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เอทานอล การหมัก สารชวยทําละลาย 

  

กากมันสําปะหลังเปนกากของเหลือจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง ซึ่งเปนหน่ึงใน     

ชีวมวลที่มีความสามารถสําหรับใชในการผลิตเอทานอล เน่ืองจากมีแปงและเสนใยเปนองคประกอบหลัก 

ซึ่งสามารถเปลี่ยนใหเปนเอทานอลได เน่ืองดวยวัตถุประสงคเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของการยอยดวย

เอนไซม จึงไดนําโพลีเอทิลีนไกลคอล (PEG) นํ้าหนักโมเลกุลและความเขมขนตางๆ มาใชในกระบวนการ

ยอยดวยเอนไซม พบวาความเขมขน 15 % w/v ของ PEG4000 สามารถชวยผลิตนํ้าตาลรีดิวสได 

85.80 กรัมตอลิตร จากกากมันสําปะหลังที่ความเขมขน 16% w/v โดยใชเอนไซมผสมของเซลลูเลส  

อะไมโลกลูโคซิเดส และพูลลูแลนแนส ที่สัดสวน 1: 1: 1 (% v/v) ในกระบวนการยอยเปนนํ้าตาลและ

การหมักแยกกันในถังหมักขนาด 5 ลิตร ทําใหไดเอทานอล 51.78 กรัมตอลิตร ซึ่งใหคา yield ของเอทา

นอลที่ 0.32 กรัมตอกรัมของกากมัน และมีความสามารถในการผลิตเอทานอลได 3.4 กรัมตอลิตรตอ

ช่ัวโมง (ที่ชวง 6 ถึง 18 ช่ัวโมง ระหวางการหมัก) กระบวนการการเปลี่ยนกากมันสําปะหลังดวย

กระบวนการทางชีวภาพไปเปนเอทานอลสามารถเกิดไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยไมตองผาน

กระบวนการ pre-treatment และกระบวนการ detoxification นอกจากน้ี ระบบเอนไซมผสมน้ียัง

สามารถนําไปประยุกตใชไดกับผลิตภัณฑทางชีวภาพอ่ืน ๆ ที่มีความสําคัญกับเศรษฐกิจได 
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ABSTRACT 

 

 
Development of saccharification process of cassava residue using solubilizing 

agent for industrial ethanol production 

 

Ethanol, Fermentation, solubilizing agent 

 

Cassava pulp (CP), a by-product of the tapioca industry, is one of the potential 

starchy biomass resources that can be used for bioethanol production because it 

mainly contains starch and fiber which can be converted to ethanol. With the aim to 

improve the enzymatic hydrolysis efficiency, various molecular weights of polyethylene 

glycol (PEG) at different concentrations were applied to the enzymatic reaction. The 

15% (w/v) addition of PEG4000 showed the reducing sugar production (85.80 g/ L) by 

cellulase, amyloglucosidase (AMG), and pullulanase cocktail enzymes at a ratio of 1: 1: 

1 (% v/v) from 16% (w/v) of cassava pulp. In the 5L fermenter of the simultaneous 

hydrolysis and fermentation (SHF) process, the ethanol production reached to 51.78  

g/L which the ethanol yield was achieved at 0.32 g/g CP and the ethanol productivity 

was 3.4 g/L/h (from 6 h to 18 h of the fermentation period). These promising results 

indicated that the bioconversion of CP to ethanol is efficient, even without pre-

treatment and detoxification process. Furthermore, this cocktail enzyme system is 

applicable for production of various bio-products of economic importance. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1   ความสําคัญของงานวิจัย 

ประเทศไทยมีการสงเสริมการใชนํ้ามันแกสโซฮอลต้ังแตป 2544 จนถึงปจจุบัน ปริมาณการใช

นํ้ามันแกสโซฮอล (รวมแกสโซฮอล E10 ออกเทน 91, แกสโซฮอล E10 ออกเทน 95, แกสโซฮอล E20 

ออกเทน 95 และแกสโซฮอล E85) เพ่ิมขึ้นเปน 11.5 ลานลิตร/วัน (ขอมูลจากกรมพลังงานทดแทน และ

อนุรักษพลังงาน กระทรวงพลังงาน 2554) โดยที่แนวโนมการผลิตเอทานอล สําหรับใชผลิตแกสโซฮออล

สูงขึ้น ทั้งน้ีเน่ืองจากสวนตางระหวางราคานํ้ามันเบนซินและนํ้ามันแกสโซฮอลไดเพ่ิมสูงขึ้นมาก ทําให

ประชาชนหันไปนิยมใชนํ้ามัน E10 เน่ืองจากมีราคาถูก อีกทั้งรัฐบาลไดปรับลดอัตราภาษีสรรพสามิต

สําหรับรถยนต E20 ลง 5 % เมื่อวันที่ 9 พฤศจิกายน 2550 และมีผลบังคับใชต้ังแตวันที่ 1 มกราคม 

2551 และเพ่ือสนับสนุนการใชนํ้ามันที่มีสวนผสมของเอทานอลเพ่ิมมากข้ึนไปอีก คณะรัฐมนตรีไดมีมติ

เมื่อวันที่ 3 มิถุนายน 2551 เห็นชอบมาตรการภาษีเพ่ือสนับสนุนการใชนํ้ามัน E85 เปนการเพ่ิมเติม คือ 

1) ยกเวนอากรขาเขาช้ินสวนสําหรับรถยนต E85 ที่มีลักษณะเฉพาะเเละเปนอุปกรณหลักเพ่ือ

ปรับเปลี่ยนมาใชนํ้ามัน E85 และยังไมมีผลิตในประเทศ เปนการช่ัวคราว 3 ป และ 2) ลดอัตราภาษี

สรรพสามิตนํ้ามัน E85 จากเดิม 3.6850 บาท/ลิตร เหลือ 2.5795 บาท/ลิตร 

อยางไรก็ดีปญหาอุปสรรคของการสงเสริมการใชนํ้ามันแกสโซฮออล ในสวนของการผลิต เอ

ทานอล คือ ปญหาดานการขาดแคลนวัตถุดิบที่มีราคาถูก และราคาวัตถุดิบ เชน มันสําปะหลัง 

กากนํ้าตาล มีราคาสูงขึ้น ซึ่งแนวทางการแกไขจึงจําเปนตองมีการสงเสริมการปลูกมันสําปะหลัง ออย 

หรือ สงเสริมการปลูกพืชพลังงานอ่ืนๆ ที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอล เชน ขาวฟางหวาน เปนตน 

จากการวิเคราะหสถานภาพของวัตถุดิบที่ นํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตแกสโซฮอลล ไดแก

กากนํ้าตาล ออย และมันสําปะหลังน้ัน ออยและกากนํ้าตาลมีความสัมพันธกันในดานปริมาณ ปจจุบัน

ออยมีพ้ืนที่เพาะปลูกประมาณ 6 ลานไร มีปริมาณออยประมาณ 60 ลานตัน/ป ซึ่งยังไมเพียงพอกับการ

ความตองการของโรงงานนํ้าตาล ทั้งน้ีปริมาณกากนํ้าตาลมีสัดสวนประมาณรอยละ 5 ของออยสด (หรือ
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ประมาณ 3 ลานตัน/ป) ขณะที่ความตองการกากนํ้าตาลในประเทศแตละปมีประมาณ 1.5 ลานตัน ที่

เหลืออีกประมาณ 1.5 ลานตันใชสําหรับสงออก ซึ่งถาไมมีการสงออกกากนํ้าตาลจะสามารถนํา

กากนํ้าตาลน้ันมาผลิตเอทานอลไดประมาณ 0.8 ลานลิตร/วัน แตราคากากนํ้าตาล ณ ปจจุบันมีราคาสูง 

ประมาณ 4,800-5,200 บาท/ตัน ทําใหตนทุนการผลิตเอทานอลสูงจนโรงงานไมสามารถนํามาผลิตเอทา

นอลได  

จากขอมูลที่ผานมาพบวาโรงงานผลิตเอทานอลที่ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ เชน บ.ไทยงวน

แอลกอฮอล หรือ  บ.อินเตอรเนช่ันแนลแกสโซฮอล คอรเปอรเรชัน ยังทําการผลิตไดไมเต็มที่ ทั้งน้ีอาจ

มาจากสาเหตุหลายประการ แตที่เห็นไดชัดคือ ปญหาในการจัดหาวัตถุดิบ กลาวคือที่กําลังการผลิตเอทา

นอล 100,000 ลิตรตอวัน จะมีความตองการหัวมันสดประมาณ 600 ตันตอวัน ซึ่งมีมูลคาคอนขางสูงใน

แตละวัน และคิดเปนความตองการประมาณ 75% ของความตองการหัวมันสดของโรงงานแปงมัน

สําปะหลังขนาดใหญ (200 ตันแปงตอวัน หรือเทียบเทา 800 ตันหัวมันสดตอวัน) การจัดหาวัตถุดิบใน

ปริมาณมาก จึงจําเปนตองรวบรวมมาจากแหลงอ่ืนๆ ที่ไกลออกไป ดังน้ันการสรางโรงงานเอทานอลโดย

ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ จําเปนตองพิจารณาถึงปจจัยดานวัตถุดิบเปนสําคัญ วัตถุดิบที่นาจะจัดการ

ไดงายกวาในกรณีโรงงานเอทานอลจากมันสําปะหลัง จึงนาจะเปนมันเสนที่สามารถเก็บไวไดนานกวา

หัวมันสด อยางไรก็ตาม มันเสนมีตนทุนหรือราคาสูงกวาดวย 

สําหรับมันสําปะหลังพบวา มีพ้ืนที่เพาะปลูกประมาณ 6.5 ลานไร ผลผลิตเฉลี่ย 3 ตัน/ไร 

ประมาณการไดวาผลผลิตของประเทศในป 2552 จะมีประมาณ 20 ลานตัน (หัวมันสด) ซึ่งปริมาณ

ความตองการใชมันสําปะหลังมีเพียง 16 ลานตันในการผลิตแปง มันเสน มันอัดเม็ด ที่เหลือ 4 ลานตัน

สามารถนํามาผลิตเอทานอล นอกจากน้ีพบวา มันสําปะหลังยังมีศักยภาพในการเพ่ิมผลิตใหไดมากกวา 

3 ตัน/ไร (จนถึง 30 ตัน/ไร) ทําใหมีมันสําปะหลัง มาเปนวัตถุดิบผลิตเอทานอลมากพอโดยไมตองเพ่ิม

พ้ืนที่ปลูก และไมมีผลกระทบตอการบริโภคในประเทศ (กลาณรงค และคณะ 2544) 

การผลิตมันเสนของประเทศไทย โดยทั่วไปเกษตรกรรายใหญจะเปนผูผลิตเองโดยจะต้ังโรงงาน

ใกลกับพ้ืนที่ที่ปลูกมันสําปะหลัง เคร่ืองมือในโรงงานจะประกอบไปดวย เครื่องสับ รถตัก และ ทําการ

ตากแหงโดยใชลานตากซึ่งมักจะมีขนาดต้ังแต 5-10 ไร จนถึงเปน 100 ไร หัวมันสดจะถูกลําเลียงเขา

เครื่องสับ เมื่อไดมันเสนสดก็จะถูกนําไปลดความช้ืนโดยการตากในลานคอนกรีต มันเสนซึ่งตากในอยูใน

ลานจะถูกกลับโดยใชคราดซึ่งติดต้ังกับรถแทรกเตอร เมื่อมันเสนแหง (ความช้ืนประมาณ 14-15%) ก็จะ

ถูกรวมเปนกองโดยใชแทรกเตอร ซึ่งความตองการของมันเสนภายในประเทศไดสูงขึ้นอยางมากเน่ืองจาก
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นโยบายการผลิตเอทานอลสําหรับใชเปนเช้ือเพลิง ในประเทศและตางประเทศ ประกอบกับความ

ตองการมันเสนไปใชทดแทนขาวโพดเพ่ือผลิตอาหารสัตว น่ีทําใหความตองการมันเสนเพ่ิมข้ึนจาก 1.96 

ลานตัน ในป 2546 เปน 2.56 ลานตัน ในป 2547 (ปริมาณหัวมันสดที่ใชประมาณ 6.25 ลานตัน) และมี

แนวโนมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ 

 กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง ยังมีผลพลอยได (By-product) ในรูปของแข็งเกิดขึ้น คือ 

เปลือกมันและกากมัน โดยหัวมันสดหน่ึงตันจะใหปริมาณ เปลือกมัน และกากมัน ประมาณ 30 กิโลกรัม 

และ 60 กิโลกรัม ตามลําดับ  ในปจจุบันเปลือกมันถูกนําไปใชเปนวัสดุในการปลูกเห็ดและทําเปนอาหาร

สัตว สวนกากมันซึ่งมีสวนประกอบ (นํ้าหนักแหง) ไดแก แปง เสนใย โปรตีน ไขมัน และ เถา ใน

อัตราสวน 56%,  35.9%, 5.3%, 0.1% และ 2.7% ตามลําดับ กากมันที่ออกมาจากโรงงานจะมี

ความช้ืนสูง หรือ ประมาณ 60-70% และเปนแหลงอาหารที่ดีของจุลินทรีย จึงนําไปใชประโยชนไดยาก 

เน่ืองจากมีขอเสียก็คือ มีกลิ่นเหม็นซึ่งรบกวนกับชุมชนที่อยูรอบขาง ในปจจุบันไดมีการใชเอนไซมสอง

ชนิด คือ pectinase และ cellulose ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดแปง ทําใหไดกากแปงที่มีปริมาณ

แปงนอยลงและยังทําใหงายตอการอบแหง ปจจุบันกากมันจะลดความช้ืนโดยการตากบนพ้ืนคอนกรีต

ขนาดใหญในชวง 8 เดือนที่ไมมีฝนตก แตในชวงเดือนสิงหาคม ถึง เดือนพฤศจิกายน  

การพิจารณานําผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลัง คือ กากมันสําปะหลังมาใชเปน

วัตถุดิบผลิตเอทานอล โดยศึกษาใหครอบคลุมต้ังแตการแปรรูปกากมันสําปะหลัง (การลดความช้ืน การ

สกัดแปง)  จนถึงขั้นตอนการผลิตพลังงานในระดับตนแบบ จะทําใหเกิดการใชประโยชนไดอยางสูงสุด

ของการพัฒนาของประเทศ 

 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1. เพ่ือทราบถึงปจจัยที่มีผลตอการยอยสลายแปงและเซลลูโลสดวยเอนไซมอะไมเลสและ

เซลลูเลส รวมกับสารชวยทําละลาย พรอมกับการทํางานของ ยีสต Saccharomyces 

cerevisiae ในกระบวนการหมัก 

2. เพ่ือศึกษาและพัฒนาตนแบบการผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลังโดยเทคนิคการยอย

ดวยเอนไซมอะไมเลสและเซลลูเลส รวมกับสารชวยทําละลาย พรอมกับการทํางานของ 

ยีสต S.cerevisiae ในกระบวนการหมัก 
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3. เพ่ือพัฒนาตนแบบระบบการผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลังสําหรับผลิตพลังงาน

ทดแทนขนาด 5  ลิตร 

 

1.3   สมมุติฐานของการทดลอง 

เอทานอลเพื่อใชเปนพลังงาน 

ประเทศไทยจําเปนตองนําเขาพลังงานเช้ือเพลิงที่ใชในภาคขนสงเกือบทั้งหมด ทําใหสูญเสีย

เงินตราไปตางประเทศเปนจํานวนมากกวาปละ 2 แสนลานบาท ซึ่งมีมูลคามากกวารายไดจากการสงออก

ขาว มันสําปะหลัง ยางพารา นํ้ามันปาลม และนํ้าตาลทรายรวมกัน ประกอบกับแนวโนมราคานํ้ามัน

เช้ือเพลิงมีแตจะสูงขึ้น โดยประเทศไทยแทบไมมีอํานาจตอรอง เพราะมีการนําเขานํ้ามันสวนยอย ซึ่งมี

ปริมาณไมถึงรอยละ 1 ของตลาดโลกเทาน้ัน วิกฤติการณดานพลังงานโดยเฉพาะราคานํ้ามันในตลาดโลก

ไดเกิดขึ้นอยางตอเน่ืองมาโดยตลอด สาเหตุหลักๆ มาจากการเกิดความขัดแยงของประเทศตาง ๆ ในภาค

ตะวันออกกลางซึ่งเปนแหลงนํ้ามันสําคัญของโลก สิ่งเหลาน้ีมีผลกระทบตอประเทศไทย เปนอุปสรรคของ

รัฐบาลในการแกปญหาเศรษฐกิจ 

การใชนํ้ามันปโตรเลียมซึ่งมีปริมาณจํากัด อาจจะหมดไปในเร็ววันน้ี ทําใหประเทศตาง ๆ ทั่วโลก

ตองเสาะแสวงหาแหลงเช้ือเพลิงและพลังงานจากทรัพยากรภายในประเทศเพ่ือทดแทนการนําเขา เชน 

การใชถานหิน พลังงานนิวเคลียร กาซธรรมชาติ เปนตน สําหรับประเทศไทย แหลงพลังงานดังกลาวใน

ปริมาณที่คอนขางจํากัดและในสัดสวนที่ไมเหมาะสม เชน การผลิตไฟฟาในปจจุบันตองใชกาซธรรมชาติ

ถึงรอยละ 70 ทําใหขาดเสถียรภาพดานพลังงานของประเทศ อยางไรก็ตาม ไทยเรายังมีแหลงพลังงานที่

สามารถผลิตไดเอง คือ พลังงานทดแทนจากพืชเกษตร ประกอบกับปญหาราคาพืชผลทางการเกษตร

ตกตํ่าอยางตอเน่ือง โดยเฉพาะพืชผลที่ตองพ่ึงพาตลาดตางประเทศ เชน ขาว ซึ่งสามารถผลิตไดประมาณ 

27 ลานตันตอป จากที่นา 78 ลานไร มันสําปะหลังมีพ้ืนที่ปลูกประมาณ 7 ลานไร ซึ่งสวนใหญจะปลูกใน

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและตะวันออก โดยมีจังหวัดนครราชสีมาปลูกมากเปนอันดับหน่ึง ทั้งประเทศ

