
การผลิตแอลกอฮอลจากกากตะกอนน้ําเสียรวมกับวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 
 

Alcohol Production from Mixture of Wastewater Sludge and Agricultural 
Residues 

 
คํานํา 

 
วิกฤตการณดานพลังงานเนื่องจากการขาดแคลนน้ํามันเชือ้เพลิงจากปโตรเลียม ทําให

น้ํามันเชื้อเพลิงมีราคาแพงและมีแนวโนมที่จะมีราคาแพงยิ่งขึ้นในอนาคต จึงจําเปนตองหาแหลง 
พลังงานทางเลือกอื่น ดังนัน้จึงมีการคนควาวจิัยเพื่อหาแหลงพลังงานทดแทนชนิดใหมมาทดแทน
น้ํามัน โดยเชือ้เพลิงทดแทนที่ไดรับความสนใจอยูในขณะนี ้ไดแก แอลกอฮอลหรือเอทานอล ซ่ึง
สวนใหญใชผลผลิตหรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตรหรืออุตสาหกรรมเปนวัสดขุั้นตนในการผลิต 
ดังนั้นเชื้อเพลิงทดแทนเหลานี้จึงเปนทางเลือกที่นาสนใจและมีความเปนไปไดสูง โดยเฉพาะ
สําหรับประเทศไทยที่มีการเกษตรเปนพื้นฐาน 

 
แอลกอฮอลเปนพลังงานทดแทนอยางหนึง่ที่มีศักยภาพสูง เนื่องจากเปนเชื้อเพลิงเหลวที่

สามารถผลิตไดจากวัสดุทางการเกษตรตางๆ แอลกอฮอลสามารถนํามาใชทดแทนน้ํามันได 
โดยเฉพาะอยางยิ่ง เมื่อนําเอาแอลกอฮอลมาผสมกับน้ํามันเบนซีน ในชื่อที่เรียกวาแกซโซฮอล ซ่ึงมี
คุณสมบัติเชนเดียวกับน้าํมันเบนซีน สามารถใชเปนเชื้อเพลิงใหแรงอัดของเครื่องยนตและยังลด
มลพิษในอากาศ เพราะแอลกอฮอลไมมีสารตะกั่วหรือสารเมธิลเทอรเทียรีบิวทิลอีเธอร (MTBE) ที่
ใชเปนสารเพิม่ออกเทนใหกับน้ํามัน นอกจากนี้แอลกอฮอลยังใชในอุตสาหกรรมตางๆ อยางกวาง 
ขวาง เชน อุตสาหกรรมยางเทียม อุตสาหกรรมพลาสติก อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมยาและ
เคมีภัณฑตางๆ อยางไรก็ดี การผลิตเอทานอลของประเทศยังไมเพยีงพอตอความตองการและยังมี
ตนทุนการผลิตที่สูง จากปญหาดงักลาวทําใหตองมีการพฒันากระบวนการผลิตเอทานอลโดยการ
นําผลผลิตทางการเกษตรที่มปีญหาราคาตกต่ํามาแปรรูปเปนเอทานอล และเนื่องจากประเทศไทยมี
พืชผลทางเกษตรและวัสดุที่เหลือใชอยูเปนจํานวนมาก สามารถนํามาผลิตเอทานอลในตนทุนที่ต่ํา
ไดและการพฒันากระบวนการหมักจะชวยเพิ่มอัตราการผลิตใหสูงขึ้น 
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กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียกําลังเปนปญหาสําคัญ เนื่องจากมีปริมาณมากและมี
แนวโนมจะเพิม่ปริมาณมากขึ้น ทําใหเปนปญหาของโรงงานอุตสาหกรรมผูผลิตซึ่งตองรับภาระ
คาใชจายในการกําจัดกากตะกอนน้ําเสีย  กากตะกอนน้ําเสียที่ถูกผลิตขึ้นนั้นตองไดรับการจัดการที่
ถูกตอง โดยสวนใหญกากตะกอนน้ําเสียจะถูกนําไปใชเปนปุยในพื้นที่การเกษตรและการหมักให
เกิดกาซชวีภาพ แตดวยปริมาณที่มากและมีปริมาณน้ําเปนองคประกอบสูง จึงมักถูกนําไปบําบัด
ตอไปเพื่อลดปริมาตรลงและในที่สุดจะถูกนําไปฝงกลบ จากปริมาณกากตะกอนทีต่องทิ้งในแตละ
วันมีปริมาณมาก จึงทําใหเกดิแนวความคดิเพื่อเพิ่มการใชประโยชน โดยการใชเปนวัตถุดิบในการ
ผลิตแอลกอฮอล   

 
พื้นฐานหลักทางเศรษฐกิจของประเทศไทยคือผลิตผลทางการเกษตรทีห่ลากหลาย ดวยเหตุ

นี้จึงมีวัสดเุหลือทิ้งทางการเกษตรปริมาณมากในแตละป แมวาวัสดุเหลือทิ้งเหลานี้สวนหนึ่งถูกนํา 
ไปใชประโยชนโดยตรงสําหรับเปนอาหารสัตวหรืออาจเปนแหลงพลังงาน แตยังมีอีกเปนปริมาณ
มากที่เหลือทิ้งซึ่งตองไดรับการจัดการ หากไมมีการจัดการวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรอยางถูกวิธี 
เชื้อจุลินทรียในธรรมชาติจะทําการยอยสลายสารประกอบอินทรียในวสัดุเหลือทิ้งตางๆสงผลให
เกิดมลพิษทางอากาศจากกลิ่นไมพึงประสงค หรือหากมกีารชะลางในฤดูฝน จะกอใหเกิดการปน 
เปอนลงแหลงน้ําและดนิ ทั้งยังเปนแหลงเพาะพันธุของเชื้อโรค แมลง และสัตวนําโรคสูชุมชน   
ประกอบกบัปญหาการพึ่งพาเชื้อเพลิงพลังงานจากตางประเทศ ทําใหปจจุบันมีการศึกษาเพื่อนําวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชประโยชนใหมากขึ้น กากมนัสําปะหลังซึ่งเปนวัสดุเหลือทิ้งจาก
อุตสาหกรรมมีแปงเปนองคประกอบหลัก ดวยปริมาณแปงที่มีมากในวัสดุเหลือทิ้งนี้จึงเกดิแนวทาง 
การนําวัสดุเหลือทิ้งมาใชประโยชนในการผลิตเอทานอล ซ่ึงเปนการเพิม่มูลคาใหกับวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตร อีกทั้งยังกอใหเกดิการสรางงานและอาชีพใหกับภาคการเกษตร ซ่ึงสงผลใหคุณภาพ
ชีวิตของประชาชนดีขึ้น  

 
ดวยความตระหนักถึงความสําคัญของการหาแหลงพลังงานทดแทน งานวิจยันี้มุงเสนอ

แนวทางการใชกากตะกอนน้ําเสียที่ไดจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบตะกอนเรงและกากมันสําปะหลัง
เพื่อเปนวัตถุดบิในการผลิตพลังงานจากกระบวนการหมักใหเกิดแอลกอฮอลหรือสารเริ่มตนที่ใช
ผลิตแอลกอฮอลได ดังนั้นงานวิจยันี้อาจเปนแนวทางการใชประโยชนจากกากตะกอนน้ําเสียและ
กากมันสําปะหลังไดอีกทางหนึ่ง เพราะนอกจากลดคาใชจายในการกาํจัดของเสียเหลานี้แลว ยังเปน
การสรางมูลคาของวัตถุเหลานี้ไดอีกทางหนึ่ง ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้จะเปนแนวทางในการศึกษา
คนควาเกีย่วกบัพลังงานทดแทนตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

  1.  เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการผลิตแอลกอฮอลจากกากตะกอนน้ําเสียรวมกับกากมัน 
สําปะหลัง 
 
  2.  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมอะไมเลสและการผลิตแอลกอฮอลจาก
กากตะกอนน้ําเสียรวมกับกากมันสําปะหลัง 
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
 1.  เปนแนวทางในการพัฒนาและประยุกตใชกากตะกอนน้ําเสียในรูปแบบใหมที่สราง
มูลคาของกากตะกอนน้ําเสียและวัสดเุหลือทิ้งทางการเกษตรใหมีมูลคาเพิ่มขึ้น และเปนการผลิต
เชื้อเพลิงที่มีตนทุนต่ําอีกดวย 
 
 2.  ทราบเทคนิควิธีการหมักเพื่อผลิตเอทานอลที่มีประสิทธิภาพและไดผลผลิตสูง ซ่ึง
สามารถนําไปใชเพื่อปรับปรุงและพัฒนากระบวนการผลิตเอทานอลในระดับขยายสวน ซ่ึงเปนขั้น
พื้นฐานที่สําคญัในการพัฒนาการผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไป 



การตรวจเอกสาร 
 

1. กากมันสําปะหลัง 
 
 วิกฤตการณดานพลังงานเนื่องจากการขาดแคลนน้ํามันเชือ้เพลิงจากปโตรเลียม ทําให
น้ํามันเชื้อเพลิงมีราคาแพงและมีแนวโนมที่จะมีราคาแพงยิ่งขึ้นในอนาคต จึงจําเปนที่จะตองหา  
แหลงพลังงานอื่นมาทดแทน เอทานอลเปนแหลงพลังงานชนิดหนึ่งที่นาสนใจ ประเทศไทยมี
วัตถุดิบทางการเกษตรหลายชนิดและมีปริมาณมากพอทีจ่ะนํามาผลิตเปนเอทานอลได โดยเฉพาะ 
อยางยิ่ง กากมนัสําปะหลัง ซ่ึงเปนผลพลอยไดที่เกดิจากกระบวนการผลิตแปงมันสาํปะหลัง เมื่อ
พิจารณาองคประกอบที่มีอยูในกากมันสําปะหลัง พบวาองคประกอบสวนใหญเปนแปงที่ไม
สามารถแยกออกไดจากกระบวนการผลิตแปงมัน สวนองคประกอบที่เหลือเปนเสนใยจากเปลือก
ของหัวมันสดและเสนใยจากเนื้อมันสําปะหลัง มีโปรตีนและไขมันอยูเพียงเล็กนอย (Grace, 1997) 
เนื่องจากกากมันสําปะหลังมีลักษณะเปยกและมีความชืน้สูง จึงทําใหเปนอุปสรรคอยางยิ่งตอการ
ลําเลียงและตองเสียคาใชจายในการอบกากมันสําปะหลังใหแหง รวมทั้งเกิดการเนาเสยีไดงาย 
ดังนั้นจึงนิยมนํากากมนัสําปะหลังไปตากแดดใหแหงและจําหนายในราคาถูกเพื่อใชในการผสม
อาหารสัตว เนือ่งจากกากมันสําปะหลังมีแปงเปนองคประกอบสวนใหญจึงทําใหไดรับความสนใจ
ในทางวิชาการเพื่อใชในการผลิตเอทานอล นอกจากนีก้ากมันสําปะหลังยังมีปริมาณมาก หาไดงาย 
และมีราคาถูก  
 
  1.1  องคประกอบกากมันสําปะหลัง 

 
 กากมันสําปะหลังเปนผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมการผลิตแปงมันสําปะหลังและมี
น้ําหนกัคิดเปนรอยละ 24.80-32.32 ของน้ําหนักหวัมันสาํปะหลังสดที่นํามาผลิตเปนแปงมันสําปะหลัง 
(ทรงศักดิ,์ 2543) กากมนัสําปะหลังที่เหลือจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังนัน้จะถูกแยก
ออกมาเมื่อผานกระบวนการสกัดและบีบอัดสําหรับใชเปนอาหารสัตว โดยปกติกากมันสําปะหลัง
สดจะมีความชืน้ประมาณรอยละ 75-80  องคประกอบสวนใหญของกากมันสําปะหลัง คือ 
คารโบไฮเดรต นอกจากนี้ยงัมีโปรตีน ไขมัน เสนใย และแรธาตุในปรมิาณต่ํา โดยองคประกอบของ
กากมันสําปะหลังจะแตกตางกันตามคุณภาพวัตถุดิบ ซ่ึงจะขึ้นอยูกับพนัธุ อายุการเกบ็เกี่ยว แหลง
เพาะปลูก และการจัดการการเพาะปลูก นอกจากนี้องคประกอบของกากมันสําปะหลังยังขึ้นกับ
กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังดวย ซ่ึงไดแก ประสิทธิภาพการสกัดแปง ดังแสดงในตารางที ่1 
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ตารางที่ 1  องคประกอบทางเคมีของกากมันสําปะหลัง 
 

องคประกอบทางเคมี (รอยละ) 
ลักษณะของกาก
มันสําปะหลัง 

คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน เสนใย เถา ความชื้น 

แหลงขอมูล 

กากมันทั่วไป 75.45 1.77 0.18 8.2 1.36 13.03 
ชวนิศนตากร 

(2500) 

กากมันอบแหง 71.7 2.3 1 9.6 1.5 13.86 
ชวนิศนตากร 

(2500) 
กากมันตาก

แดด 
67.5 2.3 0.7 9.8 6.2 13.47 

ชวนิศนตากร 
(2500) 

กากมันทั่วไป 59.77 - - - - 9.25 
จิราภรณ 
(2525) 

กากมันแหง 90.8 1.04 0.8 5.3 1.8 13.2 
ทวี 

(2527) 
กากมันสด

(น้ําหนักแหง) 
94 1 0.5 1.5 1.5 80 

ทวี 
(2527) 

กากมันแหง 77.6 1 0.8 5.3 1.8 13.2 
เมธาและ

ฉลอง (2533) 

กากมันสด 14 2.5 0.5 1.5 - 80 
เมธาและ       

ฉลอง (2533) 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก ทรงศักดิ์ (2543) 
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1.2  ปริมาณไซยาไนต 
 
ไซยาไนต เปนสารประกอบที่พบในพืชกวา 3000 ชนิด ซ่ึงพบในมนัสําปะหลังดวย

โดยในมนัสําปะหลังนั้นไซยาไนตถูกสรางจากกรดอะมโิน 2 ตัว คือ แวลีน (valine) และ 
ไอโซลิวซีน (isoleucine) ซ่ึงสามารถสังเคราะหไดเปนลินามาริน (linamarin) และโลทอสตราลิน 
(lotaustralin หรือ 2-hyhydroxy-2- methybutyronitrile-β-D-glycoside) ในมันสําปะหลังจะมี           
ลินามารินอยูรอยละ 93 และโลทอสตราลินอยูรอยละ 7 สารประกอบดังกลาวจะอยูบริเวณเนื้อเยื่อ 
เมื่อเนื้อเยื่อถูกทําลายสารประกอบเหลานี้จะถูกทําลายโดยขบวนการไฮโดรไลซิสกับน้ํายอยจะได 
อะซิโตนและกรดไฮโดรไซยานิก ซ่ึงปรากฏการณที่พืชสามารถปลอยกรดไฮโดรไซยานิกออกมา
เรียกวา ไซยาโนเจเนซิส (cyanogenesis) เพือ่ปองกันตัวเองของพืชจากการทําลายโดยพืชและสัตว 
(Hughes et al., 1994) 
 

โดยทั่วไปปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกที่พบในมันสําปะหลังที่ปลอกเปลือกมีตั้งแต  
14-400 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สามารถแบงไดเปน 3 กลุม (Coursey, 1973) ดังนี ้
 

 1.2.1  Innocuous (ไมมีพิษ) คือมันสําปะหลังที่มีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกอยูนอย 
กวา 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
 

 1.2.2  Moderately poisonous คือมันสําปะหลังที่มีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกตั้งแต 
50-100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
 

1.2.3  Dangerous poisonous คือมันสําปะหลังที่มีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกมากกวา 
100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
 
