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บทคดัย่อ 

 
 งานวิจัยนี้ได้ศึกษาวิธีการปรับสภาพเบื้องต้นและการย่อยล าต้นหญ้าเนเปียร์ด้วยการใช้กรดซัลฟิวริกและ /หรือ
สารเคมีร่วมกับการนึ่งภายใต้ความดัน (autoclave) ส าหรับผลิตไบโอเอทานอล โดยขั้นต้นได้ศึกษาองค์ประกอบทาง
เคมีของวัตถุดิบ  พบว่าว่าล าต้นหญ้าเนเปียร์มีเซลลูโลสร้อยละ 48.56 ลิกนินร้อยละ 30.18 และเฮมิเซลลูโลสร้อยละ 
20.05 โดยน้ าหนัก จากนั้นศึกษา วิธีที่เหมาะสม ของกระบวนการปรับสภาพเบื้องต้นและการย่อย 2 วิธี ได้แก่ วิธี
ขั้นตอนเดียวและวิธีสองขั้นตอน พบว่าด้วยวิธีขั้นตอนเดียวคือท าการปรบัสภาพเบื้องต้นพร้อมการย่อยโดยผสมสารลด
แรงตึงผิวชนิด cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) และกรดซัลฟูริกร่วมกับการ นึ่งภายใต้ความดัน จะได้
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด คือ 86.94 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสามารถก าจัดลิกนินให้ลดลงเหลือเพียงร้อยละ 9.10 
โดยน้ าหนัก กล่าวโ ดยสรุปจากการศึกษาองค์ประกอบของวัตถุดิบแสดงให้เห็นว่าล าต้นหญ้าเนเปียร์เป็นวัตถุดิบ
ทางเลือกที่สามารถน ามาผลิตไบโอเอทานอล ได้ และวิธีขั้นตอนเดียว เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการเพิ่มปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ส าหรับการศึกษานี้ ซึ่งวิธีดังกล่าวไม่เพียงเป็นวิธีที่สะดวกแต่ยังสามารถลดขั้นตอนในการผลิตไบโอเอทา
นอลไดอ้ีกด้วย 
 

ค้าส้าคัญ: การย่อย ล าต้นหญ้าเนเปียร ์การปรับสภาพเบื้องต้น น้ าตาลรีดิวซ์ 
 

ABSTRACT 
 

 This research aimed to investigate the pretreatment and hydrolysis methods of napier grass stem by 
using sulfuric acid and/or chemical reagents together with autoclave for bioethanol production. Firstly, the 
chemical compositions of raw material were studied. The results showed that napier grass stem consisted 
mainly of cellulose 48.56% (by weight), lignin 30.18% (by weight) and hemicelluloses 20.05% (by weight). 
Then, pretreatment and hydrolysis processes by one-step and two-step methods were studied. The results 
presented that via one-step method, pretreatment and hydrolysis were simultaneously performed by mixing 
cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) and sulfuric acid together with autoclave. Under these conditions, it  
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gave maximum reducing sugar content of 86.94 mg/mL and could be reduced lignin content to 9.10% (by 
weight). In summary, from the study of the chemical constitution of napier grass stem showed that it could be 
used as alternative feedstock for bioethanol production. Furthermore, the one-step method was considered 
as the most effective method to enhance reducing sugar content in this study. This method was not only 
simple but also reduced the step of bioethanol production. 
 
Keywords: hydrolysis, napier grass stem, pretreatment, reducing sugar 
 
 

บทน้า 
             ปัจจุบันการผลิตไบโอเอทานอลส่วนใหญ่ใช้
วัตถุดิบหลัก 2 ประเภท คือ น ้าตาล เช่น อ้อย กากน ้า
ตาล และแป้ง เช่น มันส าปะหลัง ข้าว และข้าวโพด 
อย่างไรก็ตามวัตถุดิบดังกล่าวอาจไม่เพียงพอต่อการ
ผลิตไบโอเอทานอลในอนาคต และเป็นการน าพืช
อาหารมาใช้ผลิตไบโอเอทานอล ซึ่งในบางประเทศ เช่น 
สหรัฐอเมริกา และจีน ที่น าเอาข้าวโพดซ่ึงเป็นพืช
อาหารมาใช้ในการผลิตไบโอเอทานอลส่งผลให้ราคา
สินค้าอาหารภายในประเทศปรับสูงขึ้น ดังนั้นในปัจจุบัน
การพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตไบโอเอทานอลในหลาย
ประเทศจึงมุ่งเน้นไปที่วัตถุดิบประเภทอื่น เช่น วัสดุลิก-
โน-เซลลูโลส (Lignocelluloses) ที่ได้จากเศษวัสดุเหลือ
ทิ้งทางการเกษตร  เช่น ฟางข้าว กากอ้อย ซังข้าวโพด 
และเปลือก  ไม้ เป็นต้น วัสดุลิกโนเซลลูโลส เป็น
สารประกอบอินทรีย์ประเภท พอลิแซ็คคาไรด์ที่เป็น
ส่วนประกอบ ของผนังเซลล์พืชโดยมีองค์ประกอบที่
ส าคัญ คือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน อย่างไรก็
ตามลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส มีโครงสร้างที่ซับซ้อน ท า
ให้ขัดขวางการท างานของเอนไซม์ ในขั้นตอนของการ
ย่อยเซลลูโลสให้เป็นน ้าตาลในกระบวนการผลิต ไบโอ-
เอทานอล ฉะนั้นจึงต้องท าการแยกโครงสร้างลิกนิน 
และเฮมิเซลลูโลสออกจากเซลลูโลส เสียก่อน (ประมุข , 
2555) 
 ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมที่มี
พื้นที่การเพาะปลูกและเล้ียงสัตว์เป็นจ านวนมากจึงมี
ความไดเ้ปรียบทางวัตถุดิบที่เป็นผลผลิตจากพืชส าหรับ
ท าปศุสัตว์ จากการสรุปของกองอาหารสัตว์กรมปศุสัตว์
พบว่าปริมาณผลผลิตหญ้าอาหารสัตว์ที่เหลือเพิ่มมาก