จะสามารถผลิตหัวสดไดประมาณ 19 ลานตันตอป ราคาขายอยูในระดับ 2-3 บาทตอกิโลกรัมตาม

เปอรเซ็นตแปง ออย ก็มีสภาพไมตางกัน และจะมีผลผลิตออกมากกวา 50 ลานตัน จากพ้ืนที่ปลูก

ประมาณ 6 ลานไร  

การใชเช้ือเพลิงเอทานอล ในปจจุบัน ไดจากการนําเอาพืชผลทางการเกษตร เชน มันสําปะหลัง 

ออย กากนํ้าตาล มาแปรรูปดวยการยอยสลาย การหมัก และการกลั่น แลวนําเอาเอทานอลที่ไดมาผสม
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กับนํ้ามันเช้ือเพลิงปโตรเลียม หากนําไปผสมกับเบนซินเรียกวา กาซโซฮอล หากนํามาผสมกับนํ้ามันดีเซล 

เรียกวา ดีโซฮอล (Desohol) หรือใชโดยตรง (Neat Ethanol) ซึ่งมีหลายประเทศ นิยมใช เชน บราซิล 

สหรัฐอเมริกา และประเทศกลุมประชาคมยุโรป การใชเช้ือเพลิง         เอทานอลสงผลใหลดมลภาวะ

ทางอากาศ โดยเฉพาะคารบอนมอนอกไซด และสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เผาไหมไมหมดซึ่งออกมา

จากทอไอเสียรถยนต และยังชวยลดจํานวนกาซคารบอนไดออกไซดในช้ันบรรยากาศที่มีผลกระทบ

โดยตรงตอสภาวะเรือนกระจก (Green House Effect)  

แนวความคิดเรื่องน้ี พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัว ทรงไดทดลองทั้งการผลิตและใชงานใน

โครงการสวนพระองคสวนจิตรลดา และไดมีการทดลองโดยการปโตรเลียมแหงประเทศไทย จนไดผลดี

มาแลว ตอมาเมื่อวันที่ 19 กันยายน 2543 คณะรัฐมนตรีไดมีมติเห็นชอบในหลักการ โครงการผลิต

แอลกอฮอลจากพืชเพ่ือใชเปนเช้ือเพลิง ตอมากระทรวงอุตสาหกรรมไดมีคําสั่งแตงต้ังคณะกรรมการเอทา

นอลแหงชาติ เมื่อวันที่  16 ตุลาคม 2543 โดยมี ปลัดกระทรวงอุตสาหกรรม เปนประธาน และ

ผูอํานวยการสํานักงานเศรษฐกิจอุตสาหกรรม เปนกรรมการและเลขานุการ คณะรัฐมนตรี ในการประชุม

เมื่อวันที่ 26 ธันวาคม 2543 ไดมีมติเห็นชอบแนวทางการสงเสริมและสนับสนุนการผลิตและการใชเอทา

นอลเปนเช้ือเพลิง ตามที่กระทรวงอุตสาหกรรมเสนอ ในการน้ีรัฐจะสนับสนุนใหภาคเอกชนลงทุนจัดต้ัง

โรงงานผลิตเอทานอลเปนเช้ือเพลิง และใหกระทรวงเกษตรและสหกรณกําหนดแผนการผลิตออยและมัน

สําปะหลัง เพ่ือรองรบัและสอดคลองกับการลงทุนผลิต เอทานอล  

จากการศึกษาสถานภาพของวัตถุดิบที่นํามาใชในการผลิตนํ้ามันกาซโซฮอล ซึ่งดําเนินการโดย

สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประกอบกับแผนยุทธศาสตรมันสําปะหลังและแผนพัฒนาการผลิต

ออยป 2545-2549 ของกระทรวงเกษตรและสหกรณ และในการประชุมคณะกรรมการ นโยบายพลังงาน

แหงชาติ เมื่อวันที่ 18 เมษายน 2545 และการประชุมคณะรัฐมนตรีเมื่อ 14 พฤษภาคม 2545 ไดมีมติ

รับทราบตามขอสรุปในดานวัตถุดิบสําหรับผลิตเอทานอล ดังน้ี  

1. พืชที่เหมาะสมสําหรับการนํามาใชเปนวัตถุดิบผลิตเอทานอลมากที่สุดคือ มันสําปะหลัง ซึ่งมี

ปริมาณสวนเกินของตลาดประมาณ 4 ลานตัน ตอป สามารถผลิต เอทานอลไดประมาณ 2 ลาน

ลิตร ตอวัน  

2. กากนํ้าตาลสามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบผลิตเอทานอลไดเฉพาะสวนที่เหลือจากการบริโภค 

ซึ่งมีประมาณ 0.8 ลานตัน ตอป ผลิตเอทานอลไดประมาณ 600,000 ลิตร ตอวัน  
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3. การใชออยเปนวัตถุดิบผลิตเอทานอลไมเหมาะสม เพราะปริมาณการผลิตออยยังไมเพียงพอ

กับความตองการของอุตสาหกรรมนํ้าตาล  

สําหรับกากนํ้าตาล (molasses) เปนผลิตภัณฑเหลือจากกระบวนการผลิตนํ้าตาลทรายจากพืชที่

ใหความหวาน เชน ออย หัวบีทชนิดหวาน (sugarbeet) เปนตน ปริมาณการผลิตของกากนํ้าตาลทั่วโลก

ประมาณ 125-130 ลานตันตอป ประมาณ 2 ใน 3 ไดมากจากออยและที่เหลือประมาณ 25% ไดมาจาก

หัวบีทชนิดหวาน  กากนํ้าตาลจะนําไปใชเปนสารอาหารสําหรับการหมักหลายชนิด ที่เหลือจะนําไปเปน

อาหารทั้งคนและสัตว กากนํ้าตาลประมาณ 75% ผลิตจากประเทศสหรัฐอเมริกาและเอเชีย กากนํ้าตาล

เปนนํ้าตาลที่ไมสามารถตกผลึกได ของแข็งที่ไมใชนํ้าตาล และสารเคมีตางๆ ทั้งอินทรียและอนินทรียใน

นํ้า  

โดยกากนํ้าตาลจะไดจากกระบวนการมีปริมาณมากถึงกวา 33% ของวัตถุต้ังตน กากนํ้าตาลที่ได

จากออยจะมี นํ้าตาลสูงถึง 48% เมื่อเทียบกับกากนํ้าตาลจากหัวบีทจะไมมี นํ้าตาลเลย จึงทําให

กากนํ้าตาลที่ไดจากออยซึ่งมีอยูเปนจํานวนมากและราคาถูก สามารถนํามาใชเปนสารอาหารสําหรับการ

เลี้ยงเช้ือยีสตในกระบวนการหมักเอทานอลไดโดยตรง ซึ่งตางจากมันสําปะหลังที่ตองผานกระบวนการ 

Saccharification เพ่ือเปลี่ยนแปงใหเปนนํ้าตาลกอน นอกจากน้ีกากนํ้าตาลยังมีสารอาหารอ่ืนๆที่จําเปน

ตอการหมัก เชน ไนโตรเจนอีกประมาณ 1% และแรธาตุๆอีกจํานวนมาก (http://www.suga-

lik.com/molasses/ composition. html) 

จากขอมูลดังกลาวขางตนแสดงใหเห็นวา ประเทศไทยมีศักยภาพในดานวัตถุดิบอยางเพียงพอที่

สามารถผลิตเอทานอลไดเกือบ 3 ลานลิตรตอวัน โดยไมมีการขยายพ้ืนที่เพาะปลูก ซึ่งมากเกินความ

ตองการใชเอทานอลในระยะแรกที่คาดวาจะไมเกิน 1 ลานลิตรตอวัน 

สํานักคุณภาพนํ้ามันเช้ือเพลิง กรมธุรกิจพลังงาน (กรมทะเบียนการคา) ไดรายงานไววาเอทา

นอลเปนสาร Oxygenated ชนิดหน่ึงซึ่งสามารถใชทดแทน Methyl Tertiary Buthyl (MTBE) ได ใน

ปจจุบันนํ้ามันเบนซินออกเทน 95 มีสาร MTBE ผสมในปริมาณรอยละ 5.5-11.0 โดยปริมาตร การ

นําเอาเอทานอลผสมในนํ้ามันเบนซินจะทําใหคุณสมบัติของนํ้ามันเบนซินเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม คือ คา

ความดันไอสูงขึ้นประมาณ 1 psi หรือ 6.9 kpa เมื่อใชเอทานอลรอยละ 10 คาอุณหภูมิการกลั่นที่

ปริมาตรรอยละ 50 ลดลง คุณสมบัติในการรวมตัวกับนํ้าลดตํ่าลงและจะทําใหการใชนํ้ามันเช้ือเพลิง

สิ้นเปลืองมากขึ้น (1-2%) เน่ืองจากมีคา Heating Value ตํ่า  
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นํ้ามันกาซโซฮอล คือ นํ้ามันเบนซินผสมเอทานอล (ใชความบริสุทธ์ิรอยละ 99.5 ขึ้นไป) สําหรับ

ประเทศไทย กรมทะเบียนการคาไดกําหนดคุณภาพของนํ้ามันกาซโซฮอล แยกออกจากนํ้ามันเบนซิน มี

คาความดันไอไมสูงกวา 65 กิโลปาสคาล (kpa) อุณหภูมิการกลั่นที่ปริมาตรรอยละ 50 ไมตํ่ากวา 65 

และไมสูงกวา 110 องศาเซลเซียส และใหมีการผสมเอทานอลไดในปริมาณรอยละ 10-12 โดยปริมาตร 

ในป 2544 ประเทศไทยมีการใชเบนซินออกเทน 95 ในปริมาณ 3,000 ลานลิตร ตองนําเขา MTBE ใน

ปริมาณ 187.464 ลานลิตร โดยมีราคาเฉลี่ยประมาณ 11.44 บาท ตอลิตร ดังน้ัน หากใชเอทานอล

ทดแทน MTBE ไดทั้งหมด สามารถประหยัดเงินไดประมาณ 2,144 ลานบาท แตตองผลิตเอทานอลไดไม

นอยกวาปละ 300 ลานลิตร จึงจะเพียงพอกับความตองการ  

จากการประชุมของคณะรัฐมนตรีเมื่อวันที่  30 กรกฎาคม 2545 ไดมีมติอนุมัติการขอต้ัง

โรงงานผลิตและจําหนายเอทานอลของผูประกอบการทั้ง 8 ราย ตามขอเสนอของคณะกรรมการ 

นโยบายพลังงานแหงชาติ ดังน้ี  

1. บริษั ท  พ รวิไล  อิน เตอร เน ช่ันแนล  กรุป  เท รด ด้ิ ง จํ ากั ด  อํ าเภอท า เรือ  จั งห วัด

พระนครศรีอยุธยา ผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต กําลังการผลิตไมเกิน 25,000 ลิตรตอวัน ใช

กากนํ้าตาลหรือมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ  

2. บริษัท ที.เอส.บี. เทรดด้ิง จํากัด (บริษัท ไทยอะโกร เอ็นเนอรย่ี จํากัด) อําเภอตาคลี จังหวัด

นครสวรรค ผลิตเอทานอลที่มีความบริสุทธ์ิของแอลกอฮอล 99.5 เปอรเซ็นต กําลังการผลิตไม

เกิน 150,000 ลิตรตอวัน ใชกากนํ้าตาลเปนวัตถุดิบ 

3. บริษัท อินเตอรเนช่ันแนล แกสโซฮอล คอรปอเรช่ัน จํากัด เขตชุมชนอุตสาหกรรมนครินทร-

อินดัสเตรียลปารค อําเภอบานคาย จังหวัดระยองจัดต้ัง ผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต ใน 

กําลังการผลิตไมเกิน 500,000 ลิตรตอวัน ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ 

4. บริษัท แสงโสม จํากัด อําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม ติดต้ังหนวยผลิตเพ่ิมเติมใน

โรงงานผลิตแอลกอฮอลที่มีอยูเดิม เพ่ือผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต ผลิตไมเกิน 100,000 

ลิตรตอวัน และใชกากนํ้าตาลเปนวัตถุดิบ 

5. บริษัทไทยงวน เอทานอล จํากัด จังหวัดชัยภูมิ หรือขอนแกน ผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต 

ขนาดกําลังการผลิตไมเกิน 130,000 ลิตรตอวัน ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ 
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6. บริษัท นํ้าตาลขอนแกน จํากัด อําเภอนํ้าพอง จังหวัดขอนแกน ผลิตเอทานอล 99.5 

เปอรเซ็นต ขนาดกําลังการผลิตไมเกิน 85,000 ลิตร ตอวัน ใชกากนํ้าตาลหรือมันสําปะหลังเปน

วัตถุดิบ 

7. บริษัท อัลฟา เอ็นเนอรจี จํากัด อําเภอไพศาลี จังหวัดนครสวรรค ผลิตเอทานอล 99.5 

เปอรเซ็นต ผลิตไมเกินวันละ 212,000 ลิตรตอวัน ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ 

8. บริษัท ไทยเนช่ันแนล พาวเวอร จํากัด นิคมอุตสาหกรรมสยาม อีทเทอรน อินดัสเตรียลปารค 

อําเภอปลวกแดง จังหวัดระยอง ผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต ผลิตไมเกิน 300,000 ลิตรตอ

วัน และใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ 

 ประธานกรรมการเอทานอลแหงชาติ ไดมอบใบอนุญาตต้ังโรงงานผลิตเอทานอลเพ่ือใชเปน

เช้ือเพลิงใหแกผูไดรับอนุญาตทั้ง 8 รายแลว เมื่อวันที่ 14 สิงหาคม 2545 โดยผูไดรับอนุญาตทั้ง 8 ราย 

จะตองปฏิบัติตามเอกสารขอเสนอโครงการ ซึ่งบริษัทไดย่ืนไวตามประกาศคณะกรรมการเอทานอล

แหงชาติ ลงวันที่ 20 กรกฎาคม 2544  

นอกจากผูประกอบการจํานวน 8 ราย ที่ไดรับอนุมัติใหดําเนินการจัดต้ังโรงงานผลิตเอทานอล

เปนเช้ือเพลิง ซึ่งมีขนาดกําลังการผลิตรวมกันทั้งสิ้น 1,502,000 ลิตร ตอวันแลว ยังมีผูประกอบการที่ได

ลงทุนจัดต้ังโรงงานผลิตเอทานอลเปนเช้ือเพลิงอีกจํานวน 12 ราย ซึ่งมีขนาดกําลังการผลิตรวมกันถึง 

4,530,000 ลานลิตร ตอวัน  

สําหรับนํ้ามันดีโซฮอล ซึ่งหมายถึง นํ้ามันดีเซลผสมแอลกอฮอล ในการผสมนํ้ามันดีโซฮอล

อาจจะใชเอทานอลความบริสุทธ์ิรอยละ 95 (Hydrated Ethanol) หรือสูงกวารอยละ 99 (Anhydrous 

Ethanol) ผสมกับนํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว แตตองมีการผสมสารเติมแตงประเภท Emulsifier เพ่ือชวยใหเอ

ทานอลละลายเปนเน้ือเดียวกับนํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว การผสมเอทานอลในนํ้ามันดีเซลหมุนเร็วทําให

คุณสมบัติทางเคมีและฟสิกสของนํ้ามันดีเซลหมุนเร็วเปลี่ยนไปบาง ที่สําคัญไดแก คาซีเทนนัมเบอร 

(Cetane Number) ลดลง และจุดวาบไฟของนํ้ามันดีโซฮอลมีคาตํ่ากวานํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว ดังน้ัน จึง

ตองชดเชยคาซีเทนนัมเบอรโดยการเติมสารเติมแตงประเภทเพ่ิมซีเทน (Cetane Improver) ลงไปเพ่ือ

เพ่ิมคาซีเทนนัมเบอรและตองเติมสารเติมแตงปองกันการกัดกรอน (Corrosion Inhibitor) เพ่ือปองกัน

หัวฉีดเช้ือเพลิงกัดกรอน สถาบันวิจัยและพัฒนา ปตท. ไดทดสอบการใชนํ้ามันดีโซฮอลกับรถโดยสาร ขส

มก. พบวา สามารถลดควันดําไดประมาณรอยละ 30-40  
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เน่ืองจากปญหาดานราคาของวัตถุดิบที่ใชสําหรับการผลิตเอทานอลมีราคาสูงขึ้นอยางตอเน่ือง 

เน่ืองจากวัตถุดิบที่ใชในการผลิตหลักเก่ียวของกับพืชอาหารที่ใชสําหรับการบริโภคและราคาอาหาร จึงมี

ผลทําใหตนทุนของการผลิตสูงขึ้นอยางมากในปจจุบัน ดังน้ัน งานวิจัยช้ินน้ีจะชวยใหการใชกากของเหลือ

จากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง มีประสิทธิภาพสูงสุดสําหรับการผลิตพลังงานทางเลือก ซึ่งเปน

พลังงานที่สะอาด และยังชวยลดมลภาวะที่เกิดจากกากของเสียเหลาน้ี นอกจากน้ัน คณะวิจัยยังคาดหวัง

วา การใชสารชวยทําละลายในกระบวนการยอยกากมันสําปะหลัง จะชวยลดตนทุนของการผลิตเอทา

นอลลง และอาจจะชวยสงเสริมใหอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจากกาก สามารถเกิดขึ้นไดจากราคา

ของตนทุนการผลิตที่ลดลง 

 

1.4  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการยอยสลายแปงและเซลลูโลส ดวยเอนไซมอะไมเลสและเซลลูเลส 

รวมกับการใชสารชวยทําละลาย แลวทําการหมักดวยยีสต S.cerevisiae เพ่ือพัฒนาตนแบบระบบผลิต

เอทานอลจากกากมันสําปะหลังโดยใชยีสตสายพันธุที่สามารถใหผลผลิตเอทานอลสูง สําหรับการศึกษา

เปรียบเทียบความคุมคาการลงทุนกับลานมันหรือโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังจะใชลานมันในจังหวัด

นครราชสีมาในการศึกษาเปรียบเทียบ โดยจะดูจากคาอัตราผลตอบแทนภายในโครงการ (Internal 

Rate of Return) และคาอัตราสวนผลประโยชนสุทธิการลงทุน (Net Benefit Investment Ratio) 

 