  ปจจุบันนีก้ากมันสําปะหลังถูกนํามาใชประโยชนตางๆ เชน ใชเปนวัตถุดิบเชื้อเพลิงใน
โรงงานไฟฟาชีวมวลเพื่อผลิตไฟฟา ใชเปนวัตถุดิบในการหมักใหเกดิแกสมีเทน ใชเปนแหลง
คารบอนสําหรับจุลินทรียเพือ่ผลิตผลิตภัณฑตางๆ เชน กรดมะนาวและแซนแทนกัม  แอลกอฮอล  
การเพาะเห็ด ใชเปนอาหารสัตวโดยใชเปนอาหารเสริมรวมกับหัวอาหารเชน อาหารไก อาหารสุกร 
และใชเปนสวนผสมในการทําปุยหมัก เปนตน 
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2. กากตะกอนน้ําเสีย 
 

ปจจุบันธุรกิจภาคอุตสาหกรรมในประเทศไทยไดขยายตวัอยางรวดเร็ว เพื่อรองรับ
กระบวนการผลิตที่เพิ่มขึ้นและพอเพียงกับจํานวนประชากรที่มากขึ้น โดยส่ิงที่ตามมาจากการขยาย 
ตัวของธุรกิจภาคอุตสาหกรรม คือ ปญหาสิ่งแวดลอมดานตางๆ เชน มลพิษทางน้ําและอากาศ 
ปญหาปริมาณขยะที่มาก เปนตน ดังนั้นจึงไดมีกฎหมายควบคุมการปลอยของเสียตางๆ ใหอยูใน
ระดับมาตรฐาน มลพิษทางน้ําเปนปญหาที่สําคัญของโรงงานอุตสาหกรรมเกือบทุกประเภท ไมวา
จะเกิดจากกระบวนการผลิตเอง หรือมาจากการลางวัตถุดบิ การทําความสะอาดและใชในกจิกรรม
ตางๆ ของโรงงาน โดยน้ําเสียที่เกดิขึ้นนี้จะตองทําการบําบัดกอนเพื่อใหไดคณุภาพอยูในคามาตรฐาน  

 
การบําบัดน้ําเสียของโรงงานอุตสาหกรรมสวนใหญจะใชระบบบําบดัน้ําเสียแบบชวีภาพ 

ซ่ึงจะไดกากตะกอนน้ําเสียหรือที่เรียกวาสลัดจ (sludge) ออกมาเปนจํานวนมากและจะตองทําการ
บําบัดเสียกอนที่จะนําไปกําจดัตอไป โดยทั่วไปกากตะกอนน้ําเสียที่ไดจากระบบบําบดัน้ําเสียแบบ
ชีวภาพเมื่อทําการปรับสภาพแลวสามารถนํามาใชถมที ่ปรับปรุงดิน หรือหมักทําปุยใชประโยชนได 
ปจจุบันนีก้ากตะกอนน้ําเสียไดเพิ่มปริมาณมากขึ้นตามจํานวนโรงงานอตุสาหกรรม จงึไดมีการหา
ทางเลือกใหมในการใชประโยชนจากกากตะกอนน้ําเสียใหไดมากที่สุด 
 
 กากตะกอนน้ําเสียโดยทั่วไป แบงไดเปน 2 ประเภท คือ 
 
 (1)  กากตะกอนที่เปนสารอนินทรีย (inorganic sludge) 
 
 สวนใหญเปนตะกอนทีเ่กิดจากการบําบัดน้าํเสียทางเคม ีโดยเกิดจากสารเคมีหรือโลหะ
อ่ืน ๆ ซ่ึงมักจะอยูในน้ําเสยีของโรงงานอุตสาหกรรมเคมี หรืออาจเกิดจากการใชสารเคมีในการตก 
ตะกอนน้ําเสีย เชน การใชปนูขาว สารสม หรือพอลิเมอร เปนตน 
 

(2)  กากตะกอนที่เปนสารอินทรีย (organic sludge) 
 
 เปนกากตะกอนที่เกิดจากการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพ ลักษณะของตะกอนจะเปนกลุม
ของจุลินทรียที่เกาะกลุมกันจนมีขนาดใหญ ซ่ึงจะมีสารอินทรียอยูมาก เชน น้ําเสียจากชมุชน
บานเรือน อุตสาหกรรมผลิตน้ําเสียจากโรงงานอาหารและอาหารสัตว เปนตน ในกระบวนการ
บําบัดน้ําเสียทางชีวภาพ เชน ระบบตะกอนเรง ( activated sludge) กากตะกอนถูกเลี้ยงใหเติบโต
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และบําบัดน้าํเสียที่บอเติมอากาศ (aeration tank) จากนัน้กากตะกอนสวนเกินจะถูกแยกจากน้ําที่ผาน
การบําบัดแลวที่บอตกตะกอน (sedimentation tank) โดยกากตะกอนทีแ่ยกไดตองถูกนําไปบําบัด
หรือกําจัดทีเ่หมาะสมตอไป  
 

2.1  องคประกอบของกากตะกอนน้ําเสีย (นัยนา, 2542) 
 

องคประกอบของกากตะกอนน้ําเสียบางอยางสามารถถูกกําจดัหรือทําใหมีปริมาณ
นอยลงไดในระหวางขั้นตอนการบําบัดน้ําเสีย แตองคประกอบบางอยางไมสามารถกําจัดใหหมดได
ในครั้งเดยีวหรือบางครั้งอาจมีความเขมขนในกากตะกอนสูงกวาในน้ําเสียได ลักษณะทางกายภาพ
ของกากตะกอนอยูในรูปกึ่งแข็งกึ่งเหลว มลัีกษณะคลายดินเหนียว สีน้าํตาลเขมจนถึงดํา เมื่ออยูใน
รูปที่ไมคงตัวจะมีกล่ินเหม็น มีแกสและความรอนจากการยอยสลายกากตะกอนของจลิุนทรีย 
องคประกอบทางเคมีของกากตะกอนจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับประเภทของน้ําเสีย ชนิดของระบบ
บําบัดน้ําเสีย และกระบวนการบําบัดน้ําเสีย กากตะกอนน้ําเสียประกอบดวยสารหลายชนิดทั้งที่เปน
สารอินทรียและอนินทรยี  โดยองคประกอบสวนใหญจะอยูในรูปสารประกอบอินทรยี   

 
องคประกอบของกากตะกอนน้ําเสียแยกออกไดเปน 2 กลุม ดังนี้ 
 
(1) ธาตุอาหารพืช ไดแก  

ก. ไนโตรเจน (ประมาณรอยละ 60)  
ข. ฟอสฟอรัส (รอยละ 1)  
ค. โพแทสเซียม  
ง. จุลธาตุอาหารของพืช (เชน เหล็ก แมงกานสี ทองแดง สังกะส)ี  
จ. ธาตุอ่ืน ๆ  

 
 (2)  สารปนเปอนและเชื้อโรค เชน โลหะหนัก สารอินทรียเคมี จุลินทรยีและหนอน 
พยาธิตางๆ  
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2.2  การกําจัดกากตะกอนน้ําเสีย 
 

แนวทางการจัดการกากตะกอนน้ําเสียมีหลายวิธี ซ่ึงโดยทั่วไปมีแนวทางขั้นพื้นฐานอยู  
5 วิธี คือ  

 
(1) การเกลี่ยผสมกับหนาดินเพื่อเปนสารปรับปรุงดิน  (spreading on soil) 
(2) การขนไปทิ้งทะเล  (marine  disposal) 
(3) การกําจัดโดยนําไปถมพื้นที่โดยตะกอนอยูในรูปตะกอนแหง (landfill) 
(4) การเผา (incineration) 
(5) การหมักทําปุย (composting) 

 
3. เอนไซมอะไมเลส 
 

อะไมเลส คือ เอนไซมที่ยอยสลายพันธะ alpha-1, 4-glucosidic แบบสุมของ polysaccharide 
เชน แปง ไกลโคเจน หรือ oligosaccharide ใหมีขนาดเล็กลง เชน โมเลกุลของมอลโตส เดกซทริน 
หรือโมเลกุลเล็กๆ ของกลูโคส เปนเอนไซมที่ผลิตออกนอกเซลล (extracellular enzyme) สามารถ
ผลิตไดทั้งจากพืช สัตวและจลิุนทรีย ซ่ึงจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสมีทั้งแบคทีเรีย รา 
และยีสต  โดยแหลงผลิตเอนไซมอะไมเลสที่สําคัญมาจากเชื้อจุลินทรีย โดยเฉพาะเชื้อราเปนแหลง
เอนไซมอะไมเลสที่ดี เชื้อราสายพันธุที่ใชในการผลิตเอนไซมอะไมเลสในทางการคาคือ เชื้อราสกุล 
Aspergillus และ Rhizopus (Elegado and Fujio, 1993; Pandey, 1995) อะไมเลสมีบทบาทใน
อุตสาหกรรมประเภทตางๆ มากมาย เชน ใชในอุตสาหกรรมผลิตน้ําเชื่อม โดยใชในขั้นตอนการ
ยอยสลายแปงใหไดผลิตภัณฑ คือ เดกซทรินและมอลโตสไซรับ ใชในอุตสาหกรรมการทําขนมอบ  
เครื่องดื่ม แอลกอฮอล เยลลี และอุตสาหกรรมทอผา (Wiseman, 1975) โดยคุณสมบัตขิองเอนไซม
จะมีโครงสรางเปนโปรตีน ซ่ึงประกอบไปดวยกรดอะมิโนมาตอกันเปนสายยาว โดยเปนโปรตนีที่
ละลายน้ําไดและมีสภาพเปนกรดออนๆ  
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 อะไมเลสเปนเอนไซมที่สามารถยอยแปงไดหลายลักษณะ ขึ้นอยูกับวาจะยอยแปงที่
ตําแหนงใด แปงประกอบดวยกลูแคน 2 ชนิด คือ อะไมโลส (ประกอบดวยหนวยกลูโคสเชื่อมตอ
กันดวย พันธะแอลฟา 1, 4 ) และอะไมโลเพคติน (เปนอะไมโลสที่มีโซกิ่งเพิ่มขึ้นโดยมีพันธะ 1, 6 
เปนตัวเชื่อม) เอนไซมอะไมเลสสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทตามตําแหนงการยอยแปง    
(ดวงพร, 2530) ไดแก  
 
 (1)  เอนโดอะไมเลส (endoamylase) เปนอะไมเลสประเภทที่ยอยแปงแบบสุมที่พันธะ
แอลฟา 1, 4 กลูโคซิมิกของอะไมเลสหรืออะไมโลเพคตนิ แตไมยอยทีพ่ันธะ 1, 6 กลูโคซิมิกของ 
อะไมโลเพคตนิ ถาการยอยเกิดขึ้นอยางสมบูรณจะไดมอลโทสและกลูโคส แตถาไมสมบูรณจะได
กลูโคส มอลโทส และเดกซทริน เอนไซมประเภทนี้ไดแก แอลฟาอะไมเลส จุลินทรียที่สรางเอนไซม
ชนิดนี้  ไดแก แบคทีเรียพวก Bacillus subtilis, Pseudomonas saccharophil และ Clostridium sp. 
และราพวก  Aspergillus  oryzae และ A. niger 
 
 (2)  เอ็กโซอะไมเลส (exoamylase) เปนอะไมเลสประเภทที่ยอยแปงจาก non-reducing end 
เขาไป เอนไซมประเภทนี้ไดแก เบตาอะไมเลส และอะไมโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase) โดย
เบตาอะไมเลสจะยอยแปงทีต่าํแหนงพันธะแอลฟา 1, 4 กลูโคซิมิก เขาไปทีละ 2 หนวยของกลูโคส
ทําใหไดน้ําตาลมอลโทส และ limit dextrin ที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูงปนอยูดวย จุลินทรียที่สรางเอนไซม 
ชนิดนี้สวนใหญจะเปนพวกแบคทีเรีย เชน Bacillus cereus และ Bacillus megaterium สําหรับ             
กลูโคอะไมเลสนั้นสามารถยอยแปงไดอยางสมบูรณจาก non-reducing end ที่ตําแหนงตางๆ คือ ที่
พันธะ1, 6 และแอลฟา 1, 4 กลูโคซิมิก ทําใหไดน้ําตาลกลูโคสโดยไมมีเดกซทรินหรือมอลโทส   
ปนมาดวย จุลินทรียที่มีการผลิตเอนไซมชนิดนี้ไดในปรมิาณมากคือ ราพวก Aspergillus sp. และ 
Rhizopus sp. นอกจากราแลว ยีสตและแบคทีเรียก็สามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได เชน 
Endomycopsis fibuliger,  Aerobacter และ Clostridium (ดุษณ,ี 2537)  
 

ปริมาณและคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสจะแตกตางกันตามสายพนัธุและชนิดของ
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ใชในการผลิต วัตถุดิบที่ใชสําหรับการผลิตเอนไซมอะไมเลสจากจุลินทรียขึ้นอยู
กับกรรมวิธีในการผลิตดวย  
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 3.1  กระบวนการผลิตเอนไซมอะไมเลสจากจุลินทรีย 
 

 การผลิตเอนไซมจากจุลินทรียแบงไดเปน 2 วิธี คือการหมักแบบอาหารแข็ง (solid-
state fermentation, SSF) ซ่ึงเปนวิธีการหมกัเชื้อจุลินทรีย (โดยมากใชเชื้อรา) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบบแข็งที่มีน้าํอยูในรูปความชื้นที่ถูกดูดซบัไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ และการหมักแบบอาหารเหลว 
(submerged liquid fermentation, SMF) ซ่ึงเปนวิธีการหมกัเชื้อจุลินทรียในอาหารที่มีลักษณะเหลว 
เมื่อเปรียบเทียบการหมักทั้งสองวิธี พบวาขอไดเปรียบของการหมักแบบอาหารแข็งคือ วิธีการหมกั
งายไมซับซอน การลงทุนไมมาก ใหปริมาณผลผลิตความเขมขนสูง การแยกผลผลิตออกจากอาหาร
เล้ียงเชื้อทําไดงายประหยัดพลังงาน และเนือ่งจากสภาวะความชื้นในการหมักต่ํา จึงสามารถลดการ
ปนเปอนจากแบคทีเรียได วัตถุดิบที่ใชสามารถใชวัสดุทางการเกษตร ซ่ึงทําใหลดตนทนุการผลิต
และเปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ในปจจุบนัการหมักแบบนี้ไดมีการ
ประยุกตใชในกระบวนการหมักตางๆ ไดแก การผลิตเนยแข็ง เครื่องดื่มแอลกอฮอล ปุยหมักชวีภาพ 
รวมถึงการผลิตเอนไซม (Mitchell et al., 1992; Pandey et al., 2000) 

 
 วิธีการหมักแบบอาหารแข็ง หมายถึง วิธีการหมักเชื้อจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปน
ของแข็งที่ปราศจากน้ําอิสระ (Mitchell et al., 1992) แตน้าํจะอยูในรูปของความชื้นทีถู่กดูดซับไวใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ กระบวนการหมักชนิดนี้ไดรับความสนใจเพิ่มขึ้นอยางกวางขวางเพราะมีศักยภาพ
สําหรับการผลิตเชงิการคาสูง เชน ในอุตสาหกรรมการผลิตอาหาร ยา และอุตสาหกรรมเกษตร 
กระบวนการหมักนีไ้ดมีการคิดคนมีมานานกวา 1000 ปกอนคริสตศักราช (Ooijkaas et al., 2000) 
ตัวอยางเชน การหมักโคจ ิ(koji) ซ่ึงเปนการนําขาวเจาสุกหรือเมล็ดธัญพืชมาหมักดวยเชื้อรา
โดยเฉพาะเชื้อราในกลุม Aspergillus oryzae การหมักโคจินี้จะใชสําหรับทําหัวเชื้อเร่ิมตนใน
อุตสาหกรรมการผลิตซอสถั่วเหลืองและซีอ๊ิวขาวในญี่ปุน ถ่ัวหมกัเทมเป (temphe) ของอินโดนีเซยี
และการหมกัขาวเปนหัวเชื้อสําหรับทําสาเก (rice wine) หรือการหมักลูกแปงที่ใชทําสุราแชใน
ประเทศไทย (Soccol et al., 1994) ตางใชเทคนิคของ SSF ทั้งสิ้นและนอกจากนัน้ SSF ยังสามารถ
ประยุกตใชในดานอื่นๆ ไดอีก เชน การหมกัเพื่อเพิ่มโปรตีนใหกับวัสดเุหลือทิ้งทางการเกษตร 
(Pandey et al., 2000) เปนตน  
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3.2  ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมในการหมักแบบอาหารแข็ง 
 

ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมจากจุลินทรียโดยวิธีการหมักแบบอาหารแข็ง สามารถ
แบงไดเปน 2 สวนใหญๆ ไดแก สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และสภาวะแวดลอมของการ
เล้ียงเชื้อจุลินทรียในระหวางการผลิตเอนไซม Hockenhull (1967) พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะ
การหมักทีใ่ชในการผลิตเอนไซมจะมีผลตอทั้งปริมาณและชนิดของเอนไซม อาหารเลี้ยงเชื้อที่ทํา
ใหจุลินทรยีสามารถเจริญไดดีที่สุด ไมจาํเปนตองผลิตเอนไซมชนิดที่ตองการสูงสุด ดังนั้นควรทํา
ความเขาใจถึงชนิดสวนประกอบและสมบตัิในการผลิตเอนไซมของเชื้อจุลินทรียแตละชนิด 

 
 (1)  อาหารเลี้ยงเชื้อในการหมัก 

 
  อาหารที่ใชในการหมักแบบอาหารแข็งจะเปนวัสดุทางการเกษตรและวัสดุที่
เปนผลพลอยไดทางการเกษตร ซ่ึงมีราคาถูกและเปนการนําของเสียมาใชใหเปนประโยชน เชน     
รําขาวสาลี รําขาวเจา เมล็ดขาวเจา เมล็ดขาวสาลี (Ikasari and Mitchell, 1994; Padmanabhan et al., 
1993) ทําใหการหมักแบบอาหารแข็งคุมคาทางเศรษฐกจิมากกวาการหมักแบบอาหารเหลว แต
อยางไรก็ตาม อาหารที่ใชในการหมักจําเปนจะตองมีลักษณะและสวนประกอบที่เหมาะสมกับการ
เจริญเติบโตของเชื้อราและการผลิตเอนไซม ซ่ึงไดแก ปริมาณและอัตราสวนของสารอาหารและแร
ธาตุ รวมทั้งสมบัติทางกายภาพของอาหารที่ใช เชน ขนาดของอนุภาค ความพรุน พื้นที่ผิว ความ
เหนยีวและการยึดตัวกัน เปนตน 
 

 (2)  แหลงคารบอนและไนโตรเจน 
 

 สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการหมักประกอบดวยอัตราสวนของคารบอน
และไนโตรเจนเปนหลัก โดยแหลงไนโตรเจนมีความจําเปนสําหรับการเจริญเติบโตโดยมีความ 
สําคัญในการสังเคราะหเซลลและพลังงาน โดยทั่วไปจุลินทรียที่เจริญในสภาวะที่มีอากาศจะใช
คารบอนประมาณรอยละ 50 ถึง 55 ในการสังเคราะหเซลล กระบวนการหมักโดยทัว่ไปนิยมใช
สารอาหารประเภทคารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอน คารโบไฮเดรตที่มีปริมาณมากและนยิมใชกัน
อยางกวางขวาง ไดแก แปงจากธัญพืชตางๆ  ไกลโคเจน แปงมันสําปะหลัง แปงมันฝร่ัง เดกซทริน
และมอลโตส เปนตน โดยแหลงคารโบไฮเดรตที่นํามาใชอาจอยูในรูปของธัญพืช หรือเมล็ดธัญพืช
ก็ได เชน ขาวโพด ขาวสาลี ขาวฟาง มันฝร่ัง ถ่ัวเหลือง หรือมันสําปะหลังที่บดเปนชิ้นเล็กๆ ก็ได 
โดยหลักการเลือกใชจะคํานงึถึงวัสดุที่มีในประเทศ ราคาถูก หาไดงายและมีทุกฤดกูาลเปนหลัก
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สําหรับแหลงอาหารประเภทไนโตรเจน จะทําหนาที่เปน precusor ของกรดอะมิโนที่เชื้อราจะนํา 
ไปใชในการสรางเอนไซมและโปรตีนภายในเซลลใชสําหรับการเจริญเติบโต โดยเปนตัวทําให
อาหารเสริมในการผลิตเอนไซม และ pH เกิดความสมดลุ แหลงไนโตรเจนที่สามารถใชไดอาจอยู
ในรูปของสารอินทรีย เชน น้าํแชขาวโพด เมล็ดฝาย เมล็ดถ่ัวตางๆ สวนสารอนินทรีย เชน 
แอมโมเนียมซลัเฟต โซเดียมไนเตรท และยเูรีย เปนตน (สมใจ, 2537) แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม
ตอการผลิตเอนไซมอะไมเลสขึ้นอยูกับสายพันธุของจุลินทรียแตละชนิด แหลงไนโตรเจนที่นยิมใช
คือเกลือแอมโมเนีย เปปโตน สารสกัดยีสต แตแหลงไนโตรเจนที่สามารถนํามาทดแทนไดและมี
ราคาถูกคือ นํ้าแชซังขาวโพด การเติมเกลือหรือสารประกอบของเกลือลงไปในอาหารเพาะเลี้ยงจะ
ทําใหเอนไซมมีสภาพคงตัวอยูในอาหารได โดยไมมกีารสูญเสียสภาพและชวยทําใหการปลดปลอย
เอนไซมสะดวกขึ้น (De Mot, 1990) 

 
 (3)  แรธาตุและอาหารเสริม 

 
  อาหารเลี้ยงเชือ้สวนใหญมกัมีแรธาตุตางๆ เปนสวนประกอบอยูดวย ไดแก 

แมกนีเซยีม ฟอสฟอรัส โปแตสเซียม ซัลเฟอร และคลอรีน ถาในสารอาหารที่นํามาใชเปนอาหาร
เล้ียงเชื้อมีแรธาตุตางๆ เหลานี้ไมเพยีงพอ จึงจําเปนตองเติมแรธาตุเหลานี้ลงไปในรูปของสาร 
ประกอบที่เหมาะสม ซ่ึงสวนใหญอยูในรปูของเกลือ สวนแรธาตุอ่ืนๆ เชน โคบอลท คอปเปอร 
เหล็ก แมงกานีส โมลิบดินัม และสังกะสี แรธาตุเหลานี้เปนสวนประกอบที่จําเปนของอาหารเลี้ยง
เชื้อแตตองการในปริมาณนอย ซ่ึงปกติแรธาตุตางๆ เหลานี้จะปะปนอยูในสารประกอบอื่นๆ เพียง 
พอแลวจึงไมจาํเปนตองเติมอีก เชน อาหารที่ไดจากพืชหรือสัตวจะมีเกลือฟอสเฟตปริมาณมากอยู
แลว หรือในน้าํแชขาวโพด จะประกอบดวยโปแตสเซียมถึงรอยละ 20   
 

 (4)  สารชักนํา (inducer) 
 

 เอนไซมสวนใหญที่ผลิตไดจากกระบวนการหมกั มักเปนชนิดที่สรางขึ้นได
ตอเมื่อมีสารที่เปนตัวชักนํา (inducer) อยูดวย สารชักนําสวนใหญ คือ สับสเตรทของเอนไซมหรือ
เปนสารที่มีโครงสรางใกลเคียงกับสับสเตรท ดังนั้นในอาหารเลี้ยงเชื้อทีใ่ชในการผลิตเอนไซม
จะตองมีสารชักนําเปนสวนประกอบอยูดวย (สมใจ, 2537)  
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 Soccol et al. (1994) ผลิตเอนไซมอะไมเลสจากรา Rhizopus จํานวน 3       
สายพันธุ ที่ไดทดลองถึงผลของการใชมันสําปะหลังเปนอาหารเลี้ยงเชือ้ พบวาการหมักดวยมันสําปะ 
หลัง โดยใชเทคนิค SSF สามารถใหปริมาณเอนไซมอัลฟาอะไมเลส เอนไซมกลูโคอะไมเลสและ
ปริมาณโปรตีนไดสูงกวาการหมักแบบ SMF 6-15 เทา โดยมีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นจากรอยละ 
12.3-14.1 ไปเปนรอยละ 11.82-31.43  ซ่ึงจะเหน็ไดวาการนํามันสําปะหลังมาหมักดวยเทคนิค SSF 
มีศักยภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลส อีกทั้งมนัสําปะหลังยังเปนวสัดุที่เปนแหลงอาหารประเภท
แปงที่มีราคา ถูก ซ่ึงเหมาะสําหรับการประยุกตใชทางการคาเพื่อเพิ่มมลูคาของระบบการหมักดวยจุ
ลินทรียตอไปไดอีกดวย 

 
 Ramachandran et al. (2004) ทําการศึกษาการผลิตแอลฟาอะไมเลสจาก
ตะกอนของน้าํมันมะพราวดวยรา Aspergillus oryzae โดยการหมกัแบบแหง พบวาเมื่อใชตะกอน
ของน้ํามันมะพราวอยางเดียวสามารถผลิตแอลฟาอะไมเลสได 1,372 หนวยตอกรัมน้ําหนกัวัสดุ
หมักแหง ในชัว่โมงการผลิตที่ 24 และเมื่อมีการเติมอาหารเสริม โดยเตมิแปงเขมขนรอยละ 0.5 และ     
เปปโตน เขมขนรอยละ 1 ทําใหเพิ่มปริมาณแอลฟาอะไมเลสเปน 3,388 หนวยตอกรัมน้ําหนกัวัสดุ
หมักแหง 

 
3.3  การผลิตน้ําตาลจากแปงโดยการใชเอนไซม 
 

การยอยแปงใหเปนน้ําตาลในสมัยแรกใชวิธีทางเคมีโดยการยอยดวยกรด เชน HCl 
หรือ H2SO4 จะไดน้ําตาลที่มีคาสมมูลเดกซโตสเปน 42 และเกิดผลขางเคียง คือ จะเกดิ hydroxyl 
methyl furfural ซ่ึงมีรสขม ตอมาจึงมีการพฒันาการยอยแปงโดยใชเอนไซม เนื่องจากเอนไซมเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะสูงตอสารตั้งตน เกิดปฏกิริิยาที่ไมรุนแรงโดยไมมีผลขางเคียง ทั้งนี้
อาศัย 2 กระบวนการดังตอไปนี้ 

 
(1)  กระบวนการ liquefaction เปนการยอยสลายแปงโดยอาศัยเอนไซมอะไมเลสจาก

แบคทีเรียในการเรงปฏิกิริยาการไฮโดรไลซโมเลกุลแปงที่ผานการทําใหสุกแลว (gelatinized 
starch) แบบสุมใหเกิดเดกซทรินและโอลิโกแซคคาไรด โมเลกุลของอะไมเลสและอะไมโลเพกตนิ 
ถูกยอยสลายมผีลทําใหแปงลดความหนืดไดอยางรวดเร็ว 
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(2)  กระบวนการ saccharification เปนการยอยเดกซทรินที่ไดใหเปนน้ําตาลชนิดตางๆ 
ตามชนิดของเอนไซมที่ใช เชน เอนไซมกลูโคอะไมเลส หรือเอนไซมพูลลูลาเนส 
 
  Sriroth et al. (2000) ไดศึกษาการยอยมนัสําปะหลังรอยละ 4 น้ําหนักแหงดวย
เอนไซมผสมระหวางเซลลูเลสเชิงการคา Novo callulase 15 หนวย (NCU) และแพคติเนส 
polygalacturonase (PG) 122.5 หนวยตอกรัมกากมันสําปะหลังแหง สภาวะความเปนกรด ดาง 4.5 
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที ผลการศึกษาไดปริมาณแปงรอยละ 40 แตการยอยกาก
มันสําปะหลังโดยใชเอนไซมเซลลูเลสหรือเพคติเนสเพยีงอยางใดอยางหนึ่งที่สภาวะการยอยเดยีว 
กันไมสามารถสกัดแปงจากกากมันสําปะหลังได นอกจากนี้พบวาประสิทธิภาพของเอนไซม     
เซลลูเลสจะมีผลตอการสกัดแปงมากกวาเอนไซมเพคติเนส 
 

3.4  การนําเอนไซมอะไมเลสไปใชประโยชน 
 
 อุตสาหกรรมที่ใชเอนไซมอะไมเลส (ดวงพร, 2530) ไดแก  
 
 (1)  อุตสาหกรรมทอผา โดยในการทอผาจะตองนําดายดิบมาขึงใหตึงบนเครื่องทอผา 
ซ่ึงจะทําใหดายดิบขาดไดงาย ดังนั้นกอนที่จะทําการทอตองนําเสนดายไปชุบน้ําแปง เพื่อใหเสน 
ดายมีความทนทานตอแรงดึง หลังจากทอผาเปนผืนจึงตองเอาแปงที่ตกคางออกโดยใชเอนไซม    
อะไมเลสยอย จากนั้นนําไปซักดวยน้ํารอนเพื่อทําลายเอนไซม วิธีนี้ใชกับการทอผาจากฝาย ขนแกะ 
และแพรเทยีม 
 
 (2)  อุตสาหกรรมทําขนมปง โดยแปงทีใ่ชในการผลิตขนมปงจะมีการเติมเอนไซม   
อะไมเลสชนิด dextrinogenic enzyme ลงไป เพื่อยอยโมเลกุลใหเล็กลง จากนั้นจะมกีารเติม          
อะไมเลสชนิด saccharogenic enzyme ลงไป เพื่อเปลี่ยนแปงบางสวนใหเปนน้ําตาล 
 
 (3)  การทํานํ้าผลไมใหใส โดยบางครั้งน้ําผลไมคั้นอาจจะมีความขุนเพราะมีปริมาณ
แปงสูง จึงตองใสอะไมเลสลงไป บมไวนาน 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูม ิ80-90 องศาฟาเรนไฮน 
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 (4)  การผลิตแอลกอฮอลและเครื่องดื่มประเภทแอลกอฮอล โดยใชเปนครั้งแรกใน
ประเทศจีน โดยทําการผลิตแอลกอฮอลจากรา หลังจากนั้นประเทศญีปุ่นไดนําหลักการนี้มาผลิต
แอลกอฮอลเมื่อประมาณ 1,700 ปมาแลว ซ่ึงจะแตกตางจากประเทศทางยุโรปและอเมริกาที่จะใช
ขาวมอลท แตปจจุบันหันมาใชเอนไซมจากราแทนเอนไซมจากมอลท 
 
 (5)  การผลิตกลูโคสและน้ําเชื่อมจากแปง โดยในระยะแรกของการผลิตกลูโคสและ
น้ําตาลอื่นๆจะใชวิธีการยอยแปงดวยกรด เกิดการยอยแบบสุมจึงไดสารหลายชนิด เชน กลูโคส 
มอลโทส ทาํใหเกิดสารเจนติโอไบโอส ผลิตภัณฑทีไ่ดมีกล่ินรสไมดีเกิดขึ้น ดังนั้นปจจุบันการผลิต
น้ําเชื่อมจากแปงโดยการใชเอนไซมเปนทีน่ิยมกนัมาก โดยเฉพาะการผลิตกลูโคสและน้ําเชื่อมที่มี
กลูโคส 
 
4. เอทานอล 
 

เอทานอลเปนของเหลวใส ไมมีสี ติดไฟได ระเหยงาย ละลายในนํ้าและสารอินทรียอ่ืนไดด ี
ใหคาพลังงานความรอน (calorific value) โดยการเผาไหมประมาณ 64,000 บีทียูตอกโิลกรัม มีจดุ
เดือด 78 องศาเซลเซียส จุดเยอืกแข็ง-117.3 องศาเซลเซียส และมีความถวงจําเพาะ 0.794 ที่ 15.6 
องศาเซลเซียส เอทานอลสามารถใชเปนเชือ้เพลิง โดยมีขอดีดังนี ้คือ เอทานอลเปนของเหลวใชได
ทันที ตางกับปโตรเลียมที่ตองการกระบวนการทําใหบริสุทธิ์ที่ซับซอน สามารถผลิตจากทรัพยากร 
ธรรมชาติที่สรางขึ้นมาทดแทนไดหลายชนิด ชวยแกปญหาเกี่ยวกับราคาผลผลิตทางการเกษตรบาง
ชนิด และการเผาไหมของเอทานอลนั้นสะอาดกวาการเผาไหมของนํ้ามนัเบนซิน (สาวิตรี, 2540) 
โดยชวยลดปรมิาณกาซคารบอนมอนอกไซดและสารไฮโดรคารบอนที่เกิดจากการเผาไหมไมสมบูรณ 
ซ่ึงเปนการชวยลดมลพิษในอากาศ (Wyman, 1996)  
 

