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บทคัดย่อ  

ปัจจุบนัการผลิตไบโอเอทานอลจากชีวมวลลิกโนเซลลูโลสได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก เนื�องจาก

ความตอ้งการใชเ้ป็นแหล่งพลงังานทดแทนมีแนวโนม้สูงขึ�น การวจิยัครั� งนี� มีวตัถุประสงคเ์พื�อศึกษาประสิทธิภาพ

ของเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ (Musa sapientum L.)ในการผลิตไบโอเอทานอล โดยการศึกษาการปรับสภาพเปลือกกลว้ย

นํ�าวา้ดว้ยวธีิการทางเคมี และวธีิการทางเคมีกายภาพ ก่อนนาํชีวมวลที�ผา่นการปรับสภาพไปยอ่ยดว้ยเอนไซมผ์สม

ระหวา่งไซแลนเนสและเซลลูเลส ผลการทดลองพบวา่กระบวนการปรับสภาพดว้ยอุณหภูมิ 121°C ร่วมกบั NaOH 

0.05 N ให้ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์สูงสุดที� 808.88 mg/ml นอกจากนี� ยงัพบว่านํ� าตาลรีดิวซ์จากตัวอย่างชีวมวล       

เปลือกกล้วยนํ� าวา้มีปริมาณมากขึ�นในทุกชุดการทดลองเมื�อผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โดยเฉพาะชีวมวลที�ผ่าน       

การปรับสภาพดว้ยวธีิการทางเคมีกายภาพ และเมื�อนาํไฮโดรไลเสทจากการยอ่ยชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ�าวา้มาใชใ้น

การผลิตไบโอเอทานอลดว้ยยีสต ์Pichia stipitis TISTR 5306 ผลการทดลองพบว่าปริมาณเอทานอลสะสมสูงสุด        

ที� 7.47 g/l เมื�อใชไ้ฮโดรไลเสทที�มีนํ� าตาลรีดิวซ์สูงสุดเป็นสับสเตรท จากผลการทดลองในครั� งนี�นาํไปสู่แนวทาง

สําคญัในการจดัหาชีวมวลทางเลือกควบคู่กบัการศึกษากระบวนการที�เหมาะสมในการผลิตไบโอเอทานอลเพื�อ

ตอบสนองต่อความตอ้งการเชื�อเพลิงชีวภาพที�มีแนวโนม้มากขึ�นต่อไปในอนาคต 

 

คําสําคัญ: เปลือกกลว้ยนํ�าวา้; ไบโอเอทานอล; การปรับสภาพชีวมวล; ชีวมวลลิกโนเซลลูโลส 
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Abstract  

Nowadays, the production of bioethanol from lignocellulosic biomass is intensive attention regarding to 

the largest increase in the renewable energy demand. The objective of this study was focused on the efficiency of 

bioethanol production from banana peel (Musa sapientum L.) rely on the differentiated biomass pretreatment 

either chemical or physico-chemical techniques followed by the synergistic of cellulase and xylanase enzyme 

hydrolysis. The physico-chemical pretreatment through 121°C and 0.05 N NaOH was exhibited the highest reducing 

sugar concentration at 800.88 mg/ml. Moreover, the reducing sugar derived from the pretreated banana peel 

biomass was slightly enhanced according to the enzymatic hydrolysis reaction, especially the physico-chemical 

pretreated biomass. The banana peel hydrolysate was readily accessed to the bioethanol fermentation constructed 

by Pichia stipitis TISTR5306. The result revealed the maximize ethanol accumulation at 7.47 g/l according to the 

utilization of the highest reducing sugar as a substrate. The overall results would be defined as the considerable 

scheme toward simultaneously alternative biomass and the effectiveness technology optimization for bioethanol 

production responded to the further extending demand of an alternative bio-fuel. 

 

Keywords: Banana peel (Musa sapientum L.); Bioethanol; Biomass pretreatment; Lignocellulosic biomass 

 

1. บทนํา 

การผลิตไบโอเอทานอล (bioethanol) จากชีวมวลลิกโนเซลลูโลส (lignocellulosic biomass) ไดรั้บความ

สนใจเป็นอยา่งมากในปัจจุบนั ซึ� งสอดคลอ้งกบัสภาวการณ์ที�ทั�วโลกใหค้วามสาํคญัในขณะนี�  ไดแ้ก่ ปริมาณความ

ตอ้งการพลงังานสําหรับระบบขนส่ง พลงังานเชื�อเพลิงในอุตสาหกรรมและกิจกรรมอื�น ๆ ที�เพิ�มปริมาณขึ�นอยา่ง

รวดเร็วส่งผลต่อราคานํ� ามนัที�เพิ�มสูงขึ�นในหลายพื�นที�ทั�วโลก รวมไปถึงผลกระทบในเรื�องของการปลดปล่อย          

ก๊าซเรือนกระจก (Greenhouse gas, GHG) ที�เกิดจากกิจกรรมการใช้เชื�อเพลิงฟอสซิล ผลจากปัจจยัต่าง ๆ เหล่านี�

ส่งผลให้หลายประเทศทั�วโลกมีความตื�นตวัในการพฒันาแหล่งพลังงานทางเลือกเพื�อทดแทนการใช้นํ� ามัน

เชื�อเพลิงในกิจกรรมต่าง ๆ [1-2] ปัจจุบนัในหลาย ๆ ประเทศมีการใชเ้อทานอลผสมกบันํ�ามนัเบนซินเป็นพลงังาน

