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บทคัดย่อ 
 

        ทะลายปาล์มเปล่าเป็นวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส สามารถน ามาผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิส
เพื่อผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ส าหรับใช้ในกระบวนหมักโดยจุลินทรีย์ งานวิจัยนี้น าทะลายปาล์มเหลือใช้จาก
การเพาะเห็ดฟางมาใช้ เมื่อปรับสภาพเส้นใยทะลายปาล์มด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น     
ร้อยละ 3 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ในอัตราส่วน 1:10 กรัมต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที พบว่าองค์ประกอบของเส้นใยทะลายปาล์ม
ประกอบด้วย เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ร้อยละ 62.81, 15.25 และ 14.23 โดยน้ าหนักแห้ง 
ตามล าดับ หาสภาวะที่เหมาะสมต่อการไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริกที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ใช้การออกแบบการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (central composite design, CCD) และ
วิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (response surface methodology, RSM) พบว่า
สภาวะที่เหมาะสมได้แก่ ความเข้มข้นร้อยละ 1.05 โดยปริมาตร อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อ
กรดฟอสฟอริกเท่ากับ 1:8.42 กรัมต่อมิลลิลิตร เวลา 63.16 นาที จะได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์จากการ
ทดลองเท่ากับ 16.04 กรัมต่อลิตร จากนั้นน าไฮโดรไลเสทที่ได้มาก าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี 
overliming และเปรียบเทียบกับไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก าจัดสารพิษ เพื่อเตรียมเป็นอาหารเลี้ยง
เช้ือส าหรับผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเช้ือ Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 ใน     
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส pH เท่ากับ 6.5 เป็นเวลา 144 ช่ัวโมง 
พบว่าสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเท่ากับ 7.78 และ 9.82 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ณ ช่ัวโมงที่ 
120 ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05)  
 
ค าส าคัญ: Propionibacterium acidipropionici TISTR 442, กรดโพรพิโอนิก, กรดฟอสฟอริก, 
การออกแบบการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (CCD), วิธีพื้นผิวตอบสนอง (RSM) 
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ABSTRACT 

 
       Oil palm empty bunch fiber is lignocellulosic materials which applied through 
hydrolysis for producing reducing sugars used in fermentation by  microorganisms. 
The aim of this study was to use oil palm empty bunch waste from mushroom 
cultivation for pretreatment with 3% (w/v) sodium hydroxide, solid and liquid ratio of 
1:10 g/ml at 121 °C, 15 psi and 15 min. Oil palm empty bunch fiber contained 
62.81% cellulose, 15.25% hemicellulose and 14.23% lignin. Subsequently, to 
optimize the hydrolysis conditions with phosphoric acid at 121 °C, the central 
composite design (CCD) and response surface methodology (RSM) were employed. 
The optimal conditions were performed at 1.05 % (v/v) H3PO4, 63.16 minutes and 1 g 
of oil palm fiber per 8.42 ml phosphoric acid ratio, which produced the highest 
reducing sugar concentration of 16.04 g/L. Detoxification of oil palm fiber hydrolysate 
was overliming method. To compare detoxified and undetoxified hydrolysate 
medium for propionic acid production, two media were prepared and utilized for by 
Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 in 5-liters bioreactor at static condition, 
30 °C, pH 6.5 for 144 h. The maximum propionic acid concentrations from were 7.78 
(detoxified hydrolysate medium) and 9.82 (undetoxified hydrolysate medium) g/L, 
respectively at 120 h, which were significantly different (p≤0.05).  
 
Keywords: Propionibacterium acidipropionici TISTR 442, propionic acid, phosphoric 
acid, central composite design (CCD), response surface methodology (RSM)  
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บทน ำ 
 

1.1  ที่มำและควำมส ำคัญของงำนวิจัย 

       กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) เป็นกรดอินทรีย์ชนิดหนึ่ง มีสูตรโมเลกุล คือ CH3CH2COOH  
กรดโพรพิโอนิกมีการใช้อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น อุตสาหกรรมเคมี 
อุตสาหกรรมอาหารและนม โดยใช้เป็นวัตถุกันเสียในธัญพืช ขนมอบและชีส อุตสาหกรรมน ้าหอม 
และใช้เป็นตัวกลางในการผลิตพลาสติกชีวภาพ นอกจากนี ยังใช้เป็นสารก้าจัดวัชพืชและเติมลงใน
อาหารสัตว์เพื่อป้องกันการเจริญของเชื อรา เป็นต้น โดยกรดโพรพิโอนิกที่ใช้ในอุตสาหกรรมจะอยู่ใน
รูปของเกลือโซเดียม แคลเซียม และโพแพสเซียม (Goswami, 2000; Suwannakham,2005; สุขใจ, 
2554) 

       ปัจจุบันการผลิตกรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตได้ทั งกระบวนการทางเคมีและกระบวนการทาง
ชีวภาพ ซึ่งการผลิตกรดโพรพิโอนิกเชิงพาณิชย์ มักจะใช้วิธีการสังเคราะห์โดยใช้กระบวนการทางเคมี 
ท้าให้สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได้รวดเร็วและปริมาณมาก แต่กระบวนการผลิตทางเคมีก่อให้เกิด
มลพิษและส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม ก่อให้เกิดปัญหาแก๊สเรือนกระจกในบรรยากาศ ( Boyaval 
และ Corre, 1995; Suwannakham, 2005; สุขใจ, 2554) ดังนั นการผลิตกรดโพรพิโอนิกจาก
กระบวนการทางชีวภาพจึงมีบทบาทส้าคัญ การน้าแหล่งคาร์บอนซึ่งมีราคาถูกมาใช้ในกระบวนการ
หมักนับว่าเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่มีความน่าสนใจ (Coral และคณะ 2008) ซึ่งเชื อแบคทีเรียในสกุล 
Propionibacteria มีความสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกจากวัสดุเหลอืใช้ทางการเกษตร ผลิตผลพลอย
ได้จากโรงงานอุตสาหกรรม ซึ่งการน้าวัสดุเหลือทิ งทางด้านการเกษตรมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกเป็นการลดปริมาณขยะรวมถึงเป็นการเพิ่มมูลค่าให้แก่วัตถุดิบเหลือใช้อีกด้วย 

       การเพาะเห็ดฟางในประเทศไทยนิยมใช้ฟางข้าว เป็นวัสดุหลักในการเพาะเห็ดฟาง แต่ปัจจุบัน
ฟางข้าวมีราคาสูงขึ น โดยน้ามาเป็นอาหารหยาบส้าหรับเลี ยงสัตว์ ท้าปุ๋ยหมักและใช้เป็นวัสดุคลุมดิน 
ดังนั นจึงมีการประยุกต์ใช้วัสดุที่มีความหลากหลายมากขึ น โดยมักจะเป็นวัสดุที่หาได้ง่ายในท้องถ่ิน
เพื่อเป็นการลดต้นทุนการเพาะเห็ดฟาง เช่น ทะลายปาล์ม  ขี เลื่อย ขี ฝ้าย เปลือกมันส้าปะหลัง 
ผักตบชวา เป็นต้น ซึ่งวัสดุที่กล่าวมาข้างต้นนั น ทะลายปาล์มที่เหลือจากการเพาะเห็ดฟาง หลังจากที่
ให้ผลผลิตหมดแล้ว นับว่าเป็นวัสดุที่น่าสนใจ เนื่องจากเป็นวัสดุที่มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบส้าคัญที่
สามารถน้ามาผ่านกระบวนการปรับสภาพ (pretreatment) และไฮโดรไลซิส (hydrolysis) เพื่อให้
เป็นน ้าตาลที่สามารถน้ามาใช้ในกระบวนการหมักได้  
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       การใช้กรดฟอสฟอริกในการไฮโดรไลซิสมีความน่าสนใจ เนื่องจากมีความรุนแรงน้อยกว่ากรด
ชนิดอื่นๆ ที่ท้าให้เกิดสารยับยั งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ เช่น เฟอร์ฟิวรอล หรือแอซิติก ใน
ปริมาณต่้า  (Hong และคณะ, 2012) นอกจากนี ยังมีความเป็นพิษ ที่ เกิดการกัดกร่อนต่้า 
(Vasconcelos และคณะ, 2013) และมีฟอสฟอรัสซึ่งเป็นสารอาหารส้าคัญที่ใช้ในการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย์ มีประโยชน์ต่อกระบวนการหมักทางชีวภาพ และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม (Avci และ
คณะ, 2013) โดยในการไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลายปาล์มด้วยกรดฟอสฟอริก ซึ่งงานวิจัยได้ใช้การ
ออกแบบวางแผนการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (central composite design; CCD) และ
วิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธีพื นผิวตอบสนอง (response surface methodology; RSM)  

ดังนั นวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี  คือเพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการปรับสภาพ
จากเส้นใยทะลายปาลม์เหลอืใช้จากการเพาะเหด็ฟาง และเพื่อหาปัจจัยทีเ่หมาะสมต่อการไฮโดรไลซิส
เส้นใยทะลายปาล์มด้วยกรดฟอสฟอริก รวมทั งเปรียบเทียบการผลิตกรดโพรพิโอนิกในอาหารเลี ยง
เชื อไฮโดรไลเสทเสน้ใยทะลายปาลม์ที่ผา่นกระบวนการก้าจดัความเป็นพิษด้วยวิธี overliming และไม่
ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ โดยเชื อ Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 ซึ่งผลของ
การศึกษานี จะเป็นแนวทางในการพัฒนากระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากไฮโดรไลเสทด้วยวิธีการ
ทางชีวภาพในอนาคตต่อไป  
   

1.2  วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 

       1. ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและลกัษณะทางกายภาพของเส้นใยทะลายปาลม์เหลอืใช้จากการ
เพาะเห็ดฟาง ซึ่งเป็นวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร  
       2. ศึกษาสภาวะและปัจจัยที่ เหมาะสมในกระบวนการปรับสภาพเส้นใยทะลายปาล์มด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
       3. ศึกษาสภาวะและปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิตน ้าตาลรีดิวซ์โดยใช้เส้นใยทะลายปาล์มเหลือ
ใช้จากการเพาะเห็ดฟางโดยกระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริก โดยใช้แผนการทดลองแบบ 
Central composite design (CCD) และวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธีพื นผิวตอบสนอง 
(response surface methodology; RSM)          
       4. ศึกษาและ เปรี ยบ เที ยบก ารผ ลิ ตกร ดโพรพิ โ อนิ ก โ ดย เ ชื อ  Propionibacterium 
acidipropionici TISTR 442 จากอาหารไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านกระบวนการก้าจัด
ความเป็นพิษด้วยวิธี overliming กับอาหารไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มที่ไม่ผ่านกระบวนการ
ก้าจัดความเป็นพิษ ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 

1.3  ขอบเขตของงำนวิจัย 

       1. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อกระบวนการปรับสภาพเส้นใยทะลายปาล์มเหลือใช้จากการเพาะ
เห็ดฟางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       2. ศึกษาปัจจัยหลักที่มีผลต่อกระบวนการไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลายปาล์มเหลือใช้จากการเพาะ
เห็ดฟางให้ได้น ้าตาลรีดิวซ์เพื่อการหมักโดยใช้แผนการทดลองแบบ Central composite design 
(CCD) และวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธีพื นผิวตอบสนอง (Response surface methodology; 
RSM)          
       3. เปรียบเทียบการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื อ Propionibacterium acidipropionici TISTR 
442 อาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี overliming และอาหาร
ไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษ ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 

1.4  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

       1. เป็นแนวทางในการใช้ประโยชน์จากปาล์มเหลือใช้จากการเพาะเห็ดฟาง เพื่อเพิ่มมูลค่าให้แก่
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและลดปัญหาขยะซึ่งเป็นปัญหาต่อสิ่งแวดล้อม 
       2. ใช้เป็นแนวทางในการศึกษากระบวนการปรับสภาพและกระบวนการไฮโดรไลซิสที่เหมาะสม
ต่อการผลิตเพื่อให้ได้ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์สูงสุด 
       3. ใช้เป็นแนวทางในการศึกษาและพัฒนากระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตร เพื่อน้าไปสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

 
2.1  คุณสมบัติของกรดโพรพิโอนิก 

       กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) มีช่ือเคมี IUPAC คือ propanoic acid ช่ือของกรด        
โพรพิโอนิกมาจากภาษากรีกค าว่า protos แปลว่า first และ pion แปลว่า fat เพราะเป็นกรดที่มี
ขนาดเล็กที่สุดและแสดงคุณสมบัติของกรดไขมันอื่นๆ เช่น เกิดการแยกช้ันไขมันจากน้ าเมื่อ เติม       
โพรพิโอเนตและเกลือโพแทสเซียมให้ลักษณะคล้ายสบู่ (Coral, 2008; สุขใจ, 2554) กรดโพรพิโอนิก
เป็นกรดคาร์บอกซิลิกที่ส าคัญที่ได้จากวิถีกรดไดคาร์บอกซิลิก (dicarboxylic acid pathway) หรือ
วิถีซักซิเนต (succinate pathway) จัดเป็นกรดอินทรีย์ชนิดหนึ่ง ได้จากการหมักสารประเภท
คาร์โบไฮเดรตโดยแบคทีเรีย (พรวิสาข์, 2551) สูตรโครงสรา้งแสดงดังรูปที่ 2.1 คุณสมบัติทางเคมีและ
กายภาพของกรดโพรพิโอนิกแสดงดังตารางที่ 2.1  

 

 

รูปท่ี 2.1 สูตรโครงสร้างของกรดโพรพิโอนิก 

ที่มา : Haque และคณะ (2009) 

 

2.2  ความส าคัญของกรดโพรพิโอนิก 

       กรดโพรพิโอนิกถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ อย่างกว้างขวาง เช่น อุตสาหกรรมอาหารใช้
กรดโพรพิโอนิกเพื่อยับยั้งการเจริญของเช้ือราในขนมปัง และเนยแข็ง ใช้เป็นวัตถุกันเสียส าหรับเมล็ด
พืช หญ้าหมัก อาหารสัตว์ และยาสูบในระหว่างกระบวนการเก็บรักษาและการขนส่ง ใช้ใน
อุตสาหกรรมการผลิตน้ าหอมในรูปของเอทิลโพรพิโอเนต ใช้เป็นตัวกลางในการสัง เคราะห์เส้นใย
เซลลูโลสและการผลิตพลาสติกชีวภาพในอุตสาหกรรม (Goswami, 2000) กรดโพรพิโอนิกที่นิยมใช้
จะอยู่ในรูปของเกลือแคลเซียม (Ca++) โซเดียม (Na+) และโพแทสเซียม (K+) แสดงดังรูปที่ 2.2 และ
จดทะเบียนเป็นสารกันบูด ซึ่งได้รับการยอมรับว่าเป็นวัตถุเจือปนอาหารที่ปลอดภัย GRAS 
(generally recognized as safe) (Coral, 2008)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 2.1 คุณสมบัตทิางเคมีและกายภาพของกรดโพรพิโอนิก 

คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ กรดโพรพิโอนกิ 

น้ าหนักโมเลกุล 74.08 กรัมตอ่โมล 
ลักษณะ ของเหลวไม่มสี ี
จุดหลอมเหลว -21 องศาเซลเซียส (252 องศาเคลวิน) 
จุดเดือด 141 องศาเซลเซียส (414 องศาเคลวิน) 
ความหนาแน่น 0.992-0.994  
ความสามารถละลายในน้ า สามารถละลายผสมกบัน้ าได้ 
ค่า pH 2.9 
ความหนืด 10 มิลลิปาสกาล.วินาท ี
การละลายในสารละลาย สามารถละลายได้ในเอทานอล ไดเอธิลอเีทอร์และ

คลอโรฟอรม์ 
ความดันบรรยากาศ 2.55 
อัตราการระเหย ไม่ระเหย 
ค่าความเป็นกรด (pKa) 4.88 
ความดันวิกฤติ 5370 กิโลปาสคาล 
ความคงตัว มีความคงตัว 
ที่มา : ดัดแปลงจาก พรวิสาข์ (2551); สุขใจ (2554) 

 

 

  ก)               ข)            ค)   

รูปท่ี 2.2 โครงสร้างของเกลือโพรพโิอเนต 
ก) แคลเซียมโพรพิโอเนต, ข) โซเดียมโพรพิโอเนต, ค) โพแทสเซียมโพรพิโอเนต 

ที่มา : European Food Safety Authority (2014) 

 

       เนื่องจากกรดโพรพิโอนิกมีความปลอดภัยในการใช้กับอาหาร จึงไม่ได้ก าหนดความเข้มข้นสูงสุด 

ที่ใช้ ยกเว้นในอาหารบางประเภทซึ่งก าหนดความเข้มข้นสูงสุดที่อนุญาตให้ใช้ดังนี้ ผลิตภัณฑ์โพรเซส-

ชีสให้ใช้ได้ปริมาณสูงสุดไม่เกิน 3,000 มิลลิกรัมต่อปริมาณอาหาร 1 กิโลกรัม ผลิตภัณฑ์ประเภท  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ขนมปังให้ใช้ได้ปริมาณสูงสุดไม่เกิน 2,000 มิลลิกรัมต่อปริมาณอาหาร 1 กิโลกรัม (ประกาศกระทรวง
สาธารณสุข พ.ศ. 2527 ฉบับที่ 84 เรื่องวัตถุเจือปนในอาหาร) 

       กรดโพรพิโอนิกเป็นกรดอินทรีย์ที่ไม่แตกตัว สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ โดยจะ
ไปละลายสารภายในเยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งมีการตั้งสมติฐานว่า กรดโพรพิโอนิกสามารถท าลายจุลินทรีย์ได้
โดยไปรบกวนการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เกิดการยับยั้งการขนส่งอิเล็กตรอนภายในเซลล์ ส่งผลให้
สภาพภายในเซลล์มีความเป็นกรดเพิ่มมากขึ้น ซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญที่ช่วยในการยับยั้งการเจริญและท า
ให้จุลินทรีย์ตายได้ในที่สุด (พรวิสาข์, 2551)  

 

2.3  กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิก  

       2.3.1  กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยวิธีการสังเคราะห์ทางเคมี (สุขใจ, 2554) 

ปัจจุบันการผลิตกรดโพรพิโอนิกเชิงพานิชย์นิยมใช้กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีเนื่องจาก
ใช้เวลาในการผลิตสั้น และได้ผลผลิตตามต้องการ ซึ่งกระบวนการทางเคมีประกอบด้วย 2 ข้ันตอน 
คือ 

1. การเกิดปฏิกิริยาออกโซหรือไฮโดรฟอร์มิเลชัน (oxo หรือ hydroformylation) ของเอทิลีนท า
ปฏิกิริยากับคาร์บอนมอนอกไซด์และไฮโดรเจน ได้ผลผลิตเป็นโพรพิโอนัลดีไฮด์ (propionaldehyde)   
ดังสมการที่ 2.1 
 

CH2=CH2        +     CO      +     H2   H3CH2CHO      (2.1) 
           เอทิลีน        คาร์บอนมอนอกไซด์    ไฮโดรเจน          โพรพิโอนัลดีไฮด์ 
 

 2. ต่อมาเกิดปฏิกิริยา aerobic oxidation ของโพรพิโอนัลดีไฮด์ ดังสมการที่ 2.2 
 
  CH3CH2CHO   + 1/2 O2        CH3CH2COOH           (2.2) 

โพรพิโอนัลดีไฮด์          ออกซิเจน        กรดโพรพิโอนิก 
 

หรือการสังเคราะหก์รดโพรพิโอนิกอาจเกิดจากปฏิกิริยาคาร์บอนิเลชันของเอทิลีน โดยท าปฏิกิริยากับ
คาร์บอนมอนอกไซด์ และน้ า มีนิกเกิลคาร์บอนิลเป็นสารเร่งปฏิกิริยา ดังสมการที่ 2.3 

  CH2=CH2 + CO + H2O     CH3CH2COOH         (2.3)   
            เอทิลีน  คาร์บอนมอนอกไซด์  น้ า     กรดโพรพิโอนิก 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การผลิตกรดแอซีติกโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ naphtha จะให้กรดโพรพิโอนิกเป็น
ผลิตผลพลอยได้ (byproduct) ในประเทศสหราชอาณาจักร โรงงานจะเก็บผลิตผลพลอยได้น้ีเพื่อเพิ่ม
มูลค่าโดยการสังเคราะห์กรดโพรพิโอนิกอาศัยปฏิกิริยาโฮโมโลเคช่ัน ( homologation) ของกรด    
แอซีติกกับคาร์บอนมอนอกไซด์และไฮโดรเจน จะได้กรดบิวทิริกและกรดวาเลอริก (valeric acid) 
เป็นผลผลิตรอง ดังสมการที่ 2.4 
 

CH3COOH  +     CO     +        2H2  C2H2COOH +     H2O        (2.4) 
กรดแอซีติก    คาร์บอนมอนอกไซด์    ไฮโดรเจน            กรดโพรพิโอนิก       น้ า 

 
ถึงแม้ว่าการสังเคราะห์กรดโพรพิโอนิกด้วยสารเคมีจะประหยัดต้นทุนมากกว่า แต่ราคาของ

กรดโพรพิโอนิกเพิ่มสูงข้ึนเนื่องจากผลิตภัณฑ์ปิโตรเคมีซึ่งเป็นวัตถุดิบตั้งต้นในการผลิตกรดโพรพิโอนิก
มีการปรับราคาสูงข้ึน กระบวนการผลิตก่อให้ เกิดปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมและปัญหาด้านความ
ปลอดภัยต่อผู้ผลิต การผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกระบวนการหมักเช้ือแบคทีเรียจึงมีความน่าสนใจ
เนื่องจากเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม การผลิตสามารถใช้วัตถุดิบที่มีราคาต่ า ได้แก่ ชีวมวล อาหาร ของ
เสียจากการผลิตนม เช่น หางนม น้ าแช่ข้าวโพด เป็นต้น (Suwannakham, 2005) 

       2.3.2  กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยวิธีการทางชีวภาพ 

กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยวิธีการหมักทางชีวภาพแสดงดังรูปที่ 2.3 โดยเช้ือ
แบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิก Propionibacterium, Veillonella, Selenomonas, 
Clostridium และ Fusobacterium แสดงดังตารางที่ 2.2 (Coral, 2008) แต่การผลิตกรดโพรพิ-
โอนิกจากกระบวนการทางชีวภาพยังมีข้อจ ากัดเกี่ยวกับปริมาณของกรดที่ผลิตได้ เนื่องจากการผลิต
ด้วยวิธีนี้จะให้ปริมาณของกรดต่ ากว่าวิธีการผลิตกรดโพรพิโอนิกทางเคมี ซึ่งกระบวนการหมักกรด    
โพรพิโอนิกจากเช้ือจุลินทรีย์ให้ผลตามสมการของ Fitz (Fitz Equation) ดังสมการที่ 2.5 และ 2.6 
(Boyaval และ Corre, 1995) 

 
3lactic acid    2propionic acid   +  1acetic acid   +   1CO2   +     1H2O      (2.5)           
กรดแลกติก    กรดโพรพิโอนิก        กรดแอซีติก   คาร์บอไดออกไซด์   น้ า 

หรือ 

1.5glucose      2propionic acid     +    1acetic acid   +  CO2    +    1H2O         (2.6) 
กลูโคส         กรดโพรพิโอนิก       กรดแอซีติก  คาร์บอไดออกไซด์   น้ า 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปท่ี 2.3 กระบวนการหมักกรดโพรพิโอนกิทางชีวภาพโดยแบคทีเรีย 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Zárate (2012) 

 

ตารางท่ี 2.2 สายพันธ์ุแบคทีเรียที่ใช้ในการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

จุลินทรีย ์ สายพันธ์ุ 
Propionibacterium  
P. acidipropionici  
P. freudenreichii subsp. Freudenreichii  
P. freudenreichii subsp. Shermanii 
P. shermanii  
P. thoenii  
P. jensenii  
P. cyclohexanicum  

ATCC 25562, ATCC4875, P9, P68, P200910 
 
 
 
CDB10014, IF012426, TL162, P93, ATCC 
6207T    
P20, P38, P54 
P114, P117 
TA-12T, IAM 14535T   

Clostridium  
C. propionicum  

 
ATCC 25522  

ที่มา : ดัดแปลงจาก Zidwick และคณะ (2013) 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ผลผลิตตามทฤษฏีจะได้กรดโพรพิโอนิกร้อยละ 54.8 โดยน้ าหนัก และได้ปริมาณกรดทั้งหมด
ร้อยละ 77 จากปฏิกิริยาการเกิดกรดโพรพิโอนิกจะเกิดกรดแอซีติกเป็นผลพลอยได้เพื่อรักษา
ไฮโดรเจนและสมดุลรีดอกซ์  วิถีหลักที่จุลินทรีย์ส่วนมากใช้ในการเปลี่ยนแปลงเพื่อผลิตกรด          
โพรพิโอนิก คือ วิถีกรดไดคาร์บอกซิลิก (dicarboxylic acid pathway) หรือวิถีซักซิเนต (succinate 
pathway)  แสดงดังรูปที่ 2.3 และ 2.4 ส่วนวิถีอะคริลิก (acrylic pathway) ที่มีความจ าเฉพาะ
แบคทีเรีย 2-3 ชนิดเท่านั้น คือ Clostridium propionicum, Megasphaera elsdenii และ 
Bacteroides ruminicola  (สุขใจ, 2554) แสดงดังรูปที่ 2.5 แบคทีเรียผลิตกรดโพรพิโอนิก เช่น    
Propionibacterium acidipropionici และ Propionibacterium freudenreichii จะผลิต       
กรดโพรพิโอนิกในวิถีกรดไดคาร์บอกซิลิก โดยมีกรดซักซินิกและกรดแอซีติกเป็นผลพลอยได้ที่เกิดข้ึน 
(Wang และคณะ, 2015) 

วิถีการสร้างโพรพิโอเนต หลังจากที่ไพรูเวท (pyruvate) เข้าสู่ Wood-Werkman cycle 
แล้ว ออกซาโลแอซีเตต ทรานคาร์บอกซิเลส (oxaloacetate transcarboxylase) เร่งปฏิกิริยาให้เกิด
คู่ โดยเปลี่ยนไพรูเวทไปเป็นออกซาโลแอซีเตท (oxaloacetate) และเมทิลมาโลนิล โคเอ 
(methylmalonyl CoA) ไปเป็น โพรพิโอนิล โคเอ (propionyl CoA) ในระหว่างที่เกิดปฏิกิริยานี้หมู่
คาร์บอกซิลถ่ายโอนจาก เมทิลมาโลนิล โคเอ ไปสู่ ไพรูเวท ในรูปแบบของ โพรพิโอนิล โคเอ ต่อมา
ออกซาโลแอซีเตทถูกแปลงเป็น มาเลต (malate) โดยเอนไซม์มาลิก ดีไฮโดรจี เนส (malic 
dehydrogenase) และจากนั้นมาเลตเปลี่ยนเป็น ฟูมาเรต ( fumarate) โดยเอนไซม์ฟูมาเรส 
(fumarase) ถัดมาเกิดปฏิกิริยาของ ฟูมาเรต เปลี่ยนเป็น ซักซิเนต ถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์       
ซักซิเนต ดีไฮโดรจีเนส (succinate dehydrogenase) หลังจากนั้น ซักซิเนต ถูกแปลงเป็น ซักซินิล- 
โคเอ (succinyl CoA) ซึ่งแปลงเป็น เมทิลมาโลนิล โคเอ โดยเมทิลมาโลนิล โคเอ ถูกแปลงเป็น      
โพรพิโอนิล โคเอ โดย ออกซาโลแอซีเตต ทรานคาร์บอกซิเลส ดังที่กล่าวไว้ข้างต้น ในข้ันสุดท้าย     
โพรพิโอนิล โคเอ เปลี่ยนเป็น โพรพิโอเนต พร้อมกับปฏิกิริยาของซักซิเนต เป็น ซักซินิล โคเอ 
ปฏิกิริยาควบคู่นี้เร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์โพรพิโอนิล โคเอ: ซักซินิล โคเอ ทรานสเฟอเรส (propionyl 
CoA: succinyl CoA transferase) หลังจาก ไพรูเวท 1 โมล เข้าสู่ Wood-Werkman cycle แล้วจะ
มีการสร้างโพรพิโอเนต 1 โมล, NAD+ 2 โมล และ ATP 1 โมล (Suwannakham, 2005) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 2.4 วิถีกรดไดคาร์บอกซลิิก หรือวิถีซักซิเนต ของเช้ือ Propionibacterium acidipropionici 

ตัวเลขแสดงเอนไซม์ดังนี้ (1) Pyruvate kinase; (2) Pyruvate dehydrogenase complex;           
(3) Phosphotransacetylase; (4) Acetate kinase; (5) PEP carboxylase; (6) Oxaloacetate 
transcarboxylase; (7) Malic dehydrogenase; (8) Fumarase; (9) Succinate 
dehydrogenase; (10) Propionyl CoA: succinyl CoA transferase; (11) Methylmalonyl 
isomerase. 