1.5   ผลที่คาดวาจะไดรับ 

ผลสําเร็จและความคุมคาของการวิจัยน้ี จัดเปนผลสําเร็จตามเปาประสงค (G)   ซึ่งวัดไดจากได 

ซึ่งสามารถใชในการเรียนการสอน และการสาธิตการเอทานอลเพ่ือถายทอดเทคโนโลยีสูเกษตรกร หรือ

กลุมธุรกิจที่มีความสนใจ   สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลัง นอกจากน้ี

เกษตรกรหรือกลุมธุรกิจยังจะมีขอมูลที่สามารถใชในการประเมินความคุมคาในการผลิตเอทานอล 

นอกจากน้ียังสามารถแบงความคุมของงานวิจัยไดออกเปน ดานวิชาการ คือการปรับปรุง

เทคโนโลยีทางดานการผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลัง   ดานเศรษฐกิจ  จะเปนการชวยเพ่ิมมูลคา

ของกากมันสําปะหลังซึ่งเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตแปงมัน  อีกทั้งผลผลิตที่ไดยังสามารถ

นําไปเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตเอทานอลได  ดานสังคม  นอกจากน้ียังเปนการสงเสริมใหเกิดการสราง
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งานในชนบท ลดการทิ้งถิ่นเพ่ือเขาหางานทําในเมือง   ดานสิ่งแวดลอม ลดปญหาเรื่องกลิ่นอัน

เน่ืองมาจากการทําแหงกากมันไมทัน   

 



บทที่ 2 

ทบทวนงานวิจัย 

2.1 เชื้อเพลิงชีวภาพ 

ในปจจุบัน การขาดแคลนเช้ือเพลิงฟอสซิลของโลก การเพ่ิมขึ้นของราคานํ้ามัน และความ

กังวลดานสิ่งแวดลอม เปนปจจัยที่ทําใหตลาดของเช้ือเพลิงชีวภาพมีความสําคัญมากย่ิงขึ้น (USDA 

ERS, 2009) เช้ือเพลิงชีวภาพมีศักยภาพในการรักษาความมั่นคงดานพลังงานไดทั้งในประเทศและทั่ว

โลก ชนิดของเช้ือเพลิงชีวภาพที่ไดรับการการพัฒนาจะมีความสัมพันธกับความสามารถทางดาน

เทคโนโลยีและทางดานกฎหมายที่ที่แตละประเทศน้ันสนใจ เน่ืองจากมีความเกี่ยวของกับผลิตทางการ

เกษตร การผลิตอาหารและการพัฒนาทางดานสังคม ในขณะที่เช้ือเพลิงชีวภาพที่มีศักยภาพในการ

พัฒนาและมีความสําคัญในทางเศรษฐกิจ จะเกี่ยวของกับภาคการขนสงทางถนน เน่ืองจากในภาคการ

ขนสงมีการใชยานยนตที่ติดต้ังเครื่องยนตที่ใชเช้ือเพลิงเหลวในการเผาไหม จึงทําใหระบบของ

เช้ือเพลิงชีวภาพในภาคการขนสงน้ัน มุงเนนไปที่เช้ือเพลิงเหลวเชนนํ้ามันเบนซินและดีเซล (Ahman 

and Nilsson, 2008) เปนผลใหประเภทของผูใหบริการเช้ือเพลิงชีวภาพที่สามารถนํามาใชในระบบ

ของภาคการขนสงทางถนนมีความจําเพาะเจาะจงและมีความเกี่ยวของกับทางสังคมและทางเทคนิคที่

มีตอการขนสง (Hodson et al., 2010) เช้ือเพลิงชีวภาพเหลวที่เหมาะสมสําหรับการขนสงคือเอทา

นอล ซึ่งมีบทบาทสําคัญเน่ืองจากมีโครงสรางพ้ืนฐานที่สามารถผสมกับนํ้ามันเบนซินได ซึ่งมีผลในการ

ลดปริมาณการผลิตคารบอนไดออกไซดในภาคการขนสงและสามารถลดการพ่ึงพาเช้ือเพลิงฟอสซิลได 

โดยการลดการใชนํ้ามันเบนซินลง 

2.2 เอทานอล 

เอทานอลหรือเอทิลแอลกอฮอล (รูปที่ 2.1) เปนสารอินทรียที่สําคัญเน่ืองจากมีคุณสมบัติเฉ

พาและสามารถนําไปใชประโยชนไดหลากหลาย ในสภาวะปกติเอทานอลเปนของเหลวที่ระเหยงาย 

ไวไฟ ไมมีสีสามารถผสมกับนํ้าและตัวทําละลายที่ไมใชขั้ว 
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รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของเอทานอล (https://en.wikipedia.org/wiki/Ethanol) 

 

 กระบวนการผลิตเอทานอลมี 2 วิธีคือ การสังเคราะหจากปโตรเลียมและทางชีวภาพ การ

ผลิตเอทานอลโดยการสังเคราะหจากการเรงปฏิกิริยาไฮโดรเจนของเอทธิลีนในรูปไอและเปนผลพลอย

ไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี (Logsdon, 2006) เอทานอลที่ผลิตจากกระบวนการน้ีสวนใหญจะใช

เปนตัวทําละลาย (60%) และสารอนุภัณฑทางเคมี (40%) การผลิตเอทานอลจากการหมักมีสัดสวน 

93% ของการผลิตเอทานอลทั้งหมดในโลก เอทานอลที่ผลิตจากการหมักนํ้าตาลที่สกัดจากพืชเปน

สวนใหญ เช้ือยีสต Saccharomyces cerevisiae เปนจุลินทรียที่ นิยมใชในการผลิตเอทานอล 

เน่ืองจากความสามารถในการผลิตเอทานอลสูงและมีความทนทานตอความเขมขนของเอทานอลสูง

มาก เอทานอลที่ผลิตสวนใหญจะใชเปนเช้ือเพลิงชีวภาพ (92%); และเครื่องด่ืมแอลกอฮอล (4%) 

(Logsdon, 2006) 

ในการผลิตเอทานอลเชิงพาณิชยเพ่ือใชเปนพลังงานทดแทน นํ้าตาลและแปงจะถูกใชเปน

แหลงอาหารคารบอนในกระบวนการหมัก ในขณะที่เอทานอลจากชีวมวลไดเริ่มตนการผลิตในป 2556 

(Balan et al. 2013) สหรัฐอเมริกาและบราซิลเปนประเทศแนวหนาในการผลิตเอทานอล 

สหรัฐอเมริกามีการใชแปงขาวโพดสวนบราซิลจะใชออยในการผลิตเอทานอล โดยในป พ.ศ. 2558 ทั้ง

สองประเทศสามารถผลิตเอทานอลรวมกันไดถึง 21,793 ลานลิตร คิดเปน 85% ของการผลิตในโลก

ในปน้ัน (รูปที่ 2.2) 
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รูปที่ 2.2 การผลิตเอทานอลจากเช้ือเพลิงโลก ในป พ.ศ. 2558 (ประเทศ พันลานลิตร, สวนแบงการ

ผลิตทั่วโลก) (RFA, 2016). 

 

ในบราซิลวัตถุดิบหลักคือออย ในขณะที่สหรัฐอเมริกาใชขาวโพดในการผลิตเอทานอล 

(Monceaux, 2009 Amorim and Lopes, 2009) ออย ขาวโพดและขาวฟางเปนพืช C4 ที่มี

ประสิทธิภาพสูงในการสังเคราะหแสงโดยใช CO2 และนํ้า ในการผลิตนํ้าตาลและโพลิเมอร เชนแปง 

เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ในกระบวนการน้ีใชพลังงานแสงอาทิตยเพ่ือตรึงคารบอนและปลอย

ออกซิเจนออกสูอากาศ (Sage and Monson, 1999) ซึ่งเปนผลใหคารบอนไดออกไซดที่เกิดจากการ

เผาผลาญเอทานอล จะถูกรีไซเคิลเปนวัฎจักรโดยการสังเคราะหแสง (รูปที่ 2.3) 

 

 

 
 

 
 

Thailand 334; 1% 
 
 
 

European Union 1,387; 5% 
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รูปที่ 2.3 ในการสังเคราะหแสง ออยใชคารบอนไดออกไซด (CO2) นํ้า (H2O) และพลังงานจาก

แสงอาทิตย เพ่ือผลิตนํ้าตาลและโพลีแซคคาไรด และปลดปลอยออกซิเจน (O2) ออกสูช้ัน

บรรยากาศ หลังจากการเก็บเกี่ยวและหีบออย นํ้าตาลจะถูกหมักโดยยีสตและเปลี่ยนเปน

เอทานอล ซึ่งจะถูกแยกออกโดยการกลั่นและใชเปนเช้ือเพลิงชีวภาพในรถยนต การเผา

ผลาญเอทานอลทําใหเกิดกาซคารบอนไดออกไซดที่กลับสูช้ันบรรยากาศทําใหเกิดเปนวัฎ

จักร (Lopes et al. 2016) 

 

เอทานอลสามารถผลิตไดจากวัตถุดิบหลากหลายประเภท เชน นํ้าตาล ไดแก นํ้าออยและ

กากนํ้าตาล ตลอดจนวัสดุที่ทําจากแปง เชน ขาวสาลีและขาวโพด (Jones et al., 1994) อยางไรก็

ตาม เทคโนโลยีการผลิตเอทานอลจากพืชมีมีแปงและนํ้าตาลเปนองคประกอบอาจไมเปนผลิตในระยะ

ยาว เน่ืองจากการปลูกขาวโพดสําหรับการผลิตเอทานอลจะมีทําใหเกิดการแขงขันและเบียดเบียน

พ้ืนที่เพาะปลูกพืชชนิดอ่ืน และมีผลคุกคามตอความมั่นคงดานอาหารของประเทศ (Giampietro et 

al., 1997) 

2.3 การหมักเอทานอล 

 ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล ยีสตเปนจุลินทรียที่สําคัญในการหมักนํ้าตาลไปเปน       

เอทานอล ซึ่งเปนกระบวนการที่สําคัญกระบวนการหน่ึงสําหรับอุตสาหกรรม เช้ือยีสตสายพันธุ        
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S. cerevisiae, S. uvarum (carlsbergensis), Schizosacchromyces pombe แ ล ะ 

Kluyveromyces species เปนสายพันธุหลักที่นิยมใชในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล 

ยีสตจะใชนํ้าตาลกลูโคสและใหผลผลิตเปนเอทานอลโดยกระบวนการไกลโคไลซิส ปฏิกิริยา

โดยรวมจะเกิดดังในรูปที่ 2.4 นํ้าตาลกลูโคส 1 โมล จะสามารถผลิต 2 โมลของเอทานอล 2 โมลของ

คารบอนไดออกไซด และ 2 โมลของเอทีพี ดังน้ันในแตละกรัมของนํ้าหนักกลูโคสจะสามารถให

แอลกอฮอลไดถึง 51% ในทางปฏิบัติ ผลผลิตของเอทานอลที่ไดจากการหมักจะไมเกินรอยละ 90-95 

ของคาทางทฤษฎี แตเน่ืองจากการเติมสารอาหารบางชนิดที่จะนําไปใชในกระบวนการเมทาโบลิซึม

เพ่ือการสังเคราะหสารชีวมวลใหมและใชในปฏิกิริยาอ่ืน ๆ เกี่ยวกับการบํารุงรักษาเซลล หรือ

ปฏิกิริยาขางเคียงอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้นในระหวางการหมัก (โดยปกติจะเปนกลีเซอรอล) ซึ่งสามารถผลิตได

มากถึง 4-5% ของสารต้ังตน ซึ่งหากสามารถกระบวนการเหลาน้ีได จะทําใหประสิทธิภาพของ

กระบวนการผลิตเพ่ิมขึ้นประมาณ 2.7% (Roehr, 2001) 

 

 

 

รูปที่ 2.4 กระบวนการหมักเอทานอล (Norr et al., 2003) 

 

การรีดิวสของ NADH ที่ถูกผลิตในกระบวนการไกลโคไลซิส จะถูกสงไปยังไปยังตัวรับ

อิเล็กตรอนและถูกเปลี่ยนเปน NAD+ เพ่ือนํากลับมาใชใหม acetaldehyde ซึ่งเปนผลิตภัณฑจาก

2ATP

2 Pyruvate 2 Acetaldehyde

2 Ethanol

Pyruvate decarboxylase

Alcohol-
dehydrogenase

2 CO2

2 NADH + 2 H+

2NAD+

Glucose
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กระบวนการ decarboxylation ของไพรูเวท จะทําหนาที่ เปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายใน

กระบวนการหมักเอทานอล ซึ่งมีเอนไซมเกี่ยวของในปฏิกิริยา 2 ปฏิกิริยา โดยในขั้นตอนแรก  

เอนไซม  pyruvate decarboxylase จะทําการ decarboxylate กรดไพรู วิก โดยมี thiamine 

pyrophosphate เปน cofactor ในขั้นตอนที่สอง จะเกิดปฎิกิริยารีดิวสของ acetaldehyde เปน  

เอทานอล โดย NADH ซึ่งปฏิกิริยาน้ีจะถูกเรงดวยเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส ซึ่งจะถูกกระตุน

ดวย Zn2+ (Ribéreau-Gayon et al., 2000) 

2.4 ชีวมวลทีมี่ลิกโนเซลลูโลส 

ชีวมวลที่มีลิกโนเซลลูโลสเปนชีวมวลที่มีองคประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 

ไดแก เศษวัสดุเหลือทิ้งจากไม เศษวัสดุจากการเกษตร เชน ฟางขาว ชานออย ซังขาวโพด แกลบ และ

กากมันสําปะหลัง ซึ่งสามารถใชเปนแหลงวัตถุดิบทดแทนประสิทธิภาพแทนที่แหลงวัตถุดิบที่มีแปง

และนํ้าตาลเปนองคประกอบ ลิกโนเซลลูโลสเปนวัตถุดิบที่ ไดรับการยอมรับวาเปนวัสดุที่มี

ประสิทธิภาพสูงที่สามารถใชในการขับเคลื่อนระบบการผลิตพลังงานทางเลือก เน่ืองจากวัตถุดิบ

เหลาน้ีมีอยูอยางมากมาย มีราคาถูก และมีองคประกอบของโพลีแซคคาไรดสูง (เซลลูโลสและเฮมิ

เซลลูโลส) (Fujii et al., 2009) จากการมุงเนนในการวิจัยและการพัฒนาเกี่ยวกับวัสดุลิกโนเซลลูโลส

ในทศวรรษที่ผานมา ทําใหวัตถุดิบเหลาน้ีไดรับการยอมรับและเปนแหลงวัตถุดิบที่มีความสําคัญ

สําหรับการผลิตเอทานอลในอนาคต (Taherzadeh et al., 2007) 

ลิกโนเซลลูโลสเปนสวนประกอบสําคัญของพืชที่ใหโครงสรางและมักมีอยูในราก ลําตนและใบ 

โดยผนังเซลลของพืช (รูปที่ 2.5) ทําจากเซลลูโลส (C6H10O5)n, เฮมิเซลลูโลส (C5H804)m, ลิกนิน 

[C9H10O3(OCH3)0.9-1.7]x, เปกติน และ glycosylated proteins (Nanda et al., 2013) ชีวมวลที่มี

ลิกโนเซลลูโลสทั่วไปมีองคประกอบของเซลลูโลส 35-55%, เฮมิเซลลูโลส 20-40% และ ลิกนิน 15-

25% (Sukumaran et al., 2010) 



17 

 

 

รูปที ่2.5 สวนประกอบของชีวมวลที่มีลิกโนเซลลูโลส (Ratanakhanokchai et al., 2013). 