เชื�อเพลิงทดแทน เช่น การผสมในอตัราส่วน 10 ถึง 85% เป็นตน้ [ 3-4] นอกจากเป็นการลดการใชน้ํ� ามนัเชื�อเพลิง

ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพแลว้นั�น การใชเ้อทานอลเป็นส่วนผสมยงัเป็นการช่วยเพิ�มค่าออกเทนและให้ความร้อนกบั

เครื�องยนตไ์ดเ้ร็วขึ�น [5]   

 การพิจารณาเลือกใชชี้วมวลลิกโนเซลลูโลส เช่น วสัดุเหลือทิ�งทางการเกษตร ในการผลิตไบโอเอทานอล

จาํเป็นตอ้งมีขั�นตอนการปรับสภาพชีวมวลและการยอ่ยดว้ยเอนไซม์ เพื�อทาํลายพนัธะระหว่างโครงสร้างที�เป็น

องคป์ระกอบของผนงัเซลลพ์ืชซึ� งประกอบดว้ยเซลลูโลส (40-50%) เฮมิเซลลูโลส (25-35%) และลิกนิน (15-20%) 
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(รูปที� 1) ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นนํ� าตาล (C5 และ C6) ที�สามารถใช้เป็นสับสเตรทในการผลิตเอทานอลจากกระบวน       

การหมกั (fermentable sugars) [2, 6] 

 เนื�องจากชีวมวลกลุ่มลิกโนเซลลูโลสมีลกัษณะโครงสร้างและองคป์ระกอบต่างกนั จึงจาํเป็นตอ้งพิจารณา

เลือกใช้เทคโนโลยีในการปรับสภาพที�เหมาะสม ซึ� งในการปรับสภาพชีวมวลเป็นขั�นตอนที�สามารถทาํให้เกิด  

ผลกระทบต่อกระบวนการผลิตไบโอเอทานอลในขั�นตอนอื�น ๆ ไดแ้ก่ การยอ่ยเซลลูโลส การเกิดสารประกอบที�

เป็นพิษและยบัย ั�งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในการหมัก เช่น furan aldehyde (furfural, 5-hydroxy methyl 

furfural (HMF)), phenolics (vanillin), กรดอ่อน (acetic acid และ formic acid) (รูปที�  1) การใช้พลังงานไฟฟ้า       

ในการกวนผสม การเพิ�มขั�นตอนในการเก็บเกี�ยวผลิตภณัฑ์ไบโอเอทานอล รวมทั�งการกาํจดันํ� าเสียหรือของ      

เหลือทิ�งเมื�อสิ�นสุดกระบวนการผลิต [7-9] นอกจากนี� ยงัจาํเป็นตอ้งคาํนึงปัจจยัอื�นที�สําคญัอีกหลายประการ เช่น 

ตน้ทุนการดาํเนินการ และสัดส่วนการผลิตไบโอเอทานอลต่อปริมาณชีวมวลตั�งตน้ เป็นตน้ [10] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 1 องคป์ระกอบของชีวมวลลิกโนเซลลโูลส และสารยบัย ั�งที�เกิดจากกระบวนการปรับสภาพ [ดดัแปลงจาก 9] 

 

เปลือกกล้วยนํ� าวา้ (Musa sapientum L.) จดัเป็นวสัดุเหลือทิ�งทางการเกษตรที�พบมากทั�วทุกภูมิภาคใน

ประเทศไทย เนื�องจากกลว้ยนํ� าวา้เป็นผลไมที้�มีการเพาะปลูกมากและนิยมบริโภคทั�วไปในประเทศเขตร้อน [11]         

ซึ� งพบเปลือกกล้วยนํ� าวา้ถูกทิ�งกลายเป็นของเสียปริมาณมาก ทาํให้เกิดผลกระทบในด้านการจดัการขยะและ       

ของเหลือทิ�ง จากการศึกษาองค์ประกอบเบื�องตน้ของเปลือกกลว้ยนํ� าวา้พบว่ามีแป้ง (starch) และเส้นใย (crude 

fiber) เป็นองค์ประกอบประมาณ 59 และ 31.70 %  ตามลาํดบั [12-13] ซึ� งเส้นใยที�พบในเปลือกกล้วยนํ� าวา้เป็น

ส่วนที�ประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน จึงจดัได้ว่าเปลือกกล้วยนํ� าวา้เป็นกลุ่มชีวมวลลิกโน

เซลลูโลสชนิดหนึ�งที�สามารถใชเ้ป็นวตัถุดิบหลกัในกระบวนการผลิตไบโอเอทานอลได ้[14-15]  แต่อยา่งไรก็ตาม

การพิจารณาใช้ชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ในการผลิตเอทานอลนั�น พบว่าลิกนินเป็นองค์ประกอบสําคญัที�จาํกดั  
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การทาํงานของเอนไซมที์�ทาํหนา้ที�ยอ่ยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ดงันั�นการปรับสภาพเปลือกกลว้ยนํ� าวา้จึงเป็น

ขั�นตอนสาํคญัในการกาํจดัลิกนินและปรับสภาพโครงสร้างเปลือกกลว้ยนํ�าวา้ในอยูใ่นสภาพที�เหมาะสมต่อเปลี�ยน

เซลลูโลสให้เป็นนํ� าตาลในรูปของนํ� าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) สําหรับการผลิตเอทานอลเป็นลาํดบัต่อไป [16] 