ที่มา : Suwannakham (2005) 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 2.5 วิถีอะคริลิก (acrylic pathway) ใน Clostridium propionicum 

ที่มา : Xu และคณะ (2006) 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.4  จุลินทรีย์ผลิตกรดโพรพิโอนิก 

       จุลินทรีย์ที่ผลิตกรดโพรพิโอนิก คือ แบคทีเรียที่อยู่ในสกุล  Propionibacterium เรียกว่า
แบคทีเรียกรดโพรพิโอนิก (propionic acid bacteria) พบครั้งแรกในเนยสวิส (swiss cheese) 
ผลผลิตสุดท้ายที่ได้จากกระบวนการหมักจะได้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งจะท าให้เกิดลักษณะรูพรุน
ในเนยแข็ง (Coral, 2008) 

       ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรียกรดโพรพิโอนิก คือ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่เคลื่อนที่ สร้าง
เอนไซม์คะตะเลส (catalase) ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างแฟลกเจลลา มีรูปร่างเป็นท่อน การเรียงตัวของ
เซลล์อาจอยู่เป็นเซลล์คู่หรือเดี่ยว ลักษณะโครงสร้างทางสัณฐานวิทยา (morphology) และขนาดจะ
แตกต่างกันอย่างชัดเจน ข้ึนอยู่กับระยะของการเจริญเติบโตและสภาพแวดล้อม มีการเจริญแบบ   
แฟกคัลเททีฟ แอนแอโรบ (facultative anaerobe) เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส    
pH 6-7 สามารถใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันได้หลายชนิด และสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิก      
กรดแอซีติก กรดซักซินิก และคาร์บอนไดออกไซด์ (Coral และคณะ, 2008)  

       Propionibacterium acidipropionici และ Propionibacterium freudenreichii เป็น
แบคทีเรียสกุล Propionibacterium ถูกน ามาใช้ในการผลิตกรดโพรพิโอนิกมากที่สุดในอุตสาหกรรม 
และ GRAS ได้ให้การยอมรับว่าเป็นแบคทีเรียที่มีความปลอดภัย (Wallenius และคณะ, 2015) 
ลักษณะของเช้ือ Propionibacterium  acidipropionici ซึ่งเป็นหนึ่งในสายพันธ์ุที่น ามาใช้ผลิตกรด
โพรพิโอนิก แสดงดังรูปที่ 2.6 และ 2.7 

 

 

รูปท่ี 2.6 เช้ือแบคทีเรีย Propionibacterium acidipropionici 
ที่มา : Suwannakham (2005) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 2.7 แบคทีเรียผลิตกรดโพรพโิอนิกสายพันธ์ุต่างๆ  
ก) Propionibacterium freudenreichii, ข)  Propionibacterium acidipropionici,   

ค)  Propionibacterium jensenii, ง)  Propionibacterium thoenii 
ที่มา : Lind (2010) 

 

2.5  ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

       2.5.1  แหล่งคาร์บอน  

แหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยส าคัญที่มีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตและการสร้างกรดอินทรีย์ของ
แบคทีเรีย โดยแหล่งคาร์บอนจะส่งผลต่อการเมแทบอลิซึมของเซลล์ การผลิตและผลได้ (yield) ของ   
กรดโพรพิโอนิก โดยแบคทีเรียผลิตกรดโพรพิโอนิกสามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้หลายชนิด เช่น กลูโคส 
แล็กโทส ไซโลส ซูโครส กลีเซอรอล หางนม และคาร์โบไฮเดรต (Coral, 2008)  

การใช้แหล่งคาร์บอนของแบคทีเรีย Propionibacterium acidipropionici เช่น กลูโคสไป
เป็นกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติก แสดงดังสมการ 2.6 นอกจากนี้เช้ือ P. acidipropionici ยัง
สามารถน ากรดแลกติกและกลีเซอรอล มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน เพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิกและกรด  
แอซีติกได ้ดังสมการที่ 2.5 และ 2.7 ตามล าดับ (Zidwick และคณะ, 2013) 

 

1glycerol    1propionic acid     +    1H2O             (2.7) 

กลีเซอรอล       กรดโพรพิโอนิก      น้ า 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



14 

 

Goswami แ ล ะ  Srivastava ( 2000)  ศึ ก ษ า ก า ร ผ ลิ ต ก ร ด โ พ ร พิ โ อ นิ ก โ ด ย เ ช้ื อ                   
Propionibacterium acidipropionici สายพันธ์ุ ATCC 4875 ใช้แล็กโทสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยมี
ปริมาณเริ่มต้น 47.7 กรัมต่อลิตร pH 6.5 และควบคุมอุณภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบสภาพ
การหมักแบบกะ และกึ่งกะ พบว่าเช้ือ P. acidipropionici ในสภาพการหมักแบบกึ่งกะสามารถให้
อัตราการผลิต (productivity) ของกรดโพรพิโอนิกเพิ่มข้ึนเป็น 0.4 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง 

Liu และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิก จากอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีแหล่งคาร์บอน
แตกต่างกัน 3 ชนิด คือ กลีเซอรอล กลูโคส และอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสมกลีเซอรอลและกลูโคส
อัตราส่วน 4:1 โมลต่อโมล โดยเช้ือ Propionibacterium acidipropionici สายพันธ์ุ ATCC 4965 
ใน glass bioreactor วิธีการหมักแบบกึ่งกะ ที่อุณหภูมิการหมัก 30 องศาเซลเซียส pH 6.5 อัตรา
การกวน 150 รอบต่อนาที พบว่าอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสมระหว่างกลีเซอรอลและกลูโคส สามารถให้
ผลผลิตของกรดโพรพิโอนิกดีกว่า การใช้แหล่งคาร์บอนเพียงชนิดเดียว โดยให้ผลได้ของกรดโพรพิ-  
โอนิกเท่ากับ 0.572 กรัมต่อกรัม และผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดที่ 21.9 กรัมต่อลิตร  

Kośmider และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 
โดยน ากลีเซอรอลบริสุทธ์ิ กลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) และหางนม มาใช้ส าหรับกระบวนการ
หมักจากเช้ือ Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii นั้น แสดงให้เห็นถึงความ
เป็นไปได้ของการน าของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรม เช่น กลีเซอรอล และ แล็กโทสจากหางนม มาใช้
เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับผลิตกรดโพรพิโอนิก 

       2.5.2  แหล่งไนโตรเจน  

ไนโตรเจนเป็นปัจจัยที่มีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
เนื่องจากไนโตรเจนถูกใช้ในการสังเคราะห์กรดอะมิโน คาร์ โบไฮเดรต และสารชนิดอื่นๆ แหล่ง
ไนโตรเจนส าหรับกระบวนการหมัก ได้แก่ เกลืออนินทรีย์ เช่น แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมไน-
เทรต และสารประกอบอินทรีย์ เช่น ซอยเพปโตน, สารสกัดยีสต์ เป็นต้น 

Kagliwal และคณะ (2013) ศึกษากระบวนการหมักกรดโพรพิโอนิกจากแป้งข้าวสาลี และ     
แหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ได้แก่ ยีสต์สกัด ซอยเพปโตน และแอมโมเนียมซัลเฟต โดยเช้ือ             
Propionibacterium acidipropionici NRRL B 3569 ใช้เอนไซม์อะไมเลสในการไฮโดรไลซิสแป้ง     
ข้าวสาลี พบว่าได้ปริมาณน้ าตาลกลูโคสเท่ากับ 90 กรัมต่อลิตร และเมื่อเสริมด้วยยีสต์สกัด 15 กรัม
ต่อลิตร จะสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได้ปริมาณสูงสุดที่ 48.61 กรัม, กรดแอซีติก 9.40 กรัม และ
กรดซักซินิก 11.06 กรัม 

Dishisha และคณะ (2013) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยใช้กลีเซอรอลซึ่งได้จาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน และน้ ามันฝรั่ง (potato juice) ซึ่งเป็นผลพลอยได้
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จากกระบวนการผลิตแป้ ง ในอุ ตสาหกรรม เป็นแหล่ ง ไน โตร เจน และวิตามิ น  โดยเ ช้ือ 
Propionibacterium acidipropionici DSM 4900 ใช้กระบวนการหมักแบบต่อเนื่องและเพาะเลี้ยง
แบบหมุนเวียนเซลล์ (cell recycle) เพื่อให้ได้ความหนาแน่นของเซลล์สูง จากการศึกษาพบว่าการใช้
กลีเซอรอลร่วมกับน้ ามันฝรั่ง สามารถใช้เป็นทางเลือกส าหรับน ามาเป็นแหล่งวิตามิน ไนโตรเจน และ
ช่วยลดค่าใช้จ่าย เนื่องจากน้ ามันฝรั่งมีราคาถูก 

       2.5.3  โคแฟกเตอร์ 

โดยทั่วไปการท างานของเอนไซม์ในสิ่งมีชีวิตจ าเป็นต้องอาศัยโคแฟกเตอร์เพื่อท าให้
เกิดปฏิกิริยาการสร้างกรดโพรพิโอนิก โคแฟคเตอร์ที่ใช้ในการผลิตกรดโพรพิโอนิกในอาหารส่วนใหญ่ 
คือ แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ไดโพแทสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) โคบอลต์คลอไรด์ (CO2Cl2) แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) แคลเซียม-
คลอไรด์ (CaCl2) 

Quesada-Chanto และคณะ (1994) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกและวิตามินบี 12 โดย
เช้ือ Propionibacterium acidipropionici พบว่าอาหารที่ใช้หมักมีความส าคัญต่อการเจริญของเช้ือ 
โดยเติม เฟอร์รัสซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต 1.5 มิลลิกรัม, โคบอลต์ไออน 0.75 มิลลิกรัม,               
5,6-ไดเมทิลเบนซิมิดาโซล 0.3 มิลลิกรัม และยีสต์สกัด 12 กรัมต่อลิตร ลงในอาหารหมักซึ่งเป็น
ปริมาณที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ 

       2.5.4  ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

การเจริญเติบโตของแบคทีเรียผลิตกรดโพรพิโอนิก ข้ึนอยู่กับค่า pH ที่เหมาะสมเช่นเดียวกับ
แบคทีเรียผลิตกรดชนิดอื่นๆ ช่วง pH ที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและผลิตกรดโพรพิโอนิกของ 
Propionibacterium อยู่ระหว่าง 6.0-7.0 (Quesada-Chanto และคณะ,1997)  

       2.5.5  อุณหภูมิ 

อุณหภูมิเป็นอีกหนึ่งปัจจัยทางกายภาพที่มีผลต่อการเจริญเติบโต และกระบวนการผลิตกรด    
โพรพิโอนิก ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุที่แตกต่างกัน (Quesada-Chanto และคณะ, 1997) โดยทั่วไป
แบคทีเรียในสกุล Propionibacteria มีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตประมาณ 30      
องศาเซลเซียส  

Coral และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิก จากอาหารเลี้ยงเช้ือที่เติมแหล่ง
คาร์บอนราคาถูก แตกต่างกัน 3 ชนิด ได้แก่ แลคเตท (lactate) กลีเซอรอล และกากน้ าตาล โดยเช้ือ 
Propionibacterium acidipropionici สายพันธ์ุ ATCC 4965 ในสภาวะการหมักแบบกะ pH 
เริ่มต้น 6.8 แต่ในการหมักไม่มีการควบคุม pH ที่อุณหภูมิการหมัก 30 และ 36 องศาเซลเซียส 
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ระยะเวลาหมัก 144 ช่ัวโมง ผลของการศึกษาพบว่า P. acidipropionici ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใช้
กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิก ได้สูงสุดที่ 
7.55 กรัมต่อลิตร  

แบคทีเรียผลิตกรดโพรพิโอนิกมีความอ่อนไหวต่อ pH ในการทดลองจึงจ าเป็นต้องควบคุม 
pH เนื่องจากที่ pH ต่ ากว่า 5.0 จะท าให้แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตเพียงเล็กน้อย ดังนั้นทั้งอุณหภูมิ
และ pH จึงเป็นปัจจัยที่ก าหนดผลได้ของกรด 

       2.5.6  การให้อากาศ 

การผลิตกรดโพรพิโอนิกจะมีประสิทธิภาพมากที่สุดในสภาวะไม่มีอากาศ องค์ประกอบของ
การให้อากาศมีผลต่อการสังเคราะห์สารเมแทบอไลท์  

Quesada-Chanto และคณะ (1994) ศึกษาการให้อากาศในการผลิตกรดโพรพิโอนิกและ  
วิตามินบี 12 โดยเช้ือจุลินทรีย์ Propionibacterium acidipropionici NRRL B3569 จากซูโครส 
พบว่ากระบวนการหมักต้องการสภาวะที่แตกต่างกัน ประสิทธิภาพในการผลิตกรดโพรพิโอนิกดีที่สุด
ในสภาวะ ไม่มีอากาศ (anaerobic) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่เพิ่มอัตราการให้อากาศ 
(aerobic) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พบว่าการผลิตวิตามินบี 12 และกรดแอซีติกเพิ่มมากขึ้น 

       2.5.7  แคลซียมคาร์บอเนต (CaCO3) 

การเติมแคลเซียมคาร์บอเนตลงในอาหารที่ใช้หมักเพื่อควบคุมค่า pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือ
ไม่ให้ลดต่ าลงมาก เพื่อท าให้การผลิตกรดโพรพิโอนิกผลิตได้สมบูรณ์มากขึ้น   

สุรนารถ (2550) ศึกษาผลของความเข้มข้นของแคลเซียมคาร์บอเนตที่เหมาะสมในการผลิต
กรดโพรพิโอนิกจากหางนม ในการหมักแบบกะ โดยใช้เช้ือ Propionibacterium acidipropionici 
ATCC 4965 พบว่าอาหารเลี้ยงเช้ือที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนต ให้ผลผลิตกรดโพรพิโอนิก 20.66 กรัม
ต่อลิตร สูงกว่าอาหารที่ไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนต ซึ่งให้ผลผลติ 11.30 กรัมต่อลิตร และปริมาณกรด
โพรพิโอนิกจากอาหารที่มีการเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1, 1.5, 2 และ 2.5 ไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ  

พร วิส าข์  ( 2551)  ศึกษาการเพิ่ มผลผลิตกรดโพรพิ โอนิก โดยการตรึ ง เ ซลล์ เ ช้ื อ                  
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช้หางนมเป็นแหล่งคาร์บอนและเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 
ลงในอาหารที่ใช้หมัก พบว่าที่ระยะเวลาการหมัก 216 ช่ัวโมงให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดรวม 
24.05 กรัมต่อลิตร 
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Liu และคณะ (2012) ศึกษาการใช้ประโยชน์จากไฮโดรไลเสท (hydrolysates) ของเฮมิ-
เซลลูโลสเพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยเช้ือ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 ใช้
วิธีการหมักแบบกะ ไม่มีการกวน ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส และเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 
1 กรัม ลงในอาหารหมักเพื่อควบคุม pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือ 

       รายงานการวิจัยที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการหมักกรดโพรพิโอนิกทางชีวภาพ มีดังนี้ 

Barbirato และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่ง
คาร์บอน โดยเช้ือจุลินทรีย์สามสายพันธ์ุคือ Propionibacterium acidipropionici, P. acnes และ 
Clostridium propionicum มีปริมาณกลีเซอรอลเริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร พบว่าเมื่อใช้                 
P. acidipropionici ได้กรดโพรพิโอนิก 0.844 โมลต่อโมล และผลพลอยได้คือ กรดซักซินิก 0.055 
โมลต่อโมล, กรดแอซีติก 0.023 โมลต่อโมล, กรดฟอร์มิก 0.020 โมลต่อโมล และ n-โพรพานอล 
0.036 โมลต่อโมล อัตราการผลิต 0.18 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง  

Chen และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยถังหมักแบบ plant fibrous-
bed (PFB) ในสภาวะการหมักแบบกะ แบบกึ่ งกะ เซลล์อิสระและเซลล์ตรึง โดยเ ช้ือ                   
Propionibacterium freudenreichii สายพันธ์ุ CCTCC M207015 โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคารบ์อน 
โดยสภาวะการหมักแบบกะมีปริมาณกลูโคสเริ่มต้น 80 กรัมต่อลิตร และแบบกึ่งกะมีปริมาณกลูโคส
เริ่มต้น 40 กรัมต่อลิตร ควบคุม pH ที่ 6.0 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สภาวะไร้อากาศ พบว่าเมื่อใช้
สภาวะการหมักแบบกึ่งกะ เซลล์ตรึง สามารถลดการเกิดผลพลอยได้ และให้ความเข้มข้นกรด        
โพรพิโอนิกสูงสุดที่ 136.23±6.7 กรัมต่อลิตร ภายหลังการหมักเป็นเวลา 240±11 ช่ัวโมง  

กระบวนการหมักเพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิก แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ รวมทั้งเช้ือแบคทีเรียที่
ใช้ในการผลิต แสดงดังตารางที่ 2.3 
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2.6  ปาล์มน  ามัน 

        Common name : ปาล์มน้ ามัน (oil palm)  

                Scientific name : Elaeis guineensis Jacq. 

                        Family : Palmae หรอื Recaceae 

                                Genus : Elaeis 

                                        Species : guineensis  

       2.6.1  ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และองค์ประกอบทางเคมีของปาล์มน  ามัน 

ปาล์มน้ ามัน จัดอยู่ในพืชในตระกูลปาล์มเช่นเดียวกันกับ มะพร้าว หมาก ตาล ปาล์มน้ ามัน
เป็นพืชยืนต้นใบเลี้ยงเดี่ยว ล าต้นของปาล์ม   มีลักษณะ ตั้งตรง ไม่มีกิ่งแขนง ขนาดล าต้นประมาณ 
12 -20 นิ้ว ล าต้นจะถูกหุ้มด้วยโคนกาบใบ ลักษณะใบเป็น รูปก้างปลา โคนกาบใบจะมีลักษณะเป็นซี่ 
ปาล์มน้ ามันเป็นพืชสมบูรณ์เพศ โดยมีดอกตัวเมียและดอกตัวผู้แยกช่อดอก อยู่ในต้นเดียวกัน         
(ธีระพงศ์, 2555) ปาล์มน้ ามันมีถิ่นก าเนิดในทวีปแอฟริกา มีการน าเข้ามาปลูกในประเทศไทยมานาน
กว่า 60 ปี เพื่อส่งเสริมการปลูกพืชชนิดอื่น เพื่อเป็นทางเลือกหรือทดแทนการปลูกยางพารา จน
ปัจจุบันปาล์มน้ ามันกลายเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญอีกชนิดหนึ่ง 

ปาล์มน้ ามันให้ผลผลิตเป็นทะลายปาล์ม โดยสามารถให้ผลผลิตทะลายสดได้ตลอดทั้งปี     
การเก็บเกี่ยวจะเริ่มจากปาล์มมีอายุ 30 เดือน หลังจากปลูกและสามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได้นานกว่า    
20 ปี ทะลายปาล์มน้ ามัน ประกอบด้วย ก้านทะลาย ช่อทะลายย่อย และผล ในแต่ละทะลายมี
น้ าหนักผลประมาณร้อยละ 45-80 โดยส่วนใหญ่ผลและเมล็ดของปาล์มน้ ามันน ามาสกัดน้ ามันที่ใช้
ประกอบอาหาร เป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมต่อเนื่องต่างๆ รวมถึงใช้เป็นส่วนผสมเพื่อผลิตพลังงาน
ทดแทน เช่น ไบโอดีเซล 

ในโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มกระบวนการสกัดน้ ามันปาล์มก่อให้เกิดวัสดุเศษเหลือในรูปแบบ
ของแข็งจ านวนมาก ได้แก่ ทะลายปาล์มเปล่า (oil palm empty fruit bunches), เส้นใยปาล์ม 
(palm pericarp fiber), กะลาปาล์ม (palm shell), กากเนื้อผลปาล์ม (palm kernel cake),     
กากตะกอนสลัดจ์ (sludge) และของเหลวส่วนน้ าทิ้ง (palm oil mill effluent, POME) ซึ่งความ
แตกต่างของเศษเหลือจะข้ึนอยู่กับคุณภาพของวัตถุดิบ (ปิยะนุช, 2557) 

ทะลายปาล์มเปลา่ เป็นส่วนของทะลายหลังจากการสลัดผลปาล์มออกหมดแล้ว โดยเป็นวัสดุ
เหลือใช้จากกระบวนการผลิตในโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม แสดงดังรูปที่ 2.8 ในอดีตทะลายปาล์มเปล่า
ก่อให้เกิดปัญหาด้านสิ่งแวดล้อม เนื่องจากเป็นที่วางไข่ของด้วงแรด และการเผาทะลายปาล์มท าได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ยาก เนื่องจากมีความช้ืนสูง ปัจจุบันน าไปใช้ประโยชน์ในการผลิตก๊าซชีวภาพ ส่วนกากแห้งจะน าไป
เป็นเช้ือเพลิงส าหรับหม้อไอน้ าในโรงงาน ใช้เป็นวัสดุคลุมดินในสวนปาล์มเพื่อช่วยเพิ่มอินทรียวัตถุ
ให้แก่ดิน หรือน าไปใช้เป็นวัสดุในการเพาะเห็ดฟาง เนื่องจากทะลายปาล์มมีเส้นใยที่เหนียวและมี
ปริมาณธาตุอาหารสูง โดยทะลายปาล์มสด มีความช้ืนประมาณร้อยละ 58.60 (กรมพัฒนาพลังงาน
ทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2553) ทะลายปาล์มเปล่า ประกอบด้วยสารประเภทลิกโนเซลลูโลส 
ได้แก่ เซลลูโลสร้อยละ 30-40 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 20-30 และลิกนินร้อยละ 20-30 (Tan และคณะ, 
2013)  

 

 

รูปท่ี 2.8 ก) ต้นปาล์ม, ข) ทะลายปาล์มเปล่า 
ที่มา :  กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนรุักษ์พลังงาน (2553) 

 

ปิยะนุช (2557) ศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพทะลายปาล์ม โดยใช้
โซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดซัลฟิวริก และน้ า เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพให้ได้น้ าตาลไซโลส พบว่าทะลาย
ปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และ
ย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจางร้อยละ 10 โดยปริมาตร ให้ความร้อนที่ 121 องศาเซลเซียส          
เวลา 20 นาที ได้น้ าตาลไซโลสปริมาณสูงสุดคือ 40.08 กรัมต่อลิตร และส าหรับสภาวะที่ให้น้ าตาล
กลูโคสสูงสุดคือทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 10       
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจางร้อยละ 6 โดยปริมาตร ให้ความร้อนที่ 121 
องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที ได้น้ าตาลกลูโคสปริมาณสูงสุดคือ 16.25 กรัมต่อลิตร 

Duangwang และ Sangwichien (2015) ศึกษาการใช้ประโยชน์จากทะลายปาล์มเปล่าซึ่ง
เป็นวัสดุเหลือทิ้งจากสวนปาล์มน้ ามัน โดยการปรับสภาพทะลายปาล์มเปล่าด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์
เพื่อการผลิตเอทานอลจากยีสต์ (baker’s yeast) และลูกแป้ง พบว่าทะลายปาล์มขนาดน้อยกว่า 1 
มิลลิเมตร เมื่อใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 15 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร อัตราส่วน 1:10 
กรัมต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เวลา 40 นาที เป็นเวลาที่ดีที่สุดในการปรับสภาพ ท า
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ให้ได้ปริมาณเซลลูโลสสูงสุดที่ร้อยละ 61.94 โดยน้ าหนักแห้ง และไฮโดรไลซิสต่อด้วยกรดซัลฟิวริก
ความเข้มข้นร้อยละ 7 โดยปริมาตร อุณหภูมิ 119 องศาเซลเซียส เวลา 110 นาที  จะได้ปริมาณ

น้ าตาลกลูโคสส าหรับการหมักเอทานอลเท่ากับ 33.45 กรัมต่อลิตร 

Kim และ Kim (2013) รายงานการผลิตเอทานอลจากทะลายปาล์มเปล่า ว่าทะลายปาล์มมี
ปริมาณของเฮมิเซลลูโลสและลิกนินสูง จึงใช้กรดซัลฟิวริกเพื่อก าจัดเฮมิเซลลูโลส และโซเดียมไฮ -    
ดรอกไซด์ในการก าจัดลิกนิน (deliginfication) ในการปรับสภาพ ก่อนการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส กระบวนการหมักโดยเช้ือจุลินทรีย์สายพันธ์ุ Saccharomyces cerevisiae W303-1A 
สามารถผลิตเอทานอลได้ 37.8 กรัมต่อลิตร 

 

2.7  การเพาะเลี ยงเห็ดฟาง 

       เห็ดฟาง (paddy straw mushroom หรือ straw mushroom) มี ช่ือวิทยาศาสตร์ว่า 
Volvariella volvaceae จัดว่าเป็นเห็ดชนิดหนึ่งที่คนไทยรู้จักและคุ้นเคยมานาน ได้รับความนิยม
และมีการบริโภคกันอย่างแพร่หลาย เนื่องจากสามารถเพาะเลี้ยงได้ง่าย ใช้เวลาในการเพาะเพียง     
7-10 วัน ท าได้ตลอดทั้งปี  ไม่มีการใช้สารฆ่าแมลง ให้ผลผลิตเร็วและสามารถใช้วัสดุเพาะทดแทนได้
หลายชนิด เห็ดฟางเป็นเห็ดที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูง โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีน เกลือแร่ วิตามิน 
และมีไขมันต่ า เมื่อเปรียบเทียบกับพชืผักชนิดต่างๆ จึงเหมาะกับผูท้ี่ต้องการบริโภคอาหารเพื่อสุขภาพ
แทนเนื้อสัตว์ เพื่อป้องกันไขมัน อุดตันในเส้นเลือด นอกจากนี้พบว่าเห็ดฟางยังมีสรรพคุณทางยา มี
สารจ าพวก Cardiotoxic protein ที่เรียกว่า Volvatoxins ซึ่งมีคุณสมบัติ ในการป้องกันการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ต่อต้านเช้ือไวรัสที่ท าให้เกิดไข้หวัดใหญ่ ลดไขมันในเส้นเลือด บ ารุงก าลัง 
แก้ช้ าใน บ ารุงตับ อีกทั้งยังลดการติดเช้ือ สมานแผล รักษาโรคลักปิดลักเปิดและโรคเหงือกได้      
(สุทธิชัย, 2555) แสดงดังรูปที่ 2.9 

 

 

รูปท่ี 2.9 เห็ดฟาง 
ที่มา : https://sportahealth.com (สืบค้นข้อมลูวันที่ 28 มีนาคม 2560) 
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       เห็ดฟางสามารถเจริญในวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส ซึ่งมีเซลลูโลส
ปริมาณมาก (Onuoha และคณะ, 2009) เห็ดฟางเป็นเห็ดที่มีอัตราการเจริญเติบโตและใช้พลังงานใน
การด ารงชีพสูงกว่าเห็ดชนิดอื่น แต่เห็ดฟางมีความสามารถในการย่อยเซลลูโลสและลิกนินได้น้อย 
(กองบรรณาธิการเฉพาะกิจส านักพิมพ์ฐานเกษตรกรรม, 2541) 

       เห็ ดฟ าง สาม าร ถผ ลิ ต เ อน ไซม์ ย่ อย เซ ล ลู โ ลส ที่ ส า คัญ ๆ  ได้ แก่  endoglucanases, 
cellobiohydrolases, β-glucosidases เป็นต้น แต่สามารถสังเคราะห์ เอนไซม์ย่อยลิกนิน 
(ligninolytic enzyme) ได้เพียงแค่เอนไซม์ laccases เท่านั้น ดังนั้นเห็ดฟางจึงเจรญิได้ดีในวัสดุเพาะ
ที่มีเซลลูโลสเป็นส่วนใหญ่ เช่น  เศษฝ้าย และฟางข้าว แตก่ารเจริญเติบโตของเห็ดฟางในวัสดุเพาะที่
เป็นเนื้อไม้ เช่น ข้ีเลื่อย จะแตกต่างจากเห็ดในกลุ่มที่สามารถสังเคราะห์ลิกนิโนไลติก เปอร์ออกซิเดส 
(ligninolytic peroxidases) ซึ่งได้แก่ เห็ดหอม และเห็ดในสกุลนางรม เป็นต้น (Buswell, 2014) 
และเมื่อน าองค์ประกอบทางเคมีของทะลายปาล์มก่อนและหลังการเพาะเห็ดฟางมาเปรียบเทียบกัน 
จะเห็นได้ว่าทะลายปาล์ม หลังจากการเพาะเห็ดฟางมีปริมาณเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
แตกต่างกันเพียงเล็กน้อยเท่านั้น ดังแสดงดังตารางที่ 2.4 

 
ตารางท่ี 2.4 องค์ประกอบทางเคมีของทะลายปาล์มก่อนและหลังการเพาะเห็ดฟาง 

 (ร้อยละโดยน้ าหนักแหง้) 
 ทะลายปาล์มก่อนการเพาะเห็ดฟาง ทะลายปาล์มก่อนการเพาะเห็ดฟาง 
เซลลูโลส 30-40 39.8 39.99 
เฮมิเซลลูโลส 20-30 17.3 17.24 
ลิกนิน 20-30 28.8 19.48 
ที่มา Tan และคณะ (2013) Kim และคณะ (2013) ค่าที่ได้จากการวิเคราะห ์
 

       ลักษณะของการเพาะเห็ดฟางมีอยู่หลายรูปแบบ เช่น การเพาะเห็ดฟางแบบกองสูง แบบกอง
เตี้ย แบบโรงเรือนหรืออุตสาหกรรม การเพาะเห็ดฟางในตะกร้า เป็นต้น ปัจจุบันการเพาะเห็ดฟาง
นิยมใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่สามารถหาได้ง่ายในท้องถ่ิน เช่น ฟางข้าว เปลือกถ่ัว เปลือกมัน
ส าปะหลัง ต้นกล้วย ทะลายปาล์มเปล่า ผักตบชวา ข้ีเลื่อย ข้ีฝ้าย ไส้นุ่น เป็นต้น มาประยุกต์ใช้เพื่อ
เป็นการลดต้นทุนการผลิต และหลังจากที่เห็ดฟางให้ผลผลิตจนหมดแล้ว ยังสามารถน าวัสดุเพาะเลี้ยง
ไปใช้ประโยชน์ในด้านอื่นๆ ต่อไปได ้

       การเพาะเห็ดฟางจากทะลายปาล์ม โดยน าทะลายปาล์มมาหมักน้ าเปล่าในบ่อซีเมนต์ 3-4 วัน
เพื่อลดกรดน้ ามันและสารเคมีที่อาจจะตกค้าง ทะลายปาล์มที่หมักน ามากองและรดน้ าเพื่อล้างอีกครั้ง 
จากนั้นน าไปเรียงบนช้ันวางในโรงเพาะเห็ดฟาง อบไอน้ าเข้าในโรงเรือนประมาณ 4 ช่ัวโมง เพื่อก าจัด
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เช้ือราต่างๆ จากนั้นปล่อยทิ้งไว้ 1 วันเพื่อให้อุณหภูมิปกติแล้วจึงใส่เช้ือเห็ดฟางทิ้งไว้ประมาณ 10-12 
วัน จึงสามารถเก็บผลผลิตเห็ดรุ่นแรกได้ การใช้ประโยชน์จากทะลายปาล์มเปล่าที่เหลือทิ้งหลังจาก
การหีบน้ ามันเป็นวัสดุเพาะเลี้ยงเห็ดฟางแสดงดังรูปที่  2.10 
 

 

รูปท่ี 2.10 ก) การเพาะเลี้ยงเห็ดฟางจากทะลายปาลม์เปล่า  
ข) ทะลายปาล์มเปล่าที่เหลือทิง้จากการเพาะเห็ดฟาง 

 
2.8  องค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลส 

       ชีวมวล (biomass) ส่วนใหญ่เป็นวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส ซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลส        
เฮมิเซลลูโลส และลิกนินเป็นองค์ประกอบหลัก แสดงดังรูปที่ 2.11 พอลิเมอร์ทั้ง 3 ชนิดประกอบและ
ยึดกันด้วยพันธะไฮโดรเจนและแรงแวนเดอวาลล์ (van der waals) ท าให้มีความแข็งแรง ซึ่งมี
มากกว่าร้อยละ 90 ของน้ าหนักแห้งของเซลล์พืช ซึ่งปริมาณของพอลิเมอร์แต่ละชนิดจะเปลี่ยนแปลง
ข้ึนอยู่กับชนิดของพืช อายุ และส่วนต่างๆ ของพืช โดยทั่วไปในพืชประเภทไม้เนื้ออ่อนจะมีปริมาณ
ลิกนินมากกว่าไม้เนื้อแข็ง (สุขใจ, 2554) นอกจากนี้วัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสยังประกอบด้วยสาร
อื่นๆ เช่น เพคติน โปรตีน และอื่นๆ อีกเล็กน้อย ตัวอย่างของวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส เช่น ข้ีเลื่อย
จากอุตสาหกรรมป่าไม้ ของเหลือทิ้งจากอตุสาหกรรมการผลิตกระดาษ ของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรม
เกษตร หญ้า ฟางข้าว ชานอ้อย แกลบ ซังข้าวโพด เป็นต้น ปริมาณของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและ
ลกินินในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส แสดงดังตารางที่ 2.5 
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รูปท่ี 2.11 โครงสร้างและส่วนประกอบของลกิโนเซลลูโลส 
ที่มา : Mussatto และ Teixeira (2010) 

 

ตารางท่ี 2.5 ปริมาณของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส 

วัสดุลิกโนเซลลโูลส เซลลูโลส  
(ร้อยละโดยน้ าหนัก) 

เฮมิเซลลูโลส 
(ร้อยละโดยน้ าหนัก) 

ลิกนิน 
(ร้อยละโดยน้ าหนัก) 

ฟางข้าวบาร์เลย ์ 33.8  21.9 13.8 
ซังข้าวโพด 33.7  31.9 6.1 
ต้นข้าวโพด 35.0  16.8 7.0 
ก้านฝ้าย 58.5  14.4 21.5 
ฟางข้าวโอ๊ต 39.4  27.1 17.5 
ฟางข้าว 36.2  19.0 9.9 
ชานอ้อย 40.0  27.0 10.0 
ต้นทานตะวัน 42.1  29.7 13.4 
ฟางข้าวสาล ี 32.9  24.0 8.9 
กระดาษหนงัสือพิมพ ์ 40-55 25-40 18-30 
ล าต้นไม้เนื้อแข็ง 40-55 24-40 18-25 
ล าต้นไม้เนื้อออ่น 
หญ้า 
ใบไม้ 
กระดาษ 

45-50 
25-40 
15-20 
85-99 

25-35 
35-50 
80-85 
0 

25-35 
10-30 
0 
0-15 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Mussatto และ Teixeira (2010); Verardi และคณะ (2012); สุขใจ (2554) 

 