ขึ้นทุกปีโดยในปี พ.ศ. 2552 มีผลผลิตหญ้าคงเหลือถึง  
7,353 ตัน (ฟาริดา และคณะ, 2557) โดยเฉพาะหญ้าเน
เปียร์ที่ปัจจุบันนิยมน าไปใช้เป็นอาหารเล้ียงสัตว์นั้นมี
ผลผลิตต่อไร่สูงสุด โดยมีผลผลิต ประมาณ 70-80 ตัน
สด/ไร/่ปี     ซ่ึงมากกว่าหญ้าชนิดอ่ืนเกือบ 7 เท่าเพราะ
เป็นหญ้าที่มีคุณสม บัติในการเจริญเติบโตเร็วกว่าหญ้า
ชนิดอื่นๆ และปลูกได้ในทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย 
นอกจากนี้ยังพบว่ามีอัตราการผลิตก๊าซมีเทนสูงกว่า
หญ้าชนิดอื่น โดยมีอัตราการผลิตก๊าซชีวภาพประมาณ 
6,860-7,840 ลบ.ม./ไร่/ปี สามารถ ผลิตเป็นก๊าซไบโอ
มีเทนอัด (CBG) ได้ประมาณ 3,118-3,563 กก ./ ปี 
เหมาะสมต่อการน ามาผลิตเป็นพลังงานทดแทน
มากกว่าหญ้าชนิดอื่นๆ (ส านักพัฒนาเศรษฐกิจจากฐาน
ชีวภาพ , 2561) และคาดว่าหญ้าเนเปียร์มีศักยภาพ
เหมาะสมในการพัฒนาเป็นวัตถุดิบส าหรับผลิตพลังงาน
ทดแทนในอนาคต งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจที่จะน า
หญ้าเนเปียร์ซึ่งเป็นวัตถุดิบ ประเภทลิกโน -เซลลูโลสมา
เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอเอทานอล  ส าหรับ
กระบวนการผลิตไบโอเอทานอล ประกอบด้วยขั้นตอน
หลักๆ คือ การเตรียมวัตถุดิบ  (Sample preparation) 
การปรับสภาพเบื้องต้น (Pretreatment) เพื่อสลาย
โครงสร้างของวัตถุดิบ การย่อย (Hydrolysis) เพื่อให้ได้
น้ าตาลรี ดิวซ์ และการหมัก  (Fermentation) เป็นการ
ย่อยสลายน้ าตาลโดยใช้จุลินทรีย์เพื่อให้ได้ ไบโอเอทา
นอลแล้วจึงผ่านการท าให้บริสุทธิ์ (Purification) ซึ่งเป็น
การแยกเอทานอลออกจากน้ าเพื่อให้ ได้เอทานอลที่
บริสุทธิ์ ก่อนน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป ส าหรับการปรับ
สภาพเบื้องต้นและการย่อ ยเป็นขั้นตอนที่ส าคัญ
โดยเฉพาะวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจ าเป็นต้อง
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น ามาผ่านกระบวนการดังกล่าวที่เห มาะสมเพื่อให้ได้
ปริมาณน้ าตาลมาก ซึ่งจะเป็นสารตั้งต้นในการผลิต  
ไบโอเอทานอลต่อไป ในกระบวน การปรับสภาพ
เบื้องต้นและการย่อยนิยมใช้สารเคมีโดยเฉพาะกรดและ
เบสร่วมกับวิธีทางกายภาพ เช่น การนึ่งภายใต้ความดัน 
(Autoclave) ในระหว่างการปรับสภาพด้วยกรดเจือจาง
นั้นจะเกิดการละลายของเฮมิเซลลูโลสและเกิดการ
แตกหักของ โครงสร้าง ลิกนินซึ่งจะสามารถก าจัดลิกนิน 
ออกไปและได้น้ าตาลรีดิวซ์ในขั้นตอนน้ี  อย่างไรก็ตาม
การใช้กรดที่อุณหภูมิสูงในการย่อยอาจท า ให้เกิดการ
สลายตัวของน้ าตาลไปเป็นผลิตภัณฑ์อื่นได้ จาก
การศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่า มีงานวิจัยที่ได้ศึกษาการ
ปรับสภาพเบื้องต้นวัสดุลิกโนเซลลูโลสด้วยส ารลดแรง
ตึงผิวชนิดที่ไม่มีประจุ พบว่าสามารถ ลดปริมาณลิกนิน
และเร่งการย่อยด้วย เอนไซม์  (Qi et al., 2010) ได้ 
งานวิจัย นี้จึงได้ศึกษาการผลิตไบโอเอทานอลจาก ล า
ต้นหญ้าเนเปียร์โดยใช้กระบวนการปรับสภาพเบื้องต้น
พร้อมกับการย่อยด้วยกรด เบส และ/หรือ สารลดแรงตึง
ผิวร่วมกับการนึ่งภายใต้ความดัน ซึ่ง จะ เป็นการลด
ขั้นตอนการผลิตไบโอเอทานอล และคาดว่าวิธีการ
ดังกล่าวจะช่วยให้ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มากขึ้น อีกทั้ง
เป็นการน าเอาวัสดุเหลือทิ้งมาเป็นวัตถุดิบทางเลือกใน
การผลิตพลังงานทดแทนในอนาคต 
 