จากรายงานวจิยัที�ผา่นมามีการใชเ้ปลือกกลว้ยนํ� าวา้เป็นวตัถุดิบสาํหรับผลิตไบโอเอทานอลโดยการปรับสภาพดว้ย

การใชไ้อนํ�าร้อนที�อุณหภูมิ 91.02°C ความดนั 15 psi ควบคู่กบัการยอ่ยดว้ยกรดซลัฟิวริกที�ความเขม้ขน้ 1.5% (v/v) 

พบว่าให้ผลิตภณัฑ์ไบโอเอทานอล 45% โดยอาศยักิจกรรมของยีสต ์Saccharomyces cerevisiae [17] ในการทดลอง

ครั� งนี� จึงมีความสนใจศึกษาแนวทางการปรับสภาพเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ด้วยวิธีการต่าง ๆ ทั�งวิธีการทางเคมี และ

วิธีการปรับสภาพร่วมเคมีกายภาพ ก่อนนาํไปยอ่ยทางชีวภาพดว้ยเอนไซมผ์สมสองชนิดเพื�อเตรียมชีวมวลเปลือก

กลว้ยนํ�าวา้ใหเ้ป็นวตัถุดิบหลกัในการผลิตไบโอเอทานอลดว้ยยสีตส์ายพนัธ์ุ Pichia stipitis ต่อไป 

 

2. อุปกรณ์และวธีิการทดสอบ 

2.1 การเตรียมชีวมวลเปลอืกกล้วยนํ�าว้า 

เปลือกกลว้ยนํ� าวา้ (Musa sapientum L.) ที�ใชใ้นการทดลองครั� งนี� ไดจ้ากร้านจาํหน่ายกลว้ยทอดในพื�นที�

อาํเภอพระนครศรีอยธุยา จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา โดยเลือกใชเ้ปลือกกลว้ยนํ� าวา้ที�ไม่ทิ�งไวค้า้งคืนและมีลกัษณะ

อวบนํ� า นาํมาล้างทาํความสะอาด วางให้สะเด็ดนํ� า แล้วกาํจดัยางกล้วยด้วยการแช่เปลือกกล้วยในสารละลาย   

NaCl 3% เป็นเวลา 5 ชั�วโมง จากนั�นตม้เปลือกกลว้ยให้เดือดในสารละลายกรดแอซิติก 5% ที�อุณหภูมิ 90°C เป็น

เวลา 30 นาที [ดดัแปลงจาก 11] หั�นตวัอย่างให้เป็นชิ�นเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 1×1 เซนติเมตร แลว้ทาํให้แห้งใน

ตูอ้บลมร้อนที�อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 24 - 48 ชั�วโมง [18] จากนั�นนาํเปลือกกล้วยนํ� าวา้ที�ผ่านการอบแห้งไป

บดละเอียดดว้ยเครื�องปั�นเอนกประสงค์แลว้ร่อนผ่านตะแกรง (sieve no. 40 และ 60, Cole Parmer, USA) จนได้

อนุภาคชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ�าวา้ขนาด 250 µm สาํหรับการทดลองในขั�นตอนถดัไป 

2.2 การปรับสภาพเปลอืกกล้วยนํ�าว้า (Pretreatment) 

2.2.1 การปรับสภาพตัวอย่างเปลอืกกล้วยนํ�าว้าด้วยวธีิการทางเคมี (Chemical pretreatment)  

การปรับสภาพด้วยวิธีการทางเคมีได้ดาํเนินการศึกษาโดยใช้สารละลายกรดซัลฟิวริก (H2SO4) และ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ที�ความเขม้ขน้ 0.05, 0.1 และ 0.2 N โดยกาํหนดอตัราส่วนเปลือกกลว้ย

นํ� าวา้ต่อสารละลาย เท่ากบั 1 : 6 (ชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ 10 g ในสารละลายปริมาตร 60 ml) การปรับสภาพ

ดาํเนินการที�อุณหภูมิห้องโดยการเขย่าที�ความเร็วรอบ 100 rpm เป็นเวลา 60 นาที [ดดัแปลงจาก 19] จากนั�นแยก

สารละลายส่วนใสออกจากชีวมวลด้วยการเซนตริฟิวจ์ที�ความเร็วรอบ 9,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที (Sigma 3-

16KL, USA) แลว้จึงนาํส่วนใสที�ไดไ้ปวเิคราะห์ปริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์ที�เกิดขึ�น 

2.2.2 การปรับสภาพด้วยวธีิการทางเคมีกายภาพ (Physico-chemical pretreatment)  

การปรับสภาพดาํเนินการโดยให้ความร้อนกบัตวัอย่างเปลือกกล้วยนํ� าวา้ดว้ยหมอ้นึ� งฆ่าเชื�อแรงดนัสูง 

(autoclave) ที�อุณหภูมิ 121°C ภายใตแ้รงดนั 15 psi เป็นเวลา 15 นาที ซึ� งเป็นการประยกุตจ์ากวธีิ popping treatment 
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[20] พกัใหเ้ยน็ที�อุณหภูมิห้อง แลว้แบ่งเปลือกกลว้ยนํ�าวา้ที�ผา่นการใหค้วามร้อนออกเป็น 2 ส่วน นาํไปปรับสภาพ

ด้วย H2SO4 และ NaOH ที�ความเขม้ขน้ 0.05, 0.1, และ 0.2 N การปรับสภาพดาํเนินการเช่นเดียวกบัการทดลอง      

ในขอ้ 2.2.1 

2.3 การย่อยชีวมวลเปลอืกกล้วยนํ�าว้าด้วยวธีิการทางชีวภาพ (Enzymatic saccharification) 