4.1  กระบวนการผลิตเอทานอล 
 

กระบวนการผลิตเอทานอลสามารถกระทํา ได 2 วิธี คือวิธีการสังเคราะหทางเคมีและ
วิธีการหมัก (fermentation) วิธีการสังเคราะหทางเคมีทําไดโดยการนําเอาเอธิลีนซึ่งเปนกาซที่เปน
ผลพลอยไดจากการกลั่นนํ้ามนัดิบมาทําปฏกิิริยากับกรดกาํมะถันจะไดสารผสมของเอธิลซัลเฟต
(ethylsulphate) จากนั้นนําไปไฮโดรไลซ (hydrolyze) จนไดเอทานอลกับกรดกํามะถันเจือจางแลว
นํามาทําใหบริสุทธิ์โดยการกลั่นอีกครั้งหนึง่ นอกจากนี้ยงัอาจสังเคราะหไดโดยการนาํเอาเอธิลีนมา
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ทําปฏิกิริยาไฮเดรชัน (hydration) โดยมีกรดฟอสฟูริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา (catalyst) (วิมล, 2526) 
แสดงดังสมการ 

 
CH2= CH2 + H2O      CH3CH2OH 

               เอธิลีน          เอทานอล 
 

การผลิตเอทานอลโดยวิธีการหมักนั้นจะอาศัยเอนไซมภายในเซลลของจุลินทรียชวย
ใหเกิดปฏิกิริยาโดยเปลี่ยนแปลงวัตถุดิบที่มีนํ้าตาลเปนองคประกอบใหไดเปนเอทานอล ซ่ึงมีขอดี
กวาการผลิตโดยวิธีทางเคมหีลายอยาง รวมท้ังสามารถใชทรัพยากรธรรมชาติที่สรางขึ้นมาทดแทน
ได (renewable resource) และวัสดุเหลือทิ้งเปนวัตถุดิบไดดวย ชวยลดปญหาขยะที่เกิดจากวัสดุเหลือ ทิ้ง
เหลานี้ใหมีประสิทธิภาพวธีิหนึ่ง (สาวิตรี, 2540) 

 
กระบวนการหมักเอทานอลเปนกระบวนการทางชีวเคม ีอาศัยเอนไซมชวยใหเกิดปฎกิิริยาโดย
เปลี่ยนแปลงวตัถุดิบพวกนํ้าตาลกลูโคสใหเกิดเอทานอล ปฏิกิริยานี้เกดิในสภาพที่ปราศจาก
ออกซิเจนซึ่งไดพลังงานออกมาดวยพลังงานที่ออกมาจุลินทรียจะนําไปใชในการเจรญิเติบโตและ
บางสวนปลดปลอยออกมาในรูปพลังงานความรอน อยางไรก็ตามพลงังานที่ไดจากกระบวนการ
หมักจะนอยกวาพลังงานที่ไดจากกระบวนการหายใจแบบใชอากาศประมาณ 25 เทา (Prescott and 
Dunn, 1959; Paturau, 1969; Conn and Stumpf, 1976) การหมักเอทานอลโดยยีสตจากกลูโคสเปน 
เอทานอลจะใชวิถีทางไกลโคไลติค (glycolytic) หรือ กระบวนการเอมบเทน เมเยอรฮอฟ พาร
นาส (Embden-Meyerhof-Parnas Pathway) จนไดไพรูเวท (pyruvate) ซ่ึงจะเปลี่ยนเปนเอทานอล
ตอไป (Paturau, 1969; Conn and Stumpf, 1976) ดังแสดงในภาพที ่1 
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ภาพที ่1 กระบวนการเอมบเทน เมเยอรฮอฟ พารนาส (Embden-Meyerhof-Parnas Pathway) 
 
ท่ีมา: Paturau (1969) 
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4.2  ชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอทานอล 
 

มีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถผลิตเอทานอล ไดแก แบคทีเรีย ยีสตและรา ดังตาราง   

ที่ 2 จุลินทรียที่นาสนใจสําหรับการผลิตเอทานอลระดบัอุตสาหกรรม คือ ยีสต Saccharomyces 

cerevisiae,  S.uvarum (carlsbergensis),  Schizosaccharomyces pombe และ Kluyveromyces fragilis

ยีสตเหลานี้มีความสามารถในการหมักน้ําตาลชนิดตางๆ ที่เหมือนกนั แตเนื่องจาก S. cerevisiae    

เปนยีสตที่ทนตอภาวะแวดลอมตางๆ ที่ไมเหมาะสมไดดกีวายีสตชนิดอื่น ดังนั้นในปจจุบันการผลิต

เอทานอลสวนใหญจึงใชเชื้อ S. cerevisiae นอกจากนั้นปจจุบันไดมีการพัฒนาการผลิตเอทานอล

โดยใชแบคทีเรียจีนัส Zymomonas  คือ Z. mobilis และจนีัส Clostridium คือ Clostridium 

Thermocellum ซ่ึงเปนแบคทเีรียที่ไมตองการออกซิเจนสามารถหมักเซลลูโลสและเจริญไดที่

อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียทั้งสองจนีัสดังกลาวมคีวามทนตอ     

เอทานอลไดต่ํากวายีสตดังนัน้จึงไมนิยมนาํแบคทีเรียมาใชผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม 

(Waites and Michael, 2001)   

 

ตารางที่ 2  จุลินทรียที่ผลิตเอทานอล  
 
 

                      จุลินทรีย 
แบคทีเรีย 
Clostridium thermohydrosulfuricum   Extreme thermophile 
Clostridium thermocellum Thermophilic, hydrolyses cellulose 

Thermoanareobacter ethanolicus Ferments xylose and starch* 
Zymomonas mobilis The wild-type ferments only glucose, 

fructose and sucrose, but with high 
productivity   

ยีสต 
Candida pseudotropicalis, C. tropicalis  Ferments xylose* 
Candida species Ferments xylose and cellobiose* 
Kluyveromyces lactis** Ferments lactose in dairy wastes* 
Kluyveromyces marxianus Hydrolyses inulin (polyfructosan) 

Pachysolen tannophilus Ferments xylose* 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 
 

                      จุลินทรีย 
Saccharomyces cerevisiae   Most strains ferment only glucose,  
 sucrose, fructose, maltose and 

maltotriose 
S. cerevisiae var. distaticus Hydrolyses starch 
Schwanniomyces alluvius Hydrolyses starch 
ราเสนใย 
Fusarium species Ferments xylose* 
Monilia species  Hydrolyses cellulose and xylan 
Mucor species Ferment xylose and arabinose* 

 

หมายเหตุ  *  น้ําตาลซึ่งมีคารบอนจํานวนหกอะตอมที่เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวและโมเลกุลคู 
  **  ไมมีผลของ Crabtree effect 
 

ท่ีมา:  Waites and Michael (2001) 

 

ลักษณะของจุลินทรียที่ดีสําหรับการผลิตเอทานอลมีดังนี้  (สาวิตรี, 2540) 

 

1.  ใหผลผลิตสูง 
2.  มีอัตราการหมักเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 
3.  มีความทนตอเอทานอล (ethanol tolerance) 

4.  ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 
5.  ทน pH ต่ํา หรือทนกรด (acid tolerance) 
6.  มีความสามารถในการจับตัวเปนกอนตกลงกนภาชนะ (flocculation) 
7.  มีลักษณะพันธุกรรมที่ไมเปลี่ยนแปลงไดงาย 

 8.  ทนตอแรงดันออสโมซิส (osmotolerance) 
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4.3 วัตถุดิบที่ใชในการผลิตเอทานอล 
 

เอทานอลสามารถผลิตไดจากวัตถุดิบทางการเกษตรหลายชนิดแบงออกเปน 3 ประเภท 
 

(1) วัตถุดิบประเภทแปง เชน มันสําปะหลัง ขาวโพด ขาวสาลี ขาวบาเลย มันฝรั่ง     
มันเทศ เปนตน วัตถุดิบพวกนี้สามารถยอยสลายใหเปนน้ําตาลได โดยการใชเอนไซมหรือกรด  
แปงที่สามารถนํามาผลิตเอทานอลไดตองเปนแปงที่สามารถละลายน้ําไดในน้ํารอน ซ่ึงจะถูก
เอนไซมยอยสลายใหเปนน้ําตาลที่สามารถหมักได (ธีรภัทร และคณะ, 2549) 
 

(2) วัตถุดิบประเภทน้ําตาล เชน ออย กากน้ําตาล ขาวฟางหวาน หัวผักกาดหวาน เปนตน 
(ธีรภัทร และคณะ, 2549) 
 
  (3) เศษวัสดุทีเ่ปนเซลลูโลส เชน ฟางขาว ผักตบชวา หญาแฝก หรือเยื่อใยจากพืชชนิด
ตางๆ (ธีรภัทร และคณะ, 2549) วัสดุเหลือทิ้งจากโรงเลื่อย โรงงานทํากระดาษ กระดาษหนังสือพิมพ 
และอื่นๆ ซ่ึงของเสียจากโรงงานทํากระดาษเหมาะสมมากที่สุด เนื่องจากมีการแยกลิกนินออกหมด 
แลว การใชเซลลูโลสเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลสวนมากเปนวัสดเุหลือทิ้งจากโรงงานหรือ
ทางการเกษตร (เทพปญญา, 2544) 

 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
 

1.1 เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน Cyberscan 500 บริษัท EUTEOH  
INSTRUMENTS 

1.2  กลองจุลทรรศน (microscope) รุน CX40RF200 บริษัท Olympus 
1.3  Haemacytometer รุน Neubauer bright บริษัท Boeco 
 1.4  เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมความเยน็ (refrigerate centrifuge) รุน Universal 16R 

บริษัท Hettich 
1.5  หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ (autoclave) รุน HVE-50 บริษัท Hirayama  
1.6  อางน้ํารอนชนิดควบคุมอุณหภูมิได (water bath)  
1.7  ตูถายเชื้อ (laminar air flow biohazard carbinet) 
1.8  ตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา (incubator shaker) รุน SBD-50 BIO บริษัท Scientific       

Promotion Co., LTD 
1.9  เครื่องเขยา (shaker) รุน HS 250 basic บริษัท IKA LABORTECHNIK 
1.10  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-visible spectrophotometer) รุน GBC UV/VIS 918         

บริษัท GBC Scientific Equipment Pty Ltd. 
  1.11  เครื่องชั่งแบบละเอียด (electronic balance) รุน HR-200 บริษัท A&D 
   1.12  เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) รุน 232 บริษทั Fisherscientific 
   1.13  เครื่องแกสโครมาโทกราฟ (gas chromatography) รุน HP 6890 บริษัท Hewlett 

Packard 
1.14  ตูอบ (oven) รุน BINDER บริษัท Scientific Promotion Co., LTD 
1.15  อุปกรณเครื่องแกวชนดิตางๆ 
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2.  สารเคมี 
 

2.1 แอมโมเนียมซัลเฟต 
2.2 กลูโคส (D-glucose) 
2.3 กรดไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5-dinitrosalicylic acid) 
2.4 โซเดียมไฮดรอกไซด 
2.5 โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 
2.6 โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
2.7 โซเดียมคลอไรด 
2.8  สารละลายแปง (soluble starch) 
2.9 โซเดียมไนเตรต 
2.10 แอลกอฮอล 99.8% 
2.11 ซีเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร 
2.12 ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
2.13 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท 
2.14 เปปโตน 
2.15 ยีสตสกัด 
2.16 วุน (agar) 
2.17 น้ํากลั่น 

 
3.  จุลินทรีย 
 

3.1  Aspergillus oryzae TISTR 3014 
3.2 Aspergillus oryzae TISTR 3250 
3.3 Aspergillus oryzae TISTR 3605 
3.4 Aspergillus niger TISTR 3583 
3.5 Aspergillus niger TISTR 3586 
3.6 Aspergillus niger TISTR 3604  
3.7 Kluyveromyces marxianus  TISTR 5616 
3.8 Zymomonas mobilis TISTR 550 
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จุลินทรียที่ใชในการศึกษาบางสวนไดรับความอนุเคราะหจากจากศูนยจุลินทรีย สถาบัน 
วิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
 
4.  วัตถุดิบ   
 

4.1  กากตะกอนน้ําเสียในระบบตะกอนเรงจากบริษัทยูนิลิเวอรไทยโฮลดิ้งส จํากัด  
4.2  กากมันสําปะหลังจากโรงงานโซนิส สตารท เทคโนโลยี จํากัด 

 
วิธีการ 

 
1.  การเตรียมเชื้อจุลินทรียในการผลิตเอนไซม 
 
 เล้ียงเชื้อจุลินทรียโดยถายเชือ้ราจากเชื้อบริสุทธิ์ลงในจานเพาะเลี้ยงที่มอีาหาร PDA 
(ภาคผนวก ก) จํานวน 3-4 คร้ัง เพื่อใหเชื้อจุลินทรียแข็งแรงพรอมที่จะเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ใชในการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 

ทําการเลี้ยงเชือ้ราในอาหาร PDA ที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 7 วัน จากนัน้นําเชื้อที่เจรญิเต็มที่
มาทําซัสเพนชันของสารละลายสปอรโดยใสน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อที่มี tween 80 ความเขมขนรอยละ 0.1 
ลงในจานเพาะเชื้อจานละ 10 มิลลิลิตร แลวใชแทงแกวรูปสามเหลี่ยมเขี่ยใหสปอรกระจายในน้ํากลั่น  

 
2.  ศึกษาองคประกอบเบื้องตนของกากตะกอนและกากวัสดุเหลือท้ิง 
  
 วิเคราะหองคประกอบพื้นฐานของกากตะกอนน้ําเสียและกากวัสดุเหลือทิ้ง เชน คารบอน 
ไนโตรเจน และวิเคราะหปริมาณแปงตามวิธีของสํานักมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (2521)  
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3.  คัดเลือกเชื้อจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 

 นําเชื้อจุลินทรยีแตละชนิด มาศึกษาประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลส โดยเตรียม
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีอัตราสวนโดยน้ําหนกัระหวางกากมนัสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสีย เทากบั 
4:1 น้ําหนกัรวม 5 กรัมตอฟลาสก ปรับความชื้นอาหารเลี้ยงเชื้อใหไดรอยละ 70 โดยใชน้ํากลั่น 
จากนั้นนําไปฆาเชื้อโดยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งใหเย็น 
เติมกลาเชื้อของเชื้อจุลินทรียแตละชนดิที่เตรียมตามขอ 1 ชนิดละ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
นําไปบมในตูบมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางชั่วโมงที่ 24, 48, 72 และ 96 
วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข1) เชื้อที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม        
อะไมเลส ตรวจนับจํานวนเชือ้โดยใช haemacytometer (ภาคผนวก ข4) ใหไดจาํนวนสปอร
ประมาณ 3x107 สปอรตอมิลลิลิตร 
 
4.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 
 4.1  ศึกษาเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราสวนโดยน้าํหนักระหวางกากมันสําปะหลังและกาก
ตะกอนน้ําเสีย เทากับ 4:1 น้ําหนักรวม 5 กรัมตอฟลาสก ปรับความชื้นอาหารเลี้ยงเชื้อใหไดรอยละ 
70 โดยใชน้ํากลั่น จากนั้นนําไปฆาเชื้อโดยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที ทิ้งใหเยน็ เติมกลาเชื้อของจุลินทรียที่คัดเลือกไดจากการทดลองขอ 3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร     
ลงในอาหารเลีย้งเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางชั่วโมงที่ 24, 48, 72 และ 96 
วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข1)  
 