วิธีด้าเนินการวิจัย 
1. การเตรียมวัตถุดิบ  
 น าล าต้นหญ้าเนเปียร์มาสับแล้วไปอบที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ปั่นให้
เป็นผงละเอียด จากนั้นน าผงที่ละเอียดมา คัดให้มีขนาด 
0.20-2 มิลลิเมตร  จากน้ันปรับสภาพวัตถุดิบ 2 วิธี 
ได้แก่ 

1.1 วิธีขั นตอนเดียว (one-step method) 
คือ น าล าต้นหญ้าเนเปียร์มาผ่านกระบวนการปรับ
สภาพเบื้องต้นและการย่อยในขั้นตอนเดียว โดยการชั่ง
ล าต้นหญ้าเนเปียร์บดละเอียดมาเติมสารเคมีแต่ละชนิด 
ได้แก่ sodium hydroxide (NaOH) หรือ 
polyoxyethylene 20 (Tween 20) หรือ cetyltrimethyl 
ammonium bromide (CTAB) หรือ sodium dodecyl 
sulfate (SDS) และกรดซัลฟูริก  เข้าด้วยกันในปริมาตร

รวม 100 มิลลิลิตร แล้วน ามา autoclave ที่ความดัน 15 
psi เป็นเวลา 30 นาที หลังจากน้ันกรอง แล้วน า
ของเหลวที่ได้มาตรวจวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี 
dinitrosalicylic acid (DNS) method (Gusakov et al., 
2011) และน ากากของแข็งที่ได้มาวิเคราะห์หา
องค์ประกอบทางเคมีด้วยวิธี modified wood analytical 
method (Styarini et al., 2012) 

1.2 วิธีสองขั้นตอน (two-step method) คือ 
น าล าต้นหญ้าเนเปียร์มาผ่านกระบวนการปรับสภาพ
เบื้องต้นด้วยสารเคมี ต่างๆ ก่อนแล้ว จึง น าไปผ่าน
กระบวนการย่อยด้วยกรดซัลฟูริกอีกครั้ง โดยการชั่งล า-
ต้นหญ้าเนเปียร์บดละเอียดมาเติมสารเคมีแต่ละชนิด 
ได้แก่ NaOH หรือ Tween 20 หรือ CTAB หรือ SDS 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วน ามา autoclave ที่ความ
ดัน 15 psi เป็นเวลา 30 นาที เพื่อเป็นการปรับสภาพ
วัตถุดิบก่อน จากน้ันกรองเอาส่วนที่เป็นกากของแข็ง
ล้างด้วยน้ ากล่ันแล้วน าไปอบให้แห้ง น าวัตถุดิบที่ผ่าน
การปรับสภาพเบื้องต้นแล้วมาผ่านกระบวนการย่อย 
อีกครั้ง โดยเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 4% (w/w) ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร แล้วน ามา autoclave ที่ความดัน 15 psi 
เป็นเวลา 30 นาที หลังจากน้ันกรองแล้วน าของเหลวที่
ได้มาตรวจวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS และน า
กากของแข็งที่ได้มาวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมี
ด้วยเทคนิค (ATR-FTIR) และวิธี modified wood 
analytical method ต่อไป 
2. การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของตัวอย่าง 

2.1 ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมขีอง
ตัวอย่างด้วยเทคนิค ATR-FTIR 