การยอ่ยชีวมวลดว้ยเอนไซมด์าํเนินการโดยการนาํเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ที�ผา่นการปรับสภาพดว้ยวิธีทางเคมี 

และวิธีการทางเคมีกายภาพ (ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์สูงสุด) ปริมาณ 1.5 g ในนํ� ากลั�น 200 ml จากนั�นใช้เอนไซม์ 

เซลลูเลส (Celluclast, Sigma Aldrich) และไซแลนเนส (Pentopan Mono BG, Sigma Aldrich) ที�ปริมาณเอนไซม์ 

15 U/g ปรับ pH เท่ากบั 5.0 ± 0.5 ก่อนเริ�มปฏิกิริยาการยอ่ยดว้ยเอนไซมที์�อุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา 24 ชั�วโมง เมื�อครบ

กาํหนดเวลาแลว้จึงนาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 10 นาที เพื�อหยุดปฏิกิริยาการย่อย [ดดัแปลงจาก 21-22] 

แยกสารละลายไฮโดรไลเสทออกจากชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ด้วยการเซนตริฟิวจ์ที�ความเร็วรอบ 9,000 rpm   

เป็นเวลา 10 นาที (Sigma 3-16KL, USA) แลว้จึงนาํไฮโดรไลเสทไปวเิคราะห์ปริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์ที�เกิดขึ�น 

2.4 การวเิคราะห์ปริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์ด้วยวธีิ DNS method (3, 5-dinitrosalicylic acid) 

2.4.1  การเตรียมกราฟมาตรฐานนํ�าตาลกลูโคส (Glucose standard curve)  

เตรียมสารละลายนํ�าตาลกลูโคสความเขม้ขน้ช่วง 0 - 1,500 mg/ml ปริมาตร 1.5  ml ใส่ลงในหลอดทดลอง 

แล้วเติมสารละลาย DNS (3, 5-dinitro salicylic acid, Sigma Aldrich, USA) ปริมาตร 1.5 ml ปิดฝาหลอดทดลอง

แลว้ผสมสารละลายให้เป็นเนื�อเดียวกนั บ่มที�อุณหภูมิ 80°C เป็นเวลา 30 นาที เมื�อครบกาํหนดเวลาแล้วจึงยา้ย

หลอดทดลองลงในนํ� าเย็นทันทีเพื�อหยุดปฏิกิริยา ตั� งไวที้�อุณหภูมิห้อง เมื�อสารละลายมีอุณหภูมิใกล้เคียง

อุณหภูมิหอ้งจึงนาํสารละลายที�ไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 540 nm [23-24]  

2.4.2  การวเิคราะห์ปริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar)  

การวิเคราะห์ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์จากชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ที�ผา่นการปรับสภาพดว้ยวิธีทางเคมี เคมี

กายภาพ และการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์การทดลองดาํเนินการเช่นเดียวกบัวิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานนํ� าตาลกลูโคส 

โดยใช้สารละลายส่วนใสที�ได้จากการปรับสภาพชีวมวลเปลือกกล้วยนํ� าวา้ และไฮโดรไลเสทที�ผ่านการย่อยด้วย

เอนไซมป์ริมาตร 1.5 ml แทนสารละลายนํ� าตาลกลูโคส การคาํนวณปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ของไฮโดรไลเสททาํไดโ้ดย

เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงจากการทดลองกบักราฟมาตรฐานนํ�าตาลกลูโคส (glucose standard curve) 

�.�.�  การวเิคราะห์ข้อมูลและรายงานผลค่านํ�าตาลรีดิวซ์ในรูปค่าเฉลี�ย จากการทดลองจํานวน 3 ซํ�า 

2.5  การผลติไบโอเอทานอลด้วยเชื�อยสีต์ Pichia stipitis TISTR 5306   

การผลิตไบโอเอทานอลดว้ยการหมกัดาํเนินการโดยใชอ้าหารเลี�ยงเชื�อ yeast malt medium (g/l : yeast extract    

3 g, malt extract 3 g, peptone 5 g และ dextrose 10 g) ปริมาตร 100 ml ซึ� งในชุดการทดลองที�ใช้เปลือกกล้วยนํ� าวา้     

เป็นสับสเตรททาํไดโ้ดยใชไ้ฮโดรไลเสทที�เกิดจากการยอ่ยชีวมวลที�ผา่นการปรับสภาพเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ ปริมาตร 

10  ml [ดัดแปลงจาก 25] ทดแทนนํ� าตาล dextrose จากนั�นฆ่าเชื�อที�อุณหภูมิ 110°C เป็นเวลา 20 นาที แล้วจึง        

ถ่ายกล้าเชื�อ P. stipitis TISTR 5306 (5% v/v) ลงในอาหารเลี� ยงเชื�อ บ่มที�อุณหภูมิ 30°C ที�ความเร็วรอบ 100 rpm         
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เป็นเวลา 48 ชั�วโมง เก็บเกี�ยวนํ� าหมกัโดยการเซนตริฟิวจ์ที�ความเร็วรอบ 4,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เพื�อแยก

ตะกอนเซลล์ออกจากนํ� าหมัก แล้วนําส่วนใสที�ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลที�ผลิตได้เป็นลาํดับต่อไป            

การทดลองชุดควบคุม (control) ดาํเนินการโดยใชอ้าหารเลี�ยงเชื�อ yeast malt medium ในการผลิตเอทานอล 