       2.8.1  เซลลูโลส 

เซลลูโลส (cellulose) [C6(H2O)5]n องค์ประกอบที่พบมากในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส     
เป็นคาร์โบไฮเดรต ประเภทโมโนพอลิแซ็กคาไรด์ (monopolysaccharide) พอลิเมอร์เซลลูโลสคือ
สายของกลูโคสที่ เ ช่ือมต่อกันด้วยพันธะ β-(1,4) glycosidic หรือ β-(1,4) glucopyranosyl          
พอลิเมอร์ของกลูโคสต่อกันเป็นเส้นสายยาวไม่มีกิ่งก้าน แสดงดังรูปที่ 2.12 โดยมีหน่วยซ้ าๆ เรียกว่า
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เซลโลไบโอส (cellobiose) ซึ่งท าหน้าที่เป็นหน่วยโครงสรา้งของสายพอลเิมอร์เซลลโูลสมีลกัษณะราบ
ไม่มีกิ่งก้าน รูปร่างคล้ายริบบิน้ (สุขใจ, 2554) ในไมโครไฟบริล (microfibrils) มีความแข็งแรงเกิดจาก
พันธะไฮโดรเจนและแวนเดอร์วาลส์ ภายในและระหว่างโมเลกุล (Verardi และคณะ, 2012) 

โดยทั่วไปในธรรมชาติเส้นสายของเซลลูโลส (cellulose fibrils) พบได้ 2 แบบ คือ ส่วน 
crystalline เป็นบริเวณโครงสร้างที่เป็นระเบียบและส่วน amorphous เป็นบริเวณที่โครงสร้างไม่
เป็นระเบียบ ซึ่งเซลลูโลสที่ได้จากธรรมชาติจะมีปริมาณ amorphous แตกต่างกัน โครงสร้างส่วนที่
เป็นผลึกจะเป็นส่วนที่ไม่ละลายน้ าและทนต่อการย่อยสลาย แต่ส่วนที่เป็น amorphous มีความไวต่อ
สารเคมีและเอนไซม์มากกว่าจึงเป็นส่วนที่ถูกย่อยได้ง่าย (สุขใจ, 2554) 

เซลลูโลสไม่ละลายน้ าและร่างกายมนุษย์ไม่สามารถย่อยสลายได้ แต่กระเพาะของสัตว์เค้ียว
เอื้อง เช่น วัว ควาย สัตว์มีกีบเท้า และแบคทีเรียบางชนิด ที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสเป็นกลูโคสได้           
โดยเซลลูโลสจะสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ และสามารถแตกตัวออกเป็นหน่วยของกลูโคสได้
โดยการเตรียมทางเคมีใช้กรดเข้มข้นและอุณหภูมิสูง  (ปิยะนุช, 2557) 

 

 

รูปท่ี 2.12 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลสที่ประกอบโมเลกลุของกลูโคสที่เช่ือมต่อกันด้วย  

β-(1,4) glycosidic 
ที่มา :  รัชพล (2558) 

 

       2.8.2  เฮมิเซลลูโลส  

เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) [C5(H2O)4]n หรือ [C6(H2O)5]n  เป็นองค์ประกอบชนิดหนึ่ง
ที่พบในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส เป็นคาร์โบไฮเดรตประเภทพอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) 
จัดเป็นเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (heteropolysaccharide) ประกอบด้วยพอลิเมอร์ชนิดต่างๆที่มี
ความซับซ้อน เป็นโครงสร้างสายโซ่หลักที่เหมือนกับเซลลูโลสแต่มีโครงสร้างที่เป็นสายกิ่งมาก 
ประกอบด้วยน้ าตาลหลายชนิดได้แก่ เพนโทสและเฮกโซสชนิดต่างๆ หลายชนิดผสมกัน เช่น กลูโคส 
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ไซโลส แมนโนส อะราบิโนส  กาแล็กโทส เป็นต้น เช่ือมต่อกันด้วยพันธะไกลโคไซด์ โครงสร้างอย่าง
ง่ายของเฮมิเซลลูโลส 3 ชนิด แสดงดังรูปที่  2.13 

เฮมิเซลลูโลสจัดเปน็เสน้ใยอาหารที่ไม่ละลายน้ า พบมากในเปลือกไม้เนื้อแข็ง พืชตระกูลหญ้า    
ไม่ละลายน้ า ไม่สามารถย่อยได้ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์กระเพาะเดี่ยว เนื่องจากไม่
มีเอนไซม์ที่สามารถย่อยเฮมิเซลลูโลสได้ สมบัติทางกายภาพที่ส าคัญคือเฮมิเซลลโูลสมคีวามสามารถใน
การอุ้มน้ าและการแลกเปลี่ยนไอออนประจุบวกเมื่ออยู่ในล าไส้ของมนุษย์ เฮมิเซลลูโลสสามารถ
ละลายได้ในสารละลายด่างเจือจาง (ปิยะนุช, 2557) 

 

 

รูปท่ี 2.13 โครงสร้างอย่างง่ายของเฮมเิซลลูโลส   
ก) โครงสร้างของกาแล็กโทกลโูคแมนแนนในไม้เนื้อออ่น,   
ข) โครงสร้างของอะรานิโนกลูคูโรโนไซแลนในไม้เนือ้อ่อน,  

ค) โครงสร้างของกลูคูโรไซแลนในไม้เนื้อแข็ง 
ที่มา : ดัดแปลงจาก สุขใจ (2554) 

 

       2.8.3  ลิกนิน 

ลิกนิน (lignin) (C10H12O4)n เป็นพอลิเมอร์ตามธรรรมชาติที่มีโครงสร้างซับซ้อนมากพบใน    
ผนังเซลล์ของพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและพืชใบเลี้ยงคู่  พบในปริมาณที่แตกต่างกันในพืชแต่ละชนิด ท าให้
เนื้อเยื่อไม้มีความแข็งแรงเพิ่มข้ึน โดยกระบวนการ lignification ซึ่งเป็นกระบวนการเพิ่มจ านวน
ลิกนิน เพื่อเติมเต็มช่องว่างระหว่างเส้นใยเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสของผนังเซลล์พืช ลิกนินเป็น     
อะโรมาติกพอลิเมอร์ (aromatic polymer) ที่มีโมเลกุลที่ซับซ้อนมาก (สุขใจ, 2554) ประกอบด้วยเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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หน่วยโครงสร้าง phenylpropane units โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารประกอบอะโรมาติก 3 ชนิด        
p-coumaryl alcohol, conifetyl alcohol, sinapyl  alcohol  ซึ่งเป็นแอลกอฮอล์ที่พบได้มาก
ที่สุด (Verardi และคณะ, 2012) แสดงดังรูปที่ 2.14  ลิกนินท าหน้าที่เช่ือมเพื่อยึดให้เส้นใยเซลลูโลส
มารวมกันเป็นส่วนที่ท าให้เซลล์แข็งแรงท าหน้าที่ป้องกันจากการท าลายของเอนไซม์และจุลินทรีย์ จึง
ท าให้แยกลิกนินออกได้ยากมาก 

ลิกนินเป็นส่วนประกอบที่ส าคัญของเนื้อเยื่อพืช โดยพบในส่วนของผนังเซลล์ ท าให้เซลล์พืช
แข็งแรง ลิกนินอยูร่่วมกับเซลลโูลสและเฮมิเซลลูโลสเป็นสว่นประกอบของเปลอืก ซัง ส่วนที่เป็นเยื่อใย
ของราก และล าต้น ลิกนินจะถูกสร้างจากส่วนโคนต้นไปสู่ยอด เมื่อพืชมีอายุมากข้ึนปริมาณลิกนินจะ
เพิ่มมากขึ้นด้วย ทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์ไม่สามารถย่อยสลายลิกนินได้ (ปิยะนุช, 2557) 

 

 
รูปท่ี 2.14 สูตรโครงสร้างสารตัง้ต้นการสังเคราะห์ลกินิน  

ก) p-coumaryl alcohol, ข) conifetyl alcohol, ค) sinapyl  alcohol 
ที่มา : ดัดแปลงจาก สุขใจ (2554) 

 

การน าลิกโนเซลลูโลสมาผลิตเป็นพลังงาน เป็นการช่วยรักษาสิ่งแวดล้อมเนื่องจากพลังงาน
จากชีวมวลมีการปลดปล่อยมลพิษและสารพิษต่างๆ ออกมาน้อยกว่าพลังงานจากเช้ือเพลิงฟอสซิล 
อีกทั้งยังเป็นการช่วยลดปริมาณขยะ วัตถุดิบที่มีปริมาณลิกโนเซลลูโลสสูง ได้แก่ เศษวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตร เช่น ซังข้าวโพด เส้นใยข้าวโพด ชานอ้อย วัสดุเหลือทิ้งจากไม้ เช่น ข้ีเลื่อย จากไม้เนื้ออ่อน
และไม้เนื้อแข็ง ขยะจากกระบวนการแปรรูปอาหาร และเศษกระดาษ เป็นต้น ซึ่งวัตถุดิบประเภท  
ลิกโนเซลลูโลสเป็นแหล่งพลังงานทางเลือกที่น่าสนใจ  

ตัวอย่างการน าชีวมวลมาใช้ประโยชน์ เช่น การผลิตไบโอเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลส โดย
จะมีกระบวนการย่อย 2 วิธีคือ การย่อยด้วยกรดและเอนไซม์ หรือวิธีการย่อยสลายควบคู่กับการหมัก 
(simultaneous saccharification and fermentation, SSF) การใช้เอนไซม์นั้น มีความเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อม และให้ผลผลิตสูงกว่าการใช้กรด แต่ในอุตสาหกรรมนิยมใช้การย่อยด้วยกรดมากกว่า 
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เนื่องจากการใช้เอนไซม์นั้นเสียค่าใช้จ่ายสูง โดยหลังจากผ่านการย่อยแล้วจะถูกน าไปหมักต่อด้วย
จุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย รา และยีสต์ จุลินทรีย์เหล่าน้ีจะท าหน้าที่เปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตให้เป็นเอทา-
นอล ภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน เอทานอลสามารถน ามาใช้เป็นเช้ือเพลิงได้โดยตรงหรือน าไปใช้
ร่วมกับน้ ามันเบนซินได้ (อรุณี, 2555) 
 

2.9  การปรับสภาพวัตถุดิบ  

       กระบวนการปรับสภาพหมายถึงการเปลี่ยนโครงสร้างของวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส โดย
การละลายและแยกส่วนประกอบของลิกโนเซลลูโลส เช่น เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และสาร
อื่นๆ ซึ่งกระบวนการปรบัสภาพเปน็ข้ันตอนที่ส าคัญส าหรับการเปลีย่นแปลงทางชีวเคมี เพื่อท าให้ส่วน
ที่เหลือง่ายต่อการไฮโดรไลซิส โดยจะท าลายพันธะไฮโดรเจนในเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสที่มีน้ าตาล
เพนโทส และเฮกโซสเป็นองค์ประกอบ หลังจากวัตถุดิบผ่านกระบวนการปรับสภาพแล้วจะได้น้ าตาล
เพื่อน าเข้าสู่กระบวนการหมักต่อไป แสดงดังรูปที่ 2.15 ในปัจจุบันมีการศึกษาและพัฒนาการ
เปลี่ยนแปลง ลิกโนเซลลูโลสเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ ในเชิงพาณิชย์เพิ่มมากขึ้น 

 

 

รูปท่ี 2.15 โครงสร้างและองค์ประกอบของวัสดุเหลือทิง้ประเภทลกิโนเซลลูโลส 

ที่มา :  รัชพล (2558) 
 

การปรับสภาพสามารถแบ่งได้เป็น 4 วิธีหลักๆ ได้แก่ การปรับสภาพทางกายภาพ การปรับ
สภาพทางเคมี-ฟิสิกส์ การปรับสภาพทางเคมีและการปรับสภาพทางชีวภาพ 

       2.9.1  การปรับสภาพทางกายภาพ (physical pretreatment)  

การลดขนาดของวัตถุดิบทางกล วัตถุดิบจะถูกลดขนาดลงให้เป็นผง เพื่อลดขนาดของผลึก
เซลลูโลสโดยวิธีทางกล เช่น การปั่น การทุบ การโม่ การบด เป็นต้น  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



30 

 

การแยกสลายด้วยความร้อน (pyrolysis) เมื่อวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลสได้รับความร้อนที่
อุณหภูมิสูงกว่า 300 องศาเซลเซียส เซลลูโลสจะถูกย่อยสลายอย่างรวดเร็วท าให้กลายสภาพเป็นแก๊ส
และของแข็ง เมื่อได้รับความร้อนที่อุณหภูมิต่ ากว่า 300 องศาเซลเซียส การสลายตัวจะเกิดช้าลงและ
ผลิตภัณฑ์มีการระเหยเล็กน้อย  

       2.9.2  การปรับสภาพทางเคมี (chemical  pretreatment) 

การท าปฏิกิริยาด้วยการใช้ด่าง (alkaline pretreatment) การปรับสภาพวัตถุดิบประเภท      
ลิกโนเซลลูโลสด้วยด่าง มีผลต่อปริมาณของลกินินในวัตถุดิบท าให้เกิดปฏิกิรยิา saponification ท าให้
ช่องว่างและรูพรุนของลิกโนเซลลูโลสเพิ่มข้ึน ลดโครงสร้างความเป็นผลึกของเซลลูโลสสามารถแยก
สายโครงสร้างระหว่างลิกนินและคาร์โบไฮเดรต (รัชพล, 2558) ด่างที่นิยมน ามาใช้ในการปรับสภาพ
วัตถุดิบ ตัวอย่างเช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ และแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์  

การท าปฏิกิริยาด้วยการใช้กรด (acid pretreatment) การปรับสภาพวัตถุดิบประเภท           
ลิกโนเซลลูโลสด้วยกรดน้ันมีประสิทธิภาพในการผลิตน้ าตาลจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได้ ความ
เข้มข้นของกรดที่น ามาใช้ในกระบวนการปรับสภาพ สามารถใช้ได้ทั้งกรดเข้มข้นและกรดเจือจางเพื่อ
เพิ่มการท างานของกระบวนการไฮโดรไลซิส ซึ่งมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน กรดที่น ามาใช้ในการ
ปรับสภาพ เช่น กรดซัลฟิวริก ไฮโดรคลอริก ฟอสฟอริก เป็นต้น การใช้กรดเข้มข้นมีข้อดีคือใช้
อุณหภูมิและความดันต่ า สามารถผลิตน้ าตาลได้ปริมาณมากและสามารถน ากรดกลับมาใช้ใหม่ได้โดย
การระเหยซ้ า แต่การใช้กรดที่มีความเข้มข้นสูง จะมีความเป็นพิษ อันตราย และเกิดการกัดกร่อน
ภาชนะ ดังนั้นการใช้กรดเจือจางแทนการใช้กรดเข้มข้นจึงได้รับความสนใจและมีการศึกษากันอย่าง
แพร่หลาย ซึ่งการใช้กรดเจือจางที่อุณหภูมิสูงจะมีผลต่อการเพิ่มการย่อยเซลลูโลส 

การท าปฏิกิริยากับโอโซน (ozonolysis) การปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสด้วย
โอโซน โอโซนเป็นตัวแอนติออกซิแดนซ์ที่มีประสิทธิภาพ สามารถลดปริมาณลิกนินในวัตถุดิบประเภท   
ลิกโนเซลลูโลส และลดปริมาณเฮมิเซลลูโลสในวัตถุดิบประเภทฟางข้าวได้ดี  วิธีนี้ไม่มีสารพิษตกค้างที่
จะยับยั้งปฏิกิริยาในส่วนต่างๆ และการเกิดปฏิกิริยาเกิดที่อุณหภูมิและความดันห้อง แต่การน าโอโซน
มาใช้ในการปรับสภาพวัตถุดิบนั้นเป็นกระบวนการที่มีค่าใช้จ่ายสูงมาก  

       2.9.3  การปรับสภาพทางเคมี-ฟิสิกส์ (physico-chemical  pretreatment) 

การระเบิดด้วยไอน้ า (steam explosion) การปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสโดย
วิธีการระเบิดด้วยไอน้ า เป็นวิธีที่ได้รับความนิยม อุณหภูมิที่ใช้จะอยู่ในช่วง 160-260 องศาเซลเซียส 
ความดัน 0.69-4.82 เมกะปาสคาล (รัชพล, 2558) ชีวมวลที่ใช้วิธีนี้ต้องผ่านการลดขนาดให้เป็นช้ิน
เล็กๆ ข้อดีของวิธีนี้คือ มีการสูญเสียพลังงานน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้วิธีทางกล 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การระเบิดด้วยแอมโมเนีย (ammonia fiber explosion) เป็นการปรับสภาพทางเคมี-ฟิสิกส์    
ที่น ามาใช้กับวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส โดยวิธีการนี้จะใช้แอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิและความ
ดันสูง ระยะเวลาหนึ่ง แล้วท าการลดความดันลงอย่างรวดเร็ว ซึ่งมีผลต่อวัตถุดิบโดยวัตถุดิบที่ผ่าน
กระบวนการนี้จะมีอัตราการเป็นน้ าตาลเพิ่มมากข้ึน แต่ไม่มีผลต่อปริมาณของเฮมิเซลลูโลส ไม่
เหมาะสมกับพืชที่มีลิกนินอยู่มาก ข้อดีของการปรับสภาพการระเบิดด้วยแอมโมเนีย คือสามารถน า
แอมโมเนียกลับมาใช้ได้ใหม่ได้ ไม่ผลิตสารยับยั้ง และการปรับสภาพอาจไม่ต้องล้างน้ าและไม่ต้องท า
ให้วัตถุดิบมีขนาดเล็ก 

ความร้อนช้ืน (liquid hot water) วิธีการนี้เป็นอีกกระบวนการทีม่ีการใช้ความร้อนช้ืน ซึ่งจะ
ด าเนินการอย่างช้าๆ และไม่ต้องการสารเคมีเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา แต่ต้องอาศัยความดันเพื่อควบคุม
สถานะของน้ าในสภาวะของเหลวอุณหภูมิที่ใช้จะอยู่ระหว่าง 200-230 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที 
โดยจะท าให้เกิดการไฮโดรไลซ์เฮมิเซลลูโลส แต่จะได้ลิกนินปริมาณสูง (สุขใจ, 2554) ตัวอย่างหลังจาก
การปรับสภาพจะอยู่ในรูปแบบกึ่งแข็งกึ่งเหลว (slurry) โดยส่วนที่เป็นของแข็งส่วนใหญ่จะเป็น
เซลลูโลส ส่วนของเหลวส่วนใหญ่เป็นเฮมิเซลลูโลส และเกิดน้ าตาลบางส่วน (รัชพล, 2558)  

การระเบิดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 explosion) วิธีการนี้ใช้คาร์บอนไดออกไซด์จาก
กรดคาร์บอนิกในการเพิ่มปฏิกิริยาย่อยสลาย มักนิยมใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ร่วมด้วย เช่น เอทานอล 
ซึ่งช่วยในการก าจัดสารประเภทลิกนิน แต่วิธีการระเบิดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ จะได้ผลผลิตต่ ากว่า
การใช้ไอน้ าหรือแอมโมเนีย แต่ไม่เกิดตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์ในข้ันตอนไฮโดรไลซิสเหมือน
วิธีการระเบิดด้วยไอน้ า  

       2.9.4  การปรับสภาพทางชีวภาพ (biological pretreatment) 

การปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสทางชีวภาพ มีการใช้จุลินทรีย์มาใช้เพื่อย่อย
สลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส จุลินทรีย์ที่น ามาใช้ในการปรับสภาพวัตถุดิบ ได้แก่  brown-rot, 
white-rot และ soft-rot fungi ตัวอย่างเช่น Phanerochaete chrysoporium เป็น white-rot 
fungi ที่มีประสิทธิภาพสูงสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนิน ข้อดีของการปรับสภาพทางชีวภาพ 
คือ ใช้พลังงานต่ าและสภาวะที่ใช้ในการปรับสภาพวัตถุดิบไม่รุนแรง แตก่ารปรับสภาพทางชีวภาพมัก
ใช้เวลานาน 

ตัวอย่างของเอนไซม์ที่ใช้ย่อยลิกโนเซลลูโลส ตัวอย่างเช่น cellulases, glucuronidase, 
acetylesterase, feruloylesterase, xylanese, β-xylosidase, lignin peroxidase, manganese 
peroxidase และ laccase เป็นต้น (อรุณี, 2555) ข้อดีและข้อด้อยของกระบวนการปรับสภาพ
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส แสดงดังตารางที่ 2.6 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 2.6 ข้อดแีละข้อด้อยของกระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

กระบวนการปรับสภาพ ข้อด ี ข้อด้อย 

ลดขนาดทางกล 
 

ลดขนาดเซลลโูลสและลด
ความสามารถของการเกิดผลึกเซลล-ู
ไลต ์

ใช้พลังงานสูงกว่าพลังงานของ
มวลชีวภาพ 

ท าปฏิกิริยาด้วยด่าง ลดความเป็นผลกึของเซลลูโลสและ
สลายโครงสร้างระหว่างลกินินและ
คาร์โบไฮเดรต 

ไม่มีผลต่อไม้เนือ้อ่อนเท่าไม้
เนื้อแข็ง 

ท าปฏิกิริยาด้วยกรด 
 

ไฮโดรไลซเ์ฮมเิซลลโูลสได้ไซโลสและ
น้ าตาลชนิดอื่นๆ เปลี่ยนแปลง
โครงสร้างลิกนิน 

เครื่องมือถูกกัดกร่อนและ
สร้างสารพิษ 

ท าปฏิกิริยากบัโอโซน ลดปริมาณลกินิน ไม่สร้างสารพิษ มีค่าใช้จ่ายสูง 

การระเบิดด้วยแอมโมเนีย เพิ่มการตอบสนองต่อพื้นผิวเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอ่ยสลาย ไม่ผลิต
สารยบัยั้งส าหรับกระบวนการเก็บ
เกี่ยว  

ไม่เหมาะกับวัตถุดิบทีม่ี     
ลิกนินสงู การลงทุนสงู 

ทางชีวภาพ 
 

สลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส, มีความ
ต้องการพลงังานต่ า 

อัตราการยอ่ยสลายช้า 

ที่มา : ดัดแปลงจาก สุขใจ (2554); รัชพล (2558) 
 

       รายงานการศึกษาที่เกี่ยวข้องกับการปรับสภาพด้วยวิธีต่างๆ ดังนี้  

นันทิกา และคณะ (2554) ศึกษาการผลิตน้ าตาลรีดิวซ์จากซางข้าวฟ่างหวาน โดยการปรับ
สภาพซางข้าวฟ่างหวานด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก เพื่อก าจัดลิกนิน
และหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ โดยกระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยกรดซัลฟิวริกที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และท าการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Box-Behnken พบว่าสภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ คือ ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกร้อยละ 21.44 โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส 72.34 นาที และสัดส่วนของซางข้าวฟ่างหวานต่อสารละลาย
กรดซัลฟิวริกเท่ากับ 1:19.3 กรัมต่อมิลลิลิตร จะได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับร้อยละ 34.97 กรัมต่อ
กรัมน้ าหนักแห้ง 

Kim และคณะ (2012) ศึกษาการปรับสภาพทะลายปาล์มเปล่าด้วยกรดอ่อนและด่าง โดยใช้   
กรดซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 0.1-8.0 โดยปริมาตร เพื่อก าจัดเฮมิเซลลูโลส และใช้โซเดียมไฮ-   
ดรอกไซด์ความเข้มข้น 10 นอร์มอล เพื่อก าจัดลิกนินในทะลายปาล์ม หลังจากนั้นจึงใช้เอนไซม์    

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เซลลูเลสเพื่อย่อยสลายเซลลูโลส การผลิตไบโอเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสนั้ น 
ต้องการข้ันตอนการปรับสภาพทางฟิสิกส์และเคม ีการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ ซึ่งเป็นข้ันตอนที่ส าคัญ
เพื่อให้ได้น้ าตาลส าหรับการหมักเอทานอล 

Iberahim และคณะ (2013) ศึกษาการปรับสภาพเส้นใยจากลูกปาล์ม ขนาดเฉลี่ย 2 
มิลลิเมตร โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 2-10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร อัตราส่วน 
1:10 กรัมต่อมิลลิลติร ที่อุณหภูมิ 50-70 องศาเซลเซียส พบว่าสภาวะที่ดีที่สุดในการปรับสภาพเส้นใย
จากลูกปาล์มคือ โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 6 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส ท าให้มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนร้อยละ 90 ซึ่งการปรับสภาพทางเคมีด้วยด่างนั้น
เป็นวิธีหนึ่งที่ช่วยลดปริมาณลิกนินในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

 

2.10  การไฮโดรไลซิส 

       การไฮโดรไลซิส  (hydrolysis) เป็นการย่อยสลายพอลิเมอร์ของน้ าตาลให้สั้นลง สามารถท าได้
หลายวิธี เช่น การไฮโดรไลซิสด้วยสารเคมีโดยใช้กรดหรือด่าง การไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม ์ งานวิจัย
โดยส่วนใหญ่นิยมใช้กรดการไฮโดรไลซิส เนื่องจากท าได้ง่าย ใช้เวลาในการท าปฏิกิริยาสั้นและให้ผล
ผลิตน้ าตาลสูง ส่วนการใช้ด่างในการไฮโดรไลซิสมักใช้เพื่อก าจัดลิกนินออก 

       การไฮโดรไลซิสด้วยกรดสามารถแบ่งได้เป็น การไฮโดรไลซิสด้วยความเข้มข้นของกรดสูงที่
อุณหภูมิต่ า และการไฮโดรไลซิสด้วยความเข้มข้นของกรดต่ าที่อุณหภูมิสูง อย่างไรก็ตามกรดที่มีความ
เข้มข้นสูงนั้นมีราคาแพง การไฮโดรไลซิสเซลลูโลสด้วยกรดความเข้มข้นสูงจึงไม่นิยมใช้ในเชิงพาณิชย์ 
ทางเลือกในการใช้กรดทั้งสองแบบจึงพิจารณาจากอัตราการย่อยสลาย การเกิดผลิตภัณฑ์ และต้นทุน
โดยรวมของกระบวนการผลิต (Kasim และ Kasim, 2013) 

       การไฮโดรไลซิสชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลสโดยการใช้กรดเจือจาง (dilute acid) เช่น          
กรดซัลฟิวริก ไฮโดรคลอริก ฟอสฟอริก ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1-10 และใช้อุณหภูมิระหว่าง 100-
180 องศาเซลเซียส กรดเจือจางจะช่วยท าลายโครงสร้างของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ที่เป็น
องค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว (monomeric sugar) การใช้กรดในการ
ไฮโดรไลซิสเร็วกว่าการใช้เอนไซม์  และเซลลูโลสจะลดลงอย่างรวดเร็วเมื่ออยู่ในสภาวะที่เป็นกรด 
(Lenihan และคณะ, 2011)  

       การไฮโดรไลซิสโดยทั่วไปมักจะใช้กรดซัลฟิวริก ไฮโดรคลอริก ในการก าจัดส่วนที่เหลือของ         
ลิกโนเซลลูโลส แต่การใช้กรดฟอสฟอริกในการไฮโดรไลซิสมีความน่าสนใจ เนื่องจากมีความรุนแรง
น้อยกว่ากรดชนิดอื่นๆ และท าให้เกิดสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์น้อย เช่น เฟอร์ฟิวรอล 
หรือแอซีติก (Hong และคณะ, 2012) นอกจากนี้ยังมีความเป็นพิษ เกิดการกัดกร่อนต่ า เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(Vasconcelos และคณะ, 2013) อีกทั้งมีฟอสฟอรัสซึ่งเป็นสารอาหารส าคัญที่ใช้ในการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย์ ซึ่งมีประโยชน์ต่อกระบวนการหมักทางชีวภาพ และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม (Avci และ
คณะ, 2013) 

       กรดฟอสฟอริกเป็นกรดอ่อนที่สามารถแตกตัวได้สามครั้ง (triprotic acid) ไม่เป็นพิษ มีราคาไม่
แพงเมื่อเทียบกับกรดชนิดอื่นๆ ละลายเซลลูโลสได้ง่ายและรวดเร็ว ไอออนของไฮโดรเจนจากกรด
ฟอสฟอริกสามารถแพร่เข้าสู่เซลลูโลสได้ง่ายซึ่งมี 2 ข้ันตอนที่เกิดข้ึนภายหลังการสลายตัวคือ ข้ันที่
หนึ่งเกิดปฏิกิริยา  เอสเทอริฟิเคชัน (esterification reaction) ระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลของเซลลูโลส
กับกรดฟอสฟอริกไปเป็นเซลลูโลสฟอสเฟต และสองเกิดการเปลี่ยนแปลงส่วนของช้ัน amorphous 
ในเซลลูโลส (Qin และคณะ, 2014) หลังจากผ่านไฮโดรไลซสิแลว้ท าให้เป็นกลางด้วยโซเดียมไฮดรอก-
ไซด์ เกลือในรูปของโซเดียมฟอสเฟตที่เกิดข้ึน จุลินทรีย์ใช้เป็นอาหารส าหรับการเจริญเติบโต 
(Nantapipat และคณะ, 2013) 

       Va´zquez และคณะ (2006) ศึกษาการเกิดเฟอร์ฟิวรอลจากฟางของข้าวฟ่าง โดยใช้กรด
ฟอสฟอริกในการไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 134 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นร้อยละ 2-6 เวลาระหว่าง   
0-300 นาที พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นของกรดกรดฟอสฟอริกร้อยละ 6 ที่อุณหภูมิ 134 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 300 นาที จะท าให้เกิดเฟอร์ฟิวรอล 13.7 กรัมต่อลิตร, ไซโลส 4 กรัมต่อลิตร, 
กลูโคส 2.9  กรัมต่อลิตร, อะราบิโนส 1.1 กรัมต่อลิตร และกรดแอซีติก 1.2 กรัมต่อลิตร  

       Hong และคณะ (2012) ได้รายงานการศึกษาของ Gámez และคณะ (2004) เมื่อใช้กรด
ฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 6 อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เวลา 300 นาที ในการไฮโดรไลซิส
ชานอ้อย แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการผลิตน้ าตาล (fermentable sugars) สูงและเกิดสาร
ยับยั้งต่ า เช่นเดียวกับการศึกษาของ Romero และคณะ (2007) โดยไฮโดรไลซิสกิ่งของต้นมะกอก 
ด้วยกรดฟอสฟอริกความเข้มข้น 8 นอร์มอล ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เวลา 240 นาที พบว่า
อัตราการเปลี่ยนแปลงของเฮมิเซลลูโลสร้อยละ 77 จากวัตถุดิบไดก้ลูโคสและน้ าตาลรีดิวซ์ร้อยละ 89  

 

2.11  การก าจัดสารพิษ (detoxification)  

       การไฮโดรไลซิสลิกโนเซลลูโลสด้วยสภาวะรุนแรง เช่น อุณหภูมิสูง ความเข้มข้นของกรดสูง 
ความดันสูง จะท าให้เกิดการสร้างสารยับยั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์จากการสลายตัวของน้ าตาล
ชนิดต่างๆ เช่น เฟอร์ฟิวรอล (furfural) เกิดจากการสลายตัวของไซโลส, 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอร์ฟิว-
รอล (5-hydroxymethyl furfural (HMF)) เกิดจากการสลายตัวของเฮกโซส (hexose), กรดฟอร์-  
มิกถูกสร้างเมื่อเฟอรฟ์ิวรอลและ HMF เสียสภาพ, กรดเลวูลินิค (Levulinic acid) สร้างจากการสลาย
ของ HMF เป็นต้น (Palmqvist และ Hahn-Hagerdal, 2000b) แสดงดังรูปที่ 2.16 
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รูปท่ี 2.16 โครงสร้างสารยบัยั้งการเจรญิของจุลินทรียท์ี่ถูกสร้างขึ้นจากการย่อยวัตถุดิบประเภท    
ลิกโนเซลลูโลส 

ที่มา : Palmqvist และ Hahn-Hagerdal (2000b) 