น าล าต้นหญ้าเนเปียร์ และล าต้นหญ้าเนเปียร์
ที่ผ่านการย่อยด้วยวิธขีั้นตอนเดียว และวิธีสองขั้นตอน
มาตรวจสอบหมู่ฟังก์ชันด้วยเคร่ือง ATR-FTIR 
Spectrometer ในช่วง 4000-650 cm-1  

2.2 ตรวจสอบปริมาณองค์ประกอบทาง
เคมีของตัวอย่างด้วยวิธี modified wood analytical 
method 

     เตรียมตัวอย่างเพื่อ วิเคราะห์ ด้วยวิธี 
modified wood analytical โดยชั่งตัวอย่างหญ้าเนเปียร์
ที่เตรียมจากวิธี ขั้นตอนเดียว และวิธีสองขั้นตอน อย่าง
ละ 10 กรัม น ามาเติมสารละลายผสมระหว่างเอทานอล
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และเบนซีน ในอัตราส่วน 1 : 2 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

จากน้ันน ามา  autoclave ที่ความดัน 15 psi เป็นเวลา 
30 นาที  กรองเอากากของแข็งน าไปอบแห้ง จะได้ ได้
วัสดุที่ปราศจากสารแทรก เพื่อน าไปวิเคราะห์ ปริมาณ
องค์ ประกอบทางเคมี ของตัวอย่าง ด้วยวิธี modified 
wood analytical method ต่อไป 
3. ตรวจวัดตรวจปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS 
โดยใช้เทคนิค UV-VIS  
spectrophotometry 
 ปิเปตตัวอย่างที่เจือจางแล้ว  1 มิลลิลิตร 
ใส่ลงในหลอดทดลอง  จากน้ันเติมสารละลาย DNS 1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปต้มในน้ าเดือด เป็นเวลา 
5 นาที พร้อมใช้จุกปิดปากหลอดแล้วหยุดปฏิกิริยาการ
เกิดสีด้วยการแช่น้ าแข็งทันที เป็นเวลา 5 นาที จากน้ัน
เติมน้ ากล่ัน 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร น าค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ได้เทียบห าค่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์กับ
กราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส 

 
ผลการวิจัย 
1. ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของล้า
ต้นหญ้าเนเปียร์ด้วยเทคนิค ATR-FTIR 

ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของล า
ต้นหญ้าเนเปียร์ก่อนปรับสภาพเบื้องต้นพร้อมกับ
กระบวนการย่อยด้วยเทคนิค ATR-FTIR แสดงผลดงัรูป
ที่ 1 พบว่าที่ต าแหน่ง 3394 cm-1 เป็นการส่ันของหมู่
ฟังก์ชัน OH stretching ของเซลลูโลส ที่ต าแหน่ง 3010 
cm-1 เป็นการส่ันของหมู่ฟังก์ชัน  –CH2 stretching ของ
เซลลูโลส ที่ต าแหน่ง 1728 cm-1 เป็นการส่ันของหมู่
ฟังก์ชัน C=O ที่ต าแหน่ง 1650 cm-1 เป็นการส่ันของหมู่
ฟังก์ชัน C=O ในลิกนิน ที่ต าแหน่ง 1509 cm-1 เป็นการ
ส่ันของหมู่ฟังก์ชัน C=C aromatic ที่มีหมู่แทนที่ใน
เซลลูโลส ลิก นิน และเฮมิเซลลูโลส ที่ต าแหน่ง 1425 
cm-1 และ  1370 cm-1  เป็นการส่ันของหมู่ฟังก์ชัน -CH3 
ในเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส  ที่ต าแหน่ง 1250 cm-1 

เป็นการส่ันของหมู่ฟังก์ชัน C–O-Caryl-alkyl ในลิกนิน 
และเฮมิเซลลูโลส ที่ต าแหน่ง  1035 cm-1 เป็นการส่ัน
ของหมู่ฟังก์ชัน     C-O, C=O, C-C-O stretching ใน
เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ตามล าดับ ที่
ต าแหน่ง 608 cm-1 เป็นการส่ันของหมู่ฟังก์ชัน C-H 
bending aromatic ในลิกนิน (Mohammed et al., 
2015) หมู่ฟังก์ชันดังกล่าวข้างต้นเป็นส่วนประกอบของ
โครงสร้างเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน  (Marx et 
al., 2014) ดังภาพที่ 1  

 
 

ภาพที่ 1 ATR-FTIR สเปกตรัมของล าต้นหญ้าเนเปียร ์
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นอกจากนี้จากผลการทดสอบปริมาณ
องค์ประกอบทางเคมีของล าต้นหญ้ าเนเปียร์ด้วยวิธี 
modified wood analytical method แสดงดังตารางที่ 1 
พบว่าล าต้นหญ้าเนเปียร์มีองค์ประกอบหลัก คือ 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ตามล าดับ จะเห็น
ได้ว่าล าต้นหญ้าเนเปียร์มีองค์ประกอบของเซลลูโลสอยู่
มาก เมื่อน ามาผ่านกระบวนการย่อยจึงเป็นไปได้ว่าจะ
ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มากเช่นกัน 