การศึกษาการผลิตไบโอเอทานอลดาํเนินการโดยใช้ Gas-chromatography - Flame ionization detector 

(GC-FID) โดยการนาํสารละลายส่วนใสที�ไดจ้ากการหมกัไบโอเอทานอลในแต่ละชุดการทดลองขา้งตน้มากรอง       

ดว้ย Syringe Filter 0.2 μm (Minisart, Satorious, Germany) เพื�อกาํจดัสิ�งสกปรกและป้องกนัการอุดตนัของคอลมัน์

ก่อนนาํไปวิเคราะห์ดว้ย GC-FID (Agilent 6890N, Agilent Inc., USA) ที�ติดตั�งดว้ยคอลมัน์ HP-Innowax capillary 

column (HP-Innowax 30 m, 0.32 mm, 0.15 µm) การวิเคราะห์ความเขม้ขน้ผลิตภณัฑ์ไบโอเอทานอลเปรียบเทียบ

กบัความเขม้ขน้สารมาตรฐานเอทานอล [ดดัแปลงจาก 26] 

 

3. ผลการทดสอบ 

3.1 การปรับสภาพเปลอืกกล้วยนํ�าว้า (Pre-treatment) 

การปรับสภาพเปลือกกล้วยนํ� าวา้ที�ผ่านการอบแห้งและบดละเอียดขนาดอนุภาค 250 µm (รูปที� 2)          

ดว้ยวิธีการทางเคมีดว้ยสารละลาย H2SO4 และ NaOH ที�ความเขม้ขน้ 0.05, 0.1 และ 0.2 N ผลการทดลองวิเคราะห์

ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ และเปรียบเทียบปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ที�เกิดขึ�นกบักราฟมาตรฐาน (glucose standard curve) 

พบว่าการปรับสภาพทางเคมีของตวัอย่างเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ดว้ย NaOH 0.05 N ไดป้ริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์สูงสุดที� 

733.62 mg/ml ในขณะที�ความเขม้ขน้ของนํ� าตาลรีดิวซ์ที�นอ้ยที�สุดเมื�อใช ้H2SO4 ที�ความเขม้ขน้ 0.2 N โดยปริมาณ

นํ�าตาลรีดิวซ์ที�วเิคราะห์ไดมี้ค่า 288.28 mg/ml (รูปที� 3) และยงัพบวา่การใชค้วามร้อนสูงที� 121°C เป็นเวลา 15 นาที 

ที�ความดนั 15 psi ในการปรับสภาพร่วมกบัการใชส้ารละลายกรด-ด่าง (H2SO4 และ NaOH) มีผลใหป้ริมาณนํ�าตาล

รีดิวซ์ที�เกิดขึ� นในทุกชุดการทดลองมีปริมาณมากกว่าการปรับสภาพทางเคมี โดยเฉพาะชุดการทดลองที�ใช้       

ความร้อนควบคู่กบัการใชส้ารละลาย NaOH 0.05 N ใหป้ริมาณนํ�าตาลสูงสุดที� 800.88 mg/ml (รูปที� 3) 

จากการทดลองปรับสภาพชีวมวลดว้ยวิธีการทางเคมีดว้ยการใช้สารละลายกรดและด่าง รวมทั�งการใช้

ความร้อนร่วมกบัวิธีการทางเคมีในครั� งนี� เป็นวิธีการที�นิยมใช้มากในการปรับสภาพชีวมวลก่อนเขา้สู่ขั�นตอน      

การยอ่ยให้ไดน้ํ� าตาลโมเลกุลเดี�ยวสําหรับการผลิตไบโอเอทานอลเป็นลาํดบัต่อไป [27] ผลการวิเคราะห์ปริมาณ

นํ� าตาลรีดิวซ์จากตวัอย่างชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ครั� งนี� สอดคล้องกบัการศึกษาของ Danmaliki และคณะ [28]     

ที�พบวา่ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ที�ไดจ้ากการปรับสภาพตวัอยา่งเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ดว้ยวิธี alkaline pretreatment เวลา               

72 ชั�วโมง โดยใช ้NaOH 10% (v/v) เป็นวธีิการที�ใหป้ริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์สูงสุด เมื�อเปรียบเทียบกบัการใชว้ธีิ water 

pretreatment และ acid pretreatment ตามลําดับ ดังนั� นการพิจารณาเลือกใช้ชีวมวลที�ผ่านการปรับสภาพด้วย

สารละลายด่างในการผลิตไบโอเอทานอลจึงเป็นแนวทางที�เหมาะสม ทั�งยงัมีรายงานพบวา่การปรับสภาพดว้ยด่าง

ช่วยลดการเกิดสารยบัย ั�งการผลิตไบโอเอทานอลเมื�อเปรียบเทียบกบัการใชก้รด นอกจากนี�พบวา่การใชส้ารละลาย

ด่างสามารถดาํเนินการไดใ้นสภาวะที�ไม่รุนแรง เช่น การใชอุ้ณหภูมิปกติในการปรับสภาพ [29] แต่อยา่งไรก็ตาม
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การศึกษาสภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ โดยเฉพาะปัจจยัเกี�ยวกบัอุณหภูมิและ

ระยะเวลาที�ต่างกนัจาํเป็นตอ้งพิจารณา เนื�องจากปัจจยัดงักล่าวอาจมีผลต่อปริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์ที�เกิดขึ�น [17, 25] 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 2 ชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ�าวา้ (a) และเปลือกกลว้ยนํ�าวา้บดละเอียดขนาด 250 µm (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 3 ปริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์ของตวัอยา่งชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ�าวา้ที�ผา่นการปรับสภาพทางเคมี และเคมีกายภาพ 