4.2 ศึกษาอัตราสวนระหวางกากตะกอนน้ําเสียและกากมนัสําปะหลังตอการผลิต
เอนไซมอะไมเลส 

 
  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราสวนโดยน้าํหนักระหวางกากมันสําปะหลังและกาก

ตะกอนน้ําเสีย เทากับ 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 และ 0:5 น้ําหนักรวม 5 กรัมตอฟลาสก ปรับความชื้น
อาหารเลี้ยงเชือ้ใหไดรอยละ 70 โดยใชน้ํากลั่น จากนั้นนาํไปฆาเชื้อโดยหมอนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งใหเย็น เติมกลาเชือ้จุลินทรียที่คดัเลือกไดจากการทดลอง 
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ขอ 3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง
ตามผลการทดลองที่ไดจากขอ 4.1 วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข1) 
 

4.3  ศึกษาความชื้นของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 

   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราสวนโดยน้าํหนักระหวางกากมันสําปะหลังและกาก
ตะกอนน้ําเสียตามผลที่คัดเลือกจากการทดลองขอ 4.2 โดยมีน้ําหนักรวม 5 กรัม ตอ 1 ฟลาสก มา
ปรับความชื้นของอาหารเลี้ยงเชื้อใหไดรอยละ 50, 60, 65, 70, 75, 80 และ 90 โดยน้าํหนัก โดยใชน้ํา
กล่ัน แลวนําไปฆาเชื้อโดยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งใหเยน็    
เติมกลาเชื้อของจุลินทรียที่ไดจากการทดลองขอ 3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ นําไป
บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยางตามผลการทดลองที่ไดจากขอ 4.1 วิเคราะหกจิกรรม
ของเอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข1) 
 

4.4  ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 
   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราสวนโดยน้าํหนักกากมันสาํปะหลังและกากตะกอนน้ํา
เสีย ตามผลการทดลองขอ 4.2 ปรับความชื้นอาหารตามผลที่ไดจากขอ 4.3 โดยใชน้ํากลั่นเปนตวั
เปรียบเทียบ จากนั้นทําการปรับความชื้นดวยซีเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอรทีพ่ีเอชตางๆ 6 คา คือ พีเอช 
3, 4, 5, 6, 7 และ 8 นําไปฆาเชื้อโดยหมอนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
ทิ้งใหเย็น เติมกลาเชื้อของจุลินทรียที่ไดจากการทดลองขอ 3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางตามผลการทดลองที่ไดจากขอ 4.1 วิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข1) 
 

4.5  ศึกษาปรมิาณของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 

   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราสวนโดยน้าํหนักกากมันสาํปะหลังและกากตะกอนน้ํา
เสีย ตามผลการทดลองขอ 4.2 ปรับความชื้นอาหารเลี้ยงเชื้อตามผลการทดลองขอ 4.3 โดยใชน้ํากลั่น 
จากนั้นนําไปฆาเชื้อโดยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งใหเย็น 
เติมกลาเชื้อของจุลินทรียที่คดัเลือกไดจากขอ 3 โดยปรับปริมาตรของเชื้อใหไดปริมาตร 0.5, 1, 1.5, 
2, 2.5 และ 3 มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางตามผล
การทดลองที่ไดจากขอ 4.1 วเิคราะหกจิกรรมของเอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข1) 
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4.6 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมอะไมเลสโดยการเติมแหลงคารบอนและ 
ไนโตรเจน  

 
  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราสวนโดยน้าํหนักกากมันสาํปะหลังและกากตะกอนน้ํา
เสีย ตามผลการทดลองขอ 4.2 ปรับความชื้นอาหารเลี้ยงเชื้อตามผลการทดลองขอ 4.3 โดยใชน้ํา
กล่ัน เติมกลูโคส แปง เปปโตนและแอมโมเนียมซัลเฟต ความเขมขนรอยละ 1 (กรัมตอปริมาตร) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนลงไป สวนตัวเปรียบเทียบใชน้ํากลั่น 
จากนั้นนําไปฆาเชื้อโดยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งใหเย็น 
เติมกลาเชื้อของจุลินทรียที่คดัเลือกไดจากขอ 3 โดยปรับปริมาตรของกลาเชื้อตามผลการทดลอง  
ขอ 4.5 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางตามผลการทดลองที่
ไดจากขอ 4.1 วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข1) 
 
5.  การสกัดเอนไซม 
 

ทําโดยเติมน้ํากลั่นผสม tween 80 เขมขนรอยละ 0.1 โดยปรมิาตร ลงไปในฟลาสกที่เล้ียง
เชื้อไว ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร นําไปเขาเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 240 รอบตอนาที         
ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามากรองดวยผาขาวบาง และนําไปปนเหวี่ยงดวยความ 
เร็ว 5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําของเหลวสวนใสซึ่ง
เปนสารละลายเอนไซม (crude enzyme) ที่แยกไดไปเก็บในตูเย็นเพื่อใชในการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
 
6.  ศึกษาการผลิตน้ําตาลจากกากมันสําปะหลัง 
 
 6.1  ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซ 
 
 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซไดสูงสุด โดยทาํการหมัก
น้ําตาลรีดิวซในตูบมที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง
ที่เวลา 3, 6, 24, 48 และ 96 ช่ัวโมง โดยแยกกากมันสําปะหลังที่ผานการยอยแลวดวยผาขาวบาง แลว
นําไปปนเหวีย่งดวยความเรว็ 5000 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
จากนั้นนําน้ําตาลที่ไดไปฆาเชื้อโดยหมอนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
นําของเหลวสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก ข2) 
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 6.2  ศึกษาอัตราสวนระหวางกากมันสําปะหลังตอเอนไซมที่เหมาะสมในการผลิตน้ําตาล
รีดิวซ 
 
 เมื่อทราบระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซไดสูงสุดแลว จากนั้นทําการ 
ศึกษาหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางกากมันสําปะหลังตอปริมาตรของเอนไซมซ่ึงสามารถผลิต
น้ําตาลรีดิวซทีม่ีความเขมขนสูงที่สุด โดยการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากกากมันสําปะหลังซึ่งใชเอนไซม 
อะไมเลสที่ผลิตจากเชื้อที่คัดเลือกไดจากการทดลองขอ 3 และสภาวะตางๆ ที่เหมาะสมตามผลที่ได
จากการทดลองขอ 4 แลวทําการแปรคาอัตราสวนระหวางกากมันสําปะหลังตอเอนไซมอะไมเลส 
เทากับ 5:133, 5:200 และ 5:266 กรัมตอหนวยของเอนไซมอะไมเลส เกบ็ตัวอยางที่เวลา 24 และ 48 
ช่ัวโมง โดยแยกกากมนัสําปะหลังที่ผานการยอยแลวดวยผาขาวบาง แลวนําไปปนเหวีย่งดวยความ 
เร็ว 5000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําน้ําตาลที่ไดไปฆาเชื้อโดย
หมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนัน้นําสวนใสไปวิเคราะหหา
ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก ข2)   
  
 7.  ศึกษาการหมักเอทานอลจากน้ําตาลที่ยอยไดจากกากมันสําปะหลัง 
 
 7.1  การเตรียมสารละลายน้ําตาลรีดิวซ เพือ่ใชเปนสารตัง้ตนในการหมักเอทานอล 
 
 จากผลการทดลองขอ 6 เมื่อทราบสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซแลว ทํา
การผลิตน้ําตาลโดยใชอัตราสวนระหวางกากมันสําปะหลังตอเอนไซมอะไมเลส จากผลการทดลอง
ขอ 6.2 และใชเวลาในการผลิตน้ําตาลรีดิวซตามผลที่ไดจากการทดลองขอ 6.1 จากนั้นนํากากมนั
สําปะหลังที่ผานการยอยแลวไปแยกออกดวยผาขาวบาง แลวนําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 5000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําน้ําตาลที่ไดไปฆาเชื้อโดยหมอนึ่ง    
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําของเหลวสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณ
ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก ข2)  เก็บของเหลวสวนใสในตูเยน็เพื่อใชเปนสารตั้งตน
ในการหมกัเอทานอลตอไป 
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 7.2  ศึกษาการหมักเอทานอลระดับฟลาสก 
  
 7.2.1  การเตรียมกลาเชื้อ 

 
เล้ียงเชื้อจุลินทรียเพื่อผลิตเอทานอลทําโดยถาย Kluyveromyces marxianus 

TISTR 5616 หรือ Zymomonas mobilis TISTR 550 ลงใน YPGA (ภาคผนวก ก) 3-4 คร้ัง บมที่
อุณหภูมิหอง นาน 48 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อ Kluyveromyces marxianus และ Zymomonas mobilis 
ที่เจริญเต็มที่ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลวสําหรับเตรียมกลา (ภาคผนวก ก) 
บรรจุอยูปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาที่เขยาดวยความเรว็ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการรวมกลาเชื้อทั้งหมดในฟลาสกมาปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที วดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร    
ใหควบคุมคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.5 เพื่อใชเปนกลาเชื้อ 

 
  7.2.2  การคัดเลือกเชื้อเพื่อใชหมักเอทานอล 
 

นํากลาเชื้อยีสต Kluyveromyces marxianus และเชื้อแบคทเีรีย Zymomonas 
mobilis  ที่เตรียมตามขอ 7.2.1 มาศึกษาประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล เติมกลาเชื้อเร่ิมตนรอย
ละ 10 โดยปรมิาตรของน้ําตาลรีดิวซ ลงในฟลาสกที่บรรจุน้ําตาลรีดิวซปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ได
จากการยอยกากมันสําปะหลังในขอ 7.1 ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 6, 24, 
48 และ 72 ช่ัวโมง นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
นาน 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก ข2) เพื่อคดัเลือกสายพันธุ
ที่ทําใหปริมาณน้ําตาลรีดวิซลดลงในเวลาอันรวดเรว็ทีสุ่ดเพื่อนําไปใชในการศึกษาตอไป 
  
 7.2.3  ขั้นตอนการหมักเพื่อผลิตเอทานอล 
 
 นําสารละลายน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการยอยกากมนัสําปะหลังดวยเอนไซม       
อะไมเลส ถายลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมแอมโมเนียมซลัเฟต รอยละ 0.03 โดย
ปริมาตร ลงในสารละลายน้าํตาลรีดวิซ นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิง้ใหเย็น จากนัน้นํากลาเชื้อทีค่ัดเลือกไดจากผลการศึกษาขอ 7.2.2 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ถายลงในน้ําตาลรีดวิซ โดยไมเขยา ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง
ที่เวลา 0, 6, 24, 48 และ 96 ช่ัวโมง นําตวัอยางไปปนเหวีย่งดวยความเรว็ 5,000 รอบ ที่อุณหภูมิ       
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4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก ข2) และ
ปริมาณแอลกอฮอลดวยเครือ่งแกสโครมาโตรกราฟ (ภาคผนวก ข3) 
 
8.  วิเคราะหและสรุปผลการศึกษา 
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ผลและวิจารณ 
 

1. การศึกษาองคประกอบเบื้องตนของกากตะกอนน้ําเสียและกากมันสําปะหลัง 
 
 จากการวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนของกากตะกอนน้ําเสียและกากมันสําปะหลัง พบวา 
กากตะกอนน้ําเสียและกากมนัสําปะหลัง มอีงคประกอบของธาตุและคุณลักษณะอืน่ๆ แสดงดัง
ตารางที่ 3 โดยประกอบดวยปริมาณคารบอนเปนองคประกอบ รอยละ 34.54 และ 42.80 ของ
น้ําหนกัแหง ตามลําดับ และมีปริมาณไนโตรเจน รอยละ 4.27 และ 0.63 ของน้ําหนักแหง ตามลําดบั  
ซ่ึงมีคาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน เทากับ 8.1 และ 67.9 ตามลําดับ ดวยคาอัตราสวนของ
คารบอน ตอไนโตรเจนที่ต่ําของกากตะกอนน้ําเสียแสดงวากากตะกอนน้าํเสียมีความเปนไปไดใน
การเปนวัสดุทีใ่หธาตุอาหารในการหมกั 

 
ตารางที่ 3  องคประกอบของกากตะกอนน้ําเสียและกากมันสําปะหลังที่ใชในงานศึกษา 

 
ผลการวิเคราะหปริมาณแปงในกากมันสําปะหลัง พบวา กากมันสําปะหลังมีแปงเปน

สวนประกอบปริมาณรอยละ 59.97 ของน้าํหนักแหง ดวยวิธี มอก. 274-2521 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับ
รายงานการศกึษาอื่นที่พบวามีปริมาณแปงอยูในชวงรอยละ 56-69.9 (ชลดา, 2546; มาโนช, 2546; 
ธีรภัทร และคณะ, 2549) โดยปริมาณแปงที่พบ ทําใหทราบวามีความเปนไปไดในการนํากากมัน
สําปะหลังดังกลาวมาใชประโยชนในการเปนแหลงคารบอน โดยจะทาํการยอยแปงที่เหลืออยูใน

องคประกอบ (รอยละโดยน้ําหนัก) กากตะกอนน้ําเสีย กากมันสําปะหลัง 

คารบอนทั้งหมด 
ไนโตรเจนทั้งหมด 

ฟอสฟอรัส 
โพแทสเซียม 
แคลเซียม 
แปง 

คาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน 

34.54 
4.27 
0.78 
0.11 
4.04 

- 
8.1 

42.80 
0.63 
0.03 
0.13 
0.24 
59.97 
67.9 
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กากมันสําปะหลังใหไดน้ําตาลรีดิวซและนําน้ําตาลรีดิวซที่ไดมาใชเปนสารตั้งตนเพือ่ผลิตเอทานอล 
ในการศึกษาขัน้ตอไป 

 
2.  การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 
 การศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมอะไมเลสของจุลินทรียสายพันธุตางๆ 6 สาย
พันธุ  ไดแก เชื้อราสายพันธุ Aspergillus oryzae TISTR 3014, 3250 และ 3605 และสายพันธุ 
Aspergillus niger TISTR 3604, 3583 และ 3586  แสดงดงัภาพที่ 2 ผลการศึกษาที่ไดพบวา เชื้อรา
ทุกสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสไดแตกตางกนั โดยเชื้อรามกีารผลิตเอนไซมอะไมเลสสูง
ในชวง 48-96 ช่ัวโมง โดยเชือ้รา Aspergillus oryzae TISTR 3014, 3250 และ 3605 และ Aspergillus 
niger TISTR 3583, 3586 และ 3604 สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสไดสูงสุดในชั่วโมงที่ 72, 72, 48, 
96, 72 และ 48 ตามลําดับ และสามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสไดสูงสุด 45.62, 29.62, 55.3, 38.18, 
42.44 และ 45.11 หนวยตอกรัมอาหารแหง ตามลําดับ จากผลการศึกษาพบวา จุลินทรยีที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลสไดดีที่สุด คือ เชื้อรา Aspergillus oryzae TISTR 3605 
(ภาพที่ 3) ซ่ึงเปนสายพันธุทีม่ีการผลิตเอนไซมอะไมเลสไดสูงสุดในงานศึกษานี้และใชเวลาในการ
ผลิตเอนไซมอะไมเลสสูงสุดประมาณ 48 ช่ัวโมง ซ่ึงสั้นกวาเชื้ออ่ืนๆ จึงคัดเลือกเชื้อรา    
Aspergillus oryzae TISTR 3605 เพื่อนําไปศึกษาหาสภาวะตางๆ ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
อะไมเลสที่ใชในการยอยแปงในกากมันสําปะหลังเพื่อผลิตน้ําตาลรีดิวซ  
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A. oryzae3014
A. oryzae 3250
A. oryzae 3605
A. niger 3583
A. niger 3586
A. niger 3604

 
 