       การก าจัดสารพิษประกอบด้วยวิธีการต่างๆ เช่น วิธีทางฟิสิกส์ ได้แก่ การระเหย (evaporation) 
และการแยกโดยใช้เยื่อกรอง (membrane separations), วิธีทางเคมี ได้แก่ ปฏิกิริยาสะเทิน 
(neutralization), แคลเซียมไฮดรอกไซด์ overliming, ถ่านกัมมันต์ (activated charcoal) ,         
เรซินแลกเปลี่ยนไอออน (ion exchange resins) และ การสกัดด้วยเอทิลอะซีเตท, การขจัดสารพิษ
ทางชีวภาพ การใช้เอนไซม์แลคเคส (enzymatic mediated using laccase) และ เอนไซม์ลิกนิน

เพอร์ออกซิเดส เป็นต้น (Chandel และคณะ, 2011) วิธีก าจัดสารพิษแสดงดังตารางที่ 2.7 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 2.7 ตัวอย่างวิธีก าจัดสารพิษในไฮโดรไลเสทลิกโนเซลลูโลสเพื่อก าจัดสารยับยั้งการเจริญใน
อาหารหมัก 

ไฮโดรไลเสท  
ลิกโนเซลลูโลส 

วิธีก าจัดสารพิษ การเปลี่ยนแปลงใน
องค์ประกอบ 

เอกสารอ้างอิง 

ไม้โอ๊ค ถ่านกัมมันต ์ ขจัดฟีนอลกิ 
(95.40%) 

Converti และ
คณะ (1999) 
 

ฟางข้าวสาล ี เอทลิอะซเิตท + 
overliming 

ขจัดเฟอร์ฟิวรอล (59.76%), 
ฟีนอลิก (48.23%) และ 
กรดแอซีติก (92.19%) 

Zhuang และ
คณะ (2009) 
 

ไม้สน ไดไธโอไนท์ (dithionite)  
และ ซัลไฟต์ (sulfite) 

ไม่มีการเปลี่ยนแปลงที่
ส าคัญ 

Alriksson และ
คณะ (2010) 
 

ไม้แอซป ์
(aspen) 

การกลั่นระเหยสาร 
(roto-evaporation) 

ขจัดกรดแอซีติก (54%), 
เฟอรฟ์ิวรอล (100%) และ 
วานิลลิน (vanillin) (29%) 

Wilson และคณะ 
(1989) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Chandel และคณะ (2011) 

       

       Converti และคณะ (2000) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของลิกโนเซลลูโลสเพื่อการผลิตไซลิทอล 
รายงานว่าการก าจัดสารพิษโดยวิธี overliming ด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2) และซัลไฟต์ 
กระบวนการหมักจากไฮโดรไลเสท ได้ปริมาณไซโลสเท่ากับ 89.0 กรัมต่อลิตร และหลังจากการหมัก 
96 ช่ัวโมง จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของไซลิทอลเท่ากับ 39.5 กรัมต่อลิตร  

       Chandel และคณะ (2007) ศึกษาการการก าจัดสารพิษในไฮโดรไลเสทชานอ้อย เพื่อการผลิต        
เอทานอล โดยเช้ือ Candida shehatae NCIM 3501 เมื่อไฮโดรไลซิสชานอ้อยด้วยไฮโดรคลอริก
ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยปริมาตร จะได้น้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 30.29 กรัมต่อลิตร และเกิดสาร
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ เช่น เฟอร์ฟิวรอล ฟีนอลิก และแอซีติก ในงานวิจัยจึงใช้การก าจัด
สารพิษด้วยวิธีต่างๆ ได้แก่ ปฏิกิริยาสะเทิน, overliming, แลคเคส, ถ่านกัมมันต์ และ ion 
exchange พบว่าเมื่อใช้วิธี ion exchange ในการจ าจัดสารพิษจะให้ผลได้ของเอทานอลสูงสุดที่ 
0.48 กรัมต่อกรัม 

       Telli-Okur และ Eken-Saracoglu (2008) ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยเช้ือจุลินทรีย์ Pichia 
stipitis NRRL Y-7124 จากไฮโดรไลเสทเปลือกเมล็ดทานตะวัน เตรียมไฮโดรไลเสทด้วยกรดซัลฟิวริกเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความเข้มข้น 0.7 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และใช้กระบวนการก าจัดสารพิษในไฮโดรไล
เสทโดยวิธีต่างๆ ได้แก่ ปฏิกิริยาสะเทิน, overliming, overliming ร่วมกับการใช้ถ่านกัมมันต์ และ 
overliming ร่วมกับการใช้สารในกลุ่มซัลไฟต์ พบว่าการก าจัดสารพิษโดยวิธี overliming ร่วมกับการ
ใช้โซเดียมซัลไฟต์เป็นวิธีที่ดีที่สุดในการก าจัดสารพิษ และท าให้ได้ปริมาณเอทานอลสูงสุดที่ 11 กรัม
ต่อลิตร  

       Camesasca และคณะ (2015) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากหญ้าเนเปียร์ โดยใช้กรดซัลฟิวริก
ในการปรับสภาพวัตถุดิบ และก าจัดสารพิษในไฮโดรไลเสทเฮมิเซลลูโลส โดยวิธี overliming ด้วย
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ ปรับ pH เป็น 10 เก็บที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 60 นาที และปรับ 
pH เท่ากับ 6 ด้วยกรดซัลฟิวริกอีกครั้ง เพื่อก าจัดสารยับยั้งการเจรญิของจลุินทรีย์ในไฮโดรไลเสท โดย
วิธีการตกตะกอนสารประกอบที่เป็นพิษ 

 

2.12  กระบวนการแยกกรดโพรพิโอนิกและท าให้บริสุทธิ์ (สุขใจ, 2554)   

       ในการผลิตกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆ รวมถึงการผลิตกรดโพรพิโอนิก ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ 
กระบวนการแยกและท าให้บริสุทธ์ิเป็นข้ันตอนสุดท้ายของกระบวนการ เพื่อแยกกรดที่ผลิตได้ออก
จากอาหารที่ใช้หมักคิดเป็นราคาต้นทุนร้อยละ 50-60  ซึ่งกรดโพรพิโอนิกเป็นกรดอินทรีย์ที่มี
คุณสมบัติชอบน้ าสูง (highly hydrophilic) และความแตกต่างของการระเหยระหว่าง น้ ากับกรด   
โพรพิโอนิกน้อยมาก ดังนั้นกรดเมื่ออยู่ในภาวะแตกตัวจะไม่ระเหย โดยกรดโพรพิโอนิกมีค่า pKa 
เท่ากับ 4.88 และค่า pH ที่เหมาะสมระหว่างการหมักเท่ากับ 6.0-7.0 ผลิตภัณฑ์ที่ได้จะปนเปื้อนอยู่
กับสารชนิดอื่นในอาหารที่ใช้หมัก จึงล าบากต่อกระบวนการแยกและท าให้บริสุทธ์ิ 

       ซึ่งในปัจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ กระบวนการแยกและท า
ให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีการต่างๆ เช่น ion-exchange resin, liquid extraction, reactive extraction, 
distillation, reverse osmosis, electrodialysis, liquid surfactant membrane extraction 
หรือ precipitation และ adsorption เป็นต้น 

       adsorption fermentation process กระบวนการหมักและการดูดซับ โดยควบคุมค่า pH 
จากการดูดซับกรดอินทรีย์ ขณะเดียวกันใช้ ion-exchange resin อย่างแพร่หลายในกระบวนการ
แยกทางชีวภาพ  

       membrane separation การใช้เมมเบรนร่วมกับกระบวนการหมัก ท าให้เกิดการแยก
ผลิตภัณฑ์ไปด้วย กรดจะถูกแยกอย่างต่อเนื่อง พร้อมกับความหนาแน่นของเซลล์ที่เพิ่มข้ึน ท าให้ได้
ผลิตภัณฑ์ปริมาณมาก ตัวอย่างของเมมเบรนชนิดต่างๆ เช่น eletrodialysis ultrafiltration 
membrane, reverse osmosis membrane เป็นต้น 
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       electro-electrodialysis (EED) และการแพร่ในสนามไฟฟ้าด้วยเมมเบรน 2 ข้ัว (bipolar 
membrane) สามารถสกัดไอออนทั้งอนินทรีย์และอินทรีย์ รวมกับโปรตรอนเพื่อผลิตกรดอินทรีย์ให้
บริสุทธ์ิ 

       การรักษาสภาวะความเป็นกรดด่างของอาหารเลีย้งเช้ือระหว่างการหมักเพื่อเพิ่มอัตราการผลิตมี
ความส าคัญ ซึ่งผลผลิตของกรดโพรพิโอนิกผลผลิตที่ได้จะอยู่ในรูปของเกลือ เช่น โซเดียมโพรพิโอเนต 
แคลเซียมโพรพิโอเนต เป็นต้น แต่การใช้ประโยชน์ส่วนใหญ่มักใช้ในรูปของกรดโพรพิโอนิก ดังนั้น
กระบวนการแยกและท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้ต้นทุนต่ าจึงมีความน่าสนใจ 

รายงานการวิจัยที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการแยกและท ากรดอินทรีย์ให้บริสุทธ์ิ ดังนี้ 

       Min และคณะ (2011) ศึกษาวิธีแยกและการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ (recovering) กรดแลกติกจาก
แคลเซียมแลกเตทในน้ าหมกั ด้วยกรดซัลฟิวริก อัตราส่วน 1:1 มิลลิลิตรต่อมิลลิลติร ค่า pH สูงกว่าค่า 
pKa (3.86) ผสมตัวอย่างที่ 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง และใช้ถ่านกัมมันต์ในการก าจัดสี
ออกจากกรดแลกติก ตามสภาวะดังกล่าวพบว่าผลได้ของกรดแลกติกจากน้ าหมักทั้งหมดเท่ากับร้อย
ละ 92   

       Shetty (2015) ศึกษาการผลิตกรดซิตริกจากกากน้ าตาล (molasses) และซังข้าวโพด 
(corncob) โดยเช้ือ Aspergillus Niger ใช้การเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ของกรดซิตริก โดยวิธีกรองแยกน้ า
หมักออกจากเช้ือรา เติมแคลเซียมไฮดรอกไซด์เพื่อตกตะกอนในรูปแคลเซียมซิเตรท และใช้กรด
ซัลฟิวริกเพื่อตกตะกอนแคลเซียมซัลเฟสที่ไม่ละลายน้ า กรองและท าให้กรดซิตริกบริสุทธ์ิด้วยการ
กรองผ่านคอลัมน์ถ่านกัมมันต์ แทนการระเหยเพื่อลดการสูญเสียกรดซิตริก 
 

2.13  การออกแบบพื นผิวตอบสนอง (response surface methodology; RSM) 

       เป็นวิธีการและการออกแบบการทดลองโดยการรวบรวมวิธีทางคณิตศาสตร์และสถิติที่เป็น
ประโยชน์ในการหาระดับของปัจจัยที่เหมาะสมเพื่อสร้างแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์และท าการ
วิเคราะห์ปัญหา โดยผลตอบสนองจากผลของตัวแปร อธิบายความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรกับค่าการ
ตอบสนองและสามารถแสดงแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงเมื่อระดับปัจจัยเชิงปริมาณเปลี่ยนแปลง โดยที่
ผลตอบสนองนั้นจะข้ึนอยู่กับหลายตัวแปรที่ท าการศึกษา และมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาหาค่าที่ดีที่สุด 
(maximum) หรือการตอบสนองต่ าสุด (minimum) ของผลตอบสนอง (response) ข้ึนอยู่กับ
ธรรมชาติของการทดลอง (ไพโรจน์, 2544)  
       วิธีการออกแบบการทดลองโดยใช้พื้นที่การตอบสนองนี้คิดค้นโดย Box ในปี ค.ศ. 1948 โดย
อาศัยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี full factorial ที่อาศัยค่ากลางของข้อมูลจากระดับปัจจัยที่
ส่งผลต่อค่าตอบสนองสูงที่สุด โดยวิธีการออกแบบการทดลองที่นิยมสร้างพื้นผิวตอบสนองคือ 
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central composite design, CCD และ Box-Behnken design, BBD ซึ่งเป็นการหาความสัมพันธ์
ระหว่างตัวแปร 2 ประเภทคือ ตัวแปรตาม (dependent variable) และตัวแปรอิสระ 
(independent variable) ซึ่งเรียกว่า ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficient) สามารถ
สร้างสมการของความสัมพันธ์ดังสมการที่ 2.8 

     Y = f(X1, X2,…, Xn) +                          (2.8) 

โดยก าหนดให้ Y = ค่าตอบสนองที่สังเกตได้ (dependent variable) 
        f = ฟังก์ช่ันของการตอบสนองของ X1, X2,…, Xn  ซึ่งเป็นตัวแปรเชิงปริมาณ 

(independent variable)  
         = เทอมของความคลาดเคลื่อน 

       ถ้าก าหนดว่า E(Y) = f(X1, X2) =  ดังนั้น สามารถเขียนสมการของพื้นที่ผิวการตอบสนองได้
ตามสมการที่ 2.9 คือ 

                                         = f(X1, X2)                              (2.9)                                                        

ซึ่งจะเรียกว่าพื้นที่ผิวการตอบสนอง (response surface) โดยส่วนใหญ่จะแสดงผลการตอบสนอง
แบบโครงร่างพื้นผิวในรูปของกราฟฟิค โดยการน าค่า  มาพล็อตกับระดับของ X1 และ X2 เพื่อที่จะ
ช่วยให้แสดงรูปร่างของพื้นที่ผิวการตอบสนองได้ดียิ่งขึ้น แสดงดังรูปที่  2.17 

 

 
รูปท่ี 2.17 กราฟสามมิติของพื้นผิวตอบสนองแบบ ก) surface plot, ข) contour plot 

ที่มา :  อิศรพงษ์ (2550) 
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       อย่างไรก็ตามในการศึกษาโดยใช้วิธีการแสดงผลพื้นผิวตอบสนองนั้น จ าเป็นต้องค้นหาฟังก์ชันที่
แท้จริงระหว่างตัวแปรตามค่าตอบสนองต่อตัวแปรอิสระต่างๆ เป็นล าดับแรก การค้นหาฟังก์ชันต่างๆ 
เหล่าน้ีมักใช้ความสัมพันธ์แบบโพลีโนเมียล (polynomial) ล าดับต้นๆ เช่น ก าลังหนึ่ง (first order) 
หรือก าลังสอง (second order) เป็นต้น โดยทั่วไปฟังก์ชันที่ใช้ในการประมาณความสัมพันธ์แบบ
ก าลังหนึ่ง ดังสมการที่ 2.10 

Y = β0 + β1X1 + β2X2 + ⋯ + βkXk + ε     (2.10) 

ส าหรับระบบมีลักษณะความสัมพันธ์แบบเส้นโค้ง ต้องใช้โพลีโนเมียลที่มีล าดับสูงข้ึน เช่น ล าดับสอง
หรือก าลังสอง ดังสมการที่ 2.11 (อิศรพงษ์, 2550) 

Y = β0 + ∑ βiXi +k
i=1  ∑ βiiXi

2 +k
i=1 ∑ ∑ βjiXiXj + εk

ji<j

k
i                          (2.11) 

 

2.14  การออกแบบวางแผนการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (central composite 
design; CCD) 

       การออกแบบการทดลองด้วยวิธี full fractional factorial เป็นหนึ่งในวิธีการหาพื้นผิว
ตอบสนองที่นิยมใช้เพื่อหากระบวนการที่เหมาะสม  โดยอาศัยค่ากลางของข้อมูลจากระดับปัจจัย ที่
ส่งผลต่อค่าตอบสนองสูงสุดที่ได้รับความนิยม ใช้การกระจายระดับของข้อมูลออกสู่ศูนย์กลางเพื่อ
ศึกษาระดับของปัจจัยที่สง่ผลต่อค่าตอบสนองสงูสดุ ซึ่งมีการลักษณะการวางต าแหน่งการกระจายของ
ปัจจัยแสดงดังรูปที่  2.18 และมีตัวอย่างของ CCD ส าหรับการศึกษาตัวแปร 3 ตัว แสดงดังตารางที่ 
2.8 

       การก าหนดค่ารหัส (code value) ของรหัสปัจจยัให้ 0 แทนค่ากลาง (center point) ซึ่งในการ
ทดลองทั่วไปนิยมท าค่ากลางไว้หลายจุดเพื่อท าให้เกิดความคลาดเลื่อนของผลการทดลองในการ
ประมวลผลทางสถิติน้อยที่สุด ถ้าการทดลองที่ 2 ปัจจัยจะมีการมีการทดลองเป็น 2k  คือ 4 ในแต่ละ
ชนิดของปัจจัยมุม (factorial points) จะมีอยู่ 4 จุดให้ค่าเป็น +1 ส าหรับค่าสูงและ -1  ส าหรับค่าต่ า 
และแกน (axial point) จะมีอยู่ 4 จุดให้ค่าเป็น +α ส าหรับค่าสูงและ –α ส าหรับค่าต่ า โดยค่า α 
สามารถหาได้จากรากที่ 4 ของ 2k  เมื่อ k คือจ านวนของปัจจัยที่ใช้ในการทดลอง โดยค่า α ที่ได้
จะต้อง น าไปคูณกับค่าคงที่ของความกว้างช่วงการแปรของระดับปัจจัย ดังนั้นการออกแบบการ
ทดลองแบบ CCD จึงมี 5 ระดับคือ +α, +1, 0 ,-1, -α ตามล าดับ (อรทัย, 2553) 
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รูปท่ี 2.18 การกระจายของปัจจัยในการออกแบบการทดลอง  CCD   
ก) แบบ 2 ตัวแปร, ข) แบบ 3 ตัวแปร 

ที่มา :  อิศรพงษ์ (2550) 
 

ตารางท่ี 2.8 การเก็บข้อมูลของ CCD ส าหรับ 3 ตัวแปรที่ค่า alpha=1 

A B C Point type 
-1 -1 -1 Factorial point 
 1 -1 -1 Factorial point 
-1  1 -1 Factorial point 
 1  1 -1 Factorial point 
-1 -1  1 Factorial point 
 1 -1  1 Factorial point 
-1  1  1 Factorial point 
 1  1  1 Factorial point 
-1  0  0 Axial point 
 1  0  0 Axial point 
 0 -1  0 Axial point 
 0  1  0 Axial point 
 0  0 -1 Axial point 
 0  0  1 Axial point 
 0  0  0 Center point 
 0  0  0 Center point 

ที่มา : จรัล (2552) 

 
       การวางแผนการทดลองแบบ CCD มีข้อดีคือ ช่วยลดทรัพยากรในการทดลองให้น้อยลงอย่าง
มาก เช่น เวลาและต้นทุน เนื่องจากใช้จ านวนครั้งการทดลองไม่มาก และสามารถให้ข้อมูลของการ
ทดลองไม่ต่างจากการทดลองแบบ Full Factorial มากนัก (จรัล, 2552) 
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2.15 เครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

       2.15.1  Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy 

ฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์ม อินฟาเรด สเปกโตรสโคปี เป็นหนึ่งในเทคนิคทางด้าน infrared 
spectroscopy นิยมใช้ในการวิเคราะห์และตรวจสอบเกี่ยวกับโมเลกุลของสาร มีประสิทธิภาพในการ
จ าแนกประเภทของสารอินทรีย์ สารอนินทรีย์ และพันธะเคมีในโมเลกุล รวมถึงสามารถบอกถึง
ปริมาณองค์ประกอบที่มีอยู่ในโมเลกุลของสารผสมตัวอย่างที่ไม่ทราบชนิด เทคนิค FTIR นี้มีความไว 
ใช้ระยะเวลาในการตรวจสอบน้อยกว่าเทคนิคอื่นๆ การท างานโดยทั่วไปรังสีจากแหล่งก าเนิดจะผ่าน
ตัวอย่างและถูกกระจายออกในช่วงความถ่ีต่างๆ ด้วยโมโนโครเมเตอร์ หลังจากนั้นล ารังสีจะตกลงบน
เครื่องตรวจวัดซึ่งจะท าให้เกิดเป็นสัญญาณไฟฟ้าแล้วท าการบันทึกผลสัญญาณนั้น (ธวัฒน์, 2557) 
FTIR สามารถวิเคราะห์ได้ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ ย่านอินฟราเรดในสเปคตรัมของรังสี
แม่เหล็กไฟฟ้าที่ให้ประโยชน์มากที่สุดต่อนักเคมีอินทรีย์คือ ย่านความถ่ีระหว่าง 4 ,000–650 ซม-1 
(ซม-1 เป็นหน่วยของจ านวนคลื่นต่อวินาทีหรือเรียกว่า เลขคลื่น) และความยาวคลื่นระหว่าง 2.5–15 
ไมโครเมตร (1 ไมโครเมตร (μm) = 10-6 เมตร) (รัชนี,  2550) แสดงดังรูปที่ 2.19 และตัวอย่างของ
ความยาวคลื่นที่บ่งช้ีส่วนประกอบในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสแสดงดังตารางที่ 2.9 

 

 

รูปท่ี 2.19 Michelson interferometer ใน FTIR สเปคโตรมิเตอร ์
ที่มา : รัชนี (2550) 
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ตารางท่ี 2.9 ตัวอย่างของความยาวคลื่นที่บ่งช้ีส่วนประกอบในวัสดุประเภทลกิโนเซลลูโลส 

ความยาวคลื่น 
(cm-1) 

vibration หมู่ฟังก์ชัน ส่วนประกอบ เอกสารอ้างอิง 

1730 C=O  
 

แอลดีไฮด์, คีโตน,  
กรดคาร์บอกซลิิก 

เฮมิเซลลูโลส Kristensen และคณะ 
(2008) 
Tandy และคณะ 
(2010) 

1648 O-H น้ าแอพสอพที่
เกี่ยวข้อง 
กับเส้นใยเซลลูโลส 

 Xiao และคณะ (2011); 
Himmelsbach และ
คณะ (2002) 

1590-1600 C=C โครงสร้างอะโรมาติก ลิกนิน, 
เซลลูโลส 

Pandey (1999);  
Zhaoและคณะ (2010) 

1526  โครงสร้างอะโรมาติก   Bahrin และคณะ 
(2012); 
Wang และคณะ (2009) 

1505  วงแหวนอะโรมาติก ลิกนิน Xiao และคณะ (2011) 
1430   เซลลูโลส Bahrin และคณะ 

(2012) 
1246 C-O-C, 

C-O 
โพลีแซก็คาไรด ์ เซลลูโลส Wetzel และคณะ 

(2001) 
1235 COOH- หมู่คารบ์อกซิล,  

กรดแอซีติก เอสเทอร ์
เฮมิเซลลูโลส Smidt และคณะ 

(2005) 
1000-1200 C-O-C, 

C-O, 
C-OH 

โพลีแซก็คาไรด ์ เซลลูโลส, 
ลิกนิน 

Yang และคณะ (2007) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Yunos และคณะ (2012) 

 

       2.15.2  High performance liquid chromatography (HPLC) 

หลักการท างานของ high performance liquid chromatography หรือโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงแยกสารเคมีภายความดันของเหลว เป็นเทคนิควิเคราะห์สารเชิงคุณภาพและ
เชิงปริมาณ โดยสามารถใช้วิเคราะห์สารได้หลายชนิด เช่น สารอินทรีย์ สารประกอบทางชีวภาพ 
สารประกอบทีเ่สยีสภาพได้ง่าย สารประกอบที่ระเหยยาก ไอออนขนาดเล็ก เป็นต้น สามารถวิเคราะห์
สารปริมาณต่ าได้ในระดับไมโครกรัม จนถึงพิโคกรัม HPLC ตัวท าละลายซึ่งท าหน้าที่เป็นเฟสเคลื่อนที่ 
(mobile phase) พาสารตัวอย่างผ่านอนุภาคที่เป็นเฟสอยู่กับที่ (stationary phase) ที่บรรจุอยู่ในเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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คอลัมน์ (column) สารผสมตัวอย่างจะเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์และถูกแยกออกมาผ่านสู่เครื่องตรวจวัด 
(detector) ในเวลาที่แตกต่างกัน สัญญาณที่วัดได้จะอยู่ในรูปสัญญาณไฟฟ้าตามเวลาและปริมาณของ
สารแต่ละตัวที่ตรวจวัดได้จากนั้นสัญญาณจะถูกสง่ไปยังเครือ่งบนัทึกสญัญาณเพื่อแสดงผลออกมาเป็น
โครมาโทแกรม (chromatogram) (ปิยะนุช, 2557) 

 

2.16 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

       2.16.1 การผลิตกรดโพรพิโอนิก 

พร วิสาข์  ( 2551)  ศึกษาการเพิ่ มผลผลิตกรดโพรพิ โอนิก โดยการตรึ ง เ ซลล์ เ ช้ื อ 
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต ในถังหมักขนาด 2 ลิตร    
ใช้หางนมเป็นแหล่งคาร์บอน เติมหัวเช้ือเริ่มต้นปริมาตร ร้อยละ 5 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยควบคุม
สภาวะที่ใช้เพาะเลี้ยงที่ 30 องศาเซลเซียส และควบคุม pH ที่ 6.5 พบว่าเซลล์ตรึงซึ่งมีศักยภาพความ
คงตัวโดยสามารถหมักกรดโพรพิโอนิกได้ 2 รอบการหมัก ให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดรวม 24.05 
กรัมต่อลิตร มากกว่าเซลล์อิสระที่ให้ผลผลิต 12.25 กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลาการหมัก 216 ช่ัวโมง
เท่ากัน กรดโพรพิโอนิกที่ได้จากการหมักมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือราและเช้ือยีสต์เช่นเดียวกับ
กรดโพรพิโอนิกที่ขายในทางการค้าซึ่งผลิตด้วยกระบวนการทางเคมี 

Ramsay และคณะ (1998) ศึกษาการใช้ไฮโดรไลเสทจากเฮมิเซลลูโลส โดยใช้เอนไซม์      
ไซลาเนสในการไฮโดรไลซสิ พบว่าได้ปริมาณไซโลส 29.6 กรัมต่อลิตร และน าน้ าตาลรีดิวซ์ที่ผลิตได้มา
หมักกรดโพรพิโอนิก โดยเช้ือ Propionibacterium acidipropionici   ในถังหมักขนาด 2 ลิตร จะ
ให้กรดโพรพิโอนิก 18 กรัมต่อลิตร แสดงให้ถึงความเป็นไปได้ ในการน าไฮโดรไลเสทเฮมิเซลลูโลสจาก
ไม้ มาผ่านการไฮโดรไลซิสเพื่อ ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ     P. 
acidipropionici 

Liu และคณะ (2012) ศึกษาการใช้ประโยชน์จากไฮโดรไลเสทเฮมิเซลลูโลสเพื่อผลิตกรด-   
โพรพิโอนิก โดยเช้ือ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส และ pH เริ่มต้น 6.0 ใช้ไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน กระบวนการ
หมักแบบกะ ได้ความเข้มข้นกรดโพรพิโอนิกสุดท้าย 53.2 กรัมต่อลิตร เปรียบเทียบกับ corncob 
molasses ซึ่งเป็นผลพลอยได้จากการผลิตไซลิทอลเป็นตัวแทนของไฮโดรไลเสทเฮมิเซลลูโลส โดย
กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ ได้ความเข้มข้นกรดโพรพิโอนิกสุดท้าย 71.8 กรัมต่อลิตร และอัตราการ
ผลิต 0.28 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง แสดงให้เห็นว่าไฮโดรไลเสทของเฮมิเซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดี
ส าหรับการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยจุลินทรีย์สายพันธ์ุ P. acidipropionici 
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Liang และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากไฮโดรไลเสทแก่นตะวัน 
(Jerusalem artichoke) ด้วยเซลล์ตรึงและเซลล์อิสระของเช้ือจุลินทรีย์ Propionibacterium 
acidipropionici ATCC 4875 เตรียมไฮโดรไลเสทแก่นตะวัน โดยไฮโดรไลซิสด้วยกรดซัลฟิวริกความ
เข้มข้น 0.01 โมลาร์ อัตราส่วนของตัวอย่างต่อสารละลายกรดซัลฟิวริกเท่ากับ 1:10 กรัมต่อมิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 40 นาที และปรับ pH 6.5 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
6 โมลาร์ จะได้ไฮโดรไลเสทแก่นตะวันที่มีปริมาณฟรกุโตส (fructose) 40 กรัมต่อลิตร และกลูโคส 20 
กรัมต่อลิตร และเมื่อน ามาผลิตกรดโพรพิโอนิก จากเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4875 เซลล์
อิสระ ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ควบคุมสภาวะของการหมักที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส อัตราการ
กวน 100 รอบต่อนาที และควบคุม pH ของการหมักที่ 6.5 ด้วยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
6 โมลาร์ พบว่า เซลล์อิสระให้ผลผลิตของกรดโพรพิโอนิกสูงสุดที่ 40.6 กรัมต่อลิตร ให้ผลได้ของกรด
โพรพิโอนิกที่ 0.379 กรัมต่อกรัม และอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกที่ 0.190 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง 

       2.16.2 การปรับสภาพและการไฮโดรไลซิส 

Rahman และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตน้ าตาลไซโลสจากทะลายปาล์มเปล่า โดยใช้กรด
ซัลฟิวริกในการไฮโดรไลซิสและควบคุมอุณหภูมิที่ 120 องศาเซลเซียส หาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ไฮโดรไลซิส ได้แก่ ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกที่ ร้อยละ 2-6 โดยปริมาตร และเวลาที่ใช้ในการ
ไฮโดรไลซิสที่ 0-90 นาที และใช้การวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธี RSM พบว่าเมื่อไฮโดรไลซิส
ทะลายปาล์มเปล่า ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกที่เหมาะสมคือ    
ร้อยละ 6 โดยปริมาตร และเวลาที่ใช้เท่ากับ 15 นาที ได้ปริมาณน้ าตาลไซโลส 29.4 กรัมต่อลิตร, 
กลูโคส 2.34 กรัมต่อลิตร, เฟอร์ฟิวรอล 0.87 กรัมต่อลิตร และกรดแอซีติก 1.25 กรัมต่อลิตร 

Piarpuza´n และคณะ (2011) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากทะลายปาล์มเปล่า โดย
เช้ือจุลินทรีย์สายพันธ์ุ Saccharomyces cerevisiae พบว่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการปรับสภาพ
วัตถุดิบ ก่อนการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เซลลูเลส คือปรับสภาพทะลายปาล์มเปล่าด้วยโซเดียม -    
ไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 2 อัตราส่วนของแข็งต่อของเหลวเท่ากับ 1:10 อุณหภูมิ 121    
องศาเซลเซียส เวลา 6 นาที มีน้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนร้อยละ 63.5 

Zhang และคณะ (2012) ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพของการไฮโดรไลซิสเพื่อผลิตน้ าตาล
ไซโลสจากทะลายปาล์มเปล่า โดยใช้กรดซัลฟิวริกร่วมกับกรดฟอสฟอริกที่มีความเข้มข้นร้อยละ <1 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร การท านายจะได้ผลได้ของน้ าตาลไซโลสร้อยละ 80-90 เมื่อไฮโดรไลซิสที่
อุณหภูมิ 140-160 องศาเซลเซียส อัตราส่วนของแข็งต่อของเหลว 10-20 มิลลิลิตรต่อกรัมตัวอย่าง 
ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.25-0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และความเข้มข้นของกรด
ฟอสฟอริกที่ใช้ร้อยละ 0.1-0.2 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผลที่ได้จากการทดลองได้ความเข้มข้นของ
น้ าตาลไซโลสที่ร้อยละ 91.3 เมื่อไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที  อัตราส่วน
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ของแข็งต่อของเหลว เท่ากับ 20 มิลลิลิตรต่อกรัมตัวอย่าง ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.5 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกร้อยละ 0.2 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 