 

3.2 การย่อยชีวมวลเปลอืกกล้วยนํ�าว้าด้วยวธีิการทางชีวภาพ (Enzymatic saccharification) 

การทดลองใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลส และไซแลนเนส ในการยอ่ยชีวมวลเปลือกลว้ยนํ� าวา้ที�ผา่นการปรับสภาพ

ดว้ยวิธีทางเคมี และเคมีกายภาพ โดยพิจารณาเลือกชุดการทดลองที�ให้ค่านํ� าตาลรีดิวซ์สูงสุด ผลการทดลองพบวา่

เมื�อยอ่ยชีวมวลดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสและไซแลนเนสมีผลให้ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ของไฮโดรไลเสทเพิ�มสูงขึ�นใน

ทุกชุดการทดลอง (รูปที� 4) เนื�องจากการทาํงานร่วมกนัของเอนไซม์ทั�งสองชนิดในการย่อยโครงสร้างลิกโน

เซลลูโลสที�ผา่นการกาํจดัลิกนินดว้ยการปรับสภาพตามวธีิขา้งตน้ [30] โดยพบวา่เปลือกกลว้ยนํ�าวา้ที�ผา่นการปรับ
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สภาพดว้ยการใช้ความร้อนที�อุณหภูมิ 121°C ตามดว้ยการใช้สารละลาย NaOH 0.05 N ให้นํ� าตาลรีดิวซ์สูงสุดที� 

1011.60 mg/ml (รูปที� 4) เนื�องดว้ยกิจกรรมของเอนไซมที์�ช่วยเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยโครงสร้างของผนงัเซลล์เปลือก

กลว้ยนํ� าวา้ที�ประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของนํ� าตาล ไดแ้ก่ เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ผลจากการศึกษาการทาํงาน

ร่วมกนัของเอนไซม์ทั�งสองชนิดพบว่าให้ประสิทธิภาพการย่อยชีวมวลเปลือกกล้วยนํ� าวา้โดยพบว่าเอนไซม์       

ไซแลนเนสมีกิจกรรมในการย่อยไซแลน (xylan) ที�มีโครงสร้างหลกัเป็นไซโลส (xylose backbone) ที�ยึดกนัดว้ย

พันธะ β-1,4-glycosidic linkage [21] ซึ� งช่วยส่งเสริมกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์เซลลูเลสในการย่อย

โครงสร้างเซลลูโลสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ทั�งนี�อาจเนื�องมาจากการทาํงานของเอนไซมไ์ซแลนเนสช่วยใหเ้ส้นใย

เกิดการขยายตวั เพิ�มความมีรูพรุน และเกิดการแตกหัก จึงส่งผลให้การทาํงานของเอนไซม์เซลลูเลสไม่เพียงแต่

เกิดขึ�นเฉพาะโครงสร้างภายนอกเท่านั�น ยงัพบวา่เอนไซมส์ามารถทาํปฏิกิริยากบัส่วนของโครงสร้างเซลลูโลสที�

ถูกห่อหุ้มไวภ้ายในไดอี้กดว้ย [31-32] แต่อยา่งไรก็ตามการใชเ้อนไซมส์องชนิดร่วมกนัเพื�อยอ่ยโครงสร้างผนงัเซลล์

ของชีวมวลนั�นจาํเป็นตอ้งมีการศึกษาอตัราส่วนที�เหมาะสมของเอนไซม ์ความเขม้ขน้ ระยะเวลาที�ใชใ้นการย่อย 

รวมทั�งปัจจยัอื�น ๆ ที�เกี�ยวขอ้ง เนื�องจากชีวมวลที�ใช้ในการทดลองแต่ละชนิดมีโครงสร้างและองค์ประกอบที�

แตกต่างกนั เช่น ความแตกต่างของระยะเวลาในการย่อยมีผลต่อการทาํงานร่วมกนัของเอนไซม์เซลลูเลสและ       

ไซแลนเนสในการยอ่ยชีวมวลชานออ้ย เป็นตน้ [31, 33] 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 4 ปริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์ของชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ�าวา้ที�ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสและไซแลนเนส 

 

การประยกุตใ์ชเ้อนไซมใ์นกิจกรรมการเตรียมชีวมวลลิกโนเซลลูโลสสาํหรับอุตสาหกรรมเชื�อเพลิงชีวภาพ

ยงัเป็นเรื�องที�น่าสนใจในการพฒันางานวิจยั โดยมีวตัถุประสงคเ์พื�อลดตน้ทุนค่าใชจ่้ายในกระบวนการผลิตรวมไป

ถึงการพฒันาประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการย่อยองค์ประกอบชีวมวลลิกโนเซลลูโลสได้อย่างสมบูรณ์ [34] 

แนวทางหนึ�งที�เหมาะสมไดแ้ก่ การพิจารณาเลือกใช้เอนไซมผ์สม (synergistic enzymes) ในอตัราส่วนที�เหมาะสม

เพื�อให้เกิดการย่อยองค์ประกอบลิกโนเซลลูโลสในชีวมวลได้สมบูรณ์ โดยอาจเตรียมในรูปของสารสกดัหยาบ