บทที่ 3 

วิธีการศึกษา 

3.1 วัตถุดิบ 

กากมันสําปะหลังสดจากบริษัท สงวนวงษอุตสาหกรรม จํากัด ถูกตากแดดจนความช้ืนนอย

กวา 10% (w/w) เมื่อแหง กากมันสําปะหลังจะถูกนําไปบดเปนผงละเอียดโดยใชเครื่องบด Cross-

Beater (Glen Mill Corp. , Maywood, NJ, USA) และรอนผานตะแกรงขนาด 250 เมช จากน้ัน นํา

กากมันที่รอนไดใสถุงพลาสติกและเก็บในโถพลาสติกที่มีสารดูดความช้ืนจนกระทั่งใชตอไป 

3.2 เอนไซม 

เอนไซมที่ใชในการทดลองไดแก เอนไซมเซลลูเลส (Cellic CTec2; 150 filter paper unit 

(FPU)/mL) เอนไซมอะไมเลส (Termamyl SC; 120 kiloNovo unit (KNU)/g) เอนไซมอะไมโลกลู

โคซิเดส (AMG 300L; 300 unit/mL) พลูลูแลนเนส (Promozyme D2; 1350 new pullulanase 

unit Novo (NPUN)/g) เฮมิเซลลูเลส (0.3-3.0 unit/mg) และไซแลนเนส (≥2500 unit/g)  

3.3 เชื้อจุลินทรีย 

ในการทดลอง ยีสตสายพันธุ S. cerevisiae L3109 ถูกใชในการหมักเอทานอล ซึ่งไดรับจาก

สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

3.4 วิธีการวิเคราะห 

3.4.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี 

คาของปริมาณความช้ืน ปริมาณเสนใย ปริมาณของไนโตรเจน ปริมาณของไขมัน ปริมาณ

ของเถา และปริมาณของคารโบไฮเดรต ไดถูกทําการวิเคราะหโดยวิธีการวิเคราะหของ AOAC (1990) 

การวิเคราะหหาปริมาณของเย่ือใยที่สกัดดวยสารละลายที่เปนกลาง  (neutral  detergent  fiber , 
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NDF) ปริมาณของลิกโนเซลลูโลส (acid detergent fiber, ADF) และปริมาณของลิกนิน (acid 

dertergent lignin, ADL) โดยวิธี detergent analysis (Van Soest et al., 1991) 

3.4.2 การวิเคราะหหาปริมาณของน้ําตาลรีดิวส 

 ปริมาณของนํ้าตาลรีดิวสจะถูกวิเคราะหโดยวิธี DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) (Miller, 

1959) โดยใชปริมาตรของตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร (ในปริมาตร      

1 ลิตร ของสารละลาย DNS จะประกอบดวย 10 กรัมของ 3,5-dinitrosalicylic acid 300 กรัมของ 

potassium sodium tartrate ที่ละลายดวย 200 มิลลิลิตรของ 2N โซเดียมไฮดรอกไซด และทําการ

ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวยนํ้า RO) ทําการผสม และนําไปตมในนํ้าเดือดเปนเวลา 5 นาที และ

นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  

 3.4.3 การวิเคราะหหาปริมาณของเอทานอล 

 ทําการวิเคราะห โดยใชเครื่อง GC รุน AutoSystem XL, Perkin Elmer, U.S.A คอลัมน

แบบ capillary PE-1 ที่อุณหภูมิ 250 และ 300 องศาเซลเซียส โดยใชกาซฮีเลียมเปน carrier gas 

การวิเคราะหปริมาณเอทานอลของตัวอยางจะเทียบจากกราฟของสารมาตรฐานเอทานอล 

 3.4.4 การวิเคราะหการเจริญของยีสต 

การวัดการเจริญของเซลลยีสต วัดโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโน

เมตร โดยใชอาหาร YM เปน blank  

การวัดมวลเซลล  วัดโดยนําอาหารที่มีเซลลยีสตเจริญอยูปริมาตร 50 มิลลิลิตร กรองผาน

แผนกรอง cellulose acetate (13mm, 0.45µm, Whatman, England) แลวลางเซลลดวยนํ้า 

deionized แลวนําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  การวิเคราะหมวล

เซลลจะคํานวณจากนํ้าหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร) 

 3.4.5 การวิเคราะหคาจลพลศาสตรของการหมัก 

ศึกษาหาคาจลพลศาสตรตางๆ ไดแก อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate), อัตรา

การใชนํ้าตาล (consumption rate), อัตราการผลิตผลิตภัณฑ (productivity) และคา yield เปนตน 
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อัตราการเจริญจําเพาะ  =  (In X2 – In X1) / (t2 – t1) 

  X1, X2 เปนปริมาณของเซลล ณ เวลาที่ t1 และ t2 

 

อัตราการใชนํ้าตาล = (C2 – C1) / (t2 – t1) 

  C1, C2 เปนความเขมขนของนํ้าตาล ณ เวลาที่ t1 และ t2 

 

อัตราการผลิตผลิตภัณฑ = (P2 – P1) / (t2 – t1) 

P1, P2 เปนของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น ณ เวลาที่ t1 และ t2 

 

คา Yield = (Ci – Cf) / (Pf – Pi) 

  Ci เปนความเขมขนของนํ้าตาลเริ่มตน 

  Cf ความเขมขนของนํ้าตาลหลังจากการหมัก 

  Pi เปนความเขมขนผลิตภัณฑกอนการหมัก 

  Pf เปนความเขมขนผลิตภัณฑหลังการหมัก 

 

3.5 การทดสอบผลของปริมาณกากมันแหงตอความสามารถในการผลิตน้ําตาลรีดิวสดวย

เอนไซมอะไมเลสและอะไมโลกลโูคซิเดส 

 ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร

ไดถูกนํามาทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพู

ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยนํากากมันแหงปริมาณตางๆ ใสในขวดและปรับปริมาตรเปน 98 มิลลิลิตร 

ดวยนํ้า RO และนําไปบมที่ 80 องศาเซลเซียส ในตูเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 

30 นาที หลังจากน้ัน นํามาเติมเอนไซม Termamyl SC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (144 KNU) และบมที่

อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ในตูเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และนํามา

เติมเอนไซม AMG 300L ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (300 U) นําไปบมที่ 60 องศาเซลเซียส ในตูเขยาที่

ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากน้ันนําตัวอยางที่ผานการยอยแลวไปแยกกาก

โดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ของเหลวที่ไดจากการยอยจะ
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ถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหาปริมาณของนํ้าตาลรีดิวส โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติม

เอนไซมที่ความเขมขนตางๆ ของกากมัน 

3.6 การทดสอบผลของการเติมแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ตอประสิทธิภาพของการยอยเพื่อการ

ผลิตน้ําตาลรีดิวส 

 ในการทดลองผลของการเติม CaCl2 ตอประสิทธิภาพของการยอย จะทําการทดสอบโดยแบง

ออกเปน 2 กลุมคือ เอนไซมสําหรับยอยแปง (Amylolytic enzyme) และเอนไซมสําหรับยอยเสนใย 

(cellulolytic enzyme) โดยใชกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมในปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ

เอนไซมที่ความเขมขน 1% โดยปริมาตรของเอนไซมแตละชนิด ดังแสดงในตารางที่ 3.1 ปริมาณของ

นํ้าตาลรีดิวสที่ผลิตไดจากการยอยของเอนไซมจะถูกวิเคราะหที่เวลา 3, 6 และ 9 ช่ัวโมง โดย

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเอนไซม 
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ตารางที่ 3.1 ชุดการทดสอบการศึกษาผลของ CaCl2 ตอการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม โดย

ใชกากมันที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร 

 ชุดการทดสอบ 
2 mM 

CaCl2 

Debranching 

enzyme 

Termamyl 

SC 

AMG 

300L 

T=40°C 

t = 0-3 h 

T=80°C 

t= 3-6 h 

T=60°C 

t=6-9 h 

Am
yl

ol
yt

ic
 e

nz
ym

e 

Control X X X X 

Termamyl X X O X 

Termamyl+CaCl2 O X O X 

AMG X X X O 

AMG+CaCl2 O X X O 

Termamyl+AMG X X O O 

Termamyl+AMG+CaCl2 O X X X 

Pullulanase X Pullulanase O O 

Pullulanase+CaCl2 O Pullulanase O O 

Ce
llu

lo
ly

tic
 e

nz
ym

e 

Xylanase X Xylanase O O 

Xylanase+CaCl2 O Xylanase O O 

Hemicellulase X Hemicellulase O O 

Hemicellulase+CaCl2 O Hemicellulase O O 

Cellulase X Cellulase O O 

Cellulase+CaCl2 O Cellulase O O 

X= No added; O=Added 

 



23 

 

3.7 ผลของ debranching enzyme ตอประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาลรีดิวส 

ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา

ทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพูขนาด 250 

มิลลิลิตร โดย 1 มิลลิลิตรของเอนไซมแตละชนิดจะถูกเติมในกากมัน ดังแสดงในตารางที่ 3.2 จากน้ัน

นําตัวอยางที่ผานการยอยแลวไปแยกกากโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที เปน

เวลา 10 นาที ของเหลวที่ไดจากการยอยจะถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหาปริมาณของนํ้าตาลรีดิวส 

โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเอนไซมที่ความเขมขนตางๆ ของกากมัน 

 

ตารางที่ 3.2 ชุดการทดสอบการศึกษาผลของ debranching enzyme ตอการยอยกากมันสําปะหลัง

ดวยเอนไซม โดยใชกากมันที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร 

ชุดการทดสอบ 

Debranching enzyme 
Termamyl 

SC 
AMG 300L 

T=40°C 

t = 0-3 h 

T=80°C 

t= 3-6 h 

T=60°C 

t=6-9 h 

Control X X X 

Xylanase Xylanase O O 

Cellulase Cellulase O O 

Pullulanase Pullulanase O O 

Xylanase+Cellulase Xylanase+Cellulase O O 

Xylanase+Pullulanase Xylanase+Pullulanase O O 

Xylanase+Cellulase+ 

Pullulanase 

Xylanase+Cellulase+ 

Pullulanase 

O O 

X= No added; O=Added 
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3.8 การปรับปรุงขั้นตอนการเติมเอนไซมเพื่อการผลิตน้ําตาลรีดิวสจากกากมันสําปะหลัง 

ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา

ทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพูขนาด 250 

มิลลิลิตร การทดลองจะแบงออกเปน การเติมเอนไซมแบบสองข้ันตอนและการเติมเอนไซมแบบ

ขั้นตอนเดียว โดย 1 มิลลิลิตรของเอนไซมแตละชนิดจะถูกเติมในกากมัน ดังแสดงในตารางที่ 3.3 

จากน้ันนําตัวอยางที่ผานการยอยแลวไปแยกกากโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที ของเหลวที่ไดจากการยอยจะถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหาปริมาณของนํ้าตาล

รีดิวส โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเอนไซมที่ความเขมขนตางๆ ของกากมัน 

 

ตารางที่ 3.3 ขั้นตอนการเติมเอนไซม 

ชุดการทดสอบ 

Step I Step II 

T=60°C 

t = 0-3 h 

T=60°C 

t= 3-6 h 

Control X X 

AMG AMG X 

Cel+AMG Cellulase AMG 

Cel/AMG Cellulase+AMG X 

Cel/Pul+AMG Cellulase+Pullulanase AMG 

Cel/Pul/AMG Cellulase+Pullulanase+AMG X 

X= No added 
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3.9 การปรับปรุงประสิทธิภาพการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม โดยการเติม PEG 

 ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา

ทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพูขนาด 250 

มิลลิลิตร โดยทําการเติม PEG ขนาดนํ้าหลักโมเลกุลตางๆ ไดแก PEG200, PEG400, PEG600, 

PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ที่ความเขมขน 100, 200, 300, 400, 500 และ 

600 กรัมตอลิตร รวมกับเอนไซม cellulase: pullulanase: AMG ที่สัดสวน 1: 1: 1 โดยปริมาตร 

จากน้ันนําตัวอยางที่ผานการยอยแลวไปแยกกากโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที ของเหลวที่ไดจากการยอย (hydrolysates) จะถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหา

ปริมาณของนํ้าตาลรีดิวส โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเอนไซมที่ความเขมขนตางๆ 

ของกากมัน 

3.10 การผลิตเอทานอลจาก hydrolyzates ของกากมันสําปะหลังที่ผานการยอยโดยเอนไซม

รวมกับ PEG ที่น้ําหนักโมกุลและความเขมขนตางๆ โดยเชื้อยีสต S. cerevisiae L3109 ใน

กระบวนการหมักแบบ SHF 

 ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา

ทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพูขนาด 250 

มิลลิลิตร โดยทําการเติม PEG ขนาดนํ้าหลักโมเลกุลตางๆ ไดแก PEG1000, PEG2000, PEG4000 

และ PEG6000 ที่ความเขมขน 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500 และ 600 กรัมตอลิตร 

รวมกับเอนไซม cellulase: pullulanase: AMG ที่สัดสวน 1: 1: 1 โดยปริมาตร จากน้ันนําตัวอยางที่

ผานการยอยแลวไปแยกกากโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

ของเหลวที่ไดจากการยอย (hydrolysates) จะถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหาปริมาณของนํ้าตาล

รีดิวส และนําไปเตรียมเปนอาหารสําหรับการหมักเอทานอล โดยจะทําการเติม 2.5 กรัม yeast 

extract, 5 กรัม peptone, 1 กรัม KH2PO4, 0.3 กรัม MgSO4.7H2O และ and 2 กรัม NH4Cl ตอ

ปริมาตร 1 ลิตร จากน้ัน นําอาหารไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที และ

ทําการเติมหัวเช้ือยีสต S. cerevisiae L3109 ที่ 5% โดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ในตูบมพรอมการเขยาที่ 200 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยางเพ่ือนําไปวิเคราะหหารการ

เจริญของยีสต การลดลงของนํ้าตาลรีดิวสและการผลิตเอทานอล 
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3.11 การผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลังที่ผานหระบวนการยอยพรอมกับ PEG4000 ในถัง

หมักขนาด 5 ลิตร โดยกระบวนการหมักแบบ SHF  

ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา

ยอยดวยเอนไซม cellulase: pullulanase: AMG ที่สัดสวน 1: 1: 1 โดยปริมาตรพรอมกับการเติม 

PEG4000 ที่ความเขมขน 150 กรัมตอลิตร เพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส และนํา hydrolysates ที่ไดมา

เตรียมอาหารสําหรับการหมักโดยทําการเติม 2.5 กรัม yeast extract, 5 กรัม peptone, 1 กรัม 

KH2PO4, 0.3 กรัม MgSO4.7H2O และ and 2 กรัม NH4Cl ตอปริมาตร 1 ลิตร ในถังหมักขนาด 5 

ลิตร โดยเติมอาหารปริมาตร 3 ลิตรลงในถังหมักและนําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 15 นาที และทําการเติมหัวเช้ือยีสต S. cerevisiae L3109 ที่ 5% โดยปริมาตร นําไปบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พรอมการกวนที่ 200 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยางเพ่ือนําไปวิเคราะห

หารการเจริญของยีสต การลดลงของนํ้าตาล และการผลิตเอทานอล 

 



บทที่ 4 

ผลการศึกษา 

4.1 องค์ประกอบทางเคมีของกากมันส าปะหลังแห้ง 

องค์ประกอบของกากมันส าปะหลังแสดงดังในตารางท่ี 4.1 โดยพบว่ากากมันส าปะหลังมี

องค์ประกอบหลักเป็นคาร์โบไฮเดรต 74.27% (nitrogen-free extract) และมีองค์ประกอบอื่นๆ 

ได้แก่ โปรตีนหยาบ (crude protein) 2.15%, เถ้า (ash) 2.32%ม และไขมัน (fat) 0.16%, นอกจากนี้ 

เมื่อวิเคราะห์แบบ Detergent analysis พบว่ากากมันส าปะหลังมีองค์ประกอบของเยื่อใยหยาบ 

(crude fiber) 13.47%ม เยื่ อ ใยจากสารละลายท่ีเป็นกลาง  (Neutral detergent fiber; NDF) 

36.44%, เยื่อใยจากสารละลายท่ีเป็นกรด (Acid detergent fiber; ADF) 20.56%, ลิกนิน (acid 

detergent lignin; ADL) 2.82%, เซลลูโลส 17.73%, และเฮมิเซลลูโลส 15.88% ซึ่งองค์ประกอบ

ดังกล่าวอาจมีความแตกต่างกันจากสายพันธุ์มันส าปะหลัง ฤดูกาล สถานท่ีเพาะปลูก กระบวนการ

ผลิตและสภาวะท่ีใช้ และรวมถึงเทคโนโลยีท่ีใช้ในการผลิตของโรงงานแป้งมันส าปะหลัง (Pandey et 

al., 2000, Sriroth et al., 2000) จากรายงานการวิจัยของ Sriroth et al. (2000) รายงานว่ากากมัน

ส าปะหลังมีองค์ประกอบของแป้ง 68% และเส้นใย 27% โดยน้ าหนักแห้ง ซึ่งองค์ประกอบของกาก

มันส าปะหลังท่ีมีแป้งเป็นองค์ประกอบหลักนั้น ท าให้กากมันส าปะหลังสามารถใช้เป็นวัตถุดิบของ

อาหารคาร์บอนท่ีมีส่วนส าคัญต่อกระบวนการหมักและการกระบวนการผลิตสารทางชีวภาพ 

โดยเฉพาะการผลิตเอทานอล นอกจากนี้ ในกากมันส าปะหลัง มีปริมาณของไขมัน โปรตีนและเถ้า ใน

ปริมาณต่ า ท าให้ง่ายต่อกระบวนการเปล่ียนในทางชีวภาพ (bioconversion processes) และมี

ความส าคัญต่อกระบวนการหมักโดยเช้ือจุลลินทรีย์ (Pandey et al., 2000) 
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ตารางที่ 4.1 องค์ประกอบทางเคมีของกากมันส าปะหลังแห้ง 

องค์ประกอบ % โดยน  าหนัก 

I. Proximate analysis 

Crude protein 

 

2.15 

Moisture 7.63 

Ash 2.32 

Crude fiber (CF) 13.47 

Fat (Ether extract, EE) 0.16 

Carbohydrate (Nitrogen-free extract, NFE) 74.27 

II. Dietary fiber methods  

Neutral detergent fiber (NDF) 36.44 

Acid detergent fiber (ADF) 20.56 

Acid detergent lignin (ADL) 2.82 

Cellulose 17.73 

Hemicellulose 15.88 

 

4.2 การวิเคราะห์การย่อยด้วยเอนไซม์ 

 4.2.1 ความเข้มข้นของกากมันที่ เหมาะสมต่อการผลิตน  าตาลรีดิวส์ ด้วยเอนไซม์  

thermostable α-amylase และ AMG 

 การศึกษาการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ โดยท าการศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสม

ของปริมาณกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 4-24% โดยน้ าหนัก ผลการศึกษาแสดงในรูปท่ี 4.1 
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พบว่า ปริมาณของกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 4% จะให้ค่า yield ของปริมาณน้ าตาลรีดิวส์ต่อ

ปริมาณกากมันแห้งเริ่มต้นท่ีสูงสุด อยู่ท่ี 0.61 กรัมต่อกรัม และผลิตน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดท่ี 24.12 กรัม

ต่อลิตร และเมื่อเพิ่มปริมาณของกากมันส าปะหลังแห้งในกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์ พบว่าจะมีผล

ต่อการเพิ่มขึ้นของการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ โดยท่ีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังท่ี 16% สามารถ

ผลิตน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 85.60 กรัมต่อลิตร ซึ่งสูงกว่า3.75 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับความเข้มข้นของ

น้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 4% อย่างไรก็ตาม เมื่อความเข้มข้นของ

กากมันส าปะหลังท่ีใช้ในการย่อยมีความเข้มข้นมากขึ้น ท่ี 20% และ 24% โดยน้ าหนัก จะมีผลต่อ

การเพิ่มขึ้นของความหนืดและท าให้การผสมและการกวนยากขึ้นท าการประสิทธิภาพของการย่อย

ลดลง 

 

 

รูปที่ 4.1  ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น4%, 8%, 

12%, 16%, 20% and 24% w/v โดยเอนไซม์ Termamyl SC และ AMG 300L 
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 การเพิ่มขึ้นของปริมาณน้ าตาลรีดิวส์จะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มขึ้นของปริมาณของกากมัน

ส าปะหลังท่ีใช้ในการย่อย อย่างไรก็ตาม ท่ีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นสูงนั้น มี

ผลท าให้ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้ลดต่ าลง ซึ่งอาจะเป็นผลผลมาจากการเกิดการยับยั้ง

กิจกรรมของเอนไซม์จากน้ าตาลท่ีผลิตได้ จากรายงานของ Kolusheva and Marinova (2007) สรุป

ได้ว่า ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสจะมีผลท าให้อัตราการย่อยแป้งของเอนไซม์ลดลงอย่างมี