 
ตารางที่ 1 ปริมาณองค์ประกอบทางเคมีของล าต้นหญ้าเนเปียร์ก่อนปรับสภาพเบื้องต้นและการย่อย 

 
ตัวอย่าง 

ปริมาณ (ร้อยละโดยมวล) 

เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  ลิกนิน อื่นๆ 
(คาร์โบไฮเดรต, โปรตีน, ไขมัน และเถ้า) 

วัตถุดิบ 48.56 20.05 30.18 1.21 

 
2 . ผลการศึกษาปริมาณน ้าตาลรีดิวซแ์ละ
องคป์ระกอบ  ทางเคมีของตวัอย่างหลงัผา่น
กระบวนการปรบัสภาพ และ การย่อย 
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ภาพที่ 2 แสดงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ของตัวอย่างที่ผ่านวิธขีั้นตอนเดียว 

 จากภาพที่ 2 ด้วยวิธีขั้นตอนเดียว จะเห็นได้
ว่าการใช้กรดซัลฟูริกร่วมกับสารเคมีอื่นๆ  พร้อมการ 
autoclave จะท าให้ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงกว่าการ
ใช้กรดหรือสารเคมีอื่นเพียงชนิดเดียว และพบว่า เมื่อใช้
กรดซัลฟูริกร่วมกับสารลดแรงตึงผิวชนิด CTAB จะได้
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดถึง 86.94 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
เน่ือง จากสารลดแรงตึงผิว ช่วยลดความเป็นผลึกของ

เซลลูโลส ท าให้มีพื้นที่ผิวมากขึ้น สามารถลดแรงตึงผิว
ของสารที่เป็นของเหลว  และเพิ่มความเป็นรูพรุนของ
วัตถุดิบ และสามารถก าจัดลิกนินได้ดี (Hemmatinejad 
et al., 2002) ท าให้กรดเข้าไปท าปฏิกิริยาย่อยสลาย
พันธะภายในที่เป็นผลึกของลิ กโนเซลลูโลส และเพิ่ม
ความสามารถในการย่อยสลายโครงสร้างเซลลูโลส และ
เฮมิเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ ได้ (Wei et al., 2011) 
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นอกจากนี้การใช้  CTAB ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิด
ประจุบวกจะเข้าไปช่วยในการท างานของกรดที่มีการ
แตกตัวให้ H+ เช่นกัน ในขณะที่ SDS เป็นสารลดแรง
ตึงผิวชนิดประจุลบ อาจเกิดปฏิกิริยาสะเทินกับประจุ
บวกของกรดจึงท าให้ประสิทธิภาพลดลงมีผลให้ ได้
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ลดลง  และการใช้ Tween 20 ซึ่ง
เป็นสารลดแรงตึงผิวชนิด สองประจุ พบว่าให้ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์น้อยที่สุดเมื่อเทียบกับสารลดแรงตึงผิว
ชนิดอื่นๆ (Gierer, 1986) ที่ได้กล่าวไว้ว่า ในการใช้ 
Tween ปรับสภาพเบื้องต้น ถ้าสารละลายมีค่า pH สูง
เกินไปจะท าให้เกิดการ neutralized หมู่ฟังก์ชันที่เป็น
กรดของวัตถุดิบท าให้บริเวณที่จะเกิดการดูดซับกับสาร
ลดแรงตึงผิว นั้นลดลง โดยจะท าให้ส่วนที่ชอบน้ าของ
วัตถุดิบลดลงและเหมือนเป็นการเพิ่มส่วนที่ไม่ชอบน้ า
ด้วย จึงท าให้ก าจัดลิกนินได้สูงขึ้น แต่ในงานวิจัยนี้ได้ใช้  

Tween 20 ปรับสภาพเบื้องต้นในสภาวะที่เป็นกรด จึง
เกิดปรากฏการณ์ตรงกันข้ามกับงานวิจัยที่ได้กล่าวมา
ข้างต้น ดังนั้น Tween 20 จึงสามารถก าจัดลิกนินได้
น้อย และส่งผลให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้มีปริมาณ
น้อยด้วยนั่นเอง  นอกจากนี้ปริมาณ น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้
อาจมาจากการ autoclave เน่ืองจากการ autoclave ท า
ให้เกิดแรงดึง (Tensile forces) และความเค้นเฉือน 
(Shear stress) การ autoclave จึงท าให้โครงสร้างของ
ลิกโนเซลลูโลสสลายเป็นผลท าให้มีพื้นผิวเพิ่มมากขึ้น 
ช่วยให้สารลดแรงตึงผิวก าจัดลิกนินได้ดี ส่งผลให้มี
ปริมาณเซลลูโลสเพิ่มขึ้นและปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ก็จะ
เพิ่มมากขึ้นด้วย (Chen et al., 2011) และสอดคล้องกับ
ผลการศึกษาปริมาณองค์ประกอบทางเคมีหลังผ่าน
กระบวนการปรับสภาพและการย่อย ด้วยวิธีขั้นตอน
เดียวเช่นกันดังแสดงในภาพที่ 3 
 