เอนไซมจ์ากเชื�อราหรือแบคทีเรีย เช่น การศึกษาประสิทธิภาพการยอ่ยชีวมวลชานออ้ยของสารสกดัหยาบเอนไซมที์�
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ไดจ้ากเชื�อรา Trichoderma harzianum, Penicillium funiculosum และ Aspergillus niger มีประสิทธิภาพในการย่อย

เท่ากบั 42, 66 และ 1% ตามลาํดบั ในขณะที�การทดลองผสมสารสกดัหยาบเอนไซมใ์นสัดส่วน 50% จาก P. funiculosum 

ร่วมกบั A. niger 35% และ T. harzianum 15% พบวา่ช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพการยอ่ยไดถึ้ง 91% [35] 

3.3 การผลติไบโอเอทานอลด้วยเชื�อยสีต์ Pichia stipitis TISTR 5306 

P. stipitis จดัเป็นยีสตส์ายพนัธ์ุหนึ�งที�สามารถผลิตไบโอเอทานอลไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพโดยเฉพาะอยา่งยิ�ง

การผลิตเอทานอลจากการเปลี�ยนรูปสับเสตรทประเภทนํ� าตาล C5 และ C6 [36] ในการทดลองครั� งนี� ได้ศึกษา    

การผลิตไบโอเอทานอลจากกิจกรรมการหมกัของยีสต ์P. stipitis TISTR 5306 โดยใชไ้ฮโดรไลเสทจากวสัดุชีวมวล

เปลือกลว้ยนํ�าวา้ที�ผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการทางเคมี และเคมีกายภาพที�ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมผ์สมระหวา่ง

เซลลูเลสและไซแลนเนส ผลการทดลองพบว่าไฮโดรไลเสทจากชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ที�ผ่านการปรับสภาพ

ด้วยวิธีการทางเคมีกายภาพให้ผลผลิตไบโอเอทานอลสูงกว่าเปลือกกล้วยนํ� าวา้ที�ผ่านการปรับสภาพทางเคมี     

เพียงอย่างเดียว (ตารางที�1) โดยพบว่าปริมาณไบโอเอทานอลสูงสุด 7.47 g/l พบได้จากกระบวนการหมกัที�ใช้

ไฮโดรไลเสทของชีวมวลที�ผ่านการปรับสภาพด้วยความร้อน 121°C ตามด้วยสารละลาย NaOH 0.05 N ซึ� ง

สอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะห์ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์จากไฮโดรไลเสทของชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ แต่อยา่งไรก็ตาม

พบวา่การผลิตไบโอเอทานอลดว้ยเชื�อ P. stipitis ในการทดลองครั� งนี�ยงัไดผ้ลผลิตไบโอเอทานอลไดไ้ม่สูงมากนกั 

เมื�อเปรียบเทียบกบังานวิจยัที�ผา่นมา ดงัเช่นการผลิตภณัฑ์เอทานอลจากยีสต ์P. stipitis ความเขม้ขน้สูงสุด 8.4 g/l 

จากการใชชี้วมวลชานออ้ยที�ผา่นการปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซมผ์สมจากสารสกดัหยาบของเชื�อรา P. chrysogenum 

และ A. flavus [37] ทั�งนี� อาจมีสาเหตุจากขอ้จาํกดัของสับสเตรทเริ�มตน้ในการหมกัที�ใส่เพียงครั� งเดียว ทาํให้มี

ปริมาณนํ� าตาลอาจไม่เพียงพอต่อการผลิตไบโอเอทานอล รวมทั�งการปรับสภาพดว้ยวิธีการทางเคมีมีผลให้เกิด

ผลิตภณัฑ์ที�ยบัย ั�งการเจริญและการผลิตเอทานอลของเซลลย์สีต ์เช่น ฟูแรนและสารอนุพนัธ์ รวมทั�งสารประกอบ 

ฟีนอลิกและกรดคาร์บอกซิลิกบางชนิด [38] ทั�งยงัพบวา่การเตรียมวตัถุดิบชีวมวลในขั�นตอนการยอ่ยดว้ยเอนไซม์

เพื�อใชใ้นการหมกัมีผลต่อผลิตภณัฑ์ไบโอเอทานอลที�เกิดขึ�น ดงัเช่น การผลิตเอทานอลจากชานออ้ยโดยใชว้ธีิการ

ย่อยวตัถุดิบและหมกัแบบต่อเนื�อง (simultaneous saccharification and fermentation; SSF) ให้ผลผลิตไบโอเอทานอล 

3.70 g/l  ซึ� งมากกว่าการเตรียมวัตถุดิบด้วยการย่อยให้ได้ไฮโดรไลเสทก่อนแล้วจึงนําไปเป็นวัตถุดิบใน

กระบวนการหมกั (separate hydrolysis and fermentation; SHF) ซึ� งให้ผลิตภณัฑ์เอทานอล 2.58 g/l ในสภาวะของ

การหมกัและเชื�อยสีตส์ายพนัธ์ุเดียวกนั [39] 
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ตารางที� 1 การผลิตไบโอเอทานอลจากไฮโดรไลเสทของชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ�าวา้ผา่นการปรับสภาพ  

ไฮโดรไลเสทของชีวมวลเปลือกกล้วยนํ�าว้า ปริมาณไบโอเอทานอล (g/l) 