นัยส าคัญและมีผลยับย้ังการท างานของเอนไซม์ 

4.2.2 ผลของ CaCl2 ต่อประสิทธิภาพของการย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อการผลิตน  าตาลรีดิวส์

จากกากมันส าปะหลัง 

 ในการออกแบบการทดสอบ เอนไซม์ท่ีใช้ในการทดสอบถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ เอนไซม์

ในการย่อยแป้ง (amylolytic enzyme) ได้แก่ Termamyl SC, AMG 300L และ pullulanase และ

เอน ไ ซม์ ในก ารย่ อ ย เ ส้น ใย  (cellulolytic enzyme) ไ ด้ แก่   Cellic CTec2 , xylanase และ 

hemicellulose โดยท าการเปรียบเทียบการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ในสภาวะท่ีมีการเติม CaCl2 ปฏิกิริยา

ในการย่อย กับสภาวะท่ีไม่มีการเติม CaCl2  

 ในขั้นตอนแรกของการย่อยด้วยเอนไซม์ เอนไซม์สูตรเด่ียว ได้แก่ pullulanase, cellulase, 

xylanase และ hemicellulose จะถูกเติมลงไปในตัวอย่างกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 16% 

โดยน้ าหนัก และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้น ในขั้นตอนท่ีสอง 

ท าการเติมเอนไซม์ Termamyl SC และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 

และขั้นตอนสุดท้าย เติมเอนไซม์ AMG 300L และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 

ช่ัวโมง จึงเสร็จขั้นตอนของการย่อย โดยผลของการศึกษาแสดงในรูปท่ี 4.2 และ 4.3 พบว่า ชุด

ตัวอย่างท่ีท าการเติมเอนไซม์ cellulase และเอนไซม์ cellulase + CaCl2 ให้ผลของการผลิตน้ าตาล

รีดิวส์สูงสุดท่ี 65.05 และ 69.53 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ นอกจากนี้ จากการทดลองพบว่าเอนไซม์ 

pullulanase มีผลส่งเสริมการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ในขั้นตอนแรกของการย่อยด้วยเอนไซม์ อย่างไรก็

ตาม เมื่อท าการเติมเอนไซม์ xylanase และ hemicellulose ในขั้นตอนแรกของการย่อย พบว่า

เอนไซม์ท้ังสองชนิด สามารถผลิตน้ าตาลรีดิวส์ได้ในปริมาณต่ า 
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 การเติมเอนไซม์ Termamyl SC ในขั้นตอนท่ีสอง มีผลอย่างมากต่อการเพิ่มข้ึนของการผลิต

น้ าตาลรีดิวส์ โดยเฉพาะในชุดตัวอย่างของ cellulase และ cellulase + CaCl2 และให้ความเข้มข้น

ของน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดอยู่ท่ี 80.65 และ 82.40 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 

หลังจากเติมเอนไซม์ AMG 300L ในขั้นตอนสุดท้ายและบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง ปริมาณน้ าตาลรีดิวส์จะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในทุกชุดการทดลอง มีผลท าให้ความ

เข้มข้นสุดท้ายของน้ าตาลรีดิวส์มีความเข้มข้นท่ีใกล้คียงกันในทุกชุดการทดลอง วิธีท่ีใช้เอนไซม์ 

debranching ร่วมกับ Termamyl SC และ AMG 300L โดยในชุดตัวอย่างของ xylanase + CaCl2 

ให้ผลการผลิตน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดท่ี 0.70 ± 0.04 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลังแห้ง ดังแสดงในตาราง

ท่ี 4.5 อย่างไรก็ตาม ในชุดการทดลอง pullulanase + CaCl2 และ hemecellulase + CaCl2 แสดง

ให้เห็นว่าผลผลิตของน้ าตาลรีดิวส์ให้ค่า yield ท่ีสูงท่ี 0.68 ± 0.01 และ 0.67 ± 0.03 กรัมต่อกรัม

ของกากมันส าปะหลังแห้ง ตามล าดับ 

การเติม 2 mM CaCl2 ในปฏิกิริยาขิงการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์สามารถเพิ่มการ

ผลิตน้ าตาลรีดิวส์ได้เล็กน้อย โดยเฉพาะในขั้นตอนของการเติมเอนไซม์ AMG 300L แคลเซียมไอออน

จะมีผลในเชิงบวกต่อความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิของเอนไซม์ท่ีใช้ส าหรับการย่อยแป้ง (Violet 

and Meunier., 1989 , Brown และ Kelly et al., 1995 และ Dong et al., 1997) นอกจากนี้  

Vengadgramana et al. (2012) รายงานว่าแคลเซียมไอออนช่วยเพิ่มเสถียรภาพของ α-amylase 

จาก Baccillus icheniformis ATCC 6346 

ส าหรับการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ ปัญหาหลักในการย่อยคือเม็ดแป้งท่ีติดอยู่

ภายในเซลล์จะถูกปกคลุมด้วยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในผนังเซลล์ ดังนั้นท้ังเซลลูโลสและเฮมิ

เซลลูโลสจึงยากต่อการย่อยสลาย และป้องกันไม่ให้แป้งสัมผัสกับเอนไซม์ อย่างไรก็ตามเอนไซม์ 

debranching มีบทบาทส าคัญในกระบวนการย่อยเพื่อท าลายโครงสร้างเส้นใยในผนังเซลล์ ดังนั้น

ประสิทธิภาพของการย่อยด้วยเอนไซม์ในขั้นตอนท่ีสองของ Termamyl SC และ AMG 300L จึง

ได้รับการส่งเสริม 
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รูปที่ 4.2  ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตจากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดย

น้ าหนัก ด้วยเอนไซม์ย่อยแป้ง ได้แก่ Termamyl SC, AMG 300L และ Promozyme 

D2 ร่วมกับการเติม/ไม่เติม 2 mM CaCl2 

Added 

Termamyl SC 

Added 

AMG 
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รูปที่ 4.3  ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตจากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดย

น้ าหนัก ด้วยเอนไซม์ย่อยเส้นใย ได้แก่ xylanase, hemicellulase และ cellulase 

ร่วมกับการท างานของเอนไซม์ Termamyl SC และ AMG 300L ร่วมกับการเติม/ไม่

เติม 2 mM CaCl2 

 

 

 

 

 

 

Added 

Termamyl SC 

Added 

AMG 
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ตารางที่ 4.2 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตจากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดยน้ าหนัก 

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ย่อยแป้งและเส้นใยร่วมกับการเติมและไม่เติม 2 mM CaCl2 

 ชุดการทดลอง 
ปริมาณของน  าตาลรีดิวส์ (ท่ี 9 h) 

(กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง) 

Am
yl

ol
yt

ic 
en

zy
m

e 

Control 0.01 ± 0.02 f 

Termamyl 0.31 ± 0.04 e 

Termamyl + CaCl2 0.33 ± 0.02 e 

AMG 0.58 ± 0.05 cd 

AMG+CaCl2 0.57 ± 0.01 d 

Termamyl + AMG 0.63 ± 0.00 bcd 

Termamyl + AMG + CaCl2 0.65 ± 0.02 abc 

Pullulanase 0.62 ± 0.02 bcd 

Pullulanase + CaCl2 0.68 ± 0.01 ab 

Ce
llu

lo
ly

tic
 e

nz
ym

e 

Xylanase 0.59 ± 0.01 cd 

Xylanase + CaCl2 0.70  ± 0.04 a 

Hemicellulase 0.59 ± 0.01 cd 

Hemicellulase + CaCl2 0.67 ± 0.03 ab 

Cellulase 0.60 ± 0.01 cd 

Cellulase + CaCl2 0.64 ± 0.01 abc 
Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly different 

(p<0.05, Duncan’s test). 

 

 4.2.3 ผลของเอนไซม์สูตรเด่ียวและเอนไซม์สูตรผสมต่อการผลิตน  าตาลรีดิวส์ 

ผลของเอนไซม์ xylanase, cellulase และ pullulanase ท้ังในสูตรเด่ียวและสูตรผสมได้ถูก

น ามาเปรียบเทียบ พบว่าสูตรเอนไซม์ผสมจะสามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการย่อยของเอนไซม์
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เพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์จากกากมันส าปะหลังได้เพิ่มมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดัง

แสดงในรูปท่ี 4.4 ในขั้นตอนแรกของการย่อยด้วยเอนไซม์  เอนไซม์สูตรผสมของ xylanase: 

cellulase: pullulanase สามารถผลิตน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดท่ี 77.51 กรัมต่อลิตร ส่วนในขั้นตอนท่ีสอง 

เมื่อท าการเติมเอนไซม์ Termamyl SC และบ่มท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 

เอนไซม์สูตรผสมของ xylanase + cellulase + pullulanase และ cellulase + pullulanase ให้

ปริมาณน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดท่ี 88.526 กรัมต่อลิตร และ 87.673 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม 

เอนไซม์ชุดการทดลองของเอนไซม์ cellulase, pullulanase และ cellulase + pullulanase ก็ให้

ปริมาณของน้ าตาลรีดิวซ์ในปริมาณสูง หลังจากการเติมเอนไซม์ AMG 300L ในขั้นตอนสุดท้าย โดยมี

ความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 109.13 กรัมต่อลิตร 109.34 กรัมต่อลิตร และ 106.07 กรัมต่อลิตร 

ตามล าดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 และตารางท่ี 4.6 และแนวโน้มของการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ในชุดการ

ทดลองของ xylanase + cellulase + pullulanase และ cellulase + pullulanase ใช้ใกล้เคียง

กัน จากทดสอบชุดการทดสอบของ cellulase + pullulanase ได้รับการคัดเลือกเพื่อใช้เป็นเอนไซม์

สูตผสมส าหรับการกากมันส าปะหลังเพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ เนื่องจากในชุดการทดลองนี้ใช้ชนิด

ของเอนไซม์ลดลง ( ไม่มี xylanase) นอกจากนี้  เอนไซม์  debranching มีผลในการช่วยเพิ่ม

ประสิทธิภาพของการย่อย การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ Termamyl SC อาจเกิดจากปริมาณสาร

ต้ังต้นในกากมันมีปริมาณน้อยและมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีผลิตได้สูง ซึ่งเกิดจากการย่อยโดยเอนไซม์ 

debranching ในขั้นตอนแรกของการย่อยด้วยเอนไซม์ 
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รูปที่ 4.4 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดยน้ าหนัก ท่ี

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์สูตรเด่ียวและสูตรผสมในขั้นตอนแรก และตามด้วยเอนไซม์ 

Termamyl SC และ AMG 300L 
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ตารางที่ 4.3 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดย

น้ าหนัก ท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ สูตรเด่ียวและสูตรผสมในขั้นตอนแรก และตามด้วยเอนไซม์ 

Termamyl SC และ AMG 300L 

ชุดการทดสอบ 
ค่า yield ของน  าตาลรีดิวส์ (ท่ี 9 h) 

(กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง) 

Control (No enzyme) 0.01 ± 0.00 d 

Xylanase 0.59 ± 0.01 ab 

Cellulase 0.61 ± 0.04 a 

Pullulanase 0.62 ± 0.01 a 

Xylanase + Cellulase 0.56 ± 0.00 bc 

Xylanase + Pullulanase 0.53 ± 0.02 ac 

Cellulase + Pullulanase 0.60 ± 0.01 ab 

Xylanase + Cellulase + Pullulanase 0.59 ± 0.03 ab 

Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly 

different (p<0.05, Duncan’s test). 

 

4.3 การปรับปรุงขั นตอนการเติมเอนไซม์เพื่อการผลิตน  าตาลรีดิวส์จากกากมันส าปะหลัง 

 ในการทดลองครั้งนี้ เอนไซม์ Termamyl SC ได้ถูกน าออกจากระบบการย่อยด้วยเอนไซม์

เพื่อลดขั้นตอนการย่อยกากมันส าปะหลังลง สามารถลดเวลาและปริมาณของเอนไซม์ท่ีใช้ใน

กระบวนการย่อยกากมันส าปะหลัง  ประสิทธิภาพของการย่อยของเอนไซม์ cellulase และ 

pullulanase ท้ังในการย่อยแบบขั้นตอนเดียวและการย่อยแบบสองขั้นตอนร่วมกับการเติมเอนไซม์ 

AMG 300L ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 ในการย่อยแบบสองขั้นตอน ในชุดการทดลองของ Cel + AMG และ 
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Cel / Pul + AMG โดยในชุดการทดลองของ Cel + AMG เอนไซม์ cellulase ถูกเติมลงในกากมัน

ส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% ในขั้นตอนแรกของการย่อยและบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นจึงเติม AMG 300L ลงในปฏิกิริยาการย่อยในขั้นตอนถัดมาและบ่มนาน 3 

ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ส่วนในชุดการทดลองของ Cel / Pul + AMG เอนไซม์ cellulase 

และ pullulanase ถูกเพิ่มในขั้นตอนแรกของการย่อยและบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

3 ช่ัวโมง หลังจากนั้น AMG 300L จะถูกเติมเข้าไปในปฏิกิริยาและบ่มนาน 3 ช่ัวโมงท่ี 60 องศา

เซลเซียส การผลิตน้ าตาลรีดิวส์แสดงในรูปท่ี 4.5 ในการเติมเอนไซม์แบบขั้นตอนเดียว นอกจากนี้ ใน

ชุดการทดลองท่ีท าการเติมเอนไซม์แบบขั้นตอนเดียว ได้แก่ ชุดการทดลอง AMG, ชุดการทดลอง Cel 

/ AMG และชุดการทดลอง Cel / Pul / AMG จะท าการเติมเอนไซม์ท้ังหมดท่ีใช้การชุดการทดลองใน

ขั้นตอนแรกของการย่อยและบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง การผลิตน้ าตาล

รีดิวส์ของการย่อยแบบขั้นตอนเดียวหรือสองขั้นตอน พบว่าสามารถผลิตน้ าตาลรีดิวส์ในปริมาณเกือบ

เท่ากัน โดยมีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 87.8-99.7 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้ผลผลิตของน้ าตาล

รีดิวส์ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ยกเว้นในสูตรควบคุมและสูตร AMG ดังแสดงในตารางท่ี 

4.7 จากผลการทดลองนี้ ช้ีให้เห็นว่าการเพิ่มเอนไซม์แบบขั้นตอนเดียวมีความเหมาะสมส าหรับการ

ย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ 
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รูปที่ 4.5 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดยน้ าหนัก ท่ี

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์แบบข้ันตอนเดียวหรือแบบสองขั้นตอนของการเติมเอนไซม์  
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ตาราง 4.4 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดยน้ าหนัก 

ท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์แบบข้ันตอนเดียวหรือแบบสองขั้นตอนของการเติมเอนไซม์  

ชุดการทดลอง 
ค่า yield ของน  าตาลรีดิวส์ (ท่ี 9 h) 

(กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง) 

Control 0.01 ± 0.00 c 

AMG 0.55 ± 0.05 b 

Cel+AMG 0.59 ± 0.00 ab 

Cel/AMG 0.58 ± 0.03 ab 

Cel/Pul+AMG 0.62 ± 0.02 ab 

Cel/Pul/AMG 0.62 ± 0.02 a 

Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly 

different (p<0.05, Duncan’s test). 

 

4.4 การปรับปรุงการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์โดยการเติม PEG 

 ผลของการเติม PEG เข้าไปในระบบของการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ต่อ

การผลิตน้ าตาลรีดิวส์ได้ถูกท าการศึกษา โดยผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.6 พบว่า PEG ท่ีมีขนาด

น้ าหนักโมเลกุลต่ า ได้แก่ PEG200 และ PEG400 มีผลขัดขวางการท างานของเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อย

กากมันส าปะหลัง เป็นผลท าให้การผลิตน้ าตาลรีดิวส์ลดลง และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ PEG200 

และ PEG400 มีผลท าให้เกิดการขัดขวางการย่อยสูงมากขึ้น ท้ังนี้อาจจะเป็นเพราะโมเลกุลท่ีมีขนาด

เล็กของ PEG มีการจับท่ีไม่ก่อให้เกิดการย่อย หรืออาจจะไปขัดขวางการจับระหว่างเอนไซม์กับสาร

ซับสเตรต ท าให้เกิดอุปสรรคต่อการย่อยกากมันส าปะหลัง อย่างไรก็ตาม ในชุดทดสอบท่ีใช้ PEGท่ีมี

ขนาดโมเลกุลขนาดใหญ่มากขึ้น ได้แก่ PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ให้ผลเชิง
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บวกต่อการเพิ่มขึ้นของการย่อยของกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ โดยท่ีความเข้มข้นท่ีให้ปริมาณ

น้ าตาลรีดิวส์สูงสุดคือ 200 กรัมต่อลิตรของ PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ซึ่งมีความเข้มข้น

ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 143.079 กรัมต่อลิตร , 141.970 กรัมต่อลิตร และ 135.759 กรัมต่อลิตร 

ตามล าดับ และให้ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 0.87 ± 0.04 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง, 0.88 ± 

0.01 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง และ 0.86 ± 0.02 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง ตามล าดับ ดัง

แสดงในตารางท่ี 4.8 เมื่อความเข้มข้นของ PEG ท่ีเพิ่มสูงขึ้นท่ีความเข้มข้น 400 กรัมต่อลิตร ,        

500 กรัมต่อลิตรและ 600 กรัมต่อลิตร จะมีผลท าให้ประสิทธิภาพของการย่อยลดลง นอกจากนี้  

ความเข้มข้นสูงของ PEG ท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ มีผลต่อความหนืดท่ีเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งท าให้เกิดความยาก

ในการผสม 

สารลดแรงตึงผิวท่ีใช้ในการเพิ่มความสามารถในการย่อยของเอนไซม์ในการย่อยลิกโน

เซลลูโลส โดยส่วนใหญ่จะใช้สารท่ีเป็นสารในกลุ่มท่ีมีโพลีเอธิลีนออกไซด์ (polyethylene oxide) 

เป็นส่วนประกอบ ซึ่งมีคุณสมบัติท่ีสามารถละลายน้ าได้ (Kaar and Holtzapple, 1998; Ballesteros 

et al., 1998; Eriksson et al., 2002; Börjesson et al. , 2007a; Börjesson et al., 2007b) โ ด ย