 
 

ภาพที่ 3 แสดงปริมาณองค์ประกอบทางเคมีของวัตถุดิบที่ปรับผ่านวิธีขั้นตอนเดียว 

 
ส าหรับวิธีสองขั้นตอนน้ัน น าล าต้นหญ้าเนเปียร์ที่ผ่าน
การปรับสภาพ และการย่อยมาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาล

รีดิวซ์และปริมาณองค์ประกอบทางเคมีแสดงผลดังภาพ
ที่ 4 และ ภาพที่ 5 ตามล าดับ 
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ภาพที่ 4 แสดงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ของตัวอย่างที่ผ่านวิธีสองขั้นตอน  

 
จากภาพที่ 4 จะเห็นได้ว่าปริมาณน้ าตาล

รีดิวซ์ที่ได้จากวัตถุดิบที่ปรับสภาพเบื้องต้นด้วยสารเคมี
ทุกชนิดมีปริมาณที่น้อยมากเมื่อเทียบกับปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากวิธี ขั้นตอนเดียว แต่ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ของวัตถุดิบที่ผ่านวิธี สองขั้นตอน ไม่ได้
แตกต่างกันมากนัก ซ่ึงจะเห็นได้ว่าวัตถุดิบที่ปรับสภาพ
เบื้องต้นด้วย SDS และย่อยด้วยกรดซัลฟูริกน้ัน จะให้
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงกว่าสารเคมีชนิดอื่นๆ เน่ืองจาก
ค่า HLB ของ SDS (40) ที่สูงกว่า Tween 20 (16.7) 
และ CTAB (10) ที่สอดคล้องกับงานวิจัยของ Kurakake 
และคณะ (Kurakake et al., 1994) ที่ได้กล่าวไว้ว่าเมื่อ
ค่า HLB สูงจะท าให้สารลดแรงตึงผิวสามา รถละลายน้ า
ได้ดี เมื่อสารลดแรงตึงผิวละลายน้ าแล้วจะเอาส่วนที่เป็น 

hydrophobic ไปจับกับส่วนที่เป็น hydrophobic ในสาย
พอลิเมอร์ของลิกนิน ท าให้เกิดการสลายออกมาเป็น 
hydrophobic degradation products ที่มีโมเลกุลเล็กลง
ท าให้สารลดแรงตึงผิวไปล้อมรอบผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นให้
มาอยู่ในชั้นน้ ามากขึ้น จึงก าจัดลิกนินได้ดี นอกจากนี้
กรดยังท าหน้าที่ไปย่อยทั้งในโครงสร้างของลิกนินให้
แตกออก อีกทั้งท าให้โมเลกุลเล็กๆ  อย่างเฮมิเซลลูโลส
หลุดออกมา ท าให้พื้นที่ผิวของเซลลูโลสเพิ่มขึ้น (Alvira 
et al., 2010) เมื่อน าตัวอย่างที่ปรับสภาพเบื้องต้น แล้ว
มาผ่านกระบวนการย่อยด้วยกรดซัลฟูริกอีกและ
วิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ซึ่งผลจะแสดงดังภาพ
ที่ 5 
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ภาพที่ 5 แสดงองค์ประกอบทางเคมีของวัตถุดิบที่ผ่านวิธสีองขั้นตอน 

 
 

จากภาพที่ 5 จะเห็นได้ว่าตัวอย่างที่มีการปรับ
สภาพเบื้องต้นด้ว ยสารลดแรงตึงผิวซึ่งสามารถก าจัด
ลิกนินได้ส่วนหนึ่ง เมื่อน ามาผ่านกระบวนการย่อยด้วย
กรดซัลฟูริกต่อปริมาณลิกนินจะลดลงไม่มากนัก แสดง
ว่ากระบวนการก าจัดลิกนินจะเป็นผลเน่ืองมาจากการ
ปรับสภาพเบื้องต้นด้วยสารเคมี แต่วัตถุดิบที่ผ่านการ
ปรับสภาพเบื้องต้นด้วยสารเคมีแต่ละชนิด แล้วย่อยด้วย
กรดซัลฟู ริกก็จะก าจัดลิกนินได้ไม่แตกต่างกันมากนัก 
ยกเว้นการใช้ NaOH ในกระบวนการปรับสภาพ
เบื้องต้นที่สามารถก าจัดลิกนินได้ดีที่สุด ซึ่งกลไกการ
ท างานของด่างนั้นเชื่อว่าจะไปเพิ่มการพองตัวภายใน
โมเลกุลของการต่อสายพันธะที่เกิดภายในโครงสร้าง
ของไซแลนในเฮ มิเซลลูโลส ความพรุนของวัสดุจะ
เพิ่มขึ้นได้เมื่อท าการก าจัดสายโซ่ที่เชื่อมต่อภายใน การ
ใช้ด่างเจือจางในวัสดุลิกโนเซลลูโลสมีผลท าให้เกิดการ
บวมภายในเป็นการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสในการท า
ปฏิกิริยาท าให้วัสดุมีความพรุนเพิ่มขึ้นได้ ลดความเป็น
โครงสร้างผลึกของเซลลูโลส และ สามารถแยกสาย
โครงสร้างระหว่างลิกนินและ คาร์โบไฮเดรต ซึ่งเป็นการ