ภาพที่ 2  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสที่เกิดจากเชื้อรา ภายใตสภาวะการหมักแบบอาหารแข็ง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  ลักษณะของเชื้อรา  Aspergillus oryzae TISTR 3605 ในอาหาร PDA ซ่ึงเล้ียงไวที่        
               อุณหภูมหิอง เปนเวลา 7 วัน  
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3.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 

3.1 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส  
  
 จากการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม โดยทําการเพาะเลี้ยงบนวัสดุ
หมักที่ประกอบดวยกากมนัสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสียในอัตราสวน 4:1 ซ่ึงมีน้ําหนกัของ
วัสดุเร่ิมตนรวมเทากับ 5 กรัม ในสภาวะทีม่ีความชื้นเริ่มตนของวัสดุหมักเทากับรอยละ 70 บมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบวา A. oryzae TISTR 3605 สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสอยางรวด 
เร็วตั้งแต 24 ช่ัวโมงแรก คากจิกรรมของเอนไซมอะไมเลสเทากับ 54.41 หนวยตอกรัมอาหารแหง 
และในชัว่โมงที่ 48 ของการหมัก A. oryzae TISTR 3605 สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสไดสูงสุด  
มีคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสเทากับ 70.26 หนวยตอกรัมอาหารแหง แตในชั่วโมงที่ 72 และ 
96 ของการหมัก พบวาคากจิกรรมของเอนไซมอะไมเลสลดลงอยางตอเนื่อง มีคากิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลสเทากับ 28.91 และ 9.81 หนวยตอกรัมอาหารแหง ตามลําดับ โดยในชวง 24 ช่ัวโมง
แรก เร่ิมมีการผลิตเอนไซมอะไมเลส เนื่องจาก  A. oryzae TISTR 3605 สามารถปรับตัวใหเขากับ
สภาวะแวดลอมใหมไดเร็ว จากนั้นปริมาณการผลิตเอนไซมอะไมเลสจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชวง 
24 ถึง 48 ช่ัวโมงของการหมกั เพราะเปนระยะที่การเจรญิเติบโตของจุลินทรียอยูในสภาพสมดุล    
(balance growth) และสุดทายการผลิตเอนไซมอะไมเลสจะลดลงอยางรวดเร็ว การทีป่ริมาณการ
ผลิตเอนไซมอะไมเลสของ A. oryzae  TISTR 3605 ลดลงภายหลังจากการผลิตสูงสุดแลว อาจเกดิ
จากปริมาณสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงหรือความชื้นลดลง หรืออาจเกิดจากสภาพแออดัของ
จุลินทรยีทําใหเกิดการสลายตัวเอง (autoylsis) ในระยะถดถอย (decline phase) โดยการลดลงของ
ชีวมวลนี้อาจเริ่มขึ้นภายหลังจากการเจริญเขาสูสภาวะหยุดนิ่งหรืออาจเกิดขึ้นทนัทีหลังการเจริญ
หยุดลง ซ่ึงจะสงผลใหการผลิตเอนไซมลดลงดวย (วาทิต, 2545; Yang and Wang, 1999) ทั้งนี้อาจ
เปนเพราะสารอาหารเลี้ยงเชือ้คอยๆ ลดลงหรือสภาวะแวดลอมรอบจุลินทรียไมเหมาะสม มีการ
สะสมของสารพิษจากกระบวนการเมตาบอลิซ่ึมมากขึ้น สงผลใหอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย
ต่ําลง (Ramachandran et al., 2004) จึงทําใหการผลิตเอนไซมลดลง ดังนั้นจึงคัดเลือกใชเวลา 48 
ช่ัวโมงในการศึกษาขั้นตอไป 
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ภาพที่ 4   ระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมของ A. oryzae TISTR 3605 ในสภาวะที่มี

ความชื้นเริ่มตนของวัสดุหมกัเทากับรอยละ 70 เพาะเลี้ยงบนวัสดุหมักกากมันสําปะหลัง
และกากตะกอนน้ําเสีย ในอตัราสวน 4:1 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  

 
3.2 การศึกษาอัตราสวนระหวางกากมันสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสียตอการผลิต 

เอนไซมอะไมเลส 
 
 แหลงของอาหารที่ใชในการหมักตองมีสารอาหารที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิต
เอนไซมของจลิุนทรีย โดยในการศึกษานี้ไดเลือกใชกากมนัสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสีย ซ่ึงมี
องคประกอบทางเคมีของกากมันสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสียแสดงดังตารางที่ 4 โดยทดลอง
เล้ียงเชื้อ A. oryzae TISTR 3605 ในอาหารที่มีอัตราสวนของกากมันสําปะหลังตอกากตะกอนน้ําเสยี 
ตั้งแต 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 และ 0:5 โดยน้ําหนกั ซ่ึงคาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน (C/N 
ratio) ของอาหารแตละสูตร เทากับ 67.9, 30.3, 18.9, 13.4, 10.2 และ 8.1 ตามลําดับ (ตารางที่ 4) ทํา
การปรับความชื้นของอาหารเลี้ยงเชื้ออยูที่รอยละ 70 และบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 4  คาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนของสูตรอาหารที่ใชในการหมัก 
 

สูตรอาหาร 
กากมันสําปะหลัง:กากตะกอนน้ําเสีย 

คาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน 

5:0 
4:1 
3:2 
2:3 
1:4 
0:5 

67.9 
30.3 
18.9 
13.4 
10.2 
8.1 

 
  จากการทดลองพบวา อัตราสวนกากมันสําปะหลังตอกากตะกอนน้ําเสยีเทากับ 3:2 มีคา
กิจกรรมเอนไซมอะไมเลสสูงสุดเทากับ 60.67 หนวยตอกรัมอาหารแหง แตเมื่ออัตราสวนของกาก
ตะกอนน้ําเสียมากเกินไป จะสงผลใหคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสมีแนวโนมลดลง โดยพบวา
คากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสต่ําสุดเทากับ 3.53 หนวยตอกรัมอาหารแหง ที่อัตราสวน 0:5 
แสดงดังภาพที่ 5 
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ภาพที่ 5   อัตราสวนของกากมันสําปะหลังตอกากตะกอนน้ําเสีย ที่ความชื้นเริ่มตนเทากับรอยละ 70 

เพาะเลี้ยงบนวสัดุหมักกากมนัสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสีย ในอตัราสวนตางๆ บมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

 
 ในงานศกึษานีอั้ตราสวนของกากมันสําปะหลังตอกากตะกอนน้ําเสียที่ 3:2 เปนอัตราสวน
ที่เหมาะสมในการสงเสริมกิจกรรมของจุลินทรียใหทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพและสามารถผลิต
เอนไซมอะไมเลสไดดีที่สุด จากนั้นหากมกีารเพิ่มอัตราสวนของกากมันสําปะหลังจะมีผลใหคา
อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนเพิ่มขึ้น ในทางกลบักันการเพิ่มอตัราสวนของกากตะกอนน้ํา
เสียจะมีผลทําใหคาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนลดลง ซ่ึงคาอัตราสวนของคารบอนตอ
ไนโตรเจนจะมีผลทําใหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสลดลงดวย เนื่องจากการเพิ่มสัดสวนของกาก
มันสําปะหลังเปนการเพิ่มปรมิาณแปง อาจทําใหคาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนสูงเกินไป
จนไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  ในทางตรงกันขามการเพิ่มสัดสวนของกากตะกอน
น้ําเสียจะเปนการเพิ่มธาตุอาหารโดยเฉพาะไนโตรเจนและฟอสฟอรัส แตสัดสวนกากตะกอนน้ําเสยี
ที่มากเกินไปจะทําใหจุลินทรียมีอาหาร (แปง) ไมเพยีงพอสําหรับใชในการเจริญเตบิโตและเปน
ปจจัยจํากัดตอการผลิตเอนไซม ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานของ Stentiford and Dodds 
(1992) ซ่ึงพบวาคาอัตราสวนระหวางคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมอยูระหวาง 15-30       
นอกจากนี้ Aiyer (2004) ไดทดลองแปรคาอัตราสวนระหวางคารบอนและไนโตรเจนโดยใชแปง
มันฝรั่งเปนแหลงคารบอนและเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
พบวา เมื่อมกีารเติมแหลงไนโตรเจนมากเกินไปจะสงผลใหคากิจกรรมของเอนไซมลดลง ซ่ึงสอดคลอง 
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กับผลการศึกษานี้ที่พบวา เมือ่เติมกากตะกอนน้ําเสีย (แหลงธาตุอาหาร) ในปริมาณที่มากหรือนอย
เกินไปจะสงผลใหความสามารถในการผลิตเอนไซมลดลง 
 
  นอกจากนี้การที่เชื้อรา A. oryzae มีความสามารถในการผลิตเอนไซมอะไมเลสในแตละ
สูตรอาหารไมเทากัน อาจเกดิจากปริมาณสารชักนําสําหรับผลิตเอนไซมไมเทากันและมีผลตอการ
ผลิตเอนไซมในที่สุด ในกรณีที่อาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณโปรตีนมากเกนิไป ภายหลังจากที่จุลินทรีย
สลายโปรตีนแลว จะไดผลิตภัณฑสุดทายคอื กรดอะมิโน และเมื่อกรดอะมิโนถูกใชไปจะไดสารประกอบ 
ประเภทแอมโมเนีย ซ่ึงถามปีริมาณสารเหลานี้มากเกินไป อาจเกิดการกดดันการผลิตเอนไซมอะไมเลส
ได (Kole et al., 1988; Jarsilav et al., 1991)  
 
  จากผลการทดลองนี้ช้ีใหเห็นวากากตะกอนน้ําเสียเปนแหลงไนโตรเจนและฟอสฟอรสั
ที่สงเสริมการเจริญของเชื้อได สําหรับคาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนในแตละสูตรอาหาร
ที่ใชในการหมกัมีความสําคญัตอการเจริญของเชื้อจุลินทรีย สูตรอาหารสําหรับการหมักจะตองมี
องคประกอบ สารอาหารและแรธาตุที่ครบเพียงพอที่จะผลิตเอนไซม จงึเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
อัตราสวนระหวางกากมันสาํปะหลังตอกากตะกอนน้ําเสยีเทากับ 3:2 เพื่อนําไปหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการผลิตเอนไซมตอไป 
 

3.3 การศึกษาความชื้นของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 

ปจจัยที่สําคัญตอการเจริญเตบิโตและการผลิตเอนไซมของเชื้อราในการหมักแบบ
อาหารแข็ง คือ ความชื้นของอาหารเลี้ยงเชือ้ (Aidoo et al., 1981) จึงไดทดสอบผลของความชื้นตอ
การผลิตเอนไซมบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวยกากมนัสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสีย ใน
อัตราสวน 3:2 ซ่ึงคัดเลือกจากการศึกษาในขอ 3.2 ปรับความชื้นเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปนรอย
ละ 50, 60, 65, 70, 75, 80 และ 90 โดยการใชน้ํากลั่น บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง พบวา ความชื้นของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการผลิตเอนไซมอะไมเลสของ A. oryzae TISTR 
3605  โดยสามารถผลิตเอนไซมได 48.98, 62.31, 51.67, 48.15, 36.67, 28.8 และ 10.65 หนวยตอ
กรัมอาหารแหง ตามลําดับ (ภาพที ่6) โดยความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
เทากับ รอยละ 60 ซ่ึงเชื้อ  A.  oryzae TISTR 3605  สามารถสรางเอนไซมอะไมเลสไดสูงสุด 62.31 
หนวยตอกรัมอาหารแหง จากการศึกษาทําใหทราบวาถาใหปริมาณความชื้นมากเกนิไป อาหารเลี้ยง
เชื้อจะเกาะตวักันแนนขึ้น ทาํใหรูพรุนของอาหารเลี้ยงเชือ้ลดลง สงผลใหปริมาณอากาศและความ 
สามารถในการแพรผานของอากาศในอนภุาคอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง มีอัตราการถายเทอากาศต่ําลง 
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และจํากดัการเจริญเติบโตและกิจกรรมของจุลินทรีย (Lonsane et al., 1985; Ramachandran et al., 
2004) แตถาใหปริมาณความชื้นต่ําเกินไปจะทําใหการละลายของสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อต่ําลง 
สงผลใหการผลิตเอนไซมของจุลินทรียลดลงและในสภาวะทีแ่หงเกินไปการเจริญเตบิโตและ
กิจกรรมของจลิุนทรียจะถูกจํากัดจากปริมาณน้ํา (water stress) 
 

ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับงานศึกษาของ Selvakumar et al. (1998) ที่รายงานวา
ความชื้นเริ่มตนรอยละ 60 เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิตเอนไซมอะไมเลสจากเชื้อ Aspergillus 
niger NCIM 1248 โดยใชกากชาเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ ภายใตสภาวะการหมักแบบอาหารแขง็ 
นอกจากนี้ Ramachandran et al. (2004) รายงานวาความชื้นเริ่มตนรอยละ 68 เหมาะสมที่สุดสําหรับ
การผลิตเอนไซมอะไมเลสจากเชื้อ Aspergillus  oryzae โดยใช coconut oil cake เปนอาหารเลี้ยงเชือ้ 
ภายใตสภาวะการหมักแบบอาหารแข็ง Francis et al. (2003) รายงานวาความชื้นเริ่มตนรอยละ 70 
เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมอะไมเลสจากเชื้อ Aspergillus oryzae NRRL 6270 โดยใช spent 
brewing grains เปนอาหารเลี้ยงเชื้อภายใตสภาวะการหมกัแบบอาหารแขง็ ซ่ึงเห็นวาแตกตางกับผล
การทดลองที่ไดเล็กนอย เนื่องจากความแตกตางกันของเชื้อจุลินทรียและชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ใชในการทดลอง เชื้อแตละชนิดตองการความชื้นในการผลิตเอนไซมแตกตางกันเล็กนอย รวมทั้ง
ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิดมีลักษณะทางกายภาพและเคมีแตกตางกัน 
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ภาพที่ 6  ปริมาณความชื้นที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมของ A. oryzae TISTR  3605 ในการ 

เพาะเลี้ยงบนวสัดุหมักกากมนัสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสียในอัตราสวน 3:2 บมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

 
 3.4  การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 

 
 การศึกษาผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสจากเชื้อ A. oryzae TISTR 
3605 ที่พีเอชตางๆ คือ พีเอช 3, 4, 5, 6, 7, 8 และน้ํากลัน่ (พีเอชเทากับ 7) แสดงในภาพที่ 7 โดย
พบวา ที่พีเอช 7 A. oryzae TISTR 3605 สามารถใหคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสสูงสุด 61.11 
หนวยตอกรัมอาหารแหง รองลงมา คือ การใชน้ํากลั่น, พีเอช 8, 6, 3, 4 และ 5 ซ่ึงสามารถผลิต
เอนไซมอะไมเลสได 59.85, 49.85, 42.07, 38.37, 35.63, และ 24.89 หนวยตอกรัมอาหารแหง 
ตามลําดับ จะเห็นไดวาที่พเีอช 7 มีคากิจกรรมของอะไมเลสสูงกวากิจกรรมที่พีเอช 6 และ 8 เพียง
เล็กนอยเทานัน้ แตมีคาใกลเคียงกับการใชน้ํากลั่นในการปรับความชื้น ซ่ึงสอดคลองกับผลการ 
ศึกษาของ วิชุดา (2546) ที่พบวาพีเอชเริ่มตนเทากับ 7 เปนพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
กลูโคอะไมเลสจากเชื้อ Aspergillus niger TISTR 3254 คาพีเอชจะสงผลตอการแตกตัวของหมู
ฟงกช่ันตางๆ ของทั้งเอนไซมและอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนผลใหเกดิการเปลี่ยนแปลงโครงสรางไป
ในทางที่เหนี่ยวนําหรือยับยั้งใหเกิดการจับกับสารตั้งตน ทั้งนี้การผลิตเอนไซมเมื่อใชน้ํากลั่นมีคา
ใกลเคียงกับเมือ่ปรับพีเอชเทากับ 7  ซ่ึงใหคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสสูงสุดในงานศึกษานี้ 
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ดังนั้นการผลิตเอนไซมอะไมเลสในการทดลองตอไปจึงใชน้ํากลั่นปรบัความชื้นแทนสารละลาย
บัฟเฟอร 
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ภาพที่ 7   พีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมของ A. oryzae TISTR  3605 ในสภาวะที่มีความชื้น