พบว่า PEG เป็นสารท่ีมีประสิทธิภาพในการเพิ่มความสามารถของเอนไซม์ในการย่อยเซลลูโลสและ

เพิ่มความเข้มข้นของ endoglucanase ท่ีเป็นอิสระ หลังจากการย่อยของฟางข้าวสาลีท่ีผ่าน

กระบวนการ pretreat (Kristensen, 2007) นอกจากนี้ PEG ยังช่วยป้องกันการใช้งานของเอนไซม์

และท าให้พื้นผิวสามารถทนต่อการดูดซับโปรตีน (Malmsten et al., 1998; Jeon et al., 1991) 

จากรายงานของ Börjesson et al. (2007b) อธิบายว่าการเพิ่มขึ้นของความสามารถในการย่อยของ

เอนไซม์เม่ือมีการเติม PEG จะเกี่ยวข้องกับความยาวของ ethylene oxide ซึ่งอาจจะมีผลต่อ: (i) เมื่อ

ความยาวของ ethylene oxide เพิ่มข้ึนพอลิเมอร์ท าให้ความสามารถในการจับกับลิกนินเพิ่มมากขึ้น 

(ii) เมื่อ PEG ถูกดูดซับบนพื้นผิวของ substrate, สายยาวของ ethylene oxide จะขยายออกมาจาก

พื้นผิวปกคลุมลิกนินไว้ ซึ่งจะมีผลท าให้เอนไซม์ไม่ถูกดูดซับ และท าให้เอนไซม์ออกอยู่ในสารละลาย

และท างานได้มากขึ้นเพื่อการย่อยเซลลูโลส ปริมาณท่ีใช้จะมีผลต่อความยาวของสายพอลิเมอร์ 

(Malmsten et al., 1998) การดูดซับของเอนไซม์บนพื้นผิวของ substrate จะลดลงอย่างมากเมื่อมี

การเติม PEG คล้ายกับผลของผลของสารลดแรงตึงผึว (surfactants) (Eriksson et al., 2002) 
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รูปที่  4.6 ผลของการ เ ติ ม  PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ 

PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 100-600 กรัมต่อลิตร ในการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความ

เข้มข้น  16% เพื่ อการผลิตน้ าตาลรี ดิว ส์ ด้ วย เอนไซม์ สูตรผสมของ  cellulase: 

pullulanase: AMG ท่ีสัดส่วน 1: 1: 1 (% โดยปริมาตร) 
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ตารางที่ 4.5 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดย

น้ าหนัก ท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ท่ีมีการเติม PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, 

PEG4000 และ PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 100-600 กรัมต่อลิตร 

ชุดการ
ทดลอง 

ความ
เข้มข้น 
(g/L) 

Yield 
(g/g CP) 

ชุดการทดลอง 
ความ
เข้มข้น 
(g/L) 

Yield 
(g/g CP) 

Control 0 0.37 ± 0.01 i    
PEG200 100 0.13 ± 0.00 m PEG2000 100 0.64 ± 0.01 c 

200 0.06 ± 0.01 nop  200 0.87 ± 0.04 a 
300 0.03 ± 0.01 opq  300 0.60 ± 0.01  d 
400 0.03 ± 0.01 pq  400 0.06 ± 0.01  nop 
500 0.02 ± 0.00 q  500 0.04 ± 0.01 nopq 
600 0.01 ± 0.00 q  600 0.03 ± 0.01 pq 

PEG400 100 0.18 ± 0.01 k PEG4000 100 0.75 ± 0.00 b 
 200 0.22 ± 0.02 j  200 0.88 ± 0.01 a 
 300 0.16 ± 0.02 kl  300 0.57 ± 0.01 e 
 400 0.06 ± 0.00 nop  400 0.07 ± 0.01 n 
 500 0.01 ± 0.01 q  500 0.04 ± 0.00 nopq 
 600 0.01 ± 0.00 q  600 0.03 ± 0.00 opq 

PEG600 100 0.36 ± 0.00 i PEG6000 100 0.72 ± 0.04 b 
 200 0.49 ±0.01 g  200 0.86 ± 0.02 a 
 300 0.43 ±0.01 h  300 0.56 ± 0.02 e 
 400 0.14 ±0.02 lm  400 0.07 ± 0.01 no 
 500 0.02 ±0.01 q  500 0.04 ± 0.01 nopq 
 600 0.02 ±0.00 q  600 0.03 ± 0.00 pq 

PEG1000 100 0.42 ± 0.01 h    
 200 0.65 ± 0.03 c    
 300 0.53 ± 0.02 f    
 400 0.06 ± 0.01 nop    
 500 0.02 ± 0.00 q    
 600 0.01 ± 0.00 q    

Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly 
different (p<0.05, Duncan’s test). 
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4.5 การหาชนิดและความเข้มข้นที่เหมาะสมของ PEG ต่อการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ 

จากผลการทดลองก่อนหน้า พบว่าความเข้มข้นของ PEG ท่ี 400-600 กรัมต่อลิตร ไม่มีผลต่อ

การเพิ่มประสิทธิภาพของการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์เพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ ในการ

ทดสอบหาความชนิดและเข้มข้นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับการย่อยกากมันส าปะหลังด้วย

เอนไซม์ PEG ท่ีมีขนาดโมเลกุลและความเข้มข้นต่างๆ ระหว่าง 50-350 กรัมต่อลิตร ได้ถูกน ามา

ทดสอบเพื่อให้ช่วงของการทดสอบมีกระจ่างมากขึ้น ดังแสดงรูปท่ี 4.8 พบว่า PEG200 และ PEG400 

มีผลต่อการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ในการย่อยกากมันส าปะหลังเพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ ความ

เข้มข้นของ PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ท่ี 100-250 กรัมต่อลิตร ส่งผลต่อการเพิ่ม

ประสิทธิภาพของการย่อยและให้ผลผลิตของน้ าตาลรีดิวส์สูงโดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีความเข้มข้น        

150 กรัมต่อลิตรของ PEG4000 ดังแสดงในตารางท่ี 3.9 

อย่างไรก็ตาม ความสามารถในการย่อยของเอนไซม์จะเพิ่มขึ้น เมื่อความยาวของสายไฮดรอก

ซีเอทิลีนออกเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะเมื่อใช้ PEG 4000 และ PEG6000 ตัวลดแรงตึงผิวถูกเปล่ียนเป็นเอธิลี

นออกไซด์พอลิเมอร์โดยมีหมู่ alkyl ท่ียึดติดอยู่ การดูดซับของเอนไซม์ cellulase ลดลงอย่างมี

นัยส าคัญ เมื่อเพิ่มสารลดแรงตึงและมีแนวโน้มของการดูดซับลดลง เมื่อความยาวของสายเอธิลีน  

ออกไซด์เพิ่มขึ้น (Börjesson et al., 2007b) 



45 

 

 

 

รูปที่  4.7 ผลของการ เ ติม  PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ 

PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 50-350 กรัมต่อลิตร ในการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความ

เข้มข้น 16% w/v เพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ โดยเอนไซม์สูตรผสมของ  cellulase: 

pullulanase: AMG ท่ีสัดส่วน of 1: 1: 1 (% v/v) 
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ตารางที่ 4.6 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากการย่อยกากมัยส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16%

ด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ 

PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 50-350 กรัมต่อลิตร 

ชนิดของ  
PEG 

ความเข้มข้น 
(g/L) 

     ค่า Yield 
     (g/g CP) 

ชนิดของ  
PEG 

ความเข้มข้น 
(g/L) 

     ค่า Yield 
   (g/g CP) 

Control 0 0.31 ± 0.01 lmn    
PEG200 50 0.17 ± 0.00 rst PEG2000 50 0.38 ± 0.00 k 

100 0.11 ± 0.00 u 100 0.56 ± 0.02 efg 
150 0.08 ± 0.01 uv 150 0.73 ± 0.01  c 
200 0.06 ± 0.01 vw 200 0.79 ± 0.03  ab 
250 0.03 ± 0.00 w 250 0.77 ± 0.02 abc 
300 0.02 ± 0.00 w 300 0.57 ± 0.02 ef 
350 0.01 ± 0.00 w 350 0.23 ± 0.01 pq 

PEG400 50 0.19 ± 0.02 qrst PEG4000 50 0.51 ± 0.01 i 
100 0.17 ± 0.00 st 100 0.67 ± 0.05 d 
150 0.17 ± 0.00 rst 150 0.82 ± 0.02 a 
200 0.18 ± 0.00 qrst 200 0.80 ± 0.09 ab 
250 0.18 ± 0.01 qrst 250 0.75 ± 0.02 bc 
300 0.16 ± 0.00 t 300 0.53 ± 0.01 fgi 
350 0.11 ± 0.00 u 350 0.28 ± 0.01 no 

PEG600 50 0.24 ± 0.00 op PEG6000 50 0.52 ± 0.02 gi 
100 0.24 ± 0.01 op 100 0.73 ± 0.01 c 
150 0.30 ± 0.01 mn 150 0.76 ± 0.02 bc 
200 0.35 ± 0.01 kl 200 0.77 ± 0.02 abc 
250 0.38 ± 0.02 k 250 0.76 ± 0.02 bc 
300 0.34 ± 0.01 klm 300 0.53 ± 0.02 fgi 
350 0.22 ± 0.00 pqr 350 0.34 ± 0.07 klm 

PEG1000 50 0.32 ± 0.00 lmn    
100 0.36 ± 0.01 kl   
150 0.49 ± 0.00 ij   
200 0.59 ± 0.02 e   
250 0.59 ± 0.00 e   
300 0.46 ± 0.01 j   
350 0.21 ± 0.01 pqrs   

Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly 
different (p<0.05, Duncan’s test). 
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4.6 การผลิตเอทานอลจากกากมันส าปะหลังที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG ท่ี

น  าหนักโมเลกุลแลความเข้มข้นต่างๆ โดยเชื อยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในกระบวนการหมัก

แบบ SHF 

ในขั้นตอนแรกของกระบวนการหมักแบบ SHF จะท าการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ 

เพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ ในการย่อยด้วยเอนไซม์จะท าการเติม PEG ท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลสูง ได้แก่ 

PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 50-350 กรัมต่อลิตร  ของเหลวที่ได้

จากการย่อย (hydrolysates) จะถูกแยกออกจากกากของแข็งท่ีเหลือจากการย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อใช้

ในการเตรียมน้ าหมัก โดยท าการเติมสารอาหารพื้นฐานและนึ่งฆ่าเช้ือ ผลผลิตน้ าตาลรีดิวส์ของ

ขั้นตอนการย่อยแสดงในตารางท่ี 4.10 พบว่ามีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูง เมื่อเติม PEG4000 ท่ีความ

เข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร ในปฏิกิริยาการย่อยด้วยเอนไซม์ 

ในขั้นตอนการหมัก ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้นจะมีความแตกต่างกันตามประสิทธิภาพของ

การย่อยได้ในแต่ละชุดการทดลอง ขั้นตอนการหมักได้ด าเนินการต่อไปอีกเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง และผล

การตรวจสอบกระบวนการ SHF แสดงในรูปท่ี 4.8 ถึงรูปท่ี 4.19 กราฟแสดงการเติบโตของเซลล์และ

แนวโน้มของการผลิตเอทานอล รวมท้ังการบริโภคน้ าตาลรีดิวส์ของเช้ือยีสต์ รูปแบบของข้อมูลในแต่

ละชุดการทดลองมีแนวโน้มความคล้ายคลึงกันในแต่ละชุดการทดลอง นอกเหนือจากความเข้มข้นของ

เอทานอลขั้นสุดท้ายท่ีมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นก่อนการหมัก คือ ความ

เข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นสูงจะใหค้วามเข้มข้นของเอทานอลขั้นสุดท้ายและการเติบโตของเซลล์ท่ีสูง 

จากผลการทดลองท่ีได้ ในขั้นตอนของการย่อย พบว่าผลลัพธ์ท่ีดีท่ีสุดในแง่ของการผลิต

น้ าตาลรีดิวส์จะให้ผลผลิตท่ี 0.81, 0.79 และ 0.80 กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง โดยการเติม 

200 กรัมต่อลิตรของ PEG 6000, 150 กรัมต่อลิตรของ  PEG 6000 และ 150 กรัมต่อลิตรของ 

PEG4000 ตามล าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.10 ส่วนในขั้นตอนการหมัก ผลลัพธ์ท่ีได้จากการผลิตเอ

ทานอลเท่ากับ 0.211 กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง ในชุดการทดลองท่ีท าการเติม 150 กรัม

ต่อลิตรของ PEG 6000 และให้ค่าท่ี 0.203 กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง ในชุดการทดลองท่ี

ท าการเติม 150 กรัมต่อลิตร PEG 4000 ดังแสดงในตารางท่ี 4.11 ประสิทธิภาพของการผลิตเอทา

นอลเท่ากับ 1.76 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมงแรกของการหมักในชุดการทดลองท่ีท าการ
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เติม PEG 6000 ท่ีความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร และท่ี 1.71 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมงในชุดการทดลอง

ท่ีท าการเติม PEG 4000 ความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร 

จากรายงานของ Apiwatanapiwat et al. (2013) การผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูงจาก CP 

โดยเช้ือ Kluyveromyces marxianus TISTR 5925 ในกระบวนการ SHF มีความเข้มข้นของเอทา

นอลสูงสุดท่ี 5.0% w/v ท่ี 42 องศาเซลเซียส หลังจากท าการหมักเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ด้วยกากมัน

ส าปะหลังแห้งท่ีความเข้มข้น 20% w/v และให้ประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลเท่ากับ 2.8 กรัม

ต่อลิตรต่อช่ัวโมง ท่ีเวลา 5 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 

 

ตารางที่ 4.7 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16%

ด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ 

PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 50-350 กรัมต่อลิตร ในกระบวนการหมักแบบ SHF 

ชนิดของ 
PEG 

ความ
เข้มข้น 
(g/L) 

ค่า yield ของน  าตาล 

(g/g กากมัน) 
 

ชนิดของ 
PEG 

ความ
เข้มข้น 
(g/L) 

ค่า yield ของน  าตาล
(g/g กากมัน) 

Control 0 0.32 ± 0.03 lm        
PEG1000 50 0.26 ± 0.00 mn  PEG4000 50 0.50 ± 0.00 ij 

 100 0.33 ± 0.02 l   100 0.68 ± 0.02 de 

 150 0.47 ± 0.02 j   150 0.80 ± 0.03 ab 

 200 0.52 ± 0.02 hij   200 0.75 ± 0.00 bc 

 250 0.58 ± 0.02 fg   250 0.67 ± 0.01 de 

 300 0.40 ± 0.01 k   300 0.47 ± 0.01 j 

 350 0.21 ± 0.03 n   350 0.21 ± 0.00 n 

PEG2000 50 0.35 ± 0.04 kl  PEG6000 50 0.49 ± 0.00 ij 

 100 0.47 ± 0.02 j   100 0.65 ± 0.03 de 

 150 0.52 ± 0.02 hij   150 0.79 ± 0.03 ab 

 200 0.64 ± 0.06 ef   200 0.81 ± 0.06 a 

 250 0.70 ± 0.02 cd   250 0.66 ± 0.03 de 

 300 0.56 ± 0.00 gh   300 0.55 ± 0.05 ghi 

 350 0.23 ± 0.03 n   350 0.26 ± 0.01 n 

Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly different 
(p<0.05, Duncan’s test) 
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ตารางที่ 4.8 ค่า yield ของเอทานอลท่ีผลิตได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 16% 

w/v ด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 

50-350 กรัมต่อลิตร ในกระบวนการหมักแบบ SHF 

ชนิดของ 
PEG 

ความ
เข้มข้น 
(g/L) 

ค่า yield เอทานอล 

(g/g CP) 
 

ชนิดของ 
PEG 

ความ
เข้มข้น 
(g/L) 

ค่า yield เอทานอล 

(g/g CP) 

Control 50 0.084 ± 0.004 m        
PEG1000 100 0.074 ± 0.004 n  PEG4000 50 0.138 ± 0.003 fg 

 150 0.097 ± 0.003 l   100 0.175 ± 0.002 e 

 200 0.118 ± 0.001 i   150 0.203 ± 0.001 b 

 250 0.139 ± 0.000 fg   200 0.190 ± 0.002 c 

 300 0.141 ± 0.003 f   250 0.183 ± 0.003 d 

 350 0.102 ± 0.002 kl   300 0.111 ± 0.000 j 

 50 0.039 ± 0.003 p   350 0.0524 ± 0.003 o 

PEG2000 100 0.104 ± 0.002 k  PEG6000 50 0.128 ± 0.002 h 

 150 0.143 ± 0.003 f   100 0.186 ± 0.003 cd 

 200 0.175 ± 0.001 e   150 0.211 ± 0.003 a 

 250 0.189 ± 0.001 c   200 0.205 ± 0.002 b 

 300 0.188 ± 0.002 cd   250 0.177 ± 0.002 e 

 350 0.134 ± 0.001 g   300 0.181 ± 0.002 j 

 50 0.0444 ± 0.003 p   350 0.198 ± 0.000 o 

Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly different 
(p<0.05, Duncan’s test). 
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รูปที่ 4.8 การเจริญของยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ี

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG1000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.9 การเจริญของยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ี

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG2000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.10 การเจริญของยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ี

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.11 การเจริญของยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ี

ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.12 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ในอาหารเหลวที่เตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วย

เอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG1000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.13 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ในอาหารเหลวที่เตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วย

เอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG2000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.14 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ในอาหารเหลวที่เตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วย

เอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 

 



57 

 

 

รูปที่ 4.15 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ในอาหารเหลวที่เตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วย

เอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.16 การผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมัน

ส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG1000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 

กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.17 การผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมัน

ส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG2000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 

กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.18 การผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมัน

ส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 

กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.19 การผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมัน

ส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 

กรัมต่อลิตร 

 

4.8 การผลิตเอทานอลในถังหมักขนาด 5 ลิตรด้วยกระบวนการหมักแบบ SHF ของกากมัน

ส าปะหลังที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000  

ในกระบวนการ SHF ในขั้นตอนแรก กากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นที่ 16% w/v จะถูกย่อย