แยกองค์ประกอบหรือท าลายโครงสร้างของ ลิกนิน (รัช-
พล, 2558)  อย่างไรก็ตามด้วยวิธี สองขั้นตอนนั้น จะได้
เซลลูโลสและน้ าตาลรีดิวซ์ปริมาณน้อย ซึ่งอาจเกิดจาก
การใช้กรดซัลฟูริกปริมาณมากเกินไปในขั้นตอนการ
ย่อยหลั งจากการปรับสภาพแล้ว อีกทั้งยังมีการท า 
autoclave 2 ครั้ง ท าให้ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ลดลง 
โดยเฉพาะ ภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิสูงจะท าให้น้ าตาล
สลายตัวท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงซึ่ งเป็น
สารประกอบที่เป็นพิษ (Khawla et al., 2013) เน่ืองจาก
กรด จะท าลายโครงสร้างของน้ าตาลรี ดิวซ์เกิดเป็น
สารประกอบที่เป็นพิษ เช่น furfural, 5-hydroxy methyl 
furfural และสารประกอบฟีนอลิกที่ไปดึงโมเลกุลของ
ไฮโดรเจนและออกซิเจนออกจากโมเลกุลของน้ าตาล จึง
ท าให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ลดลง  (Palmgvist et al., 
2002)   

จากการศึกษาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ของ
วัตถุดิบทีป่รับสภาพเบื้องต้นและการย่อยด้วยวิธี
ขั้นตอนเดียวและวิธี สองขั้นตอนนั้น สามารถสรุปได้ดัง
ภาพที่ 6 
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ภาพที่ 6 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ของตัวอย่างที่ผ่านวิธขีั้นตอนเดียวและวิธสีองขั้นตอน 

 
จากภาพที่ 6 จะเห็นได้ว่า ตัวอย่ างที่ปรับ

สภาพเบื้องต้นด้วยสารเค มีทุกชนิดและการย่อยด้วย
กรดซัลฟู ริกของวิธี ขั้นตอนเดียว จะให้ปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์ที่สูงกว่าวิธี สองขั้นตอน เมื่อพิจารณาปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ของ ตัวอย่าง ที่ปรับสภาพเบื้องต้นด้วย 
CTAB และการย่อยด้วยกรดซัลฟู ริก พบว่าได้ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์สูงกว่าการใช้สารลดแรงตึงผิวชนิดอื่นๆซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัย ของ Pandey และ Negi ที่ได้
ศึกษาผลของการใช้สารลดแรงตึงผิวชนิดที่มีประจุบวก 
สารลดแรงตึงผิวชนิดที่มีประจุลบ และสารลดแรงตึงผิว
ชนิดที่ไม่มีประจุในการปรับสภาพเบื้องต้นร่วมกับการ
ย่อยด้วยกรดในวัตถุดิบใบ สน พบว่าใบสนที่ปรับสภาพ
เบื้องต้นด้วย CTAB ร่วมกับการย่อยด้วยกรดจะมี
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงกว่าการใช้ SDS และ Tween 
20 ตามล าดับ ซ่ึงในโครงสร้างของ CTAB นั้นจะมีส่วน
ที่เป็น hydrophobic มากกว่าสารลดแรงตึงผิวชนิด 
SDS จึงอาจเป็นไปได้ว่าส่วนที่เป็น hydrophobic ของ 
CTAB นั้น จะสามารถไปจับกับลิกนินได้ดีกว่าสารลด
แรงตึงผิวชนิด SDS จึงก าจัดลิกนินได้ดีกว่า ปริมาณ