เร่ิมตนของวัสดุหมักเทากับรอยละ 60 เพาะเลี้ยงบนวัสดหุมักกากมนัสําปะหลังและกาก
ตะกอนน้ําเสียในอัตราสวน 3:2 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

 
3.5 การศึกษาปริมาณของกลาเชือ้ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส 

   
 ปริมาณกลาเชือ้ที่เหมาะสมตอคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสทําการศึกษาโดยใช
ปริมาตรของกลาเชื้อเทากับ 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 มิลลิลิตร พบวา A. oryzae TISTR 3605  สราง
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสไดเทากับ 64.17, 69.07, 56.67, 21.3, 28.33 และ 25.37 หนวยตอกรัม
อาหารแหง ตามลําดับ (ภาพที่ 8) ซ่ึงปริมาณของกลาเชื้อที่ 1 มิลลิลิตร เปนปริมาณที่เหมาะสมตอ
การสรางกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  อาจเปนเพราะการใชกลาเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร เปน
ปริมาณกลาเชือ้ที่เหมาะสมตอการสรางกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  ทั้งนี้เมื่อทําการเพิ่มปริมาณ
กลาเชื้อกลับทําใหกจิกรรมของเอนไซมอะไมเลสมีคาต่ําลง อาจเปนเพราะมีปริมาณกลาเชื้อมาก
เกินไปภายใตอาหารที่มีจํากดัทําใหเกิดการแยงอาหารกนั และมีสารอาหารไมเพยีงพอตอความ 



 42 

ตองการของจุลินทรีย มีผลทําใหจุลินทรยีผลิตเอนไซมอะไมเลสไดปริมาณนอย (Ramchandran     
et al., 2004) สวนปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนทีน่อยเกนิไปถึงแมจะมีสารอาหารเพียงพอ แตเนื่องจากมี
ปริมาณเชื้อนอยเกินไป จึงมผีลทําใหการผลิตเอนไซมอะไมเลสผลิตไดปริมาณนอยเชนกัน ดังนั้น
จึงเลือกใชกลาเชื้อเร่ิมตน 1 มลิลิลิตร ในการผลิตเอนไซมอะไมเลสจากเชื้อ A. oryzae TISTR 3605 
สําหรับการทดลองเพื่อศึกษาหาสภาวะอื่นๆ ที่เหมาะสมตอไป 
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ภาพที่ 8    ปริมาณกลาเชื้อทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซมของ A. oryzae TISTR 3605 ในสภาวะที่

มีความชื้นเริ่มตนของวัสดุหมักเทากับรอยละ 60 เพาะเลีย้งบนวัสดหุมกักากมันสําปะหลัง
และกากตะกอนน้ําเสีย ในอตัราสวน 3:2 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง 

 
3.6 การศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมอะไมเลสโดยการเติมแหลงคารบอน 

และไนโตรเจน  
 

 ผลการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมอะไมเลสจากเชื้อ A. oryzae TISTR 3605 แสดงดังตารางที่ 5 โดยพบวาเมื่อเติมแหลง
คารบอนและไนโตรเจนซึ่งไดแก กลูโคส แปง เปปโตน และแอมโมเนยีมซัลเฟต ที่มีความเขมขน
รอยละ 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ จะสงผลใหคาอัตราสวนของคารบอนตอ
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ไนโตรเจนเปลี่ยนไปเล็กนอย (คาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่เปลี่ยนแปลงไปเทากับ 19.0, 
19.0, 18.9 และ 18.6 ตามลําดับ) เมื่อเปรียบเทียบกับคาอตัราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนของชุด
ควบคุม (คาอตัราสวนคารบอนตอไนโตรเจน เทากับ 18.9) โดยคากจิกรรมของเอนไซมอะไมเลส
เพิ่มจาก 53.24 เปน 58.89 หนวยตอกรัมอาหารแหงเมื่อเตมิน้ําตาลกลูโคส ในขณะที่การเติมแปงไม
มีผลตอการสงเสริมตอคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  ทั้งนี้อาจเนื่องจากกลูโคสเปนน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยวทาํใหเชื้อจุลินทรียสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตไดงายกวาแปงและแหลง
คารบอนของกากมันสําปะหลังในชุดควบคุม สําหรับการเติมแหลงไนโตรเจนทั้งเปปโตนและ
แอมโมเนียมซลัเฟตไมสงเสริมการผลิตเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ A. oryzae ใหเพิ่มขึน้ และเมื่อนํา
ผลการทดลองที่ไดมาทําการเปรียบเทียบทางสถิติโดยการวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยตาม
วิธีการของเชฟเฟ (Scheffe 's test) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 พบวา การเติมแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนเพิม่เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อ ใหคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสสูงสุด แตไมแตกตางกนั
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบัคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของชุดควบคุม  
 
ตารางที่ 5  คาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนและคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสจากการเติมแหลง   
                    คารบอนและไนโตรเจนเสริมชนิดตางๆ   
                  

ชนิด 
ของแหลงคารบอน 
และไนโตรเจน 

คาอัตราสวน 
ของคารบอนตอ
ไนโตรเจน 

กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
(หนวย/กรัมอาหารแหง) 

ชุดควบคุม 
กลูโคส 
แปง 

เปปโตน 
แอมโมเนียมซลัเฟต 

18.9 
19.0 
19.0 
18.9 
18.6 

53.24 
58.89 
48.33 
47.04 
43.98 

  
 ผลการทดลองนี้แตกตางจากรายงานของ Sadhukhan et al. (1990) และ Agger et al. 
(2002) ที่พบวาแปงเปนสารชักนําในการผลิตเอนไซมอะไมเลสไดดีกวากลูโคส นอกจากนี้ 
Ramachandran  et al. (2004) ไดศึกษาผลของการเติมแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการผลิตเอนไซม
แอลฟาอะไมเลสโดยเชื้อรา Aspergillus oryzae บนอาหารตะกอนของน้ํามันมะพราว พบวา   
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เปปโตน แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนยีมซัลเฟต และ corn steep solid ที่เติมลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อความเขมขนรอยละ 1 มีผลทําใหคากิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสมีคาสูงขึ้น และ Aiyer 
(2004) ไดศึกษาผลของการเติมแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสโดยเชือ้ 
Bacillus licheniformis SPT 27 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาเปปโตนที่เปนสารอินทรียซ่ึงมีแหลง
ไนโตรเจนเปนองคประกอบที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแลวมีผลทําใหคากิจกรรมของเอนไซม
แอลฟาอะไมเลสมีคาสูงขึ้น ซ่ึงผลการทดลองที่ไมสอดคลองกันนี้ อาจเนื่องมาจากเชือ้จุลินทรียและ
ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลองมีความแตกตางกัน 
 

ผลที่ไดช้ีใหเหน็วาการใชวัสดุหมักที่มกีากตะกอนน้ําเสียและกากมันสําปะหลังเปน
สวนประกอบนั้นมีแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เพยีงพอตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส ดังนั้นจงึ
ไมจําเปนตองเติมแหลงคารบอนและไนโตรเจนเพิ่มในการผลิตเอนไซม เนื่องจากสามารถใหคา
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสไดสูงใกลเคียงกันกับชุดควบคุมและยังเปนการประหยัดตนทนุใน
การผลิตอีกดวย 
 
4.  การศึกษาการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากกากมนัสําปะหลัง 
 
 4.1  การศึกษาเวลาการหมักระหวางกากมันสําปะหลังและปริมาณเอนไซมอะไมเลสที่  
เหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซ 
 

การหาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซ ที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส จากกาก
มันสําปะหลังโดยใชเอนไซมที่ผลิตไดจากสภาวะในขอ 3 แสดงดังภาพที่ 9 โดยพบวา น้ําตาลรีดวิซ
ถูกผลิตอยางรวดเรว็ใน 3 ช่ัวโมงแรกของการยอย จากนั้นจะเพิ่มขึน้อยางตอเนื่องจนมคีาสูงสุด 
เทากับ 5.18 กรัมตอลิตร ที่ 48 ช่ัวโมงหลังการยอย และเมื่อเวลาผานไปปริมาณน้ําตาลรีดิวซมีแนวโนม 
ลดลง และเมื่อทําการเปรียบเทียบกับการศกึษาของกัลยา (2546) ที่ทําการยอยเปลือกและกากมัน
สําปะหลังดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 0.17 หนวย เปนเวลา 2 ช่ัวโมง แลวยอยตอดวยเอนไซม  
อะไมโลกลูโคซิเดส 0.33 หนวย เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นอกจากนี้ธีรภัทรและคณะ (2549) ไดทําการ
ยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซมผสม โดยพบวาการใชเอนไซมผสมระหวางเซลลูเลสและ         
เพคติเนส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวยอยตอดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง และ
เอนไซมกลูโคอะไมเลสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แสดงใหเหน็วาการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม           
อะไมเลสรวมกับเอนไซมชนิดอื่นสามารถผลิตน้ําตาลไดสูงสุดภายใน 24 ช่ัวโมง ซ่ึงการยอยกาก
มันสําปะหลังโดยใชเอนไซมอะไมเลสในการศึกษานี้ใชเวลานานกวางานศึกษาอืน่ที่ใชกากมัน



 45 

สําปะหลังเปนวัตถุดิบเหมือนกัน โดยอาจเนื่องจากเอนไซมอะไมเลสที่ใชในการทดลองเปนเอนไซม
ที่ผลิตเองไมใชเอนไซมทางการคา ซ่ึงเอนไซมที่ผลิตเองมีคากิจกรรมของเอนไซมต่ํากวาเอนไซม
ทางการคาจึงสงผลใหใชเวลาในการทําปฏิกิริยานานกวา อีกทั้งการยอยแปงในกากมนัสําปะหลัง
โดยใชเอนไซมอะไมเลสที่ผลิตไดเพยีงอยางเดียวทําไดยาก เพราะแปงในกากมันสําปะหลังอยูในรูป
ของคารโบไฮเดรตที่ไมละลายน้ําในสัดสวนที่มาก (กัลยา, 2546) ดังนั้นจึงเลือกเวลาการยอยกากมนั
สําปะหลังโดยใชเอนไซมอะไมเลสที่เหมาะสมคือ 48 ช่ัวโมง เพื่อใชในการผลิตน้ําตาลตอไป  
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ภาพที่ 9     การหมักน้ําตาลรดีิวซที่ประกอบดวยกากมนัสําปะหลังและปริมาณเอนไซมอะไมเลส  
   ในอัตราสวน 5:133 กรัมตอหนวยของเอนไซมอะไมเลส ที่ระยะเวลาการหมัก 3, 6, 24,  
     48, 72 และ 96 ช่ัวโมง 
 
 4.2  การศึกษาอัตราสวนระหวางกากมันสาํปะหลังและปริมาณเอนไซมอะไมเลสที่เหมาะสม 
ในการผลิตน้ําตาลรีดิวซ 
 

ผลการศึกษาอัตราสวนระหวางกากมันสําปะหลังและปรมิาณเอนไซมอะไมเลสที่
เหมาะสมในการหมักเพื่อใหไดความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซสูงสุด  พบวาการใชกากมันสําปะหลัง 
5 กรัมตอเอนไซมอะไมเลส 133 หนวย เปนอัตราสวนทีท่ําใหน้ําตาลรดีิวซที่ผลิตไดมีความเขมขน
สูงที่สุด (ภาพที่ 10) หลังจากการหมกัเปนเวลา 48 ช่ัวโมง ทั้งนี้ไมสามารถใชปริมาตรเอนไซมที่ต่ํา
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กวานีไ้ด  เนื่องจากจะทําใหการผสมระหวางกากมันสําปะหลังกับเอนไซมไมดีและการสกัดน้ําตาล
ที่ผลิตออกมานั้นทําไดยาก ซ่ึงเปนขอจํากดัในการทดลองนี้ ดังนั้นปริมาณเอนไซมสูงสุดที่สามารถ
ทํางานไดดี คอื เอนไซมอะไมเลส 133 หนวย ตอกากมนัสําปะหลัง 5 กรัม สามารถผลิตน้ําตาล
รีดิวซเทากับ 2.1 มิลลิกรัมตอหนวยเอนไซมอะไมเลส ซ่ึงน้ําตาลที่ผลิตไดมีความเขมขนนอยกวา
การศึกษาของสภุาวดี (2543) ที่ยอยกากมันสําปะหลัง 8 กรัม ดวยเอนไซมเซลลูเลส 75 NCU          
เพคติเนส 130 PG แอลฟาอะไมเลส 0.6 KNU และกลูโคอะไมเลส 48.60 AGU ซ่ึงสามารถผลิต
น้ําตาลได 8.30 กรัมตอลิตร และต่ํากวาการศึกษาของกัลยาและจิรศักดิ์ (2547) ที่ทําการยอยกากมัน
สําปะหลัง 1.5 กรัม ดวยเอนไซม 2 ชนิดรวมกัน คือ เอนไซมแอลฟาอะไมเลส 1.67 หนวย และ     
อะไมโลกลูโคซิเดส 3.33 หนวย โดยสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซได 5.20 กรัมตอลิตร ทั้งนี้อาจเปน
เพราะในงานศกึษาอื่นที่เกี่ยวของสวนใหญจะทําการปรับสภาพของกากมันสําปะหลังดวยความ
รอนหรือกรดกอนนํามาทําการยอยดวยเอนไซม และเอนไซมที่ใชในการยอยกากมันสาํปะหลัง
มักจะใชเอนไซมเชิงการคาและเอนไซมหลายชนิดรวมกนั สงผลใหสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซได
มากกวาเอนไซมที่ผลิตขึ้นจากงานศึกษานี ้ 

 
อยางไรก็ตาม งานศึกษานี้ตองการศึกษาแนวทางในการใชประโยชนและเพิ่มมูลคา

ของกากมันสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสยี ดังนัน้จึงเลือกใชอัตราสวนที่เหมาะสมทีสุ่ดใชในงาน
ศึกษาตอไป 
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ภาพที่ 10   การผลิตน้ําตาลรีดิวซโดยใชกากมันสําปะหลัง 5 กรัม และปริมาณเอนไซมอะไมเลส 

133, 200 และ 266 หนวยเอนไซมอะไมเลส  
 
5.  การศึกษาการหมักเอทานอลจากน้ําตาลที่ยอยไดจากกากมันสําปะหลัง 
  
 การผลิตน้ําตาลรีดิวซเพื่อใชในการหมกัเอทานอล ทําโดยหมักกากมนัสําปะหลังดวย
เอนไซมอะไมเลสในอัตราสวน เทากับ 5:133 กรัมตอหนวยเอนไซมอะไมเลส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
น้ําตาลรีดิวซทีผ่ลิตไดมีความเขมขนเทากับ 5.76 กรัมตอลิตร จากนั้นนําน้ําตาลรีดิวซผลิตไดไปเปน
สารตั้งตนในการหมักเอทานอลตอไป 
 