ด้วยเอนไซม์สูตรผสมของ cellulase : pullulanase : AMG ท่ีอัตราส่วน 1: 1: 1 (% v/v) ร่วมกับ

การเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ การเจริญและการผลิต

เอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 จะถูกท าการวิเคราะห์ในระหว่างกระบวนการหมักใน

ถังหมักขนาด 5 ลิตร จากผลการทดลอง พบว่า การผลิตเอทานอลมีความเข้มข้นสูงสุดท่ี 51.78 กรัม

ต่อลิตร ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมงหลังเริ่มการหมัก ความเข้มข้นของเอทานอลเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วเนื่องจากมี
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ความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีใช้เป็นวัตถุดิบส าหรับจุลินทรีย์ในช่วง 12 ช่ัวโมงแรกของการหมัก และ

เริ่มหยุดนิ่งหลังการหมักผ่านไปเป็นเวลา 18 ชม. อัตราการเจริญของเซลล์ยีสต์และอัตราการผลิตเอ

ทานอลสอดคล้องกับการใช้สารต้ังต้น (น้ าตาลรีดิวส์) ดังแสดงในรูปท่ี 4.20 

จากผลการทดลองในกระบวนการหมักแบบ SHF ในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบว่าค่า yield 

ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้ในขั้นตอนของการย่อยอยู่ท่ี 0.71 ± 0.03 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลังแห้ง 

โดยการเติม 150 กรัมต่อลิตรของ PEG4000 และในขั้นตอนการหมัก ค่า yield ของเอทานอลท่ีได้

เท่ากับ 0.32 ± 0.00 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลังแห้ง และให้ค่าของประสิทธิภาพของการผลิตเอทา

นอลเท่ากับ 3.4 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง (ท่ี 6 ช่ัวโมงถึง 18 ช่ัวโมงในรระหว่างการหมัก) นอกจากนี้ ยัง

สามารถผลิตเอทานอลได้ท่ีความเข้มข้น 51.78 ± 0.12 กรัม ต่อลิตร จากผลการทดลอง สามารถสรุป

ได้ว่ากระบวนการเปล่ียนกากมันส าปะหลังด้วยกระบวนการทางชีวภาพเพื่อการผลิตเอทานอลเป็นไป

อย่างมีประสิทธิภาพและในกระบวนการนี้ สามารถลดกระบวนการในการ pre-treatment และ

กระบวนการ detoxification อีกด้วย 

ในการศึกษาก่อนหน้านี้เกี่ยวกับการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ พบว่า โดยส่วนมาก 

การผลิตเอทานอลมักจะท าท่ีความเข้มข้นของสารต้ังต้นต่ า (น้อยกว่า 10%) ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการ

ปรับปรุงกระบวนการไฮโดรไลซิสและเพิ่มประสิทธิภาพการหมัก แต่จะเพิ่มความยากล าบากในการ

ประยุกต์ใช้ในเชิงอุตสาหกรรม ในรายงานของ Rattanachomsri et al. (2009) สามารถผลิตเอทา

นอลสูงสุดท่ี 14.3 กรัมต่อลิตรจากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 4% w/v ในท านองเดียวกัน 

Akaracharanya et al. (2011) รายงานว่าความเข้มข้นเอทานอลสูงสุดท่ีสามารถผลิตได้อยู่ท่ี 11.9 

กรัมต่อลิตรจากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 3% w/v ท้ังนี้ ประสิทธิภาพของการหมักลดลงอย่าง

มีนัยส าคัญเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกากมันส าปะหลัง ใน การศึกษาโดย Kosugi et al. (2009) 

ช้ีให้เห็นว่าการผลิตเอทานอลโดยการหมักด้วยยีสต์ท่ีได้รับการตัดต่อพันธุกรรมของผนังเซลล์ให้มี

เอนไซม์ glucoamylase พบว่าสามารถหมักกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการ pre-treatment ท่ีความ

เข้มข้น 30% w/v และมีการผลิตเอทานอลสูงถึง 42.1 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.20 การเจริญ การใช้น้ าตาลรีดิวส์ และผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ใน

ถังหมักขนาด 5 ลิตร ในกระบวนการหมักแบบ SHF ของกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการ

ย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร  

  



บทที่ 5 

สรุปผลการศึกษา 

องคประกอบทางเคมีของกากมันสําปะหลัง ประกอบดวยคารโบไฮเดรต (NFE) 74.27% 

โปรตีน 2.15% เถา 2.32% ไขมัน 0.16% และเสนใยดิบ 13.47% ในการยอยกากมันสําปะหลังดวย

เอนไซม จะใหผลผลิตของน้ําตาลรีดิวสสูงสุดท่ี 0.61 กรัมตอกรัมของกากมันสําปะหลังแหงจากการ

ยอยกากมันสําปะหลังท่ีความเขมขน 4% w/v ความเขมขนของการน้ําตาลรีดิวสจะเพิ่มข้ึน เมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของกากมันสําปะหลังในปฏิกิริยาของการยอย เมื่อพิจารณาถึงประสิทธิภาพการยอยและ

เวลาท่ีใชในการยอย พบวาความเขมขนของกากมันสําปะหลังท่ี 16% w/v ไดรับเลือกเปนความ

เขมขนของสารต้ังตนท่ีเหมาะสมสําหรับข้ันตอนการยอยและการหมัก 

เอนไซมสูตรผสมของ AMG, cellulase และ pullulanase ในอัตราสวน 1: 1: 1 (% v/v) 

แสดงใหเห็นถึงการผลิตน้ําตาลรีดิวสท่ีดีท่ีสุด การเติมแคลเซียมไอออนมีผลตอการยอยดวยเอนไซม 

AMG เพียงเล็กนอย และไมมีผลตอการยอยกากมันสําปะหลังของเอนไซม  xylanase และ 

hemicellulase 

PEG ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง ไดแก PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 มีผลใน

เชิงบวกตอการเพิ่มประสิทธิภาพของการยอยกากมันสําปะหลัง โดย PEG2000, PEG4000 และ 

PEG6000 ท่ีความเขมขนของ 100-250 กรัมตอลิตร มีสวนชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซใน

กระบวนการยอย 

การผลิตเอทานอลมีความสัมพันธกับปริมาณน้ําตาลรีดิวสเริ่มตนในข้ันตอนแรกใน

กระบวนการหมักแบบ SHF คือท่ีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนสูง ก็จะใหผลของการผลิตเอทานอล

สูงเชนกัน เชนเดียวกับการเจริญของเซลล ในกระบวนการหมักแบบ SHF ในถังหมักขนาด 5 ลิตร การ

ผลิตเอทานอลมีคาเทากับ 51.78 ± 0.12 กรัมตอลิตร ซึ่งช้ีใหเห็นวา กระบวนการการเปล่ียนกากมัน



สําปะหลังดวยกระบวนการทางชีวภาพไปเปนเอทานอลสามารถเกิดไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยไม

ตองผานกระบวนการ pre-treatment และกระบวนการ detoxification  



เอกสารอางอิง 

 

Akaracharanya, A., Kesornsit, J., Leepipatpiboon, N., Srinorakutara, T., Kitpreechavanich, 

V., and Tolieng, V. (2011).  Evaluation of the waste from cassava starch 

production as a substrate for ethanol fermentation by Saccharomyces 

cerevisiae. Ann. Microbiol. 61: 31–436. 

AOAC. (1990). Official Methods for Analysis of the Association of Official Analytical 

Chemists, 15th Edn. Arlington Virginia, USA: Association of Official Analytical 

Chemists. 

Apiwatanapiwat, W., Rugthaworn, P., Vaithanomsat, P., Thanapase, W., Kosugi, A., Arai, 

T., Mori, Y., and Murata, Y. (2013). Ethanol production at high temperature from 

CP by a newly isolated Kluyveromyces marxianus strain, TISTR 5925. AIMS 

Energy. 1: 3-16. 

Ballesteros, I., Oliva, J.M., Carrasco, J., Cabanas, A., Navarro, A.A., and Ballesteros, M. 

(1998). Effect of surfactants and zeolites on simultaneous saccharification and 

fermentation of steam-exploded poplar biomass to ethanol. Appl. Biochem. 

Biotechnol. 70: 369–81. 

Börjesson, J., Engqvist, M., Sipos, B., and Tjerneld, F. (2007a). Effect of poly(ethylene 

glycol) on enzymatic hydrolysis and adsorption of cellulase enzymes to 

pretreated lignocellulose. Enzyme Microb. Technol. 41:186-195. 

Börjesson, J., Peterson, R., and Tjerneld, F. (2007b). Enhanced enzymatic conversion of 

softwood lignocellulose by poly(ethylene glycol) addition. Enzyme Microb. 

Technol.  40: 754-762. 



 67 

Brown, S.H., and Kelly, R.M. (1993). Characterization of amylolytic enzymes, having both 

α-1,4 and α-1,6 hydrolytic activity, from the thermophilic archaea Pyrococcus 

furiosus and Thermococcus litoralis. Appl. Environ. Microbiol. 59: 2614-2621. 

Cai, B., Ge, J., Ling, H., Cheng, K., and Ping, W. (2012). Statistical optimization of dilute 

sulfuric acid pretreatment of corncob for xylose recovery and ethanol 

production. Biomass Bioenergy. 36: 250-257. 

Dong, G., Vieille, C., Savchenko, A., and Eikus, J.G. (1997). Cloning, sequencing and 

expression of the gene encoding extracellular α-amylase from Pyroccus 

furiosus and biochemical characterization of the recombinant enzyme. Appl. 

Environ. Microbiol. 63: 3569-3576. 

Eriksson, T., Börjesson, J., and Tjerneld, F. (2007). Mechanism of surfactant effect in 

enzymatic hydrolysis of lignocellulose. Enzyme Microb. Technol. 31(3): 353–

64. 

Gao, X., Kumar, R., Singh, S., Simmons, B.A., Balan, V., Dale, B.E., and Wyman, C.E. 

(2014). Comparison of enzymatic reactivity of corn stover solids prepared by 

dilute acid, AFEX, and ionic liquid pretreatments. Biotechnol. Biofuels. 7: 1754-

6834. 

Jeon, S.I., Lee, J.H., Andrade, J.D., and Degennes, P.G. (1991). Protein surface 

interactions in the presence of polyethylene oxide: 1. Simplified theory. J. 

Colloid Interf. Sci. 142(1): 149–158. 

Kaar, W.E., and Holtzapple, M. (1998). Benefits from Tween during enzymic hydrolysis of 

corn stover. Biotechnol. Bioeng. 59: 419–27. 

Kim, S., and Dale, B.E. (2004). Global potential bioethanol production from wasted 

crops and crop residues. Biomass Bioenergy. 26: 361-375. 



 68 

Kolusheva, T., and Marinova, A. (2007). A study of the optimal conditions for starch 

hydrolysis through thermostable α-amylase. Journal of the University of 

Chemical Technology and Metallurgy. 42(1): 93–96. 

Kosugi, A., Kondo, A., Ueda, M., Murata, Y., Vaithanomsat, P., Thanapase, W., Arai, T., 

and Mori, Y. (2009). Production of ethanol from cassava pulp via fermentation 

with a surface-engineered yeast strain displaying glucoamylase. Renew. Energ. 

34: 1354-1358. 

Kristensen, J.B., Borjesson, J., Bruun, M.H., Tjerneld, F., and Jørgensen, H. (2007).  Use of 

surface active additives in enzymatic hydrolysis of wheat straw lignocellulose. 

Enzyme Microb. Technol. 40: 888–895. 

Li, J.H., Li, S.Z., Fan, C.Y., and Yan, Z.P. (2012). The mechanism of polyethylene glycol 

(PEG)4000 effect on enzymatic hydrolysis of lignocellulose. Colloids Surf. B. 89: 

203–210. 

Lin, X.L., Qiu, X.Q., Lou, H.M., Li, Z.H., Zhan, N., Huang, J.H., and Pang, Y.X. (2016). 

Enhancement of lignosulfonate-based polyoxyethylene ether on enzymatic 

hydrolysis of lignocelluloses. Ind. Crops Prod. 80: 86–92. 

Lou, H.M., Zhu, J.Y., Lan, T.Q., Lai, H.R., and Qiu, X.Q. (2013). PH-Induced lignin surface 

modification to reduce nonspecific cellulase binding and enhance enzymatic 

saccharification of lignocelluloses. ChemSusChem. 6: 919–927. 

Malmsten, M., Emoto, K., and Alstine, J.M. (1998). Effect of chain density on inhibition 

of protein adsorption by poly(ethylene glycol) based coatings. J. Colloid Interf. 

Sci. 202: 507–17. 

Miller, G.L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing 

sugar. Anal. Chem. 31(3): 426–428. 



 69 

Nakagame, S., Chandra, R.P., Kadla, J.F., and Saddler, J.N. (2011). The isolation, 

characterization and effect of lignin isolated from steam pretreated Douglasfir 

on the enzymatic hydrolysis of cellulose. Bioresour. Technol. 102: 4507–4517. 

Ouyang, J., Dong, Z., Song, X., Lee, X., Chen, M., and Yong, Q. (2010). Improved 

enzymatic hydrolysis of microcrystalline cellulose (Avicel PH101) by 

polyethylene glycol addition. Bioresour. Technol. 101: 6685–6691. 

Pandey, A., Soccol, C.R., Nigam, P., Soccol, V.T., Vandenberghe, L.P., and Mohan, R. 

(2000). Biotechnological potential of agro-industrial residues. II: cassava bagasse. 

Bioresour. Technol. 74(1): 81–87. 

Qin, C.R., Clarke, K., and Li, K.C. (2014). Interactive forces between lignin and cellulase 

as determined by atomic force microscopy. Biotechnol. Biofuels. 7: 65. 

Rahikainen, J.L., Evans, J.D., Mikander, S., Kalliola, A., Puranen, T., Tamminen, T., 

Marjamaa, K., and Kruus, K. (2013). Cellulase–lignin interactions the role of 

carbohydrate-binding module and pH in non-productive binding. Enzyme 

Microb. Technol. 53: 315–321. 

Rattanachomsri, U., Tanapongpipat, S., Eurwilaichitr, L., and Champreda, V. (2009). 

Simultaneous non-thermal saccharification of cassava pulp by multi-enzyme 

activity and ethanol fermentation by Candida tropicalis. J. Biosci. Bioeng. 107: 

488–493. 

Sriroth, K., Chollakup, R., Chotineeranat, S., Piyachomkwan, K., and Oates, C.G. (2000). 

Processing of cassava waste for improved biomass utilization. Bioresour. 

Technol. 71: 63-69. 

Tu, M.B., Pan, X.J., and Saddler, J.N. (2009). Adsorption of cellulase on cellulolytic 

enzyme lignin from lodgepole pine. J. Agric. Food Chem. 57: 7771–7778. 



 70 

Van Soest, P.J., Robertson, J.B., and Lewis, B.A. (1991). Methods for Dietary Fiber, 

Neutral Detergent Fiber, and Nonstarch Polysaccharides in Relation to Animal 

Nutrition. J. Dairy Sci. 74: 3583-3597. 

Vengadgramana, A., Balakumar, S., and Arasaratnam, V. (2012). Stimulation of thermal 

stability of α-amylase from Bacillus icheniformis ATCC 6346 by treating with 

cations. Ceylon J. Sci. Biol. Sci. 41(1): 35-44. 

Violet, M., and Mantsala, P. (1990). Characterization of thermostable Bacillus 

sterothermophillus α-amylase. Biotechnol. Appl. Biochem. 12: 427-435. 

Yang, B., and Wyman, C.E. (2006). BSA treatment to enhance enzymatic hydrolysis of 

cellulose in lignin containing substrates. Biotech. Bioeng. 94(4): 611–617. 

Yankov, D., Dobreva, E., Beschkov, V., and Emanuilova, E. (1986). Study of optimum 

conditions and kinetics of starch hydrolysis by means of thermostable α-

amylase. Enzyme Microb. Technol. 8(11): 665–667. 

Zhang, M., Wang, F., Su, R., Qi, W., and He, Z. (2010). Ethanol production from high dry 

matter corncob using fed-batch simultaneous saccharification and fermentation 

after combined pretreatment. Bioresour. Technol. 101: 4959-4964. 

Zong, Z.Y., Ma, L.J., Yu, L., Zhang, D.Y., Yang, Z.H., and Chen, S.L. (2015). 

Characterization of the interactions between polyethylene glycol and cellulase 

during the hydrolysis of lignocellulose. Bioenergy Res. 8: 270–278. 

 



  71 
 

  Curriculum vitae 

 

 Name:   Chokchai  Wanapu (Intapruk) 

 Sex:   Male    

 Nationality:   Thai 

 Religion:   Buddhism 

Home Address: 114/246 Ratchsima-Pakthongchai Road, Nong Ja Bok, Muang, Nakhon 

ratchasima 30000, Thailand.  

Present Status:   Associate Professor in Institute of Agricultural Technology, Suranaree 

University of Technology, Nakonratchasima 30000,  Thailand. 

 Education Background and Experience: 

 From 1978 - 1982: B.Sc. (Chemistry) from Department of Chemistry, Faculty of 

Science, Chiangmai University, Chiangmai, Thailand. 

 From 1982 - 1984:  M.Sc. (Biochemistry)  from  Department  of  Biochemistry,  

Faculty of  Science,  Mahidol  University, Bangkok, Thailand. 

 From 1991 - 1994: Ph.D. (Engineering in Biotechnology) from Department of 

Biotechnology, Faculty of Engineering, Osaka University, Osaka, Japan. 

From 1996 – 1997: Head of Department of Biochemistry, Faculty of Science, Prince 

of Songkla University, Hatyai, Songkla 90110, Thailand. 

From 1997 – 1999: Director of Center of Scientific and Equipment, Walailak 

University, Nakonsritummarat 80000,  Thailand. 

From 1999 – 2001: Director of Technopolis, Suranaree University of Technology, 

Nakonratchasima 30000,  Thailand. 

From  2002 – 2005: Manager of SUT’s Farm, Suranaree University of Technology, 

Nakonratchasima 30000,  Thailand. 



  72 
 

From 2006 – 2011: Chair, School of Biotechnology, Institute of Agricultural 

Technology, Suranaree University of Technology, Nakonratchasima 30000,  

Thailand. 