Avci และคณะ (2013) ศึกษาการผลิตเอทานอลด้วยต้นข้าวโพด ใช้กระบวนการปรับสภาพ
ด้วยกรดฟอสฟอริก วางแผนการทดลองแบบ CCD และวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธี RSM โดยใช้
อัตราส่วนของตัวอย่างต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก เท่ากับ 1:10 กรัมต่อมิลลิลิตร หาสภาวะที่
เหมาะสมในการปรับสภาพ ได้แก่ อุณหภูมิในการปรับสภาพ 120-190 องศาเซลเซียส ความเข้มข้น
ของกรดฟอสฟอริกร้อยละ 0.0-2.0 โดยปริมาตร และเวลาที่ใช้ในการปรับสภาพ 1-20 นาที พบว่า
เมื่อใช้กรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยปริมาตร อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เวลา 15 
นาที ในการปรับสภาพจะให้ผลได้ของน้ าตาลกลูโคสสูงสุดที่ 85 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่การปรับสภาพ
ด้วยกรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร ที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 
จะให้ผลได้ของน้ าตาลไซโลสสูงสุดที่ 91.4 เปอร์เซ็นต์ 

Duangwang และ Sangwichien (2013) ศึกษาการใช้ประโยชน์จากทะลายปาล์มเปล่า เพื่อ
การผลิตน้ าตาลไซโลส เมื่อใช้ทะลายปาล์มขนาดน้อยกว่า 1 มิลลิเมตร น ามาปรับสภาพทะลายปาล์ม
เปล่าด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 15 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร อัตราส่วน 1:10   
กรัมต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เวลา 40 นาที และใช้การวางแผนการทดลองแบบ 
CCD และวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธี RSM เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิส ได้แก่ 
ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกร้อยละ 2-6 โดยปริมาตร อุณหภูมิที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 100-130 
องศาเซลเซียส และเวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส 30-90 นาที พบว่าเมื่อใช้สภาวะของการไฮโดรไลซิส
ด้วยซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 7 โดยปริมาตร อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เวลา 90 นาที จะท า
ให้ไดป้ริมาณน้ าตาลไซโลสที่สภาวะดังกล่าวสูงสุดเท่ากับ 56.39 กรัมต่อลิตร 

Tan และคณะ (2013) ศึกษาการไฮโดรไลซิสทะลายปาล์มเปล่าด้วยกรดซัลฟิวริก
เปรียบเทียบกับกรดฟอสฟอริก พบว่า เมื่อใช้กรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 2.4 โดยปริมาตร 
อุณหภูมิ 116 องศาเซลเซียสเวลา 20 นาที อัตราส่วนของแข็งต่อของเหลวเท่ากับ 1:5 กรัมต่อ
มิลลิลิตร ได้ผลได้น้ าตาลไซโลสร้อยละ 24 ซึ่งน้อยกว่าการใช้กรดซัลฟิวริก แต่การใช้สารละลายกรด
ซัลฟิวริกที่มีความเข้มข้นสูงท าให้เกิดผลพลอยได้ เช่น อนุพันธ์ุของฟูแรน, เฟอร์ฟิวรอล, 5- ไฮดรอกซี-
เมทธิลเฟอร์ฟิวรอล และสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) ซึ่งมีผลในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย์ที่ใช้กระบวนการหมัก เมื่อใช้กรดที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 0.5-1.0 
โดยปริมาตร ในการไฮโดรไลซิส กระบวนการหมักโดยใช้จุลินทรีย์จะให้ผลดีที่สุด (Duangwang และ 
Sangwichien, 2013) 
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       2.16.3 การก าจัดสารพิษ 

Kumar และคณะ (2009a) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากผักตบชวา โดยเช้ือ Pichia stipitis 
NCIM-3497 ไฮโดรไลซิสเฮมิเซลลูโลสจากผักตบชวาด้วยกรดซัลฟิวริก ท าการก าจัดสารพิษใน
ไฮโดรไลเสทก่อนกระบวนการหมักโดยวิธี boiling เพื่อก าจัดสารประกอบที่ระเหยได้ เช่น เฟอร์ฟิว-
รอล, ฟีนอล และ overliming ด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ เพื่อลดความเข้มข้นของกรดชนิดต่างๆ เช่น 
กรดแอซีติก กรดแทนนิก การเพิ่ม pH ให้สูงถึง 10 ในข้ันตอนของ overliming เพื่อตกตะกอนของ
โลหะหนัก จากการศึกษาพบว่าได้ปริมาณไซโลสร้อยละ 72.83 ให้ผลได้ของเอทานอล 0.425 กรัมต่อ
กรัม และอัตราการผลิต 0.176 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง 
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บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

3.1  วัสดุและอุปกรณ์ 
        กรวยบุชเนอร์ (Buchner funnel) 
        กระดาษกรอง ยี่ห้อ Whatman เบอร์ 1 (Whatman, England) 
        กระบอกตวง 
        ขวดแก้วใส่อาหาร (duran) (Duran Group GmbH, Germany) 
        ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) (Pyrex, Germany) 
        ขวดลดความดัน (suction flask)  
        คอลัมน์ชนิด Shim-pack Inertsil C8-3 (4.6x250 mm., 5 µm) ส าหรับ HPLC (SHIMADZU, 
Japan) 
        คิวเวตแก้ว (Starna, Australia) 
        จานเพาะเลี้ยงเช้ือ (petri dish) (Pyrex, Germany) 
        จุกส าลี 
        ช้อนตักสาร 
        ตะแกรงร่อน (Test Sieve) ขนาด 850 ไมโครเมตร 
        ที่วางหลอดทดลอง  (lack) 
        บีกเกอร์ (Pyrex, Germany) 
        ปิเปตแก้ว (Pyrex, Germany 
        ฟลาสก์ (erlenmeyer flask) (Pyrex, Germany) 
        ไมโครปิเปต (micropipette) (B&M Scientific CC, South America 
        หลอดทดลอง (test tube) (Pyrex, Germany) 
        อลูมิเนียมฟอยล์ 
 

3.2  เครื่องมือ 

        กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope; SEM) 
(EVO®MA10; Carl zeiss, Germany) 
        เครื่องกลั่นแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (rotary evaporator) รุ่น Hei-VAP Advantage 
(Heidolph, Germany) 
        เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate stirrer) รุ่น UC152 (Stuart, England)
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        เครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography; 
HPLC) รุ่น LC solution (SHIMADZU, Japan) 
        เครื่องช่ังทศนิยม 2 ต าแหน่ง LIBROR EB-40000 H (SHIMADZU, Japan) 
        เครื่องช่ังทศนิยม 4 ต าแหน่ง Adventurer (OHAUS, USA) 
        เครื่องบดละเอียด รุ่น SK100 (Retsch, US) 
        เครื่องปั่นเหว่ียง (centrifuge) Falcon 6/300 
        เครื่องฟลูเรียร์ทรานส์ฟอร์ม อินฟราเรดสเปคโทรมิเตอร์ (fourier transform infrared 
spectroscopy; FTIR) (Nicolet 6700; Thermo scientific, Germany) 
        เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น UV-2800A (Unico, USA) 
        เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น Model 215 (Denver instrument) 
        ตู้บ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        ตู้ปลอดเช้ือ (microflow advanced bio safety carbinet) รุ่น ABS1200 (science tech, 
England) 
        ตู้เย็น รุ่น SR-595 (Sanyo, Japan) 
        ตู้อบลมร้อนอุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส รุ่น Design series oven (Contherm Scientifica, 
New Zealand) 
        ตู้อบลมร้อนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส รุ่น Design series oven (Contherm Scientifica, 
New Zealand) 
        ถังหมักขนาด 5 ลิตร (fermenter) (BIOSTAT® B Single, Germany) 
        โถดูดความช้ืน (desiccator)  
        หม้อนึ่งความดันไอส าหรับฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น ES-315 (TOMY) 
 
3.3  สำรเคมี 
        กรดซัลฟิวริก (H2SO4)  
        กรดโพรพิโอนิก (propionic acid; C3H6O2) (Sigma-Aldrich, USA) 
        กรดฟอสฟอริก  (H3SO4) 
        แคลเซียมคลอไรด์ (NaCl) (Ajax, Australia) 
        แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) 
        โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  
        โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) (Ajax, Australia) 
        ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) (Ajax, Australia) 
        ไดแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) (Merck, Germany) 
        เปปโตน (peptone) (Himedia, India) 
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        โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Merck, German) 
        โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) (Ajax, Australia) 
        แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) (Ajax, Australia) 
        แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4 .4H2O) (Ajax, Australia) 
        สารสกัดยีสต์ (yeast extract) (Himedia, India) 
        เอทิลแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 95 (องค์การสุรา กรมสรรพสามิต, Thailand) 
 
3.4  วัตถุดิบ 
        ทะลายปาล์มเหลือทิ้งจากการเพาะเห็ดฟางได้รับความอนุเคราะห์จากโรงเพาะเห็ด อ.เมือง       
จ.ระยอง น าทะลายปาล์มมาตากแดดให้แห้งแล้วบดด้วยเครื่องบดอาหารสัตว์ หลังจากนั้นน าไปอบใน
ตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนน้ าหนักคงที่ น าตัวอย่างที่ผ่านการอบแห้งมาบดให้
ละเอียดและร่อนผ่านตะแกรงให้ได้ขนาดประมาณ 850 ไมโครเมตร (ดัดแปลงจาก ธัญวรัตน์ และ
คณะ, 2556) แล้วเก็บในภาชนะที่แห้งและปิดสนิทเพื่อป้องกันความช้ืนก่อนการน าไปใช้ 

 

3.5  เชื้อจุลินทรีย์และกำรเก็บรักษำ 
       เช้ือแบคทีเรียที่ผลิตกรดโพรพิโอนิกสายพันธ์ุ Propionibacterium acidipropionici TISTR 
442 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
       น าเช้ือ P. acidipropionici TISTR 442 มาขีดลากลงบนอาหารแข็งสูตร de Man Rogosa 
Sharpe (MRS, ภาคผนวก ก) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นใช้  
พาราฟิล์มพันปิดปากหลอดทดลอง เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และท าการถ่ายเช้ือ (sub 
culture) ทุกๆ 2 สัปดาห์ (พรวิสาข์, 2551) 
 

3.6  กำรศึกษำกระบวนกำรปรับสภำพวัตถุดิบด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ควำมเข้มข้น
ต่ำงๆ (ดัดแปลงจาก Piarpuza´n และคณะ, 2011; Kim และ Kim, 2013) 

       น าเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการลดขนาดมาปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 1-3 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาลม์ต่อสารละลายโซเดียมไฮดรอก-
ไซด์เท่ากับ 1:10 กรัมต่อมิลลิลิตร โดยแช่ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ช่ัวโมง หลังจากนั้นแยกส่วนที่
เป็นของเหลวออก ให้ความร้อนด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ล้างเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพด้วยน้ าประปาจน
ได้ค่า pH เท่ากับ 7 แล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในตู้อบลมร้อนจนน้ าหนักคงที ่จากนัน้
น าเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพมาวิเคราะห์ผลการทดลองดังนี้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       3.6.1  วิเคราะห์และเปรียบเทียบองค์ประกอบของเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับสภาพและ
หลังการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ด้วยวิธี Forage fiber analysis ของ Goering และ Van 
Soest (1970) (ภาคผนวก ข) ตรวจวิเคราะห์โดยฝ่ายปฏิบัติการวิเคราะห์อาหารสัตว์ ภาควิชาสัตว-
บาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  

       3.6.2  ศึกษาโครงสร้างของเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับสภาพและหลังการปรับสภาพด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron 
microscope; SEM) (EVO®MA10; Carl zeiss, Germany) ตรวจวิเคราะห์โดยวิทยาลัยนวัตกรรม
การจัดการข้อมูล สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง  

       3.6.3  ศึกษาหมู่ฟังก์ชันทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับสภาพและหลังการปรับ
สภาพโดยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
(fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)) (Nicolet 6700; Thermo scientific, 
Germany) ตรวจวิเคราะห์โดยศูนย์บริการเครื่องมือวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้า
คุณทหารลาดกระบัง  

        3.6.4  เปรียบเทียบองค์ประกอบทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มก่อนปรับสภาพและหลังการ
ปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS version 17 

 
3.7  กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลำยปำล์มด้วยกรด
ฟอสฟอริกเพื่อกำรผลิตน้ ำตำลรีดิวซ์โดยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 

       การไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริกเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ ใช้การ
ออกแบบการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (central composite design; CCD) และวิเคราะห์ผล
การทดลองด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (response surface methodology; RSM) โดยมีค่าตอบสนอง 
คือปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ปัจจัยที่ท าการศึกษา มีจ านวน 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของกรดฟอส-
ฟอริก อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก และเวลา
ที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส โดยระดับของตัวแปรในแต่ละปัจจัยแบ่งเป็น 5 ระดับ คือ ระดับสูงสุด (+α), 
ระดับสูง (+1), ระดับกลาง (0), ระดับต่ า (-1) และระดับต่ าสุด (-α) ได้ทั้งหมด 20 การทดลอง       
ดังแสดงในตารางที่ 3.1 และการออกแบบการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3.2 

       การออกแบบการทดลองแบบ CCD สามารถแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอิทธิพลของตัวแปร
อิสระที่ศึกษา (independent variable) คือ ความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก เวลาที่ใช้ในการ
ไฮโดรไลซิสและอัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์ม ที่มีผลต่อการผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ (อรทัย, 2553)    
ดังสมการที่ 3.1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β12X1X2 + β13X1X3 + β23X2X3 + β11X1
2 + β22X2

2 + β33X3
2      (3.1) 

โดยที่ Y = ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 
X1 = ความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
X2 = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
X3 = เวลาในการไฮโดรไลซิส (นาที) 
β = ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficients) 

 

ตำรำงท่ี 3.1 ตัวแปรอิสระและระดับของตัวแปรอิสระทั้ง 5 ระดับ ตามการออกแบบการทดลองแบบ 
CCD 

ตัวแปรอิสระ สัญลักษณ์ 
รหสั (Code factor) 

-1.682 -1 0 1 1.682 
ความเข้มข้น (ร้อยละโดยปริมาตร) X1 0.159 0.5 1.0 1.5 1.841 
อัตราส่วน (กรัมต่อมิลลิลิตร) X2 1:1.59 1:5 1:10 1:15 1:18:41 
เวลา (นาที) X3 9.54 30 60 90 110.46 
 

ตำรำงท่ี 3.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริก โดยออกแบบการ
ทดลองแบบ CCD  

การ
ทดลองที ่

รหสัของปัจจัย ระดับของปจัจัย 

ความเข้มข้น*
(X1) 

อัตราส่วน**
(X2) 

เ ว ล า ***    
(X3) 

ความเข้มข้น*
(X1) 

อัตราส่วน**
(X2) 

เ ว ล า ***    
(X3) 

1 -1 -1 -1 0.5 1:5 30 
2 -1 -1 1 0.5 1:5 90 
3 -1 1 -1 0.5 1:15 30 
4 -1 1 1 0.5 1:15 90 
5 1 -1 -1 1.5 1:5 30 
หมายเหตุ  * ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
    ** อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
    *** เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (นาที) 
  การทดลองที่ 13 ใช้เวลาในการไฮโดรไลซิสจริงเท่ากับ 10 นาที 

การทดลองที่ 14 ใช้เวลาในการไฮโดรไลซิสจริงเท่ากับ 110 นาที 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตำรำงท่ี 3.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริก โดยออกแบบการ
ทดลองแบบ CCD (ต่อ) 

การ
ทดลองที ่

รหสัของปัจจัย ระดับของปจัจัย 

ความเข้มข้น*
(X1) 

อัตราส่วน**
(X2) 

เ ว ล า ***    
(X3) 

ความเข้มข้น*
(X1) 

อัตราส่วน**
(X2) 

เ ว ล า ***    
(X3) 

6 1 -1 1 1.5 1:5 90 
7 1 1 -1 1.5 1:15 30 
8 1 1 1 1.5 1:15 90 
9 -1.682 0 0 0.159 1:10 60 
10 1.682 0 0 1.841 1:10 60 
11 0 -1.682 0 1.0 1:1.59 60 
12 0 1.682 0 1.0 1:18.41 60 
13 0 0 -1.682 1.0 1:10 9.54 
14 0 0 1.682 1.0 1:10 110.46 
15 0 0 0 1.0 1:10 60 
16 0 0 0 1.0 1:10 60 
17 0 0 0 1.0 1:10 60 
18 0 0 0 1.0 1:10 60 
19 0 0 0  1.0 1:10 60 
20 0 0 0 1.0 1:10 60 
หมายเหตุ  * ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
    ** อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
    *** เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (นาที) 
  การทดลองที่ 13 ใช้เวลาในการไฮโดรไลซิสจริงเท่ากับ 10 นาที 

การทดลองที่ 14 ใช้เวลาในการไฮโดรไลซิสจริงเท่ากับ 110 นาที 
 
       เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมต่อการไฮโดรไลซิสตามการออกแบบการทดลองแบบ CCD แล้วจึงท า
การไฮโดรไลซิส โดยน าเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพมาเติมสารละลายกรดฟอสฟอริก
ความเข้มข้นร้อยละ 0.159-1.841 โดยปริมาตร (ดัดแปลงจาก Avci และคณะ, 2013) และเพิ่มเวลา
ไฮโดรไลซิสเป็น 10-110 นาที อัตราส่วนเท่ากับ 1:1.59-1:18:41 กรัมต่อมิลลิลิตร (ดัดแปลงจาก Tan 
และคณะ, 2013) แต่เนื่องจากข้อจ ากัดของเครื่องมือที่ใช้จึงไม่สามารถเพิ่มอุณหภูมิในการไฮโดรไลซิส
ได้ งานวิจัยนี้จึงควบคุมอุณหภูมิในการไฮโดรไลซิสด้วยหม้อนึ่งความดันที่ 121 องศาเซลเซียส    

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว จากนั้นแยกส่วนของเหลวด้วยกระดาษกรอง ยี่ห้อ whatman เบอร์ 
1 ปรับค่า pH เท่ากับ 7 และน าไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มมาวิเคราะห์ผลการทดลองดังนี้ 

       3.7.1  วิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีดีเอ็นเอส (3,5-dinitrosalicylic acid method; 
DNS) โดยดัดแปลงจากวิธีของ Miller (1959) (ภาคผนวก ข) 

       3.7.2  วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการทดลองด้วยวิธี RSM โดยสร้างกราฟสามมิติ
ของพื้นที่ผิวตอบสนอง (surface plot) และกราฟเส้นโครงร่าง (contour plot) ด้วยโปรแกรม 
STATISTICA 7 

       3.7.3  วิเคราะห์สมการถดถอยเพื่อท านายปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ผลิตได้จากการไฮโดรไลซิส 
ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป SPSS version 17 และเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากสมการทาง
คณิตศาสตร์กับปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการทดลอง 

 
3.8  กำรเตรียมน้ ำตำลรีดิวซ์จำกเส้นใยทะลำยปำล์มเพื่อใช้เป็นแหล่งคำร์บอน        

       เมื่อได้ค่าความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริก อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่าน
การปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก และเวลาที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลาย
ปาล์มแล้วจึงเตรียมไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มเพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับกระบวนการ
หมักกรดโพรพิโอนิก โดยน าเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริกมาให้ความ
ร้อนโดยใช้หม้อนึ่งความดันที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 63 นาที   
มากรองเก็บส่วนเหลวใสด้วยผ้าขาวบางก่อน แล้วจึงกรองด้วยกระดาษกรองยี่ห้อ whatman เบอร์ 1 
ปรับค่า pH ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 นอร์มอล จนค่า pH เท่ากับ 7 หลังจากนั้นท า
การกรองอีกครั้งเพื่อแยกตะกอนออก แล้วจึงเก็บไฮโดรไลเสทที่ได้ในตู้เย็นจนถึงการทดลองข้ันต่อไป 
 
3.9  กำรศึกษำกำรก ำจัดควำมเป็นพิษของไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลำยปำล์มด้วยวิธี 
overliming (ดัดแปลงจากวิธีของ Kumar และคณะ, 2009a) 

       ศึกษาการก าจัดความเป็นพิษของไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มด้วยวิธี overliming โดยน า
ส่วนไฮโดรไลเสทปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร มาให้ความร้อนและควบคุมอุณหภูมิที่ 100 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อลดความเข้มข้นของสารประกอบที่ระเหยได้ เช่น เฟอร์ฟิวรอล,      
ฟีนอล จากนั้นเติมน้ ากลั่นร้อนเพื่อปรบัปริมาตรให้เท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร ดังเดิม เติมโซเดียมซัลไฟต์
ปริมาณ 0.1% (1 กรัม) พร้อมกับแคลเซียมไฮดรอกไซด์ คนสารละลายให้เข้ากันจนกระทั่งค่า pH 
เท่ากับ 10 กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนออกโดยใช้กระดาษกรอง ยี่ห้อ whatman เบอร์ 1 น า
สารละลายส่วนใสที่ได้ไปปรับค่า pH ให้เท่ากับ 6 โดยใช้กรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 1 นอร์มอล เพื่อ
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ท าการก าจัดความเป็นพิษของไฮโดรไลเสทก่อนการเตรียมอาหารส าหรับหมักและวิเคราะห์ผลการ
ทดลองดังนี้ 

       3.9.1  วิเคราะห์และเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ก่อนและหลังการก าจัดความเป็นพิษด้วย
วิธี overliming โดยวิธีดีเอ็นเอส (3,5-dinitrosalicylic acid method; DNS) โดยดัดแปลงจากวิธี
ของ Miller (1959) (ภาคผนวก ข) 

 

3.10  กำรเตรียมหัวเชื้อเริ่มต้น (ดัดแปลงจากวิธีของ พรวิสาข์, 2551) 

       กา ร เ ต รี ย มหั ว เ ช้ื อ เ ริ่ ม ต้น ส า ห รั บ ก าร ห มั ก ก ร ด โพร พิ โ อนิ ก  Propionibacterium  
acidipropionici TISTR 442 อายุ 48 ช่ัวโมง ถ่ายเช้ือลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหาร
เหลวสูตร MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
สภาวะนิ่ง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บน้ าหมักไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
ปรับความขุ่นของน้ าหมักให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.5 ด้วยอาหารเหลวชนิดเดิมจะได้หัวเช้ือ
เริ่มต้นส าหรับใช้ในงานวิจัย  

 

3.11  กำรศึกษำและเปรียบเทียบกำรผลิตกรดโพรพิโอนิกจำกอำหำรไฮโดรไลเสทที่
ผ่ำนกำรก ำจัดควำมเป็นพิษด้วยวิธี overliming และไม่ผ่ำนกำรก ำจัดควำมเป็นพิษ 
ในถังหมักขนำด 5 ลิตร 

       ศึกษาและเปรียบเทียบระหว่างการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก าจัด
ความเป็นพิษด้วยวิธี overliming ในข้อที่ 3.8 และไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก าจัดความเป็นพิษ จาก
เช้ือ Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยน าไฮโดรไลเสท
ทั้ง 2 ชนิด มาเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีองค์ประกอบตามสูตรอาหารดัดแปลง (ภาคผนวก ก) 
ปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เท่ากับ 6.5 น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส    
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 40 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น จากนั้นเติมหัวเช้ือเริ่มต้นปริมาตร 
ร้อยละ 5 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ ท าการหมักโดยควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส (พรวิสาข์, 
2551) ควบคุมค่า pH ให้เท่ากับ 6.5 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ (Liu 
และคณะ, 2010) อัตราการกวนของใบพัด 100 รอบต่อนาที และหมักแบบสภาวะไร้ออกซิเจน 
(anaerobic conditions) โดยใช้ไนโตรเจนรักษาสภาวะ (Dishisha และคณะ, 2013) เก็บตัวอย่าง 
น้ าหมักที่เวลา 0 และทุกๆ 24 ช่ัวโมง เป็นเวลา 144 ช่ัวโมง โดยน้ าหมักที่ได้น าไปวิเคราะห์ดังนี้ 

       3.11.1 วิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีดีเอ็นเอส (3,5-dinitrosalicylic acid 
method; DNS) โดยดัดแปลงจากวิธีของ Miller (1959) (ภาคผนวก ข) 
       3.11.2  ตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดด้วยวิธี Total plate count (ภาคผนวก ข)  
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       3.11.3  วิเคราะห์ปริมาณกรดโพรพิโอนิกที่เกิดข้ึนด้วยเครื่อง High performance liquid 
chromatography (HPLC) โดยใช้คอลัมน์ Shim-pack Inertsil C8-3 (4.6x250 mm., 5 µm, 
SHIMADZU, Japan) โดยมีสารละลายกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (Coral และคณะ, 
2008) เป็นเฟสเคลื่อนที่ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดด้วย UV-Detector ที่ความยาว
คลื่น 210 นาโนเมตร ตามวิธีการวิเคราะห์ (ภาคผนวก ข) เปรียบเทียบผลการผลิตกรดโพรพิโอนิก
จากอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิด โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS version 17 
       3.11.4  ค านวณค่าทางจลนพลศาสตร์ของกรดโพรพิโอนิก (ภาคผนวก ข) ได้แก่ ผลได้ของ
ผลิตภัณฑ์ และอัตราการเกิดของผลิตภัณฑ์  

       3.11.5  เปรียบเทียบผลการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก าจัดความ
เป็นพิษด้วยวิธี overliming ในข้อที่ 3.8 และไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก าจัดความเป็นพิษ โดยใช้
โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS version 17 

 

3.12  กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 

       การศึกษาในหัวข้อ 3.6 ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า ใช้การวางแผนการทดลองแบบ CRD 
(completely randomized desing) น าผลการทดลองมาวิเคราะห์ทางสถิติ เปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Rang test (DMRT)  ที่ ร ะ ดั บ นั ย ส า คั ญ 
0.05 โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS version 17  

       การศึกษาในหัวข้อ 3.7 วางแผนการทดลองแบบ CCD และวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธี 
RSM, วิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis of variance, ANOVA) โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS 
version 17  และหาความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างตัวแปรที่ศึกษาโดนสร้างสมการถดถอย และสร้าง
กราฟสามมิติ โดยใช้โปรแกรม STATISTICA 7 เพื่อท านายสภาวะที่เหมาะสมต่อการทดลอง 
       การศึกษาในหัวข้อ 3.11 ใช้การวางแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี T-test ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 และเปรียบเทียบความแปรปรวนของข้อมูลด้วย       
F-test โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS version 17 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1  องค์ประกอบทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรบัสภาพและหลังการปรับ
สภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

       การศึกษาและวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์ม ซึ่งเป็นวัตถุดิบประเภท    
ลิกโนเซลลูโลสนั้น พบว่าเส้นใยทะลายปาล์มเปล่ามีส่วนประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน
และอื่นๆ ที่สามารถน้ามาผ่านกระบวนการปรับสภาพและไฮโดรไลซิสเพื่อผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ส้าหรับ
กระบวนการหมักทางชีวภาพได้  

       จากการทดลองน้าทะลายปาล์มเปล่าเหลือทิ้งจากการเพาะเห็ดฟางที่ผ่านการลดขนาดด้วยการ
บดด้วยเครื่องบดอาหารสัตว์ อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนน้้าหนักคงที่ และร่อนผ่านตะแกรง
ให้ได้ขนาดประมาณ 850 ไมโครเมตร จากนั้นน้ามาปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่
ความเข้มข้นร้อยละ 1, 2 และ 3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เท่ากับ 1:10 กรัมต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ-
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที   

       เส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับสภาพและหลังการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ มีองค์ประกอบทางเคมี ดังแสดงในตารางที่ 4.1 พบว่าเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับ
สภาพมีปริมาณเซลลูโลสร้อยละ 39.99±0.09, เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 17.24±0.86, ลิกนินร้อยละ 
19.48±0.03 และอื่นๆ ร้อยละ 23.29±0.90 โดยน้้าหนักแห้ง และเมื่อเปรียบเทียบผลการปรับสภาพ
เส้นใยทะลายปาล์มด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่าเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ
โซเดียมไฮดรอกไซด์จะท้าให้เซลลูโลสเพิ่มข้ึน ขณะที่เฮมิเซลลูโลสและลิกนินมีปริมาณลดลง ปริมาณ
องค์ประกอบทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ แสดงดัง รูปที่ 4.1 

       เมื่อใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร ในการปรับสภาพเส้น
ใยทะลายปาล์ม ท้าให้มีให้ปริมาณของเซลลูโลสเพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ 62.81±0.30 และมีปริมาณลิกนิน 
ลดลงเหลือร้อยละ 14.23±0.19 โดยน้้าหนักแห้ง ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p≤0.05)  ดังนั้นงานวิจัยจึงเลือกใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 3 โดยน้้าหนักต่อ
ปริมาตร มาใช้ในการปรับสภาพเส้นใยทะลายปาล์มก่อนกระบวนการไฮโดรไลซิสต่อไป  
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ตารางท่ี 4.1 องค์ประกอบทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพด้วยโซเดียม-        
ไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ  

องค์ประกอบ 
(ร้อยละน้้าหนกัแห้ง) 

ก่อนการปรบัสภาพ 
ความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด ์

(โดยน้้าหนักต่อปรมิาตร) 
1 2 3 

เซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส 

ลิกนิน 
อื่นๆ 

39.99±0.09d 
17.24±0.86c 
19.48±0.03a 
23.29±0.90a 

57.92±0.25c 
18.27±0.24b 
16.03±0.16b 
7.78±0.45b 

59.79±0.09b 
19.40±0.11a 
14.08±0.08c 
6.73±0.17c 

62.81±0.30a 
15.25±0.27d 
14.23±0.19c 
7.71±0.27b 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษ ในแถวเดียวกันตามแนวนอนมีความแตกต่างกัน หมายถึงมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

 

 

รูปท่ี 4.1 กราฟแสดงปริมาณองค์ประกอบทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 
       ในการปรับสภาพวัตถุดิบ มีวัตถุประสงค์เพื่อก้าจัดลิกนินและปรับโครงสร้างของเซลลูโลสให้อยู่
ในสภาพที่เหมาะสมต่อการไฮโดรไลซิส โดยจะลดโครงสร้างที่มีลักษณะเป็นผลึกของเซลลูโลส ช่วย
เพิ่มพื้นที่ผิวในการเข้าท้าปฏิกิริยา (นันทิกา และคณะ, 2554) ปัจจัยที่ส้าคัญส้าหรับการปรับสภาพ
ด้วยด่าง ได้แก่ อุณหภูมิ เวลา และความเข้มข้นของด่าง เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการไฮโดรไลซิส 
(Iberahim และคณะ, 2013) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Piarpuza´n และคณะ (2011) ใช้วิธีการ
ปรับสภาพทะลายปาล์มเปล่าด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 2 อัตราส่วนของเส้นใย
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ทะลายปาล์มต่อโซเดียมไฮดรอกไซด์เท่ากับ 1:10 กรัมต่อมิลลิลิตร โดยแช่ตัวอย่างที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ก่อนเป็นเวลา 4 ช่ัวโมง และน้ามาปรับสภาพต่อด้วยหม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เวลา 6 นาที พบว่าลิกนินใกล้เคียงกับครึ่งหนึ่งของเซลลูโลส เมื่อผ่านการปรับสภาพ 
ลิกนินลดลงจากร้อยละ 7.79 เหลือร้อยละ 1.59 โดยน้้าหนัก ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า โซเดียมไฮ-
ดรอกไซด์มีความเหมาะสมต่อการปรับสภาพวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส และงานวิจัยของ Iberahim 
และคณะ (2013) ศึกษาการปรับสภาพเส้นใยจากลูกปาล์มที่มีขนาดเฉลี่ย 2 มิลลิเมตร โดยใช้
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 2-10 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร พบว่าสภาวะที่ดีที่สุดในการ
ปรับสภาพคือที่ความเข้มข้นร้อยละ 6 อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ท้าให้น้้าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนร้อยละ 
90 แสดงให้เห็นว่าการปรับสภาพทางเคมีด้วยด่างนั้นเป็นวิธีหนึ่งที่ช่วยลดปริมาณลิกนินในวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลส 

 

