

3.4 การหมกัแบบ Simultaneous 
saccharification and fermentation (SSF) 

ในการศึกษาครัง้นีเ้ลือกสภาวะที่มีประสิทธิภาพ
มากที่สดุในการปรบัสภาพดว้ยกรดของตน้ขา้วโพดมา
ผลิตเอทานอลดว้ยวิธีการหมกัแบบ SSF ในการหมกั
ปริมาณเริ่มตน้ของตน้ขา้วที่ผ่านการปรบัสภาพแลว้ 
70 กรมัต่อลิตร เทียบเท่ากับกลูโคส 35 กรมัต่อลิตร 
ในการเริ่มการหมกั ตน้ขา้วโพดจะน าไปท าการ pre-
digested โดยเอนไซม์ Cellic Ctec2 จากนั้นจึงเติม
เชือ้ยีสต ์S. cerevisiae เพื่อท าการหมกั เปลีย่นกลโูคส
เป็นเอทานอล 

ในขัน้ตอนการ pre-hydrolysis ตน้ขา้วโพดที่ผ่าน
การปรบัสภาพจะถกูย่อยเป็นกลโูคสอย่างรวดเร็วโดย
มีความเขม้ขน้ของกลูโคสสะสมเฉลี่ยสูงสุดที่  13.36 
กรัมต่อลิตร ที่ ระยะเวลา 6 ชั่ วโมง ความเข้มข้น               
ของเอทานอลเฉลีย่สงูสดุที่ 16.31 กรมัตอ่ลติร  

 

 
รูปที ่6 การหมกักลโูคสเป็นเอทานอล สว่นผสมการหมกัประกอบดว้ย ตน้ขา้วโพดที่ผ่านการปรบัสภาพดว้ยกรด 

ในสภาวะที่เหมาะสมที่สดุ 6.7% w/v    
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 ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง เทียบเทา่กบัทฤษฎีการเปลีย่น

กลโูคสเป็นเอทานอลได ้94% [23] ดว้ยประสิทธิภาพ
การผลิตเอทานอล 0.23 กรมั / ลิตร / ชั่วโมง (รูปที่ 6) 
ตอนทา้ยของการหมกักลโูคสท่ีเหลอื 0.3 กรมัตอ่ลติร 

อย่างไรก็ตาม การหมักเพื่อให้ได้เอทานอลที่มี
ความเขม้ขน้สงูจากการหมกัของชีวมวลประเภทลิกโน
เซลลโูลสขึน้อยูก่บัปัจจยัตา่ง ๆ รวมทัง้ลกัษณะของชีว
มวล วิ ธีการปรับสภาพ เชื ้อจุลินทรีย์หรือยีสต์ที่
น  า ม า ใช้  และพา รามิ เ ตอ ร์ท า งกายภาพของ
กระบวนการหมกั 

ในงานวิจัยที่ผ่านมาการหมักฟางขา้วที่ผ่านการ
ปรบัสภาพดว้ยกรดและดา่ง ไดเ้อทานอล 84.6% [24] 
และการหมกัฟางขา้วโพดโดยปรบัสภาพแบบ steam-
pretreated ไดเ้อทานอล 72.4% [25] ในช่วงแรกของ
การหมกัจะเกิดการสะสมของกลโูคสหรือมีกลโูคสใน
ปริมาณที่สูง แต่เอทานอลต ่า เนื่องจากเป็นช่วง lag 
phase ของการหมกั แต่เมื่อเชือ้จุลินทรียห์รือยีสตเ์ริม่
มีการแพร่กระจายและเติบโต กลูโคสที่สะสมอยู่ใน
ช่วงแรกก็จะเริ่มลดลง ถูกใช้ไป จากรูปที่ 6 หลงัจาก
ผ่านไป 8 ชั่วโมง ปริมาณเอทานอลมีความเขม้ขน้ขึน้
แสดงถึงการหมกัที่สมบรูณ ์

4. สรุป 

     การปรับสภาพด้วยกรดของต้นข้าวโพด เพื่อหา
สภาวะที่เหมาะในการเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยดว้ย
เอนไซม์ให้ได้กลูโคสสูงสุด เพื่อการผลิตไบโอเอทา
นอล ในการวิจัยได้ Glucose yield สูงสุด 89.26% 
สภาวะที่ดีที่สดุในการปรบัสภาพท่ีความเขม้ขน้กรดซลั
ฟู ริก  0.1 M อุณหภูมิ  180 องศา เซลเซี ยส  และ
ระยะเวลา 30 นาที  ผลการวิจัยพบว่าในสภาวะ             

ที่เหมาะสมนี ้เมื่อวิเคราะห์ในส่วนที่เป็นของเหลว
หลังจากการปรับสภาพได้สารยับยั้งค่อนข้างต ่ า             
การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบทางกายภาพ และทางเคมี
ของตน้ขา้วโพดหลงัผ่านการปรบัสภาพดว้ยกรดซลั          
ฟูริกมีประสิทธิภาพในการเพิ่มการย่อยได้เอนไซม์ 
และสามารถเพิ่มการหมกัเพื่อผลติไบโอเอทานอล 
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