 

Symposium: 

Krongjai, T. and Wanapu, C. (2004) The transformation of chitinase gene into grape 

plants. The 4th National Symposium on Graduate Research. 94. 

Usansa, U., Wanapu, C. and Boonkerd. N. (2004) Effect of alcoholic fermentation 

temperature on red wine flavor. The 4th National Symposium on Graduate Research. 

124. 

Wongkalasin, K., Wanapu, C. and Rodtong, S. (2004) Selection of maolactic bacteria for 

wine fermentation. The 4th National Symposium on Graduate Research. 128. 

Kuapunyakoon, T., Wanapu, C., Boonkerd, N. and Chervin,C. (2004) What is the gene 

which expression depends ethylene receptor inhibition in berry of Carbernet 

Sauvignon at veraison. The 4th National Symposium on Graduate Research. 93. 

Cheunkum, O. and Wanapu, C. (2002) Production of Lactic acid from cassava solid 

waste.The 3rd National Symposium on Graduate Research.633-634. 

Sripunya, P. and Wanapu, C. (2005) Selection of Yeast Strains Containing β-glucosidase 

for improving Aroma in Grape Wine. 31st Congress on Science and Technology of 

Thailand at Suranaree University of Technology, 18 – 20 October 2005, B0100. 

Tasing, K., Wanapu, C., Boonkerd, N., Wongkaew, S. (2005) Transformation of grape calli 

variety shiraz with Leucaena chitinase cDNA. 31st Congress on Science and 

Technology of Thailand at Suranaree University of Technology, 18 – 20 October 

2005, B0109. 

Wongkalasin, K., Wanapu, C. and Rodtong, S. (2005) Selection of  malolactic bacteria for 

wine fermentation. 31st Congress on Science and Technology of Thailand at 

Suranaree University of Technology, 18 – 20 October 2005, B0116. 



  73 
 

Lertpinyochaithaworn, N., Sripiromrak, A. and Wanapu, C. (2005) Ma-Maow wine 

production. 31st Congress on Science and Technology of Thailand at Suranaree 

University of Technology, 18 – 20 October 2005, B0139. 

Usansa, U., Wanapu, C. and Boonkerd, N. (2005) Effect of alcoholic fermentation 

temperature on red wine flavor. 31st Congress on Science and Technology of 

Thailand at Suranaree University of Technology, 18 – 20 October 2005, F0028.  

Wanapu, C., Rattana, P., Teaumroong, N. and Boonkerd, N. (2005) Success stories of 

stainable factory Management for the Thai traditional alcoholic beverage enterprises. 

In International Symposium on “Corporate sustainablility management – approaches 

and applications” 24-25 November 2005, Bangkok. Session 2B-3: 1-8. 

Boonkerd N., Teaumroong, N., Wanapu C. and Chankhun Y. (2005) Application of Bio and 

Bioorganic fertilizers in organic farming systems for sustainable agriculture. In 

International Symposium on “Corporate sustainablility management – approaches 

and applications” 24-25 November 2005, Bangkok. Session 2B-4: 1-7. 

Muaenjang, T. and Wanapu, C. (2006) The study of ethanol production of 

thermotolerant yeast S1 strain. The 11th Biological Science Graduate Congress, 15-17 

December 2006 Bangkok. 

Sripiromrak, A. and Wanapu, C. (2006) Isolation and classification of thermotolerant 

yeast for ethanol production. The 11th Biological Science Graduate Congress, 15-17 

December 2006 Bangkok. 

Wasuwan, R., Boonkerd, N. and Wanapu, C. (2006) Classification and nitrogen fixation 

efficiency analysis of Azolla species in rice fields of Thailand. The 11th Biological 

Science Graduate Congress, 15-17 December 2006 Bangkok. 

Usansa, U., Wanapu, C. and N. Boonkerd (2005) Effect of alcoholic fermentation 

temperature on red wine flavor. 31st Congress on Science and Technology of 

Thailand, Chaing Mai, 2005.  



  74 
 
Usansa U., Burberg, F. Geiger, E., Back W., Tea-umroong, N., Wanapu, C. Arendt, E. K., 

Kreisz, S. and Zarnkow, M. (2008) The use of response surface methodology to 

optimize malting conditions of two black rice varieties (Oryza sativa L. indica) as a 

raw material for gluten- free foods. First International Symposium on Gluten-Free 

Products and Beverages, Cork, Ireland, September 2008.  

Usansa, U., Burberg, F. Geiger, E., Back W., Tea-umroong, N., Wanapu, C. Arendt, E. K., 

Kreisz, S. and Zarnkow, M. (2009) The optimization of malting condition for Thai rice. 

10th RGJ- Congress. Pattaya, April 2009.  

Usansa, U, Geiger, E., Wanapu, C. and Teaumroong, N. (2009) Improvement of 

nitrogenous content in wort produced from rice malt. ASBC Annual Meeting. Arizona, 

USA June 6-10, 2009. 

Kongkaew, A., Wanapu, C. and Usansa, U. (2010) Response surface optimization of wort 

production for brewing from rice malt using commercial enzymes and malt barley. 

The 16th Asian Agricultural Symposium on Agricultural Technology: Sufficiency 

Agriculture, August 25 – 27, 2010, Faculty of Agricultural Technology, KMITL, 

Bangkok, Thailand. 

Satsum, A, and Wanapu, C. (2010) FT-IR study for hydroxyapatite/alginate 

nanocomposite beads. The 3rd SUT Graduate Conference 2010, November 21 – 23, 

2010, Suranaree University of Technology, Nakhonratchasima, Thailand. 

Li, L., Wanapu, C., Huang, X., Huang Q., and Huang, T. (2010) Genetic variation of 

Brassica napus cultivars using SSR markers. The 3rd SUT Graduate Conference 2010, 

November 21 – 23, 2010, Suranaree University of Technology, Nakhonratchasima, 

Thailand. 

Kongkaew, A., Wanapu, C., and Usansa, U. (2010) Beer production from rice malt based 

in pilot scale brewing : chemical and sensorial properties approach. The 3rd SUT 

Graduate Conference 2010, November 21 – 23, 2010, Suranaree University of 

Technology, Nakhonratchasima, Thailand. 



  75 
 
Teaumroong, N., Wanapu, C., Chankum, Y., Arjharn, W., Sang-Arthit, S., Teaimthaisong, K. 

and Boonkerd, N. (2010) Production and application of bioorganic fertilizers for 

organic farming systems in Thailand: a case study. in: H. Insam, I. Franke-Whittle, M. 

Goberna (Eds.), Microbes at Work. Springer, Berlin Heidelberg, 293e312. 

Pinpeangchan, S, And Wanapu, C. (2012) Controlled releasing of urea fertilizer by 

biodegradable polymer with convertional encapsulation. Burapha University 

International Conference 2012, July 9-11, 2012, Burapha University, Chonburi 

Thailand.  

Ditsayabut, P., Kupittayanant P., and Wanapu, C. (2012) High selenium-Enriched Yeast 

Production. Burapha University International Conference 2012, July 9-11, 2012, 

Burapha University, Chonburi Thailand. 

Muaenjang, T., Ponchana P., and Wanapu, C. (2012) Improved Enzymatic Hydrolysis of 

Cassava Residue by Polyethylene Glycol Addition. School of Biotech, IAT, SUT  1st 

International Colloquium, July 16-20, 2012, Suranaree University of Technology, 

Nakhonratchasima, Thailand. 

Satsum, A, and Wanapu, C. (2012) FT-IR study for Aiginate/Hydroxyapatite/latex 

Nanocomposite Beads. School of Biotech, IAT, SUT  1st International Colloquium, 

July 16-20, 2012, Suranaree University of Technology, Nakhonratchasima, Thailand. 

Pinpeangchan, S, And Wanapu, C. (2012) Controlled releasing of urea fertilizer by 

biodegradable polymer with convertional encapsulation. School of Biotech, IAT, SUT  

1st International Colloquium, July 16-20, 2012, Suranaree University of Technology, 

Nakhonratchasima, Thailand. 

Ditsayabut, P., Kupittayanant P., and Wanapu, C. (2012) High selenium-Enriched Yeast 

Production. School of Biotech, IAT, SUT  1st International Colloquium, July 16-20, 

2012, Suranaree University of Technology, Nakhonratchasima, Thailand. 

Pliansrithong P., Usansa U., and Wanapu, C. (2012) Protein Properties in Broken Rice for 

optimizing of Rice Ratio in Beer Production. School of Biotech, IAT, SUT 1st 



  76 
 

International Colloquium, July 16-20, 2012, Suranaree University of Technology, 

Nakhonratchasima, Thailand. 

Lertpinyochaithaworn N, and Wanapu, C. (2012) Effect of ethanolic on black-kernal rice 

flavonoids character. School of Biotech, IAT, SUT  1st International Colloquium, July 

16-20, 2012, Suranaree University of Technology, Nakhonratchasima, Thailand. 

 

Scientific Publication: 

 Intapruk,  C.,  Tirawanchai,  N.,  Wilairat,  P.  and  Panyim,  S.*  (1984)  Application  of  

cloned malaria  parasite  DNA   in  strain  identification.  Mahidol  University  Annual   

Research Abstracts 11, 297. 

 Intapruk, C. (1984) in Manual for international laboratory workshop ''Genetic engineering 

techniques in tropical diseases research'' to be published by WHO special 

programme for research and training in tropical diseases, 195-204. 

  Wilairat, P., Tirawanchai, N., Intapruk, C., Tungpradubkul, S. and Panyim, S.* (1984) Strain 

characterization of human malaria parasite, Plasmodium falciparum,  by the use of a 

cloned parasite DNA probe. Microbial utilization of renewable resources. 4, 210-213. 

  Tirawanchai, N., Intapruk, C., Wilairat, P., Yuthavong, Y. and Panyim, S.* (1985) Cloning 

of repetitive DNA from Plasmodium falciparum and its use in strain and species 

identification. Mahidol University Annual Research Abstracts, 12, 250. 

 Intapruk, C. (1985) in Manual for national laboratory workshop "DNA cloning 

techniques" (in Thai) to be published by the National Center for Genetic Engineering 

and Biotechnology, the Ministry of Science and Technology, 172-188. 

  Wilairat, P., Tirawanchai, N., Intapruk, C., Tungpradabkul, S., Sertsrivanich, R., Panyim, S., 

Yuthavong, Y.* (1985) Recombinant DNA techniques as potential diagnostic means. 

Ann. Ist. Super. Sanita.  21, 299-305. 

  Sriroongrueng, W.* and Intapruk, C. (1989) The prenatal diagnosis of thalassemias (in 

Thai). Songkla Med. J. 6, 428-435. 



  77 
 

 Intapruk,  C.,  Higashimura,  N.,  Yamamoto,  K., Okada, N., Shinmyo, A. and Takano M.* 

(1991) Nucleotide sequences of two genomic DNAs encoding peroxidase of 

Arabidopsis thaliana. Gene 98: 237-241. 

 Intapruk,  C., Yamamoto, K., Fujiyama, K., Shinmyo, A. and Takano, M.* (1993) Cloning of 

cDNAs encoding two  peroxidases  of Arabidopsis thaliana. J Ferment Bioeng 75: 

166-172. 

  Shinmyo,  A.,  Fujiyama,  K.,  Kawaoka,  A.   and   Intapruk,  C.*  (1993)  Structure  and 

expression of peroxidase isozyme genes in horseradish and Arabidopsis. In: KG 

Welinder, SK Rasmussen, C Penel and  H  Greppin, eds,  Plant Peroxidases 

Biochemistry and Physiology. Univ Geneva, Switzerland, pp 222-228. 

 Intapruk, C., Yamamoto, K., Sekine, M., Shinmyo, A. and Takano, M.* (1994) Regulatory 

sequences  involved  in  the  peroxidase gene expression in Arabidopsis thaliana. 

Plant Cell Reports 13: 123-129. 

 Intapruk, C., Takano, M. and Shinmyo, A.* (1994) Nucleotide sequence of a new cDNA 

for peroxidase from Arabidopsis thaliana. Plant Physiol. 104: 285-286. 

Wanapu, C. and Shinmyo, A.* (1996) cis-Regulatory of the peroxidase gene in 

Arabidopsis thaliana involved in root specific expression and responsiveness to high-

salt stress. Ann New York Acad Sci. 782 (12): 107-114.  

Kanchanatawee, S.*, Wanapu, C. and Ketudat-Cairns, M. (2000) Biotechnology 

postgraduate program in Thailand. Thai J. Biotechnol. 2, 55-62. 

Sripo, T., Phongdara, A.*, Wanapu, C. and Caplan, A.B. (2002) Screening and 

characterization of aldehyde dehydrogenase gene from Halomonas salina strain 

AS11. J. Biotech. 95, 171-179. 

Kuapunyakoon, T. and Wanapu, C.* (2003) Effects of diammonium phosphate (DAP) 

supplementation on growth rate and ethanol production of Saccharomyces 

cereviseae K1-V1116 in tamarind wine. Suranaree J. Sci. Technol. 10: 147-151. 



  78 
 

Sripunya, P., Wanapu, C. and Boonkerd, N.* (2005) Effect of β-glucosidase enzyme in 

Saccharomyces cerevisiae on aroma production during mango (Chok-anan) wine 

fermentation. Thai J. Biotechnol. 6: 50-56. 

Usansa, U., Sompong, N., Wanapu, C., Boonkerd, N. and Teaumroong, N.* (2009) The 

influences of steeping duration and temperature on the α- and β- amylase 

activities of six Thai rice malt cultivars (Oryza sativa L. indica). J. Inst. Brew. 105 (2) 

140-147. 

Wanapu, C.*, Sripiromrak, A. and  Muaenjang, T. (2009) Ethanol production by 

Thermotolerant issatchenkia spp. S1.  Biomolec. Engineer. 25, 2-4. 

Teaumroong, N.*, Wanapu, C., Chankum, Y., Arjharn, W., Sang-Arthit, S., Teaimthaisong, 

K. and Boonkerd, N. (2010) Production and application of bioorganic fertilizers for 

organic farming systems in Thailand: A case study. In: Insam, H. , Franke-Whittle, I. 

and Goberna, M. (eds). Microbs at work: from wastes to resources. Springer-Verlag, 

Berlin, Heidelberg. 294-296. 

Usansa, U., Burberg, F., Geiger, E.*, Back, W., Wanapu, C., Arendt, E.K., Kreisz, S., 

Boonkerd, N., Teaumroong, N. and Zarnkow, M. (2011) Optimization of malting for 

two black rice varieties, black non-waxy rice and black waxy rice (Oryza sativa L. 

Indica). J. Inst. Brew. 117(1), 39–46. 

Vechklang, K., Boonanuntanasarn, S. Ponchunchoovong, S., Pirarat N. and Wanapu, C.* 

(2011) The potential for rice wine residual as an alternative protein source in a 

practical diet for Nile tilapia (Oreochromis niloticus) at the juvenile stage. Aqua. Nut., 

17(6), 685-694. 

Li L., Wanapu, C.*, Huang, X., Huang, T., Li, Q., Peng, Y. and Huang, G. (2011) 

Comparison of AFLP and SSR for Genetic Diversity Analysis of Brassica napus 

Hybrids. J. Agri. Sc. 3(3), 101-110. 

http://elibrary.pks.mpg.de/Search/Results?type=Author&lookfor=Sripiromrak%2C%20A.
http://elibrary.pks.mpg.de/Search/Results?type=Author&lookfor=Muaenjang%2C%20T.


  79 
 
Boonterm, C., Wanapu, C., Silapapun, A. and Boonkerd, N.* (2011) Effects of nitrogen, 

potassium fertilizdf, and clusters per vine on anthocyanins content in cabernet 

sauvignon wine. Suranaree J. Sci. Technol. 18(1),  41-54. 

Li, L., Huang, X., Wanapu, C., Li, Q., Huang, G. and Huang, T.* (2011) Genetic diversity 

analysis of 25 rapeseed varieties from Guizhou rapeseed regional test by SSR 

marker. Guizhou Agri. Sc. 11, 1-4 (in Chinese). 

Wanapu, C.*, Sripunya, P. and Boonkerd, N. (2012) Selection of yeast strains -

glucosidase for improving wine aroma. J. Agri. Sc. Technol. B, 2, 691-702. 

Kongkaew, A., Usansa, U. and Wanapu, C.* (2012) Optimisation of wort production 

from rice malt using enzymes and barley malt. Af. J. Biotech. 11, 9941-9949. 

Kongkaew, A., Usansa, U. and Wanapu, C.* (2012) Beer Production from Rice Malt 

Based in Pilot-scale: Volatile Compounds and Sensorial Properties Analysis. (Thai) 

Tech. Ed. J KMUT-NB. 3(1), 86-94. 

Vechklang, K., Lim, C., Boonanuntanasarn, S., Welker, T., Ponchunchuwong, S., Klesius, 

P.H. and Wanapu, C.* (2012) Growth performance and resistance to Streptococcus 

iniae of juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fed diets supplemted with 

GroBiotic-A and Brewtech dried brewers yeast. J App. Aqua. 24, 183-198. 

Pliansrithong, P., Usansa, U.* and Wanapu, C. (2013) Increasing of Nitrogenous 

Substances in Wort by Using Commercial Enzymes and Modifying Mashing Method. 

Inter. J. Biosci. Biochem. Bioinfor. 3 (4),404-407 

Pinpeangchan, S. and Wanapu, C.* (2015) Impact of Nitrogen Fertilizer (Encapsulated 

Urea Fertilizer) in Process of Controlled-Release Their Effect on Growth of Chinese 

Kale (Brassica alboglabra Bailey). Glo. Adv. Res. J. Agric. Sci. 4(4), 173-181. 

Yuyuen, P., Boonkerd, N. and Wanapu, C.* (2016) Effect of grape berry quality on wine 

quality. Suranaree J. Sci. Technol. (Accepted) 

 

Patents:  3 Thai patents and 3 Trade Secrets. 

http://caod.oriprobe.com/articles/25645623/Genetic_Diversity_Analysis_of_25_Rapeseed_Varieties_from_Guizhou_Rapes.htm
http://caod.oriprobe.com/articles/25645623/Genetic_Diversity_Analysis_of_25_Rapeseed_Varieties_from_Guizhou_Rapes.htm
http://caod.oriprobe.com/articles/25645623/Genetic_Diversity_Analysis_of_25_Rapeseed_Varieties_from_Guizhou_Rapes.htm