4.2  ลักษณะโครงสร้างทางกายภาพของเส้นใยทะลายปาล์มภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope; SEM) 

       เมื่อศึกษาโครงสร้างและพื้นผิวทางกายภาพของเส้นใยทะลายปาล์ม ก่อนการปรับสภาพและ
หลังการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยวิธีทางกายภาพร่วมกับวิธีทางเคมี
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope; SEM) ตรวจ
วิเคราะห์โดยวิทยาลัยนวัตกรรมการจัดการข้อมูล สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง แสดงดังรูปที่ 4.2 พบว่า (ก) คือลักษณะพื้นผิวภายในเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับ
สภาพจะมีลักษณะพื้นผิวที่เรียบ โครงสร้างมีความหนาแน่น ซึ่งแตกต่างจาก (ข) (ค) และ (ง) ที่ผ่าน
การปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1, 2 และ 3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร ตามล้าดับ พบว่า
มีลักษณะของโครงสรา้งเสน้ใยชัดเจนไม่เป็นระเบียบ และมีความพรนุมากข้ึนเมือ่เพิ่มความเข้มข้นของ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ เนื่องจากโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้าไปลดระดับการเกิดพอลิเมอร์และผลึกของ
ลิกนิน ท้าให้เกิดช่องว่างของลิกโนเซลลูโลสเพิ่มข้ึน  
       งานวิจัยของ Ariffin และคณะ (2008) ศึกษาผลของตัวแปรต่างๆ ต่อการปรับสภาพทะลาย
ปาล์มเปล่าด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าเมื่อผ่านการปรับสภาพท้าให้
โครงสร้างคลายตัวมากขึ้นเนื่องจากเกิดปฏิกิริยา delignification ท้าให้พันธะระหว่างเซลลูโลสคลาย
ออก นอกจากนี้เมื่อเฮมิเซลลูโลสถูกก้าจัดจะท้าให้เห็นลักษณะเป็นรูที่พื้นผิวอย่างชัดเจน และเมื่อใช้
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที จะมี
ผลกระทบต่อโครงสร้างมากที่สุด  
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รูปท่ี 4.2 แสดงโครงสร้างและพื้นผิวของเส้นใยทะลายปาล์มเมื่อส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด ที่ ก้ าลั งขยาย 1,000 เท่ า  ( ก )  เส้น ใยทะลายปาล์มก่ อนการปรับสภาพ                       
(ข) เส้นใยทะลายปาล์มหลังปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร           
(ค) เส้นใยทะลายปาล์มหลังปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 2 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร            
(ง) เส้นใยทะลายปาล์มหลังปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร 

 

4.3  ตรวจสอบโครงสร้างสารของเส้นใยทะลายปาล์มด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม
อินฟราเรดสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (fourier transform infrared spectroscopy; 
FTIR) 

       จากการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับสภาพ และหลังการปรับ
สภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1-3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร ด้วยเครื่อง FTIR 
ตรวจวิเคราะห์โดยศูนย์บริการเครื่องมือวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร-
ลาดกระบัง ในช่วง wave number 4,000-400 ต่อเซนติเมตร (cm-1)  

       พบว่าเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ปรากฏค่าการดูดกลืน
แสงบริเวณ 1590-1600 cm-1 เป็นช่วงคลื่นที่แสดงถึงหมู่ฟังก์ชัน C=C ซึ่งเป็นโครงสร้างของ        
อะโรมาติก เช่น ลิกนิน, บริเวณ 1235 cm-1 เป็นช่วงคลื่นที่แสดงถึงหมู่ฟังก์ชัน COOH- ซึ่งเป็น
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โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลส และคลื่นที่บริเวณ 1000-1200 cm-1 เป็นช่วงคลื่นที่แสดงถึงหมู่ฟังก์ชัน
ของ C-O , C-O-C, C-OH ซึ่งเป็นโครงสร้างของเซลลูโลสและลิกนิน (Yunos และคณะ, 2012) แต่
เมื่อปรับสภาพเส้นใยทะลายปาล์มด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1, 2 และ 3 โดย
น้้าหนักต่อปริมาตร พบว่าค่าการดูดกลืนแสงตามต้าแหน่งที่กล่าวมาข้างต้นนั้นลดลง แสดงให้เห็นว่า
การปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์น้ันมีผลต่อการลดลงของปริมาณลิกนินและเฮมิเซลลูโลส และ
เมื่อใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร ท้าให้มีปริมาณของลิกนิน
และเฮมิเซลลูโลสลดลงมากที่สุด แสดงดังรูปที่ 4.3  

       ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ ธวัฒน์ (2557) ได้ศึกษาเกี่ยวกับหมู่ฟังก์ชันเคมีของเส้นใย
กัญชงที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ผ่านการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ และสารคู่ควบไซเลน 
พบว่าเส้นใยกัญชงที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ แสดงค่าการดูดกลืนแสงบริเวณ 2916 cm-1 เป็นหมู่ C-H 
และ 1650-1700 cm-1 เป็นหมู่ C=O ของหมู่เฮมิเซลลูโลส และจากการปรับสภาพของเส้นใยกัญชง
ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ปรากกฎว่าพีคบริเวณ 2916 cm-1 และ 1650-1700 cm-1 ของหมู่เฮมิ-
เซลลูโลสได้หายไป แสดงว่าการปรับสภาพเส้นใยส่งผลให้สารเฮมิเซลลูโลสซึ่งเคลือบเส้นใยอยู่ได้ถูก
ก้าจัดออกไป 
 

 

รูปท่ี 4.3 FTIR spectra ของเส้นใยทะลายปาล์มกอ่นและหลงัการปรบัสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์
ร้อยละ 1, 2 และ 3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร 
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       จากผลการทดลองเมื่อท้าการปรับสภาพเส้นใยทะลายปาล์มด้วยวิธีทางกายภาพร่วมกับวิธีทาง
เคมี พบว่าโครงสร้างของเส้นใยมีลักษณะเปลี่ยนแปลงจากเดิมเมื่อเทียบกับโครงสร้างที่ไม่ได้ผ่านการ
ปรับสภาพ แสดงให้เห็นว่าการปรับสภาพทางเคมี ร่วมกับการใช้ความร้อนช้ืนเป็นวิธีการที่เหมาะสม
ในการก้าจัดลิกนิน และท้าให้ปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเพิ่มข้ึน  การปรับสภาพโดยใช้
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นสูงและเวลานาน จะท้าให้โซเดียมไฮดรอกไซด์ท้าปฏิกิริยากับ
โครงสร้างที่อยู่ถัดไป ซึ่งส่งผลให้ปริมาณของเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสลดลง เมื่อใช้เวลานานเกินไป 
(ปิยะนุช, 2557)  

 

4.4  สภาวะที่เหมาะสมต่อการไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลายปาล์มด้วยกรดฟอสฟอริก 
ส้าหรับการผลิตน า้ตาลรดีิวซ์ โดยออกแบบการทดลองแบบ CCD และวิเคราะห์ผลการ
ทดลองด้วยวิธี RSM 

       จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลายปาล์มด้วยกรดฟอสฟอริก 
ส้าหรับการผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ โดยใช้กระบวนการทางสถิติ สร้างแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ในการ
ออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิส ในการศึกษานี้เลือกใช้การวาง
แผนการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (central composite design; CCD) และหาสภาวะที่
เหมาะสมด้วยวิธีการออกแบบพื้นที่ผิวตอบสนอง (response surface methodology; RSM) เพื่อ
หาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ โดยเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการไฮโดรไลซิสคือ ความ
เข้มข้นของกรดฟอสฟอริกร้อยละ 0.159-1.841 โดยปริมาตร เวลาไฮโดรไลซิสเป็น 10-110 นาที 
และอัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริกเท่ากับ 
1:1.59-1:18:41 กรัมต่อมิลลิลิตร การไฮโดรไลซิสควบคุมอุณหภูมิโดยใช้หม้อนึ่งความดันที่ 121  
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการไฮโดรไลซิส
เส้นใยทะลายปาล์มแสดงดังตารางที่ 4.2 
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ตารางท่ี 4.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลายปาล์มด้วยกรดฟอสฟอริก 
โดยออกแบบการทดลองแบบ CCD 

การ
ทดลองที ่

รหสัของปัจจัย ระดับของปจัจัย น้้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมตอ่ลิตร) C (X1) R (X2) T (X3) C (X1) R (X2) T (X3) 

1 -1 -1 -1 0.5 1:5 30 5.55±0.29 
2 -1 -1 1 0.5 1:5 90 8.91±0.32 
3 -1 1 -1 0.5 1:15 30 4.15±0.07 
4 -1 1 1 0.5 1:15 90 7.02±0.30 
5 1 -1 -1 1.5 1:5 30 8.37±0.74 
6 1 -1 1 1.5 1:5 90 11.89±0.20 
7 1 1 -1 1.5 1:15 30 5.51±0.14 
8 1 1 1 1.5 1:15 90 7.98±0.19 
9 -1.68 0 0 0.159 1:10 60 3.29±0.07 
10 1.68 0 0 1.841 1:10 60 8.11±0.45 
11 0 -1.68 0 1.0 1:1.59 60 9.84±0.16 
12 0 1.68 0 1.0 1:18.41 60 5.81±0.09 
13 0 0 -1.68 1.0 1:10 9.54 4.72±0.08 
14 0 0 1.68 1.0 1:10 110.46 6.08±0.05 
15 0 0 0 1.0 1:10 60 15.96±0.62 
16 0 0 0 1.0 1:10 60 16.06±0.26 
17 0 0 0 1.0 1:10 60 15.96±0.25 
18 0 0 0 1.0 1:10 60 16.08±0.16 
19 0 0 0 1.0 1:10 60 15.91±0.10 
20 0 0 0 1.0 1:10 60 16.05±0.22 

หมายเหตุ C = ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
R = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรด

ฟอสฟอริก (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
T = เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (นาที) 
การทดลองที่ 13 ใช้เวลาในการไฮโดรไลซิสจริงเท่ากับ 10 นาที 
การทดลองที่ 14 ใช้เวลาในการไฮโดรไลซิสจริงเท่ากับ 110 นาที 
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4.5  การสร้างสมการถดถอยและการวิเคราะห์นัยส้าคัญของค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย 

       การสร้างสมการถดถอยเพื่ออธิบายความสัมพันธ์เชิงเส้นของปัจจัย สามารถท้าได้โดยน้าค่า
สัมประสิทธ์ิการถดถอยของแต่ละตัวแปร (𝛽

𝑖
) ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส้าเร็จรูปทางสถิติ 

SPSS ไปแทนค่าในสมการที่ 4.1  
 
  Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β12X1X2 + β13X1X3 + β23X2X3 + β11X1

2 + β22X2
2 + β33X3

2    (4.1) 

 
โดยที่  Y = ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

 X1 = ความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
 X2 = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก 

(กรัมต่อมิลลิลิตร) 
 X3 = เวลาในการไฮโดรไลซิส (นาที) 
 β = ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficients) 

 

       จากนั้นพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอยและค่าความน่าจะเป็น (P value) ของแต่ละตัวแปร
เพื่อหาปัจจัยที่มีอิทธิพลหรือความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยที่ศึกษา (ความเข้มข้นกรดฟอสฟอริก 
อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก และเวลาในการ
ไฮโดรไลซิส) กับค่าตอบสนอง (ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์) และตัดปัจจัยหรือตัวแปรที่ไม่มีความสัมพันธ์ ซึ่ง
ไม่มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยค่าสัมประสิทธ์ิของสมการถดถอย แสดงดังตารางที่ 4.3 

       พิจารณาในส่วนของ Linear terms พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิผลเชิงเส้นตรงของความเข้มข้นกรด
ฟอสฟอริก อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก และ
เวลาในการไฮโดรไลซิส เท่ากับ 0.762, -1.233 และ 1.488 ตามล้าดับ และมีค่าความน่าจะเป็น
เท่ากับ 0.000, 0.000 และ 0.000 ตามล้าดับ ซึ่งมีค่านัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) สามารถน้าไปใช้
ท้านายในสมการถดถอยได้ 

       พิจารณาในส่วนของ Interaction terms พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิผลเชิงปฏิกิริยาสัมพันธ์ระหว่าง 
ความเข้มข้นกรดฟอสฟอริกกับอัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลาย
กรดฟอสฟอริก ความเข้มข้นกรดฟอสฟอริกกับเวลาในการไฮโดรไลซิส และอัตราส่วนของเส้นใย
ทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริกกับเวลาในการไฮโดรไลซิส เท่ากับ     
-0.435,  -0.030 และ -0.193 ตามล้าดับ และมีค่าความน่าจะเป็นเท่ากับ 0.014, 0.862 และ 0.266 
ตามล้าดับ ซึ่ง 0.014 มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) สามารถน้าไปใช้ท้านายในสมการถดถอยได้ 
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แต่ 0.862 และ 0.266 ไม่มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ (p>0.05) จึงไม่สามารถน้าไปใช้ท้านายในสมการ
ถดถอยได ้

       พิจารณาในส่วนของ Square terms พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิผลเชิงเส้นโค้งของความเข้มข้นกรด
ฟอสฟอริก อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก และ
เวลาในการไฮโดรไลซิส เท่ากับ -3.389, -2.532 และ -3.284 ตามล้าดับ และมีค่าความน่าจะเป็น
เท่ากับ 0.000, 0.000 และ 0.000 ตามล้าดับ ซึ่งมีค่านัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) สามารถน้าไปใช้
ท้านายในสมการถดถอยได้ (อรทัย, 2553) 

 
ตารางท่ี 4.3  แสดงค่าสัมประสิทธ์ิของสมการถดถอยของแต่ละตัวแปรที่เหมาะสมต่อการผลิตน้้าตาล
รีดิวซ์โดยกระบวนการไฮโดรไลซิส 

Factors Code Coefficients 

Unstandardized 
coefficients 

T value P value 
β 

Standard 
error 

Constant 
Constan

t 
β

0
 

15.949 0.198 80.720 0.000* 

Concentration X1 β
1
 0.762 0.131 5.817 0.000* 

Ratio (S:L) X2 β
2
 -1.233 0.131 -9.406 0.000* 

Time X3 β
3
 1.488 0.131 11.350 0.000* 

Concentration*Ratio X1X2 β
12

 -0.435 0.171 -2.540 0.014* 

Concentration*Time X1X3 β
13

 -0.030 0.171 -0.175 0.862 

Ratio*time X2X3 β
23

 -0.193 0.171 -1.124 0.266 

Concentration2 X1
2 β

11
 -3.389 0.128 -26.559 0.000* 

Ratio2 X2
2 β

22
 -2.532 0.128 -19.845 0.000* 

Time2 X3
2 β

33
 -3.284 0.128 -25.737 0.000* 

หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

 

       เมื่อพิจารณาทุกส่วนแล้วสามารถสร้างแบบจ้าลองสมการถดถอยได้จากสมการที่ 4.1 และ 
ตารางค่าสัมประสิทธ์ิของสมการถดถอยของแต่ละตัวแปร ซึ่งเป็นสมการที่ใช้ส้าหรับท้านายสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ และแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยต่างๆ ต่อปริมาณน้้าตาล
รีดิวซ์ได้ดังสมการที่ 4.2 (ที่ค่าความเช่ือมั่นร้อยละ 95) 
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Y = 15.949 + 0.762X1 − 1.233X2 + 1.488X3 − 0.435X1X2 − 3.389X1
2 − 2.532X2

2 − 3.284X3
2   (4.2) 

โดยที่  Y = ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 
 X1 = ความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
 X2 = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก 

(กรัมต่อมิลลิลิตร) 
X3 = เวลาในการไฮโดรไลซิส (นาที) 
 β = ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficients) 

 

       4.5.1 การวิเคราะห์การถดถอยของปัจจัยต่างๆ และการวิเคราะห์นัยส้าคัญของแบบจ้าลอง 

พิจารณาผลการวิเคราะห์การถดถอยของปัจจัยความเข้มข้นกรดฟอสฟอริก อัตราส่วนของ
เส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก และเวลาในการไฮโดรไลซิส 
ตลอดจนความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ ที่ค่าความน่าจะเป็นที่มีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p≤0.05) แสดงผลดังตารางที่ 4.4  

 
ตารางท่ี 4.4 แสดงผลการวิเคราะห์การถดถอยของปัจจัยความเข้มข้น อัตราส่วน และเวลา 
ความสัมพันธ์ ที่มีต่อการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในไฮโดรไลซิส (ที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95) 

Source 
Sum of 
Squares 

Degree of 
freedom 

Mean 
square 

F value P value 

Model 1253.508a 13 96.424 1190.048 .000* 
X1 27.540 2 13.770 169.950 .000* 
X2 62.323 2 31.161 384.590 .000* 
X3 90.786 2 45.393 560.232 .000* 
X1X2 4.541 1 4.541 56.049 .000* 
X1X3 .022 1 .022 0.267 .608 
X2X3 .889 1 .889 10.976 .002* 
X1

2 .000 0    
X2

2 .000 0    
X3

2 .000 0    
หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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เมื่อวิเคราะห์สมการถดถอยที่ได้ พบว่ามีความน่าจะเป็นเท่ากับ 0.000 ซึ่งมีค่านัยส้าคัญทางสถิติ 
(p≤0.05) ดังนั้นสมการถดถอยที่สร้างขึ้นจึงมีความเหมาะสมส้าหรับท้านายหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิของการตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.972 หรือร้อยละ 97.2 
และค่าปรับปรุงสัมประสิทธ์ิของการตัดสินใจ (adjust R2) เท่ากับ 0.967 หรือร้อยละ 96.7 และเมื่อ
ท้าการทดสอบความเหมาะสมของแบบจ้าลอง (lack of fit) พบว่า P value มีค่าเท่ากับ 0.22 แสดง
ว่าแบบจ้าลองนี้มีความเหมาะสมและสามารถใช้เป็นตัวแทนของชุดข้อมูลได้ (p>0.05) (อรทัย, 2553) 
ซึ่งผลการวิเคราะห์สมการถดถอยจากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ แสดงดัง
ตารางที่ 4.5 

 

ตารางท่ี 4.5 ผลการวิเคราะหส์มการถดถอยจากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ 
(ที่ระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95) 

Source 
Sum of 
Squares 

Degree of 
freedom 

Mean 
square 

F value P value 

Regression 1222.03 9 135.78 192.86 .000a 
Residual 35.2 50 0.70 

  

Lack of fit 0.126 1 0.13 1.58 0.22 
Pure error 3.60 45 0.08     
หมายเหต ุ R2= 0.972, Adjusted R2= 0.967 

 
4.6  อิทธิพลของตัวแปรอิสระต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 

       การวิเคราะห์อิทธิพลของตัวแปรอิสระต่อปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ สามารถวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ของตัวแปรต่างๆ หาผลตอบสนองของด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนองโดยสร้างกราฟ 3 และ 2 มิติของพื้นที่
ตอบสนอง ได้ในรูปของกราฟพื้นผิวตอบสนอง (surface plot) และกราฟโครงร่าง (contour plot) 
เป็นพื้นที่ตอบสนองระหว่างความเข้มข้นกรดฟอสฟอริก อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการ
ปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก และเวลาในการไฮโดรไลซิส 

เมื่อพิจารณากราฟในรูปที่ 4.4 ก) กราฟพื้นที่ตอบสนองระหว่างปัจจัย ความเข้มข้นกรดฟอส-
ฟอริก อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก  และ
ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ ซึ่งจุดสูงสุดของกราฟมีค่าเท่ากับร้อยละ 1.16 โดยปริมาตร, 1:8.42 กรัมต่อ
มิลลิลิตร และ 13.47 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ จากกราฟจะเห็นได้ว่าในการไฮโดรไลซิสเมื่อความ
เข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริกเพิ่มข้ึนจะท้าให้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ลดลง เนื่องจากเกิดการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สลายตัวของน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว โดยปริมาณความเข้มข้นของกรดที่มากจะท้าลายโครงสร้างน้้าตาล 
เป็นผลท้าให้สูญเสียโมเลกุลของน้้าตาลทั้งหมดไปเป็นผลพลอยได้ซึ่งเป็นสารยับยั้งการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย์ ได้แก่ กรดอินทรีย์ (กรดแอซีติก กรดฟอร์มิก และกรดเลวูลินิก) ฟูแรน (เฟอร์ฟิวรอล 
และ 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอร์ฟิวรอล) และสารประกอบฟีนอลิก (Tan และคณะ, 2013) 

 

 

รูปท่ี 4.4 อิทธิพลของความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกและอตัราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มหลังปรบั
สภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริกต่อปริมาณผลผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ 

ก) กราฟพื้นที่ผิวตอบสนอง, ข) กราฟเส้นโครงร่าง 
 

เมื่อพิจารณากราฟในรูปที่ 4.5 ก) กราฟพื้นที่ตอบสนองระหว่างปัจจัย ความเข้มข้นกรด
ฟอสฟอริก เวลาในการไฮโดรไลซิส และปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ ซึ่งจุดสูงสุดของกราฟมีค่าเท่ากับร้อยละ 
1.05 โดยปริมาตร, 63.16 นาที และ 14.04 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ จากกราฟจะเห็นได้ว่าเวลาที่ใช้
ในการไฮโดรไลซิสมีผลต่อปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ เนื่องจากกรดอ่อนจะช่วยท้าลายโครง สร้างของ
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่ เป็นองค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลสให้เป็นน้้าตาลน้้าตาลรีดิวซ์  
(Lenihan และคณะ, 2011) ความเข้มข้นของกรดเป็นตัวแปรที่ส้าคัญในการเกิดน้้าตาล ใน
ขณะเดียวกันเวลาที่ให้ในการไฮโดรไลซิสก็มีผลต่อการสลายตัวของน้้าตาลและเกิดผลพลอยได้ต่างๆ 
(Rahman และคณะ, 2007) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการทดลองของ Satarn และคณะ (2014) 
ศึกษาการไฮโดรไลซิสซังข้าวโพดด้วยกรดซัลฟวิริก อุณหภูมิ 122 องศาเซลเซียส อัตราส่วน 1:20 กรัม
ต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกร้อยละ 0-6 โดยปริมาตร ที่เวลา 15-180 นาที และเมื่อใช้
กรดซัลฟิวริกร้อยละ 1 โดยปริมาตร เวลา 60 นาที จะท้าให้ได้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ 24.96 กรัมต่อ
ลิตร พบว่าความเข้มข้นของน้้าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มเวลาการไฮโดรไลซิส แต่หลังจากไฮโดรไลซิส
เวลามากกว่า 60 นาที น้้าตาลจะลดลงเนื่องจากเกิดสารประกอบที่เป็นพิษ ซึ่งเกิดจากการสลายตัว
ของน้้าตาลชนิดต่างๆ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



69 
 

 

 

รูปท่ี 4.5 อิทธิพลของความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกและเวลาในการไฮโดรไลซสิต่อปริมาณผลผลิต
น้้าตาลรีดิวซ์  

ก) กราฟพื้นที่ผิวตอบสนอง, ข) กราฟเส้นโครงร่าง 
 

และเมื่อพิจารณากราฟในรูปที่ 4.6 ก) กราฟพื้นที่ตอบสนองระหว่างปัจจัย อัตราส่วนของเส้นใย
ทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก เวลาในการไฮโดรไลซิส และปริมาณ
น้้าตาลรีดิวซ์ ซึ่งจุดสูงสุดของกราฟมีค่าเท่ากับร้อยละ 1:7.37 กรัมต่อมิลลิลิตร, 63.16 นาที และ 
13.89 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ จากกราฟจะเห็นได้ว่าอัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อสารละลาย
กรดฟอสฟอริกมีผลต่อปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ พบว่าเมื่ออัตราส่วนเพิ่มข้ึนจาก 1:5 ถึง 1:10 กรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์จะเพิ่มมากข้ึน แต่เมื่อเพิ่มอัตราส่วนมากกว่า 1:10 กรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์จะลดลง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Boonmanumsin และคณะ (2012) 
ศึกษาผลของอัตราส่วนการผลิตน้้าตาลโมโนเมอร์ (monomeric sugar) จาก Miscanthus sinensis 
โดยใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร อุณหภูมิ 120 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที พบว่าเมื่อเพิ่มอัตราส่วนของสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์มากกว่า 
1:15 จะท้าให้เกิดน้้าตาลโมโนเมอร์ลดลงเนื่องจากตัวอย่างถูกเจือจางโดยสารละลายที่มากเกินไป 
และงานวิจัยของ Tan และคณะ (2013) ศึกษาการผลิตน้้าตาลไซโลสจากทะลายปาล์มเปล่าโดยใช้
กรดซัลฟิวริกและฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 1-6 โดยปริมาตร อัตราส่วนของทะลายปาล์มต่อ
สารละลายกรด 1:5-1:20 กรัมต่อมิลลิลิตร และเวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส 20-120 นาที พบว่าเมื่อ
ใช้อัตราส่วนของสารละลายกรดซัลฟิวริกและฟอสฟอริกในปริมาณที่มากเกินไปจะท้าให้ได้น้้าตาล
รีดิวซ์ลดลง  และสภาวะที่ดีที่สุดส้าหรับการไฮโดรไลซิสทะลายปาล์มด้วยกรดฟอสฟอริกเพื่อให้ได้
ปริมาณน้้าตาลสูงสุดคือ กรดฟอสฟอริกเข้มข้นร้อยละ 2.4 โดยปริมาตร อัตราส่วน 1:5 กรัมต่อ
มิลลิลิตร เวลา 20 นาที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 4.6 อิทธิพลของอัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มหลงัปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก
และเวลาในการไฮโดรไลซสิต่อปริมาณผลผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ 

ก) กราฟพื้นที่ผิวตอบสนอง, ข) กราฟเส้นโครงร่าง 
 

การท้านาย (predict value) สภาวะที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสต่อการผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ โดย
ออกแบบการทดลองแบบ CCD ได้แทนค่าปัจจัยต่างๆ ที่ได้จากจุดสูงสุดของกราฟตามรูปที่ 4.4-4.6 
จะสามารถท้านายสภาวะที่เหมาะสมได้ โดยใช้โปรแกรม STATISTICA 7 มาค้านวณรหัสของปัจจัย
และน้าค่าที่ได้แทนในสมการที่ 4.2 เพื่อท้านายค่าปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์สูงสุด จากสภาวะที่เหมาะสม 
ได้ดังตาราง ภาคผนวก ค-3 พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลายปาล์ม มีดังนี้
ความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกเท่ากบัรอ้ยละ 1.05 โดยปริมาตร อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่
ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริกเท่ากับ 1:8.42 กรัมต่อมิลลิลิตร เวลาในการ    
ไฮโดรไลซิสเท่ากับ 63.16 นาที จะให้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ตามการท้านายเท่ากับ 16.26 กรัมต่อลิตร 
และเมื่อท้าการทดลองตามสภาวะดังกล่าวข้างต้น เพื่อพิสูจน์ผลของการท้านายตามแบบจ้าลองที่
สร้างข้ึน แต่ใช้เวลาไฮโดรไลซิสในการทดลองเท่ากับ 63 นาที จะได้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์จากการ
ทดลองเท่ากับ 16.04 กรัมต่อลิตร เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองกับค่าการท้านาย พบว่าปริมาณ
น้้าตาลรีดิวซ์มีความใกล้เคียงกัน โดยคิดเป็นร้อยละความแตกต่างเท่ากับร้อยละ 1.35 ซึ่งค่า
ความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้ไม่ควรเกินร้อยละ 5 (นันทิกา, 2554) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าสมการตัว
แบบจ้าลองนี้สามารถน้ามาใช้เป็นสมการตัวแบบในการท้านายสภาวะที่เหมาะสมของการไฮโดรไลซิส
ได ้และสามารถใช้สภาวะดังกล่าวมาใช้ในการผลิตน้้าตาลรีดิวซ์จากเส้นใยทะลายปาล์มเพื่อใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนในการศึกษาในข้ันต่อไป 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.7 การก้าจัดความเป็นพิษ  

       การไฮโดรไลซิสวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสด้วยสภาวะรุนแรง เช่น อุณหภูมิ ความเข้มข้นของ
กรด และความดันสูง จะท้าให้เกิดการสร้างสารยับยั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์จากการสลายตัวของ
น้้าตาลชนิดต่างๆ เช่น เฟอร์ฟิวรอล, 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอร์ฟิวรอล และสารประกอบฟีนอลิก ซึ่งจะ
มีผลต่อกระบวนการหมักด้วยจุลินทรีย์ ดังนั้นในงานวิจัยจึงได้ศึกษาการก้าจัดความเป็นพิษที่เกิดข้ึนใน
กระบวนการไฮโดรไลซิส ด้วยวิธี overliming ด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ โดยน้าส่วนไฮโดรไลเสทที่ได้ 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร มาให้ความร้อนและควบคุมอุณหภูมิที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที เพื่อลดความเข้มข้นของสารประกอบที่ระเหยได้ จากนั้นเติมน้้ากลั่นร้อนเพื่อปรับปริมาตรให้
เท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร ดังเดิม เติมโซเดียมซัลไฟต์ปริมาณ 0.1% (1 กรัม) พร้อมกับแคลเซียม-     
ไฮดรอกไซด์ คนสารละลายให้เข้ากันจนมค่ีา pH เท่ากับ 10 กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนออก น้า
สารละลายส่วนใสที่ได้น้าไปปรับค่า pH ให้เท่ากับ 6 โดยใช้กรดซัลฟิวริก (Kumar และคณะ, 2009a) 
ไดป้ริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ในไฮโดรไลเสท แสดงดังตารางที่ 4.6 

 
ตารางท่ี 4.6 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ในไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์ม ก่อนและหลังการก้าจัดความ
เป็นพิษด้วยวิธี overliming ด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ 

ไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มที่ 
ผ่านการไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริก 

ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

ก่อนก้าจัดสารพิษ 15.78±0.36 
หลังก้าจัดสารพิษ 13.84±0.05 

 

       จากการศึกษาการก้าจัดความเป็นพิษในไฮโดรไลเสทด้วยวิธี overliming พบว่าปริมาณน้้าตาล
รีดิวซ์ก่อนการก้าจัดสารพิษเท่ากับ 15.78±0.36 กรัมต่อลิตร และหลังการก้าจัดสารพิษเท่ากับ 
13.84±0.05 กรัมต่อลิตร จะเห็นได้ว่าปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ ในไฮโดรไลเสทหลังก้าจัดสารพิษลดลง
ร้อยละ 12.29 ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Kumar และคณะ (2009a) ที่ผลิตเอทานอลจาก
ผักตบชวา โดยเช้ือจุลินทรีย์ Pichia stipitis NCIM-3497 และใช้กรดซัลฟิวริกในการไฮโดรไลซิส    
เฮมิเซลลูโลส ก้าจัดสารพิษในไฮโดรไลเสทก่อนกระบวนการหมัก โดยใช้วิธีต้มให้เดือด (boiling) เพื่อ
ก้าจัดสารประกอบที่ระเหยได้, วิธี overliming ด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ เพื่อลดความเข้มข้นของ
กรดชนิดต่างๆ และการเพิ่ม pH เท่ากับ 10 เพื่อท้าให้โลหะหนักตกตะกอน ซึ่งผลของกระบวนการ 
overliming จะท้าให้ปริมาณน้้าตาลกลูโคสลดลงร้อยละ 10 และไซโลสลดลงร้อยละ 4 เนื่องจากการ
ใช้ pH สูงระหว่างการก้าจัดสารพิษด้วยวิธี overliming จะท้าให้น้้าตาลเพนโทสแยกออก งานวิจัย
ของ Telli-Okur และ Eken-Saracoglu (2008) ศึกษาการก้าจัดสารพิษในไฮโดรไลเสท ด้วยวิธีต่างๆ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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พบว่า การก้าจัดสารพิษด้วยวิธี overliming ร่วมกับการใช้สารในกลุ่มซัลไฟต์ (โซเดียมซัลไฟต์) เป็น
วิธีที่ดีที่สุดในการก้าจัดสารพิษ ซึ่งในไฮโดรไลเสทมีปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์  เริ่มต้นเท่ากับ 30           
กรัมต่อลิตร และเมื่อผ่านการก้าจัดสารพิษด้วยวิธีดังกล่าวแล้วเหลือปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 26 
กรัมต่อลิตร ปริมาณน้้าตาลลดลงคิดเป็นร้อยละ 13.33 และงานวิจัยของ Camesasca และคณะ 
(2015) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากหญ้าเนเปียร ์ใช้กรดซัลฟิวริกในการปรบัสภาพวัตถุดิบ และก้าจัด
สารพิษ โดยวิธี overliming พบว่า สามารถลดปริมาณสารประกอบที่เป็นพิษ ได้แก่ เฟอร์ฟิวรอล 
ลดลงร้อยละ 99, 5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอร์ฟิวรอล ลดลงร้อยละ 85 และกรดแอซีติกลดลงร้อยละ 68 