น้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จึงมากกว่าเช่นกัน และถึงแม้ว่าใน
โครงสร้างของ Tween 20 นั้นจะมีส่วน hydrophobic 
มากกว่า CTAB ก็ตาม แต่โครงสร้างของ Tween 20 จะ
มีลักษณะเป็นโซ่กิ่งจ านวนมาก จึงท าให้เกิดไมเซลล์ไม่
เสถียร ดังนั้น Tween 20 จึงก าจัดลิกนินได้น้อยกว่า 
CTAB ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ก็จะน้อยกว่า เช่นกัน  
(Pandey and Negi, 2015) และการใช้โซเดียมไฮดรอก
ไซด์เพียงอย่างเดียวในการปรับสภาพเบื้องต้นนั้น จะให้
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์น้อยที่ สุดทั้งที่มีปริมาณเซลลูโลส 
และเฮมิเซลลูโลสอยู่มาก ซ่ึงอาจเกิดจากการ
เกิดปฏิกิริยาสะเทินระหว่าง NaOH และกรดซัลฟิวริก 
จึงท าให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ลดลงและอาจเกิดจากการ
ใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่มีความเข้มข้นน้อยเกินไปและ
ใช้ปริมาณในสัดส่วนที่ไม่เหมาะสมในกระบวนการปรั บ
สภาพเบื้องต้น (นันทิกา และคณะ, 2554)  
 เมื่อน าตัวอย่างก่อนและหลังผ่านการปรับ
สภาพเบื้องต้นและการย่อยด้วยวิธี ขั้นตอนเดียว  
ตรวจวัดด้วยเทคนิค ATR-FTIR จะแสดงผลดังภาพที่ 7  
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ภาพที่ 7 แสดง ATR-FTIR สเปกตราของหญ้าเนเปียร์ก่อน (a) และหลังผ่านวิธขีั้นตอนเดียว (b) 

 
วัตถุดิบหลังจากปรับสภาพเบื้องต้นด้วย 

CTAB พร้อมการย่อยด้วยกรดซัลฟู ริกร่วมกับการ 
autoclave จะพบพีคที่ต าแหน่ง  3010 cm-1 เป็นการส่ัน
ของหมู่ฟังก์ชัน –CH2 ที่ต าแหน่ง 1105 cm-1 และ 1120 
cm-1 เป็นการส่ันของหมู่ฟังก์ชัน C-O stretching ที่เป็น
องค์ประกอบของเซล ลูโลสปรากฏขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับ
ปริมาณเซลลูโลสที่ตรวจวัดได้จากวัตถุดิบที่ผ่านการ
ปรับสภาพเบื้องต้นพร้อมการย่อยแล้วจะเพิ่มมากขึ้น 
และพบการหายไปอย่างชัดเจนของพีคที่ต าแหน่ง 1650 
cm-1 ที่เป็นการส่ันของหมู่ฟังก์ชัน C=O และที่ต าแหน่ง  
625 cm-1 ที่เป็นการส่ันของหมู่ฟังก์ชัน -CH2 ของลิกนิน 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการวัดปริมาณลิกนินที่ลดลง
หลังจากวัตถุดิบผ่านการปรับสภาพเบื้องต้นพร้อมการ
ย่อยแล้วนอกจากนั้นยังพบการหายไปของพีคที่
ต าแหน่ง 1240 cm-1 ที่เป็นการส่ันของหมู่ฟังก์ชัน C=O 
ของเฮมิเซลลูโลสที่อาจจะย่อยสลายไปเป็นน้ าตาล 
 
 
 
 
 
 

สรุปและวิจารณ์ผล 
ผลการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีล าต้นของ

หญ้าเนเปียร์ด้วยเทคนิค ATR-FTIR และวิธี modified 
wood analytical method แสดงให้เห็นว่าล าต้นหญ้าเน
เปียร์มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลักร้อยละ 48.56 
โดยน้ าหนัก ซึ่งเซลลูโลสสามารถเปล่ียนไปเป็นน้ าตาล
รีดิวซ์ และผลิ ตเป็นไบโอเอทานอลได้ ด้วยการปรับ
สภาพเบื้องต้นพร้อมกับการย่อยล าต้นของหญ้าเนเปียร์
โดยการใช้กรดซัลฟูริกและสารลดแรงตึงผิวชนิด CTAB 
ร่วมกับการท า autoclave ในขั้นตอนเดียว (one-step 
method) พบว่าตัวอย่างมีปริมาณเซลลูโลสเพิ่มขึ้นและ
มีปริมาณลิกนินลดลงเป็นร้อยละ 60.58 และ 9.10 โดย
น้ าหนัก ตามล าดับ และให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดถึง 
86.94 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร จึงถือว่าเป็นวิธีที่เหมาะสม 
และมีประสิทธิภาพสูงสุดในงานวิจัยนี้ ซึ่งการปรับ
สภาพพร้อมการย่อยด้วยวิธีนี้เป็นวิธีที่ง่าย และสามารถ
ลดขั้นตอนในการผลิตไบโอเอทานอลได้ นอกจากน้ีจาก
ผลการทดลองข้างต้นยังเป็นข้อมูลที่ช่วยส่งเสริม
สนับสนุนให้น าล าต้นหญ้าเนเปียร์มาเป็นวัตถุดิบ
ทางเลือกในการผลิตไบโอเอทานอลและเป็นการเพิ่ม
มูลค่าของเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรอีกด้วย 
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