การปรับสภาพดว้ยสารละลาย 0.05 NaOH  4.24 ± 0.35 

การปรับสภาพดว้ยสารละลาย 0.05 H2SO4 3.75 ± 1.79 

การปรับสภาพดว้ยความร้อนที� 121°C ควบคู่กบัสารละลาย 0.05 NaOH 7.47 ± 0.35 

การปรับสภาพดว้ยความร้อนที� 121°C ควบคู่กบัสารละลาย 0.05 H2SO4 5.50 ± 0.35 

ชุดควบคุม 6.73 ± 0.35 

                    หมายเหตุ: ผลการทดลองแสดงเป็น ค่าเฉลี�ย ± ส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐาน 

 

นอกจากนี�ยงัพบวา่การผลิตไบโอเอทานอลจากการเตรียมสับสเตรทรูปแบบ SHF อาจทาํใหเ้กิดการสะสม

สารผลิตภณัฑ์นํ� าตาลจากการย่อยที�มากเกินไป จึงยบัย ั�งอตัราการผลิตไบโอเอทานอล (substrate inhibition) 

ในขณะที�การหมกัรูปแบบ SSF นั�น ถึงแมว้่าอตัราการย่อยชีวมวลจะเกิดขึ�นช้าเนื�องจากสภาวะในการย่อยที�ไม่

เหมาะสมมากนกั แต่พบวา่ผลิตภณัฑ์ที�เกิดขึ�นสามารถเขา้สู่การหมกัเพื�อการผลิตเอทานอลไดอ้ยา่งต่อเนื�อง จึงไม่

เกิดปัญหาการสะสมของสับสเตรทในการหมกัที�มากเกินไป [39-40] แต่อยา่งไรก็ตามผลจากการทดลองในครั� งนี�

สามารถพฒันาไปสู่แนวทางการพฒันารูปแบบการวิจยัเพื�อการผลิตไบโอเอทานอลจากชีวมวลให้มีประสิทธิภาพ

โดยการประยกุตใ์ชเ้อนไซมผ์สมในอตัราส่วนที�เหมาะสมควบคู่กบัการหมกัในรูปแบบ SSF เพื�อเพิ�มประสิทธิภาพ

การผลิตผลิตภณัฑไ์บโอเอทานอลเพิ�มมากขึ�น 

 

4. บทสรุป 

จากคุณสมบติัของเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ที�พบว่ามีองค์ประกอบสําคญัประกอบด้วยโครงสร้างส่วนลิกโน

เซลลูโลส (lignocellulosic material) สามารถประยุกต์ใช้เป็นสับสเตรทในการผลิตไบโอเอทานอลเพื�อใช้เป็น

แหล่งเชื�อเพลิงชีวภาพทดแทนเชื�อเพลิงฟอสซิลที�กาํลงัจะหมดไปในอนาคต ในการทดลองครั� งนี� ไดศึ้กษาวิธีการ

ปรับสภาพโดยใช้สารละลายกรดและด่าง รวมทั�งการใช้ความร้อนควบคู่กับสารละลายกรดและด่างเพื�อเร่ง

ปฏิกิริยาการยอ่ยโครงสร้างลิกโนเซลลูโลส ผลการวเิคราะห์ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ที�เกิดขึ�นพบวา่เปลือกกลว้ยนํ� าวา้

ที�ผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนที�อุณหภูมิ 121°C ควบคู่กบัการใชส้ารละลายกรดหรือด่างส่งผลให้ได้

ปริมาณนํ�าตาลรีดิวซ์ที�สูงขึ�น เมื�อเปรียบเทียบกบัการใชส้ารเคมีเพียงอยา่งเดียว โดยเฉพาะชุดการทดลองที�ใชค้วาม

ร้อนที�อุณหภูมิ 121°C ควบคู่กบัการใช้ NaOH 0.05 N พบว่าให้ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์สูงสุดที� 800.88 mg/ml และ

เมื�อนาํชีวมวลเปลือกกลว้ยนํ�าวา้ที�ผา่นการปรับสภาพขั�นตน้โดยเลือกชุดการทดลองที�ให้นํ�าตาลรีดิวซ์สูงสุดมาย่อย

ด้วยเอนไซม์สองชนิด (synergistic enzymes) พบว่าในทุกชุดการทดลองให้ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ที�สูงขึ� นเมื�อ

เปรียบเทียบกบัปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ที�เกิดขึ�นก่อนการย่อยดว้ยเอนไซม ์นอกจากนี� ยงัไดศึ้กษาการผลิตเอทานอล

จากสับสเตรทเปลือกกลว้ยนํ� าวา้ดว้ยยีสต์ P. stipitis พบการผลิตไบโอเอทานอลสูงสุดที� 7.47 g/l เมื�อใช้ชีวมวล
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เปลือกกลว้ยนํ� าวา้ที�ผ่านการปรับสภาพดว้ยความร้อนควบคู่กบัสารละลาย NaOH 0.05 N และผ่านการย่อยด้วย

เอนไซม์ผสมระหว่างเซลลูเลสและไซแลนเนส จากผลการทดลองในครั� งนี� นับได้ว่าเป็นแนวทางสําคัญใน               

การจดัหาแหล่งชีวมวลทางเลือกสําหรับการผลิตไบโอเอทานอล เพื�อตอบสนองความตอ้งการเชื�อเพลิงชีวภาพที�

เพิ�มมากขึ�นในปัจจุบนั ซึ� งนอกจากจะเป็นวธีิการในการเพิ�มมูลค่าให้กบัวสัดุเหลือทิ�งทางการเกษตรแลว้นั�นยงัเป็น

วธีิการบริหารจดัการของเสียอินทรียที์�มีประสิทธิภาพอีกแนวทางหนึ�งดว้ย 
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