 

4.8  การเปรียบเทียบการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัด
ความเป็นพิษด้วยวิธี overliming และไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ ในถังหมักขนาด 
5 ลิตร 

       จากการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเช้ือ Propionibacterium acidipropionici   
TISTR 442 โดยใช้อาหารเลี้ยงเช้ือจากไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ
ด้วยวิธี overliming และอาหารเลี้ยงเช้ือจากไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มที่ไม่ผ่านการก้าจัดความ
เป็นพิษ มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 
ลิตร เติมหัวเช้ือเริ่มต้นปริมาตร ร้อยละ 5 สภาวะของการหมักควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส 
pH เท่ากับ 6.5 อัตราการกวนของใบพัด 100 รอบต่อนาที หมักแบบสภาวะไร้ออกซิเจน และเก็บ
ตัวอย่างน้้าหมักช่ัวโมงที่ 0 และทุกๆ 24 ช่ัวโมง เป็นเวลา 144 ช่ัวโมง โดยท้าการวิเคราะห์หาปริมาณ
น้้าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู่ ด้วยวิธี DNS โดยดัดแปลงจากวิธีของ Miller (1959) (ภาค ผนวก ข) ตรวจ
นับปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดด้วยวิธี Total plate count (ภาคผนวก ข) และวิเคราะห์ปริมาณกรด   
โพรพิโอนิกด้วย HPLC โดยใช้คอลัมน์ Shim-pack Inertsil C8-3 (ภาคผนวก ข) 
  

       4.8.1 การผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทท่ีผ่านการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี 
overliming ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

ผลการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเช้ือ Propionibacterium acidipropionici 
TISTR 442 โดยใช้อาหารเลี้ยงเช้ือจากไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์ม ที่ผ่านกระบวนการก้าจัด
ความเป็นพิษด้วยวิธี overliming เมื่อท้าการหมักเป็นเวลา 144 ช่ัวโมง พบว่าในช่ัวโมงที่ 120 มีการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเท่ากับ 7.78±0.24 กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณน้้าตาลเริ่มต้นเท่ากับ 
11.77±0.26 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นน้้าตาลทั้งหมดเมื่อสิ้นสุดระยะเวลาหมักเท่ากับ  3.88±0.28 
กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 65.68±1.21 ของปริมาณน้้าตาลทั้งหมดที่ใช้ไป จ้านวนจุลินทรีย์ทั้งหมดมี
การเจริญสูงสุดเท่ากับ 8.326 logCFU  ค่าผลได้ของกรดโพรพิโอนิกเท่ากับ 0.875±0.01 กรัมกรด-เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โพรพิโอนิกต่อกรัมน้้าตาลรีดิวซ์ และมีอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.056±0.01กรัมต่อลิตรต่อ
ช่ัวโมง แสดงดังรูปที่ 4.7 และตารางที่ 4.7 

 

 

รูปที่ 4.7  แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้และ  
ปริมาณเซลล์ของเช้ือ Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 จากอาหาร
ไฮโดรไลเสทที่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี overliming 

(   ) กรดโพรพิโอนิก, (   ) น้้าตาลรีดิวซ์, (   ) ปริมาณเซลล์ของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 442 

 

       4.8.2 การผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทท่ีไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ ใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร        

ผลการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเช้ือ Propionibacterium acidipropionici 
TISTR 442 โดยใช้อาหารเลี้ยงเช้ือจากไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์ม ที่ไม่ผ่านกระบวนการก้าจัด
ความเป็นพิษ เมื่อท้าการหมักเป็นเวลา 144 ช่ัวโมง จากผลการทดลองพบว่าในช่ัวโมงที่ 120 มีการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเท่ากับ 9.82±0.19 กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณน้้าตาลเริ่มต้นเท่ากับ 
12.43±0.21 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นน้้าตาลทั้งหมดเมื่อสิ้นสุดระยะเวลาหมักเท่ากับ 3.64±0.25 
กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 60.90±1.52 ของปริมาณน้้าตาลทั้งหมดที่ใช้ไป จ้านวนจุลินทรีย์ทั้งหมดมี
การเจริญสูงสุดเท่ากับ 8.305 logCFU ค่าผลได้ของกรดโพรพิโอนิกเท่ากับ 1.062±0.01 กรัมกรด- 
โพรพิโอนิกต่อกรัมน้้าตาลรีดิวซ์ และมีอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.067±0.01 กรัมต่อลิตรต่อ
ช่ัวโมง แสดงดังรูปที่ 4.8 และตารางที่ 4.7 
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รูปที่ 4.8  แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้และ  
ปริมาณเซลล์ของเช้ือ Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 จากอาหาร
ไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษ  

(   ) กรดโพรพิโอนิก, (   ) น้้าตาลรีดิวซ์, (   ) ปริมาณเซลล์ของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 442 
 

จากการทดลองได้สอดคล้องกับการศึกษาของพรวิสาข์ (2551) การเพิ่มผลผลิตกรดโพรพิโอ-
นิก โดยเช้ือ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ใช้หางนมเป็นแหล่งคาร์บอน      
มีปริมาณน้้าตาลเริ่มต้น 40 กรัมต่อลิตร เติม CaCO3 ร้อยละ 1 และเติมหัวเช้ือเริ่มต้นปริมาตร      
ร้อยละ 5 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ ควบคุมสภาวะที่ใช้เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ
ควบคุม pH ที่ 6.5 พบว่าเซลล์อิสระให้ผลผลิต 12.25 กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลาการหมัก 216 ช่ัวโมง        
กรดโพรพิโอนิกที่ ได้จากการหมักมีประสิทธิภาพในการยับยั้ ง เ ช้ือราและยีสต์เ ช่นเดียวกับ            
กรดโพรพิโอนิกที่ขายในทางการค้าซึ่งผลติด้วยกระบวนการทางเคมี เช่นเดียวกับการศึกษาของ Liang 
และคณะ (2012) ที่ผลิตกรดโพรพิโอนิกจากไฮโดรไลเสทแก่นตะวัน โดยเ ช้ือจุลินทรีย์ 
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซึ่งไฮโดรไลเสทแก่น
ตะวันที่มีปริมาณฟรุกโตส 40 กรัมต่อลิตร และปริมาณกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร พบว่ากระบวนการ
หมักแบบใช้เซลล์อิสระ จะให้ผลผลิตของกรดโพรพิโอนิกสูงสุดที่ 40.6 กรัมต่อลิตร ให้ผลได้ของกรด
โพรพิโอนิกที่ 0.379 กรัมต่อกรัม และอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกที่ 0.190 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง 
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       4.8.3 การผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทท่ีผ่านการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี 
overliming เปรียบเทียบกับอาหารไฮโดรไลเสทท่ีไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ ในถังหมักขนาด 
5 ลิตร 

การผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเช้ือ Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 โดยใช้
อาหารเลี้ยงเช้ือจากไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี overliming 
เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเช้ือจากไฮโดรไลเสทเส้นใยทะลายปาล์มที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ 
น้ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับการผลิตกรดโพรพิโอนิก ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยควบคุม
สภาวะของการหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่า pH ของการหมักเท่ากับ 6.5 ได้ปริมาณกรดโพ
รพิโอนิก และค่าทางจลพลศาสตร์ของกระบวนการหมัก แสดงดังตารางที่ 4.7 และ รูปที่ 4.9 จากนั้น
น้าข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี T-test ที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 โดยใช้
โปรแกรมส้าเร็จรูป SPSS version 17 ดังแสดงในตารางที่ 4.8 
 

ต า ร า ง ท่ี  4.7 แส ดง ป ริ ม าณก ร ด โพร พิ โ อนิ ก  ป ริ ม าณน้้ า ต าล รี ดิ ว ซ์ ที่ ถู ก ใ ช้ โ ดย เ ช้ื อ 
Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 ในอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็น
พิษด้วยวิธี overliming และไม่ก้าจัดความเป็นพิษ  ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

สภาวะ
การ

ทดลอง 

ชั่วโมง
ที่ 

ปริมาณกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อลิตร) 

อัตราการผลิต 
(กรัมต่อลิตรต่อ

ชั่วโมง) 

ผลได้ 
(กรัมต่อกรัม) 

ปริมาณ
น้้าตาลรีดิวซ์ 

ที่ถูกใช้ 
(ร้อยละ) 

ปริมาณเซลล์ 
(logCFU) 

 

ผ่านการ
ก้าจัด

ความเป็น
พิษ 

120 7.78±0.24 0.056±0.01 0.875±0.01 65.68±1.21 8.326±0.01 

ไม่ผ่าน
การก้าจัด
ความเป็น

พิษ 

120 9.82±0.19 0.067±0.01 1.062±0.01 60.90±1.52 8.305±0.01 
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รูปท่ี 4.9  แสดงการเปรียบเทียบระหว่างปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณ
น้้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้ และปริมาณเซลล์ของเช้ือ Propionibacterium acidipropionici 
TISTR 442 จากอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี 
overliming และอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษ   

(   ) กรดโพรพิโอนิก, (   ) น้้าตาลรีดิวซ์, (   ) ปริมาณเซลล์ของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 442 
ของอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษ ด้วยวิธี overliming 
(   ) กรดโพรพิโอนิก, (   ) น้้าตาลรีดิวซ์, (   ) ปริมาณเซลล์ของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 442 
ของอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษ 
 

ผลการเปรียบเทียบระหว่างอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี 
overliming และอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ พบว่าอาหารเลี้ยงเช้ือจาก
ไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ ให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกเท่ากับ 9.82±0.19 กรัมต่อ
ลิตร สูงกว่ากับอาหารเลีย้งเช้ือจากไฮโดรไลเสททีผ่่านการก้าจัดความเป็นพิษ ซึ่งให้ปริมาณกรดโพรพิ-
โอนิกเท่ากับ 7.78±0.24 กรัมต่อลิตร เมื่อเทียบค่าทางสถิติด้วย F-test พบว่า F-test เท่ากับ 0.103 
ปรากฏว่ามีนัยส้าคัญ เท่ากับ 0.764 แสดงว่าค่าความแปรปรวนของปริมาณกรดโพรพิโอนิก ในอาหาร
ไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดเท่ากัน ที่ค่านัยส้าคัญทางสถิติ (p>0.05) และทดสอบค่าสถิติ T-test โดยดู
ส่วนของ Equal variances assumed ซึ่งมีนัยส้าคัญทางสถิติ (Sig. (2-tailed)) เท่ากับ 0.00 แสดง
ว่าค่าเฉลี่ยของปริมาณกรดโพรพิโอนิกในอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p≤0.05) โดยอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษมีค่าเฉลี่ยของปริมาณกรด
โพรพิโอนิกสูงกว่า อาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี overliming 
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ตารางท่ี 4.8 แสดงผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทที่
ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี overliming และอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็น
พิษ โดย เช้ือ Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 

    

Levene's Test 
for Equality of 

Variances 
t-test for Equality of Means 

  
F Sig. t df Sig. (2-

tailed) 
Mean 
Difference 

Std. Error  
Difference 

propionic Equal 
variances 
assumed 

.103 .764 -11.775 4 .000 -2.04333 .17353 

Equal 
variances not 
assumed 

  -11.775 3.803 .000 -2.04333 .17353 

productivity Equal 
variances 
assumed 

.000 1.000 -2.958 4 .042 -.0117 .00394 

Equal 
variances not 
assumed 

  -2.958 3.971 .042 -.0117 .00394 

yield Equal 
variances 
assumed 

.516 .512 -36.911 4 .000 -.187000 .005066 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-36.911 3.723 .000 -.187000 .005066 

use_reducing Equal 
variances 
assumed 

.456 .537 4.302 4 .013 4.82667 1.12189 

Equal 
variances not 
assumed 

    4.302 3.798 .014 4.82667 1.12189 

logCFU Equal 
variances 
assumed 

.000 1.000 4.067 4 .015 .021000 .005164 

Equal 
variances not 
assumed 

    4.067 3.978 .015 .021000 .005164 

หมายเหตุ propionic = ปริมาณกรดโพรพิโอนิก, productivity = อัตราการผลิต, yield = ผลได้ของกรดโพรพิโอ-
นิก, use_reducing = ร้อยละของปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้ และ logCFU = ปริมาณเซลล์ 
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เมื่อเทียบค่าทางสถิติด้วย F-test ของอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิก พบว่า F-test เท่ากับ 
0.000 ปรากฏว่ามีนัยส้าคัญ เท่ากับ 1.000 แสดงว่าค่าความแปรปรวนของอัตราการผลิตกรดโพรพิ
โอนิกในอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดเท่ากัน ที่ค่านัยส้าคัญทางสถิติ (p>0.05) และทดสอบค่าสถิติ 
T-test โดยดูส่วนของ Equal variances assumed ซึ่งมีนัยส้าคัญทางสถิติ เท่ากับ 0.042 แสดงว่า 
ค่าเฉลี่ยของอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกในอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษมีค่าเฉลี่ยของ
อัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงกว่า อาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี 
overliming  

ในส่วนของผลได้ของกรดโพรพิโอนิก จะเห็นได้ว่าเมื่อเทียบค่าทางสถิติด้วย F-test พบว่า    
F-test เท่ากับ 0.516 ปรากฏว่ามีนัยส้าคัญ เท่ากับ 0.512 แสดงว่าค่าความแปรปรวนของผลได้ของ
กรดโพรพิโอนิกในอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดเท่ากัน ที่ค่านัยส้าคัญทางสถิติ ( p>0.05) และ
ทดสอบค่าสถิติ T-test โดยดูส่วนของ Equal variances assumed ซึ่งมีนัยส้าคัญทางสถิติ        
เท่ากับ 0.000 แสดงว่าค่าเฉลี่ยของผลได้ของกรดโพรพิโอนิกในอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิด
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็น
พิษมีค่าเฉลี่ยของผลได้ของกรดโพรพิโอนิกสูงกว่า อาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ
ด้วยวิธี overliming 

เมื่อพิจารณาร้อยละของปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้ จะเห็นได้ว่าเมื่อเทียบค่าทางสถิติด้วย 
F-test พบว่า F-test เท่ากับ 0.456 ปรากฏว่ามีนัยส้าคัญ เท่ากับ 0.537 แสดงว่า ค่าความแปรปรวน
ของร้อยละปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้ในอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดเท่ากัน ที่ค่านัยส้าคัญทาง
สถิติ (p>0.05) และเมื่อทดสอบค่าสถิติ T-test ในส่วนของ Equal variances assumed ซึ่งมี
นัยส้าคัญทางสถิติ เท่ากับ 0.013 แสดงว่าค่าเฉลี่ยของร้อยละของปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้ ใน
อาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิด แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยอาหารไฮโดรไล-
เสทที่ผ่านการก้าจดัความเป็นพิษด้วยวิธี overliming มีค่าเฉลี่ยของร้อยละของปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่
ถูกใช้สูงกว่า อาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ 

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 442 จะเห็นได้ว่าเมื่อ
เทียบค่าทางสถิติด้วย F-test พบว่า F-test เท่ากับ 0.000 ปรากฏว่ามีนัยส้าคัญ เท่ากับ 1.000 แสดง
ว่าค่าความแปรปรวนของปริมาณเซลล์ในอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิดเท่ากัน ที่ค่านัยส้าคัญทาง
สถิติ (p>0.05) และทดสอบค่าสถิติ T-test โดยดูส่วนของ Equal variances assumed ซึ่งมี
นัยส้าคัญทางสถิติ เท่ากับ 0.015 แสดงว่าค่าเฉลี่ยของปริมาณเซลล์ในอาหารไฮโดรไลเสททั้งสองชนิด
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ
ด้วยวิธี overliming มีค่าเฉลี่ยของปริมาณเซลล์มากกว่าอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความ
เป็นพิษ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากการผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่าน
การก้าจัดความเป็นพิษและไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ พบว่าอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการ
ก้าจัดความเป็นพิษ จะให้ปริมาณ  อัตราการผลิต และผลได้ของกรดโพรพิโอนิก สูงกว่าอาหาร
ไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี overliming ดังนั้นอาหารเลี้ยงเช้ือจากไฮโดรไลเสท
เส้นใยทะลายปาล์ม ที่ผ่านการไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริก ไม่จ้าเป็นต้องมี ข้ันตอนการก้าจัด
สารพิษ ก่อนน้ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์ เนื่องจากการใช้กรดฟอสฟอริกใน
การไฮโดรไลซิสนั้น มีความรุนแรงน้อยกว่ากรดชนิดอื่นๆ ท้าให้เกิดสารยับยั้งการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ เช่น เฟอร์ฟิวรอล หรือ แอซีติกน้อย (Hong และคณะ, 2012) และการใช้กรดฟอสฟอริกยัง
มีฟอสฟอรัสที่ เป็นสารอาหารส้าคัญ ที่ใช้ในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  จึงมีประโยชน์ต่อ
กระบวนการหมักทางชีวภาพ (Avci และคณะ, 2013)  

ซึ่งงานวิจัยน้ีสอดคล้องกับงานวิจัยของ Boonsombuti และคณะ (2015) ศึกษาผลของการ
ใช้กรดฟอสฟอริกในการปรับสภาพซังข้าวโพด เพื่อผลิตบิวทานอล โดยเช้ือจุลินทรีย์ Clostridium 
beijerinckii TISTR 1461 พบว่าซังข้าวโพดที่ปรับสภาพด้วยกรดฟอสฟอริกสามารถใช้เป็นอาหาร
เลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์ได้ โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการเพื่อก้าจัดสารพิษ เช่นเดียวกับ Avci และคณะ 
(2013) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากต้นข้าวโพด โดยใช้กรดฟอสฟอริกในการปรับสภาพวัตถุดิบ เพื่อ
ลดข้ันตอนการก้าจัดสารพิษที่มีความจ้าเป็นต่อกระบวนการหมัก โดยจุลินทรีย์ Recombinant 
Escherichia coli FBR5 เนื่องจากการใช้กรดฟอสฟอริกในสภาวะที่เหมาะสม จะท้าให้เกิดเฟอร์ฟิว-
รอลที่มีผลต่อการเจริญของ E. coli FBR5 ต่้า จึงเป็นการลดข้ันตอนของการผลิตเอทานอลจากต้น
ข้าวโพดให้ง่ายข้ึน 

งานวิจัยของ Ramsay และคณะ (1998) ศึกษาการใช้เฮมิเซลลูโลสเพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิก 
ด้วยเช้ือ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 โดยใช้เอนไซม์ในการไฮโดรไลซิส ได้
ปริมาณน้้าตาลไซโลสเท่ากับ 29.6 กรัมต่อลิตร พบว่าความเข้มข้นกรดโพรพิโอนิกเท่ากับ 18.3    
กรัมต่อลิตร อัตราการผลิต 0.23 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ ในการน้า  
ไฮโดรไลเสทเฮมิเซลลูโลสจากไม้ มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ           
P. acidipropionici และงานวิจัยของ Liu และคณะ (2012) ศึกษาการใช้ประโยชน์จากไฮโดรไลเสท 
corncob molasses ซึ่งเป็นผลพลอยได้ของการผลิตไซลิทอล เพื่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ 
P. acidipropionici ATCC 4875  โดย corncob molasses (มีกลูโคสประมาณ 90 กรัมต่อลิตร) 
เป็นตัวแทนของไฮโดรไลเสทของวัสดุประเภทเฮมิเซลลูโลส โดยกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ ในถัง
หมักขนาด 5 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส pH ที่ 6.0 จะได้ความเข้มข้นกรดโพรพิ-
โอนิกสุดท้าย 71.8 กรัมต่อลิตร และอัตราการผลิต 0.28 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง แสดงให้เห็นว่า
ไฮโดรไลเสทเฮมิเซลลูโลสสามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ส้าหรับการผลิตกรดโพรพิโอนิกได้ 
กระบวนการหมักกรดโพรพิโอนิกโดยใช้ของเหลือทิ้งทางการเกษตร และชีวมวลที่มีความหลากหลาย 
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เช่น หางนม น้้าแช่ข้าวโพด และเฮมิเซลลูโลส มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนทางเลือกส้าหรับกระบวนการ
หมักกรดโพรพิโอนิก เป็นการช่วยลดต้นทุนการผลิตทางชีวภาพ (Suwannakham, 2005) 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
       จากการศึกษาและวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มเหลือทิ้งจากการเพาะ
เห็ดฟาง พบว่าเส้นใยทะลายปาล์มมีปริมาณเซลลูโลสร้อยละ 39.99±0.09 โดยน้้าหนักแห้ง, เฮมิ-
เซลลูโลสร้อยละ 17.24±0.86 โดยน้้าหนักแห้ง, ลิกนินร้อยละ 19.48±0.03 โดยน้้าหนักแห้ง และ
อื่นๆ ร้อยละ 23.29±0.90 โดยน้้าหนักแห้ง เมื่อน้ามาปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 15 นาที เป็นการปรับสภาพด้วยวิธีทางกายภาพร่วมกับเคมี  ซึ่งเป็นวิธีที่เหมาะสมช่วยลด
ปริมาณลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ส่งผลให้เส้นใยทะลายปาล์มมีปริมาณเซลลูโลส เพิ่มข้ึนภายหลัง
กระบวนการปรับสภาพเท่ากับร้อยละ  62.81±0.30 โดยน้้าหนักแห้ง และลิกนินลดลงเหลือร้อยละ 
14.23±0.19 โดยน้้าหนักแห้ง 

       หลังจากการน้าเส้นใยทะลายปาล์มหลังการปรับสภาพ มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
น้้าตาลรีดิวซ์ ผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยกรดฟอสฟอริก โดยออกแบบการทดลองแบบ CCD 
ร่วมกับวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธี RSM น้าผลจากการวิเคราะห์ทางสถิติ มาสร้างสมการแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์กับตัวแปรอิสระต่างๆ ได้ดังสมการ  

Y = 15.949 + 0.762X1 − 1.233X2 + 1.488X3 − 0.435X1X2 − 3.389X1
2 − 2.532X2

2 − 3.284X3
2 

โดยที่  Y = ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 
 X1 = ความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
 X2 = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก 

(กรัมต่อมิลลิลิตร) 
 X3 = เวลาในการไฮโดรไลซิส (นาที) 
 β = ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย (Regression coefficients) 

       เมื่อวิเคราะห์สมการถดถอยที่ได้ พบว่ามีความน่าจะเป็นเท่ากับ 0.000 ซึ่งมีค่านัยส้าคัญทางสถิติ 
(p≤0.05) ดังนั้นสมการถดถอยที่สร้างขึ้นจึงมีความเหมาะสมส้าหรับท้านายหาสภาวะ ที่เหมาะสมใน
การผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิของการตัดสินใจ (R2) เท่ากับร้อยละ 97.2 และค่าปรับปรุง
สัมประสิทธ์ิของการตัดสินใจ (Adjust R2) เท่ากับร้อยละ 96.7 และเมื่อท้าการทดสอบความเหมาะสม
ของแบบจ้าลอง (Lack of fit) พบว่า P value มีค่าเท่ากับ 0.22 แสดงว่าแบบจ้าลองนี้มีความ
เหมาะสมและสามารถใช้เป็นตัวแทนของชุดข้อมูลได้ (p>0.05) 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



82 
 

การศึกษาสามารถท้านายสภาวะที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซสิเส้นใยทะลายปาล์ม ได้ดังนี้ ความ
เข้มข้นของกรดฟอสฟอริกเท่ากับร้อยละ 1.05 โดยปริมาตร อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อ
สารละลายกรดฟอสฟอริกเท่ากับ 1:8.42 กรัมต่อมิลลิลิตร และเวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิสเท่ากับ  
63.16 นาที จะท้าให้ไดป้ริมาณน้้าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 16.27 กรัมต่อลิตร เมื่อท้าการทดลองตามสภาวะ
ดังกล่าวข้างต้น ได้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 16.04 กรัมต่อลิตร โดยคิดเป็นร้อยละความแตกต่าง
เท่ากับร้อยละ 1.35 ซึ่งค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้ โดยผลการท้านายสภาวะที่เหมาะสม
สอดคล้องกับการทดลอง จึงน้าสภาวะดังกล่าวไปผลิตน้้าตาลรีดิวซ์เพื่อศึกษาต่อไป 

       การผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเช้ือ Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 โดยใช้
อาหารเลี้ยงเช้ือจากไฮโดรไลเสทของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี 
overliming และไม่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษ ในถังหมักขนาด 5 ลิตร สภาวะของการหมัก 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 144 ช่ัวโมง พบว่าการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดใน
ช่ัวโมงที่ 120 ไฮโดรไลเสทของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษ สามารถ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเท่ากับ 7.78±0.24 กรัมต่อลิตร และไฮโดรไลเสทของเส้นใยทะลายปาล์มที่
ไม่ผ่านกระบวนการก้าจัดความเป็นพิษ สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเท่ากับ 9.82±0.19 กรัมต่อ
ลิตร เมื่อเปรียบเทียบระหว่างอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านและไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ พบว่า
ค่าเฉลี่ยของปริมาณกรดโพรพิโอนกิในอาหารไฮโดรไลเสททัง้สองชนิดแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (p≤0.05) โดยอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษมีค่าเฉลี่ยของปริมาณกรด-  
โพรพิโอนิกสูงกว่า อาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็นพิษ  

       ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการใช้กรดฟอสฟอรกิในการไฮโดรไลซสิ ไม่จ้าเป็นต้องมีขั้นตอนการ
ก้าจัดสารพิษในไฮโดรไลเสทก่อนจะน้ามาใช้เป็นแหลง่คารบ์อนสา้หรบัเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์ 
เนื่องจากการใช้กรดฟอสฟอริกที่ในการไฮโดรไลซิสนั้น มีความรุนแรงน้อยกว่ากรดชนิดอื่นๆ จึงท้าให้
เกิดสารยับยั้งการเจรญิเติบโตของจุลินทรีย์ เช่น เฟอร์ฟิวรอล หรือแอซีติกน้อย ซึ่งเป็นการลดข้ันตอน
การก้าจัดสารพิษที่มีความจ้าเป็นต่อกระบวนการหมัก ผลของการศึกษานี้น่าจะเป็นแนวทางในการ
พัฒนากระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากไฮโดรไลเสทวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสและชีวมวลได้
ต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 

       การน้าเส้นใยทะลายปาล์มเปล่ามาผ่านกระบวนการปรับสภาพ และไฮโดรไลซิสโดยใช้กรด
ฟอสฟอริก เพื่อให้ได้น้้าตาลรีดิวซ์ที่สามารถน้ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ในกระบวนการหมักนั้น จะได้
ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์น้อยกว่าน้้าตาลเริ่มต้นที่เหมาะสมส้าหรับกระบวนการหมักกรดโพรพิโอนิก จาก
เช้ือ P. acidipropionici ที่ 40 กรัมต่อลิตร (พรวิสาข์, 2551) ดังนั้นการศึกษาจึงควรเพิ่มเวลา ความ
เข้มข้นของกรดฟอสฟอริกที่ใช้ในกระบวนการไฮโดรไลซิสเพื่อให้ผลิตกรดโพรพิโอนิกมากขึ้น 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.  อาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับจุลินทรีย์ 

       1.1  อาหารเหลว De Man Rogosa Sharpe (MRS broth) ประกอบด้วย 

     สารสกัดเนื้อ (meat extract)    10  กรัม                        
     ยีสต์สกัด (yeast extract)    5  กรัม 
     ดี-กลูโคส (D-glucose)    20  กรัม 
     Tween 80      1  กรัม 
     ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  2  กรัม 
     โซเดียมแอซีเทต (CH3COONa)   5  กรัม 
     ไตรแอมโมเนียมซิเตรต (CH3COONH3)   2  กรัม 
     แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.2  กรัม 
     แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.4H2O)   0.05  กรัม 

 
วิธีการ 

     ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดแล้วน้ามาละลายในน้้ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่า 
pH ให้ได้ 6.5 น้าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 15 นาที 
 
       1.2  อาหารแข็ง De Man Rogosa Sharpe (MRS agar) ประกอบด้วย 

     สารสกัดเนื้อ (meat extract)    10  กรัม                        
     ยีสต์สกัด (yeast extract)    5  กรัม 
     ดี-กลูโคส (D-glucose)    20  กรัม 
     Tween 80      1  กรัม 
     ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  2  กรัม 
     โซเดียมแอซีเทต (CH3COONa)   5  กรัม 
     ไตรแอมโมเนียมซิเตรต (CH3COONH3)   2  กรัม 
     แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.2  กรัม 
     แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.4H2O)   0.05  กรัม 
     วุ้น (agar)      15  กรัม  
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วิธีการ 
     ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดแล้วน้ามาละลายในน้้ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่า 

pH ให้ได้ 6.5 จากนั้นจึงเติมวุ้นลงไป ให้ความร้อนและคนจนวุ้นละลาย น้าไปนึ่งฆ่าเช้ือในตู้นึ่งความ
ดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
       1.3 อาหารดัดแปลง (พรวิสาข์, 2551) ประกอบด้วย 

       ยีสต์สกัด (yeast extract)    10  กรัม 
       ทริปทิเคสซอยปรอท (trypticase soy broth)  5  กรัม 
       ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  0.25  กรัม 
       แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.2  กรัม 
       แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.4H2O)   0.05  กรัม 
วิธีการ 

     ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดแล้วน้ามาละลายในน้้าไฮโดรไลเสทปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 
มิลลิลิตร ด้วยน้้าไฮโดรไลเสท ปรับค่า pH ให้ได้ 6.5 น้าไปนึ่งฆ่าเช้ือในตู้น่ึงความดันไอที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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1.  การวิเคราะห์ปริมาณเยื่อใยด้วยวิธี Forage fiber analysis (Goering และ Van 
Soest, 1970) 

        วิธีการวิเคราะห์แบบ forage fiber analysis เป็นวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาโดย Goering และ Van 
Soest โดยมีวัตถุประสงค์ที่จะให้สามารถแยกแยะ ปริมาณองค์ประกอบของผนังเซลล์พืชได้วิธีการ
วิเคราะห์แบบ detergent analysis (วรพงษ์ ,2535) 

        แบ่งวัตถุแห้งของ อาหารสัตว์ออกเป็น 2 ส่วนใหญ่ๆ คือ  

        1. cell content หรือ neutral detergent soluble (NDS) คือ ส่วนที่อยู่ภายในเซลล์พืช
ทั้งหมด สามารถละลายได้ในสารละลาย detergent ที่เป็นกลางประกอบด้วย กรดอะมิโน ไขมัน แป้ง 
น้้าตาล   เพคติน soluble protein และ non- protein nitrogent วัตถุแห้งส่วนนี้สัตว์ ทุกชนิด
สามารถใช้ประโยชน์ได้เกือบทั้งหมด  

        2. cell wall constituents หรือ neutral detergent fiber (NDF) คือส่วนประกอบของผนัง
เซลล์ซึ่งไม่สามารถละลายในสารละลาย detergent ที่เป็นกลาง ประกอบด้วยพวกเยื่อใยทั้งหมด คือ
เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนิน คิวติน ซิลิกา เคราติน วัตถุแห้งส่วนนี้เป็นประโยชน์ต่อสัตว์เค้ียวเอื้อง 
เท่านั้นเพราะในกระเพาะรูเมนของสัตว์เค้ียวเอื้องมีจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยเซลลูโลส และเฮมิ - 
เซลลูโลสได้ NDF แบ่งได้เป็น 2 พวกคือ 

2.1 เยื่อใยพวก acid detergent soluble (ADS) เยื่อใยชนิดนี้คือ hemicellulose ซึ่งเป็น 
ส่วนประกอบของผนังเซลล์ เป็นสารประกอบพวกคาร์โบไฮเดรตที่ไม่ละลายน้้าสามารถละลายได้ดีใน
กรด อ่อน และด่างอ่อน พืชตระกูลหญ้าจะมี hemicellulose สูงกว่าพืชตระกูลถ่ัว และจะพบ 
hemicellulose มาก ที่ส่วนใบของพืช พืชที่ก้าลังงอกจะใช้ hemicellulose ที่มีในเมล็ดเป็นอาหาร 
และในพืชอาหารสัตว์พบว่า hemicellulose จะอยู่ร่วมกับ ลิกนิน จึงท้าให้การย่อยได้ไม่ดีเท่าที่ควร 
เนื่องจากลิกนินเป็นตัวขัดขวางการ ย่อยได้ของ hemicellulose ซึ่งท้าให้ย่อยได้ไม่หมด  

2.2 เยื่อใยพวก acid detergent fiber (ADF) ประกอบด้วย  

- cellulose คือเยื่อใยที่จัดเป็นคาร์โบไฮเดรตพวกที่ไม่ละลายน้้า น้้าย่อยของสัตว์
ทุกชนิดไม่สามารถย่อยเซลลูโลสได้ จึงจ้าเป็นต้องใช้เอนไซม์ cellulase ช่วยในการย่อย
สลาย แต่การย่อยได้ของเซลลูโลส จะมากหรือน้อยเพียงใดข้ึนอยู่กับปริมาณลิกนิน  

- Lignin เป็นส่วนประกอบที่ส้าคัญของผนังเซลล์พืช ท้าให้ผนังเซลล์พืชแข็งแรง จะ
เป็น ส่วนประกอบของเปลือก ซัง หรือส่วนที่เป็นเยื่อใยของราก ล้าต้น และจะถูกสร้างจาก
ส่วนโคนต้น ไปสู่ยอด เมื่อพืชมีอายุมากข้ึน ปริมาณลิกนิน จะเพิ่มมากข้ึนด้วย จากการที่
ลิกนินเป็นสารที่ไม่มีสัตว์ชนิดใดใช้ ประโยชน์ได้เลย ในขณะเดียวกับการที่ลิกนิน อยู่ร่วมกับ
เซลลูโลส และ hemicellulose ท้าให้การย่อยได้ของ เซลลูโลส และ hemicellulose ลดลง
ด้วย  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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- Cutin เป็นสารที่เคลือบผิวด้านนอกของผนังเซลล์ของพืช ส่วนใหญ่จะพบบนผิว
ของเมล็ด มี ลักษณะคล้ายข้ีผึ้ง cutin ย่อยไม่ได้ และถ้ามีมากอาจจะลดการย่อยได้ของ 
เซลลูโลส และ hemicellulose  

- Acid insoluble ash (AIA) คือส่วนของเถ้าที่ไม่ละลายในกรด จัดเป็น
สารประกอบอนินทรีย์ ประกอบด้วย silica ซึ่งส่วนใหญ่ร่างกายสัตว์ไม่สามารถจะย่อย หรือ
ดูดซึมได้ และยังท้าให้การย่อยได้ของ อาหารลดลง  

Acid detergent lignin (ADL) หมายถึงส่วนที่มีลิกนินเป็นหลัก ซึ่งเอนไซม์จากสัตว์และ
จุลินทรีย์ไม่ สามารถย่อยได้ cellulose หมายถึงเยื่อใยที่จัดเป็นคาร์โบไฮเดรตพวกที่ไม่ละลายน้้า 
hemicellulose เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์ เป็นสารประกอบพวกคาร์โบไฮเดรตที่ไม่ละลาย น้้า 
สามารถละลายได้ดีในกรดอ่อน และด่างอ่อน 

 

สูตรค านวณหาปริมาณเซลลูโลส (ร้อยละ) 

เซลลูโลส (ร้อยละ)  =  ADF (ร้อยละ)  –  ADL (รอ้ยละ) 

สูตรค านวณหาปริมาณเฮมิเซลลูโลส (ร้อยละ) 

เฮมิเซลลูโลส (ร้อยละ)  =  NDF (รอ้ยละ)  –  ADL (ร้อยละ) 

 

         1.1  การวิเคราะห์หาเยื่อใยท่ีละลายในสารฟอกท่ีเป็นกลาง (Neutral-detergent fiber, 
NDF) 

เป็นการต้มตัวอย่างในสารฟอกที่เป็นกลาง ซึ่งส่วนประกอบภายในเซลล์จะถูกละลายออกมา
อยู่ในสารละลาย ขณะที่ส่วนที่ เป็นเยื่อใยจะไม่ถูกย่อยละลายได้ ซึ่งเรียกส่วนนี้ ว่า NDF ซึ่ง
ประกอบด้วย เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และ ลิกนิน 

อุปกรณ์  

1. เครื่องย่อย (Heating Mantle apparatus) เปิดเครื่องและเปิดน้้าให้ไหลเวียน 
2. ขวดก้นกลม (round bottom flask) 
3. Gooch crucible (อบที่ 100 องศาเซลเซียส 1 คืน ใส่ในโถดูดความช้ืนช่ังน้้าหนักบันทึก) 
4. เครื่องดูดสุญญากาศ (Vacuum pump) 

สารเคมี  

สารละลาย neutral-detergent (neutral detergent solution) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย 

-Sodium lauryl sulphate 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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-Disodium ethylene diamine-tatraacetate (EDTA) dehydrate crystal 
-Sodium borate decahydrate (borax) (Na2B4O7.10H2O) 
-Disodium hydrogen phosphate anhydrous (Na2HPO4) 
-Triethylene glycol หรือ 2-ethoxy ethanol 

วิธีเตรียม 

ใส่ EDTA (18.61 กรัม) และ Na2B4O7.10H2O 6.81 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาดใหญ่แล้วผสม
น้้ากลั่นเล็กน้อย ละลายสารเคมีโดยใช้ความร้อนจนกระทั่งสารเคมีละลายหมด แล้วเติ ม sodium 
lauryl sulphate 30 กรัม และ triethylene glycol 10 มิลลิลิตร หรือ 2-ethoxy ethanol 10 
กรัม หลังจากนั้นเติม Na2HPO4 4.56 กรัม ลงในบีกเกอร์แล้วเติมน้้ากลั่นจนครบ 1 ลิตร 

วิธีการ  

ช่ังตัวอย่างประมาณ 1 กรัม (ตัวอย่างละ 2 ซ้้า) ใส่ขวดก้นกลม 

เติม NDF solution 100 มิลลลิิตร 

ต้มให้เดือดภายใน 10-15 นาที ลดความร้อนใหม้ีการเดือดเพียงเล็กน้อย 

ล้างเศษตัวอย่างที่ติดตามขอบขวดด้วยน้้ากลั่น แล้วต้มต่อนาน 1 ช่ัวโมง 

เอาออกแล้วกรองด้วย Goosh crucible โดยใช้เครื่อง vacuums pump ขณะกรองล้างด้วยน้้าร้อน
และล้างด้วยอะซีโตน (acetone) เป็นครัง้สุดท้ายในปรมิาณจ้ากัด 

อบถ้วยครูซิเบิล + เศษที่เหลือที่อบที่ 100 °C ตลอดคืน 

เอาออกใส่โถดูดความช้ืนและช่ังน้้าหนกั 

 

การค้านวณ % NDF =  
(น้้าหนัก crucible +  เยื่อใย NDF) –  น้้าหนัก crucible ×  100

น้้าหนักตัวอย่าง
 

 

 

        1.2  การวิเคราะห์หาเยื่อใยท่ีละลายในสารฟอกท่ีเป็นกรด (Acid-detergent fiber, ADF) 

เป็นการย่อย NDF ออกโดย hemicelluloses จะละลายอยู่ในสารฟอกที่เป็นกรด ส่วนที่
เหลือที่ไม่ละลายได้แก่ โปรตีน cellulose lignin และ bound nitrogen 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อุปกรณ์  

1. เครื่องย่อย (heating mantle apparatus) 
2. ขวดก้นกลม (round bottom flask) 
3. gooch crucible 
4. เครื่องดูดสุญญากาศ (vacuum pump) 

สารเคมี  

การเตรียม acid detergent solution (10 ลิตร) 

1. ช่ัง CTAB น้้าหนัก 200 กรัม ลงในบีกเกอร์ แล้วเติมน้้ากลั่นปริมาตร 1.5 ลิตร ผสมให้เป็น
เนื้อเดียวกัน 

2. เติมน้้ากลั่น 1.725 ลิตร แล้วน้าเข้าตู้ดูดควันแล้วค่อยๆ เติมกรดซัลฟิวริค 275 มิลลิลิตร 
(96% H2SO4) 

3. เติมน้้ากลั่น 6.7 ลิตร ลงในถังเก็บสาร แล้วจึงเติมสารในข้อ 1 และข้อ 2 ตามล้าดับ ผสม
ให้เป็นเนื้อเดียวกัน 

วิธีการ 

ช่ังตัวอย่างประมาณ 1 กรัม (ตัวอย่างละ 2 ซ้้า) ใส่ขวดก้นกลม 

เติม  solution 100 มิลลิลิตร 

ต้มให้เดือดภายใน 10-15 นาที ลดความร้อนใหม้ีการเดือดเพียงเล็กน้อย 

ล้างเศษตัวอย่างที่ติดตามขอบขวดด้วยน้้ากลั่น แล้วต้มต่อนาน 1 ช่ัวโมง 

เอาออกแล้วกรองด้วย Goosh crucible โดยใช้เครื่อง vacuums pump ขณะกรองล้างด้วยน้้าร้อน
และล้างด้วยอะซีโตน (acetone) เป็นครัง้สุดท้ายในปรมิาณจ้ากัด 

อบถ้วยครูซิเบิล + เศษที่เหลือที่อบที่ 100 °C ตลอดคืน 

เอาออกใส่โถดูดความช้ืนและช่ังน้้าหนกั 

 

การค้านวณ % ADF =
(น้้าหนัก crucible +  เยื่อใย ADF) –  น้้าหนัก crucible ×  100

น้้าหนักตัวอย่าง
 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



101 

 

        1.3  การวิเคราะห์หาลิกนิน (Acid-detergent Lignin, ADL) 

การหาปริมาณลิกนินใน ADF โดยใช้กรดซัลฟิวริค ละลายเซลลูโลสออกจากลิกนินแต่อาจมี      
คิวติน (cutin) และ bond nitrogen (เกิดจากปฏิกิริยาเมลลาร์ด) รวมถึงปริมาณซิลิกา 

อุปกรณ์  

1. ถ้วยครูซิเบิล ที่มีตัวอย่างจาก ADF 
2. เครื่องดูดสุญญากาศ (Vacuum pump) 
3. แท่งแก้ว 
4. บีกเกอร์ 
5. ถาดน้้าเย็น 
6. เตาเผา (500 องศาเซลเซียส) 

สารเคมี  

1. กรดซัลฟิวริคเข้มข้น 72 เปอร์เซ็นต์ (72 % H2SO4) 

วิธีการ  

เติมกรดซลัฟิวริคเข้มข้น 72 เปอร์เซ็นต์ ปรมิาตร 40 มิลลลิติร ลงใน gooch crucible ที่มี บีกเกอร ์

ใช้แท่งแก้วคนเป็นครั้งคราวให้ทั่ว ตั้งทิง้ไว้ 3 – 4 ช่ัวโมงน้ามากรองโดยใช้ความร้อนล้างและล้างครั้ง
สุดท้ายด้วยอะซีโตน 

อบแห้งที่ 100 องศาเซลเซียส ตลอดคืน 

ทิ้งใหเ้ย็นในโถดูดความช้ืนช่ังและบันทกึน้้าหนัก 

เผาที่ 500 องศาเซลเซียส ตลอดคืน 

เอาออกใส่โถดูดความช้ืนช่ังและบันทึกน้้าหนกั 

 

การค้านวณ % ADL =
(น้้าหนัก crucible +  น้้าหนักแห้ง lignin) – (น้้าหนัก crucible +  Ash)  ×  100

น้้าหนักตัวอย่าง
 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



102 

 

2.  การวิเคราะห์หาปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ด้วยวีธีดีเอ็นเอส (ดัดแปลงจาก สาโรจน์และคณะ, 
2544) 

        2.1 อุปกรณ์ 

1. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
2. คิวเวตแก้ว 
3. ปิเปต 
4. หลอดทดลอง 

       2.2 สารเคมี 

1. 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 1.0 เปอร์เซ็นต์ เตรียมโดยช่ังดีเอ็นเอส 10 กรัม ในน้้า 
250 มิลลิลิตร เติมสารละลายด่างทีละน้อย (NaOH 16 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 200 มิลลิลิตร) คนให้
ละลายเข้ากันจนหมด น้าไปอุ่นในอ่านน้้าร้อนจนกระทั่งได้สารละลายใสจากนั้นเติม potassium 
sodium tartrale (Rochell salt) ]ลงไปทีละน้อยจนครบ 300 กรัม ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 
มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง 

2. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยช่ังกลูโคสมา 0.1000 กรัม ละลายในน้้ากลั่นปรับ
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลายกลูโคสเข้มข้น 1.0  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน้ามา
เจือจางให้ได้ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนี้ 

 
ตารางที่ ข-1 การเจือจางสารละลายกลูโคสด้วยน้้ากลั่นให้ได้ความเข้มข้น 0-1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
หลอดที่ สารละลายกลูโคส 

(1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
น้้ากลั่น 
(มิลลิลิตร) 

สารละลายกลูโคสมาตรฐาน  
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 

0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 
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       2.3 วิธีการ 

 1. ดูดสารละลายตัวอย่างที่ผ่านการหมุนเหว่ียงแยกเซลล์ออกแล้ว หรือสารละลายกลูโคส
มาตรฐาน (ความเข้มข้น 1.0  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่ต้องการวิเคราะห์ 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลอง 
 2. เติมสารละลายดีเอ็นเอสปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร 
 3. น้าหลอดทดลองไปต้มในน้้าเดือด เป็นเวลา 5 นาที 
 4.แช่หลอดทอลองในอ่านน้้าเย็น 5 นาที 
 5. เติมน้้ากลั่น 6 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสมให้เข้ากันแล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลนืแสงที่
ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
 6. น้าค่าการดูดกลืนแสงเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพื่อหาความเข้มข้นของกลู โคสใน
สารละลายตัวอย่าง หรือค้านวณได้จาก 
 

ความเข้มข้นของกลูโคส (กรัมต่อลิตร)  =  
(ค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร)𝑥(อัตราการเจือจาง) 

(ความชันของกราฟมาตรฐาน)
 

 
 

 
รูปท่ี ข-1 กราฟมาตรฐานน้้าตาลกลูโคส 

 

 

y = 0.9703x + 0.0055 
R² = 0.9992 
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3.  การหาจ านวนจุลินทรีย์ทั งหมดและการนับจ านวนโคโลนีโดยวิธี Total plate 
count (ดัดแปลงจาก สุรีย์, 2549 และ สาโรจน์และคณะ, 2544) 
        3.1 อุปกรณ์ 

1. จานเพาะเช้ือ 
2. อาหารเลียงเช้ือ  de Man Rogosa Sharpe (MRS) 
3. ปิเปตขนาดต่าง ที่อบฆ่าเช้ือแล้ว 
4. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ร้อยละ 0.85 (น้้าหนักต่อปริมาตร) โดยช่ังโซเดียม

คลอไรด์ (NaCl) 8.5 กรัม ละลายในน้้ากลั่น และปรับปริมาตรเป็น 1ลิตร 
5. หลอดทดลอง 
6. ตู้บ่มอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

       3.2 วิธีการนับจ้านวนโคโลนี 

1. ดูดตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร น้ามาเจือจางด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
เข้มข้นร้อยละ 0.85 ที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว ให้ได้ระดับความเจือจางที่เหมาะสม  

2. ดูดตัวอย่างแต่ละความเจือจางที่เหมาะสมใส่ลงในจานเพาะเลี้ยงเช้ือที่ผ่านการฆ่าเช้ือ
เรียบร้อยแล้ว จานละ 1 มิลลิลิตร 

3. น้าอาหารแข็ง MRS ที่ผ่านการฆ่าเช้ือเรียบร้อยแล้วที่มีอุณหภูมิประมาณ 45-50 องศา
เซลเซียส เทลงในจานเพาะเลี้ยงเช้ือประมาณ 10 มิลลิลิตร 

4. ท้าการวนจานเพาะเลี้ยงเช้ือ 4-5 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ให้วุ้นแข็งตัว จากนั้นคว้่าจานเพาะเลี้ยงเช้ือ 
และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน 

5. นับจ้านวนโคโลนีในอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยเลือกเฉพาะระดับความเจือจางที่มีโคโลนีอยู่
ในช่วง 25-250 โคโลน ี

6. ค้านวณหาจ้านวนจุลินทรีย์ทั้งหมด (CFU ต่อมิลลิลิตร) 
 

CFU ต่อมิลลิลิตร = จ้านวนโคโลนีที่นับได้ × ส่วนกลบัของ Dilution factor 

 
 
4.  การวิเคราะห์ปริมาณกรดแอซีติกและปริมาณกรดโพรพิโอนิกด้วยเครื่อง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ดัดแปลงจาก (พรวิสาข์, 2551) 

       ท้าการเตรียมตัวอย่างโดยน้าน้้าหมักมาปั่นเหว่ียงตัวอย่างด้วยความเร็วรอบ 10,000 × g เป็น
เวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น้าส่วนใสกรองผ่านเซลลูโลสเมมเบรน (cellulose 
acetate filter) ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร แล้ววิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC (SHIMAZU รุ่น LC เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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solution) โดยใช้คอลัมน์ Shim-pack Inertsil C8-3 (4.6x250 mm., 5 µm, SHIMADZU, Japan) 
โดยมีสารละลายกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (Coral และคณะ, 2008) เป็นเฟสเคลื่อนที่ 
(mobile phase) อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดด้วย UV-Detector ที่ความยาวคลื่น 
210 นาโนเมตร น้าพื้นที่ใต้กราฟจากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
กรดโพรพิโอนิก 

       3.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดโพรพิโอนิก 

เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดโพรพิโอนิกความเข้มข้น 0, 20, 40, 60, 80 และ 100         
มิลลิโมลาร์ น้าสารละลายมาตรฐานไปวิเคราะห์ปริมาณกรดโพรพิโอนิกด้วย HPLC น้าพื้นที่ใต้กราฟที่
วิเคราะห์ได้มาเขียนกราฟมาตรฐานระหว่างพื้นที่ใต้กราฟกับความเข้มข้นกรดโพรพิโอนิก โดยค้านวณ
ความเข้มข้นของกรดโพรพิโอนิกมาตรฐานที่มีหน่วยมิลลิโมลาร์เป็นหน่วยกรัมต่อลิตร แสดงกราฟ
มาตรฐานของกรด โพรพิโอนิกดังรูปที่ ข-2 
 
 

 
รูปท่ี ข-2 กราฟมาตรฐานกรดโพรพิโอนิก 

 
 
 
 
 

y = 52863x + 24056 
R² = 0.9994 
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ความเข้มข้นกรดโพรพิโอนิก(มิลลโิมลาร์) 
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ตัวอย่างโครมาโตแกรมของกรดโพรพิโอนิก 

 

รูปท่ี ข-3 แสดงโครมาโตแกรมของกรดโพรพิโอนกิ 

 

5. วิธีค านวณค่าจลนพลศาสตร์ 

       5.1 ผลไดข้องผลิตภัณฑ์ (Yield; YP/S) 

YP/S  =  ∆P/∆S 

∆P = ปริมาณผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึน 

∆S = ปริมาณซับสเตรทที่ถูกใช้ไป 

       

       5.2 อัตราการเกิดของผลิตภัณฑ์ (QP) 

QP  =   ∆P/T 

∆P = ปริมาณผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึน 

T = เวลาที่ใช้ผลิตภัณฑ์ 
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1. ผลการศึกษาองค์ประกอบของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ตารางท่ี ค-1 องค์ประกอบของเส้นใยทะลายปาล์มที่ผ่านการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

 
องค์ประกอบ 

ความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์ (รอ้ยละโดยมวลต่อปรมิาตร) 
ก่อนการปรบัสภาพ 1 2 3 

เซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส 
ลิกนิน 
อื่นๆ 

39.99 
17.24 
19.48 
23.29 

57.92 
18.27 
16.03 
7.78 

59.79 
19.40 
14.08 
6.73 

62.81 
15.25 
14.23 
7.71 

 
 

2. การคดัเลือกปัจจัยที่มผีลตอ่การไฮโดรไลซิสเสน้ใยทะลายปาล์ม โดยใช้การออกแบบ
การทดลองแบบ Central composite design (CCD) 
ตารางท่ี ค-2 ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) โดยการออกแบบการทดลองแบบ CCD 

การ
ทดลองที ่

รหสัของปัจจัย ระดับของปจัจัย น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมตอ่ลิตร) C (X1) R (X2) T (X3) C (X1) R (X2) T (X3) 

1 -1 -1 -1 0.5 1:5 30 5.55 
2 -1 -1 1 0.5 1:5 90 8.91 
3 -1 1 -1 0.5 1:15 30 4.15 
4 -1 1 1 0.5 1:15 90 7.02 
5 1 -1 -1 1.5 1:5 30 8.37 
6 1 -1 1 1.5 1:5 90 11.89 
7 1 1 -1 1.5 1:15 30 5.51 
8 1 1 1 1.5 1:15 90 7.98 
9 -1.68 0 0 0.159 1:10 60 3.29 
10 1.68 0 0 1.841 1:10 60 8.11 

หมายเหตุ*  C = ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
      R = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
      T = เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (นาที) 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี ค-2 ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) โดยการออกแบบการทดลองแบบ CCD (ต่อ) 

การ
ทดลองที ่

รหสัของปัจจัย ระดับของปจัจัย น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมตอ่ลิตร) C (X1) R (X2) T (X3) C (X1) R (X2) T (X3) 

11 0 -1.68 0 1.0 1:1.59 60 9.84 
12 0 1.68 0 1.0 1:18.41 60 5.81 
13 0 0 -1.68 1.0 1:10 9.54 4.72 
14 0 0 1.68 1.0 1:10 110.46 6.08 
15 0 0 0 1.0 1:10 60 15.96 
16 0 0 0 1.0 1:10 60 16.06 
17 0 0 0 1.0 1:10 60 15.96 
18 0 0 0 1.0 1:10 60 16.08 
19 0 0 0 1.0 1:10 60 15.91 
20 0 0 0 1.0 1:10 60 16.05 

หมายเหตุ*  C = ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
      R = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
      T = เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (นาที) 

 

ตารางท่ี ค-3 แสดงการคาดคะเนปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ ด้วยปัจจัยจ้าเพาะต่างๆ ซึ่งได้จากพื นที่
ตอบสนอง 

การ
ทดลองที ่

ระดับของปจัจัย รหสัของปัจจัย น ้าตาลรีดิวซ ์
(กรัมตอ่ลิตร) C (X1) R (X2) T (X3) C (X1) R (X2) T (X3) 

1 0.95 6.32 63.16 -0.1 -0.736 0.105 15.46 
2 0.95 7.37 63.16 -0.1 -0.526 0.105 15.88 
3 0.95 8.42 63.16 -0.1 -0.316 0.105 16.08 
4 0.95 9.47 63.16 -0.1 -0.106 0.105 16.06 
5 0.95 10.53 63.16 -0.1 0.106 0.105 15.80 
6 0.95 11.58 63.16 -0.1 0.316 0.105 15.33 
7 1.05 6.32 63.16 0.1 -0.736 0.105 15.68 
8 1.05 7.37 63.16 0.1 -0.526 0.105 16.08 

หมายเหตุ*  C = ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
      R = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
      T = เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (นาที) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี ค-3 แสดงการคาดคะเนปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ ด้วยปัจจัยจ้าเพาะต่างๆ ซึ่งได้จากพื นที่
ตอบสนอง (ต่อ) 

การ
ทดลองที ่

ระดับของปจัจัย รหสัของปัจจัย น ้าตาลรีดิวซ ์
(กรัมตอ่ลิตร) C (X1) R (X2) T (X3) C (X1) R (X2) T (X3) 

9 1.05 8.42 63.16 0.1 -0.316 0.105 16.26 
10 1.05 9.47 63.16 0.1 -0.106 0.105 16.22 
11 1.05 10.53 63.16 0.1 0.106 0.105 15.95 
12 1.05 11.58 63.16 0.1 0.316 0.105 15.46 
13 1.16 6.32 63.16 0.32 -0.736 0.105 15.60 
14 1.16 7.37 63.16 0.32 -0.526 0.105 15.99 
15 1.16 8.42 63.16 0.32 -0.316 0.105 16.15 
16 1.16 9.47 63.16 0.32 -0.106 0.105 16.08 
17 1.16 10.53 63.16 0.32 0.106 0.105 15.79 
18 1.16 11.58 63.16 0.32 0.316 0.105 15.28 
19 1.26 6.32 63.16 0.52 -0.736 0.105 15.25 
20 1.26 7.37 63.16 0.52 -0.526 0.105 15.62 
21 1.26 8.42 63.16 0.52 -0.316 0.105 15.76 
22 1.26 9.47 63.16 0.52 -0.106 0.105 15.68 
23 1.26 10.53 63.16 0.52 0.106 0.105 15.37 
24 1.26 11.58 63.16 0.52 0.316 0.105 14.84 
25 1.37 6.32 63.16 0.74 -0.736 0.105 14.55 
26 1.37 7.37 63.16 0.74 -0.526 0.105 14.89 
27 1.37 8.42 63.16 0.74 -0.316 0.105 15.02 
28 1.37 9.47 63.16 0.74 -0.106 0.105 14.91 
29 1.37 10.53 63.16 0.74 0.106 0.105 14.58 
30 1.37 11.58 63.16 0.74 0.316 0.105 14.03 

หมายเหตุ*  C = ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอสฟอริก (ร้อยละโดยปริมาตร) 
      R = อัตราส่วนของเส้นใยทะลายปาล์มต่อสารละลายกรดฟอสฟอริก (กรัมต่อมิลลิลิตร) 
      T = เวลาที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (นาที) 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.  ผลการศึกษาและเปรียบเทียบการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากอาหารไฮโดรไลเสทที่
ผ่านการก าจัดความเป็นพิษด้วยวิธี overliming และไม่ผ่านการก าจัดความเป็นพิษ 
ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

 
ตารางท่ี ค-4 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้ และปริมาณเซลล์ ของเชื อ 
Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 ในอาหารไฮโดรไลเสทที่ผ่านการก้าจัดความเป็น
พิษ ด้วยวิธี overliming  

ช่ัวโมงที ่
ปริมาณกรดกรดโพรพิโอนิก 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่
ถูกใช้ (กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณเซลล์  
(logCFU) 

0 1.02 11.77 5.407 
24 2.56 9.88 7.053 
48 4.66 4.17 8.712 
72 7.28 4.24 8.744 
96 7.70 3.94 8.574 
120 7.78 4.04 8.326 
144 7.21 3.88 8.287 

 
 

ตารางท่ี ค-5 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้ และปริมาณเซลล์ ของเชื อ 
Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 ในอาหารไฮโดรไลเสทที่ไม่ผ่านการก้าจัดความ
เป็นพิษ  

ช่ัวโมงที ่
ปริมาณกรดกรดโพรพิโอนิก 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่
ถูกใช้ (กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณเซลล ์
(logCFU) 

0 1.78 12.43 5.344 
24 3.31 11.22 7.270 
48 7.08 4.47 8.794 
72 8.48 4.87 8.805 
96 9.13 4.86 8.535 
120 9.82 4.86 8.305 
144 9.03 3.64 8.265 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข้อมูลทางสถติ ิ
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ง-1 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเส้นใยทะลายปาล์มก่อนการปรับสภาพ
และหลังการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

ANOVA 

    
Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F Sig. 

Cellulose 
Between 
Groups 

953.408 3 317.803 7565.228 0 

 

Within 
Groups 

0.336 8 0.042 
  

 
Total 953.744 11 

   

Hemicellulose 
Between 
Groups 

28.02 3 9.34 42.383 0 

 

Within 
Groups 

1.763 8 0.22 
  

 
Total 29.783 11 

   

Lignin 
Between 
Groups 

56.768 3 18.923 1096.957 0 

 

Within 
Groups 

0.138 8 0.017 
  

 
Total 56.906 11 

   

etc 
Between 
Groups 

569.625 3 189.875 678.105 0 

 

Within 
Groups 

2.24 8 0.28 
  

  Total 571.865 11       
 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Cellulose 

   Duncana 
     

NaOH N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
0% 3 39.9867 

   
1% 3 

 
57.92 

  
2% 3 

  
59.79 

 
3% 3 

   
62.81 

Sig.   1 1 1 1 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

  
Hemicellulose 

  Duncana 
     

NaOH N 
  Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 

3% 3 15.2467 
   

0% 3 
 

17.2433 
  

1% 3 
  

18.27 
 

2% 3 
   

19.4 
Sig.   1 1 1 1 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

  
Lignin 

  Duncana 
    

NaOH N 
  

Subset for alpha = 
0.05 

1 2 3 
2% 3 14.08 

  
3% 3 14.23 

  
1% 3 

 
16.03 

 
0% 3 

  
19.48 

Sig.   0.199 1 1 
Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Etc. 

  Duncana 
    

NaOH N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
2% 3 6.73 

  
3% 3 7.7133 7.7133 

 
1% 3 

 
7.78 

 
0% 3 

  
23.29 

Sig.   0.052 0.881 1 
Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Tests of Between-Subjects Effects 
 
Dependent Variable: reducingsugar 

Source 
Type III Sum 
of Squares 

df 
Mean 
Square 

F Sig. 

Corrected Model 1253.508a 13 96.424 1190.048 .000 
Intercept 173.245 1 173.245 2138.172 .000 

concentration 27.540 2 13.770 169.950 .000 
ratio 62.323 2 31.161 384.590 .000 
time 90.786 2 45.393 560.232 .000 

con_ratio 4.541 1 4.541 56.049 .000 
con_time .022 1 .022 .267 .608 

ration_time .889 1 .889 10.976 .002 
con_con .000 0 . . . 
ratio_ratio .000 0 . . . 
time_time .000 0 . . . 

Error 3.727 46 .081   
Total 6859.649 60    

Corrected Total 1257.235 59    

a. R squared= 0.997 (Adjusted R Squared=0.996) 
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ประวัติผู้เขียน 

 

ช่ือ-นามสกุล  นางสาวจุฑามาศ วิเศษศรี 

วัน เดือน ปีเกิด   6 มีนาคม 2533 

ที่อยู่ปัจจุบัน   39/1 หมู่ 3 ต าบลนาตาขวัญ อ าเภอเมืองระยอง จังหวัดระยอง 

ประวัติการศึกษา  พ.ศ. 2554 วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง  

 พ.ศ. 2559 วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยา- 
ศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

ผลงานทางวิชาการ   จุฑามาศ วิเศษศรี และ สุขใจ ชูจันทร์ เรื่องการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อ
การปรับสภาพและการไฮโดรไลซิสเส้นใยทะลายปาล์มเหลือใช้จากการ
เพาะเห็ดฟางเพื่อผลิตน  าตาลรีดิวซ์. การประชุมวิชาการระดับชาติ     
“วลัยลักษณ์วิจัย” ครั งที่ 8 ระหว่างวันที่ 7-8 เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2559 
ณ อาคารปฏิบัติการเทคโนโลยีและพัฒนานวัตกรรม มหาวิทยาลัย      
วลัยลักษณ์ 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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