 5.1  การคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล 
 

การคัดเลือกเชือ้จุลินทรียที่มปีระสิทธิภาพในการใชน้ําตาลรีดิวซเพื่อผลิตเอทานอล 
ระหวางยีสตสายพันธุ Kluyveromyces marxianus และแบคทีเรียสายพนัธุ Zymomonas mobilis 
พบวา เชื้อยีสต Kluyveromyces marxianus สามารถนําน้ําตาลรีดิวซไปใชในการสรางเซลล ทําให
ปริมาณเซลลเพิ่มขึ้น และนําน้ําตาลไปใชในการผลิตเอทานอลไดรวดเร็วกวา แบคทีเรียสายพันธุ 
Zymomonas mobilis โดยดูจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ลดลงอยางรวดเรว็ในระยะเวลาที่ส้ันที่สุด 
(ภาพที่ 11)  Ballesterose et al. (1991) ไดทําการคัดเลือกเชื้อยีสต 27 สายพันธุที่มีความสามารถใน
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การผลิตเอทานอลจากเซลลูโลส  ไดแก Saccharomyces, Candida  และ Kluyveromyces ที่อุณหภูมิ
ระหวาง 32-45 องศาเซลเซียส ผลที่ไดพบวา Kluyveromyces  marxianus L.G. เปนเชือ้ที่มีความ 
สามารถในการผลิตเอทานอลไดสูงที่สุด ซ่ึงสามารถผลิตไดรอยละ 3.76 น้ําหนกัตอปริมาตร          
ที่อุณหภูมิ 42  องศาเซลเซียส แสดงใหเห็นวาเชื้อ K. marxianus มีความสามารถในการผลิตเอทานอล 
ดังนั้นจึงคดัเลอืกเชื้อ K. marxianus เพื่อนําไปศึกษาการหมักเอทานอลขั้นตอไป 
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ภาพที่ 11  การคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล 
 

5.2  ผลการหมักน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากกากมันสําปะหลังเพื่อผลิตเอทานอล 
 

 เมื่อนําสารละลายน้ําตาลรีดวิซที่ไดจากการยอยกากมันสาํปะหลังดวยเอนไซม          
อะไมเลสที่ผลิตมาใชเปนสารตั้งตนในการหมักเอทานอลระดับฟลาสก ดวยยีสตสายพนัธุ 
Kluyveromyces marxianus ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ผลการทดลองพบวา ความเขมขนของ
น้ําตาลรีดิวซลดลงอยางรวดเร็วภายใน 48 ช่ัวโมง ในขณะที่เอทานอลถูกผลิตขึ้นอยางรวดเร็ว
เชนเดยีวกัน ซ่ึงปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน 5.76 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณ
สูงสุดเทากับรอยละ 0.9 น้ําหนักตอปริมาตร ในชั่วโมงที่ 96 ของการหมัก ที่เวลา 6, 24, 48 และ 96 
ช่ัวโมงของการหมัก ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมลดลงจนเหลือน้ําตาลรีดิวซสุดทาย
เทากับ 4.53, 2.49, 1.14 และ 0.93 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่เอทานอลถูกผลิตที่เวลา 6, 24, 
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48 และ 96 ช่ัวโมง โดยมีปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นรอยละ 0.2, 0.5, 0.6 และ 0.9 น้ําหนักตอ
ปริมาตร ตามลําดับ (ภาพที1่2) ผลการทดลองดังกลาวเมือ่เปรียบเทียบกับรายงานการศึกษาของ    
ชลดา (2546) พบวาน้ําตาลรดีิวซที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังที่มีความเขมขน 95 กรัมตอลิตร 
สามารถหมักเอทานอลไดสูงสุดรอยละ 3.48 น้ําหนกัตอปริมาตร ในชัว่โมงที่ 48 คาสูงกวาผลการ
ทดลองนี้ นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการศึกษาของพรรณวิไล (2545) พบวาน้ําตาลรีดิวซ
ที่ไดจากการยอยเหงามนัสําปะหลังที่มีความเขมขน 25 กรัมตอลิตร สามารถหมักเอทานอลไดสูงสุด
รอยละ 10.6 น้าํหนักตอปริมาตร ในชั่วโมงที่ 60 ซ่ึงมี ทั้งนี้อาจเนื่องจากในงานศึกษาของพรรณวิไล
ไดทําการปรับสภาพของเหงามันสําปะหลงัโดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและนําไปตม
กอนนํามาใชทดลองในการศึกษา ทําใหงานศึกษาของพรรณวิไลสามารถผลิตเอทานอลไดสูงกวา
การผลิตเอทานอลในงานศกึษานี้  
 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 6 24 48 96
เวลา (ช่ัวโมง)

น้ํา
ตา
ลรี

ดิว
ซ 

(ก
รัม

/ลิ
ตร

)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

เอ
ทา
นอ

ล 
(ร
อย

ละ
)

น้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร)

เอทานอล  (รอยละ)

 
 
ภาพที่ 12  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่ลดลงและปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดที่เวลาการหมกั 0, 6, 24, 48,     
                  72 และ 96 ช่ัวโมง โดยเชื้อ Kluyveromyces marxianus ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 6 เปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากกระบวนการหมักในงานวิจัยนี้กับงานวจิัย
อ่ืนๆ โดยพบวา เอทานอลที่ผลิตไดจากงานศึกษานีย้ังมีความเขมขนต่ํากวางานศึกษาอืน่  ดังนั้นจึง
ควรมีการปรับปรุงการหมักเพื่อเพิ่มความสามารถในการผลิตเอทานอลที่เพียงพอตอการนําไปใช
ประโยชนตอไปได 

 
 
ตารางที่ 6  การเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอ่ืนๆ 
 

แหลง
คารบอน 

จุลินทรีย เวลา 
ในการ
หมัก

(ชั่วโมง) 

ความเขมขน 
ของน้ําตาล
เร่ิมตน  

(กรัม/ลิตร) 

ความ
เขมขน 
ของ 

เอทานอล 
(รอยละ) 

อางอิง 
 

กากมัน
สําปะหลัง 

Saccharomyces 
cerevisiae 

54 101.46 4.21 เทพปญญา  
(2544) 

กากมัน
สําปะหลัง 

Saccharomyces 
cerevisiae 

48 95 3.48 ชลดา 
(2546) 

เหงามัน
สําปะหลัง 

Zymomonas 
mobilis 

60 25 10.6 พรรณวิไล  
(2545) 

น้ําออย Kluyveromyces 
marxianus  

60 220 8.7 Limtong et al. 
(2007) 

กากมัน
สําปะหลัง 

Saccharomyces 
cerevisiae 

18 5.20 2.28 จิรศักดิ์และกัลยา 
(2547) 

เศษ
อาหาร 

Saccharomyces 
cerevisiae 

72 80 4.7 ทัศนีย  
(2545) 

แปงมัน
สําปะหลัง 

Saccharomyces 
cerevisiae 

24 89.2 3.6 ธีรภัทร และคณะ 
(2549) 

กากมัน
สําปะหลัง 

Kluyveromyces 
marxianus 

96 5.76 0.9 งานวิจยันี ้
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 
สรุป 

 
จากผลการทดลองคัดเลือกจุลินทรียสายพนัธุตางๆ เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพใน

การผลิตเอนไซมอะไมเลส พบวา Aspergillus oryzae TISTR 3605 เปนสายพันธุที่สามารถผลิต
เอนไซมอะไมเลสจากกากมนัสําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสียไดดแีละใชเวลาในการผลิตนอย
ที่สุด ดวยวิธีการหมักแบบอาหารแข็ง โดยสภาวะทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซมอะไมเลส ไดแก 
เวลาที่ใชในการผลิตเอนไซมที่ 48 ช่ัวโมง ใชอัตราสวนอาหารเลี้ยงเชื้อทีป่ระกอบดวยกากมัน
สําปะหลังและกากตะกอนน้ําเสียที่อัตราสวน 3:2 โดยน้ําหนกั ใชความชื้นวัสดหุมกัเริ่มตนรอยละ 
60 ใชกลาเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยไมเติมแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน ผลที่ไดทําให
ทราบวาธาตุอาหารในกากตะกอนน้ําเสียชวยสงเสริมการเติบโตของจุลินทรียและสงเสริมการผลิต
เอนไซมได ดวยเหตุนี้ช้ีใหเห็นความเปนไปไดในการใชกากตะกอนน้ําเสียเปนวัสดุรวมกับกากมนั
สําปะหลังในการผลิตเอนไซมอะไมเลสเพื่อทดแทนธาตุอาหารที่ตองเติมลงไปได 

 
 ในขั้นตอนการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากกากมนัสําปะหลังโดยใชเอนไซมที่ผลิตไดจากกาก
ตะกอนน้ําเสีย พบวาอัตราสวนที่เหมาะสมของวัสดุที่ใชหมักน้ําตาลรดีิวซระหวางกากมัน
สําปะหลังและปริมาณเอนไซมอะไมเลส คือ 5:133 กรัมตอหนวยเอนไซมอะไมเลส โดยใชระยะ 
เวลาในการหมักนาน 48 ช่ัวโมง การหมักเพื่อผลิตเอทานอลจากน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตขางตน ทําโดย
ใชยีสต Kluyveromyces marxianus ซ่ึงเปนเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการผลติเอทานอล สามารถทําให
น้ําตาลรีดิวซลดลงอยางรวดเร็ว ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับการใชเชือ้แบคทีเรีย 
Zymomonas mobilis  น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมในการศึกษานี้ สามารถนํามาใช
ผลิตเอทานอลได โดยไดความเขมขนเอทานอลสูงสุดที่รอยละ 0.9 น้ําหนักตอปริมาตร ผลการศึกษา
นี้ทําใหทราบวามีความเปนไปไดในการนาํกากตะกอนน้าํเสียและกากมันสําปะหลังมาใชเพื่อผลิต
เอนไซมอะไมเลสและเอทานอลได ซ่ึงจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในการหมักเพื่อใหสามารถผลิต  
เอทานอลที่มีความเขมขนสูงขึ้นและเพยีงพอตอการใชงานจริงได 
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ขอเสนอแนะ 
 

1.   ขั้นตอนการยอยกากมนัสําปะหลัง เนื่องจากมีกากมันสําปะหลังที่มีคารโบไฮเดรตที่ไม
ละลายน้ํา ทําใหไดปริมาณน้าํตาลรีดิวซไมสูงมาก ปริมาณเอทานอลทีไ่ดจึงไมสูงมาก คือ ประมาณ
รอยละ 0.9 น้ําหนักตอปริมาตร ดังนั้นการยอยดวยวิธีทางเคมี อาจใหผลปริมาณความเขมขนของ
น้ําตาลรีดิวซสูงขึ้น สงผลใหเอทานอลที่หมักไดมีปริมาณสูงขึ้น แตควรออกแบบระบบการยอยให
สามารถนําสารเคมีกลับมาใชใหม เพื่อลดปญหาผลกระทบตอส่ิงแวดลอมจากการปลอยสารเคมีที่
ใชแลวออกนอกระบบ 
 

2.   งานศึกษานี้ไดทําการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลเพียงอยางเดียว หากได
ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลอาจทําใหความสามารถในการผลิตเอทานอล
เพิ่มสูงขึ้น  
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชือ้จุลินทรีย 
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อาหารเลี้ยงเชือ้จุลินทรีย 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 นาที 
 
1.  อาหารเลี้ยงเชื้อรา Potato Dextrose Agar (PDA) 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ประกอบดวยองคประกอบดังนี้ 
 

PDA สําเร็จรูป    39  กรัมตอลิตร 
น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ yeast extract–peptone glucose agar (YPG agar) 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร yeast extract-peptone glucose agar ประกอบดวย 
 

Glucose      50  กรัมตอลิตร 
Yeast extract      10  กรัมตอลิตร 
Peptone       10  กรัมตอลิตร 
น้ํากลั่น 1 ลิตร 
Agar      15 กรัม 
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3.  อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชในการหมักและเตรียมกลาเชื้อ Zymomonas mobilis และเชื้อ     

Kluyveromyces marxianus 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ Zymomonas mobilis และ เชื้อ Kluyveromyces marxianus ประกอบดวย 
 

Glucose       50  กรัมตอลิตร 
Yeast extract       2.5  กรัมตอลิตร 
Peptone         5   กรัมตอลิตร 
KH2PO4         1  กรัมตอลิตร 
MgSO4      0.3  กรัมตอลิตร 
NH4Cl        2  กรัมตอลิตร 
น้ํากลั่น        1  ลิตร 
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ภาคผนวก ข 
วิธีวิเคราะห 
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การวิเคราะห 
 

1.  การวิเคราะหกิจกรรมของอะไมเลส 
 

1) เตรียมหลอดทดลองที่มี DNS reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร แลวพักไว 
2) เตรียม reaction mixture tube โดยแตละหลอดเติม 1.5 มิลลิลิตร ของ 2% สารละลาย

แปงและ 0.1M phosphate buffer (pH 6.0) 1 มิลลิลิตร 
3) แตละหลอดเติมเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร และตองมีหลอดนึงเปน blank โดยใชน้ํากลั่น 

0.5 มิลลิลิตร แทน 
4) ตั้งหลอด reaction mixture ไวใน water bath อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
5) ไปเปต 1 มิลลิลิตร ของ Reaction mixture จากแตละหลอดลงในแตละหลอดของ DNS 

reagent ที่เตรียมในตอนแรก 
6) ตั้งหลอดไวในอางน้ํารอน นาน 5 นาที ปดปากหลอด 
7) ยายหลอดทั้งหมดไปไวในอางน้ําแข็ง เพื่อใหหายรอน 
8) เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ลงในแตละหลอด 
9) วัดคา OD540 โดยใชหลอดที่เติมน้ํากลั่นเปน blank 
10) คํานวณคากิจกรรมของอะไมเลส เปนหนวยของกิจกรรม 

 
นิยาม: 1 unit คือ ปริมาณไมโครโมลของกลูโคสในเวลา 1 นาที 
 
 1 unit =   

 
 
  

 
 
 
 
 
 
 

    (OD sample) x (OD standard) x (dilution factor) x (tot. vol. of Rx Mix) 
(Mw glucose) x (Rx. time) x (enzyme vol. use) x (amount of Rx Mix taken) 
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2.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดย DNS method (Bernfeld, 1951) 
 

วิธีการนี้สามารถใชตรวจหาปริมาณน้ําตาล Reducing sugar ที่มีปริมาณอยูในชวงระหวาง 
5-500 ไมโครกรัมของน้ําตาลกลูโคส 

 
2.1  หลักการทางปฏิกิริยา (Scherz and Bonn, 1999) 

 
การตมน้ําตาลรีดิวซในสารละลายดางที่มกีรดไดไนโตรซาลิไซลิค ซ่ึงสารตัวนี้จะ

เปลี่ยนรูปไปเปนสารที่มีสีเขมขึ้น ซ่ึงมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่นแสงชวง 500-550 
นาโนเมตร ปฏิกิริยานี้จะไมหยุดจนกวาจะเกิดผลิตภณัฑหมด เชื่อวาสีของผลิตภัณฑนั้นเปนสีของ 
3-amino-5-nitrosalicylic acid 

 

 
 

ภาพผนวกที่ ข1  ปฏิกิริยาระหวางน้ําตาลรีดิวซและสาร 3-5 dinitrosalicylic acid ไดผลิตภัณฑที่มีสี     
     เขมของ  3-amino-5-nitrosalicylic acid (Scherz and Bonn, 1999) 

 
2.2  สารเคมี 

 
-  3-5 dinitrosalicylic acid 
-  Sodium hydroxide 
-  Sodium patassium tartrate 
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2.3  การเตรียมสารละลาย 
 

-  2 N NaOH 50 มิลลิลิตร (เตรียมโดยละลาย NaOH ปริมาณ 4 กรัม ในน้ํากลั่น 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร)  

-  DNS (3-5 dinitrosalicylic acid) reagent 
 

 เตรียมโดยละลาย 3-5 dinitrosalicylic acid (DNS) 2.5 กรัม ใน 50 มิลลิลิตร ของ 2 N 
NaOH เติม sodium patassium tartrate (Rochelle salt) ลงไป 75 กรัม และคนจนกระทั่งสารละลาย
หมด จึงเติมน้าํใหไดปริมาตรสุดทายเปน 250 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีน้าํตาลที่อุณหภมูิหอง ซ่ึง
สามารถเก็บไวใชไดนานหลายสัปดาห 
 

2.4  การเตรียมสารละลายกลูโคส 
 

เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 0.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร เจือจางสารละลายที่ไดใหมีความเขมขน 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

2.5  วิธีวิเคราะห 
 

1) ดูดตัวอยางที่ตองการหาปริมาณน้ําตาลจํานวน 1.0 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 
สําหรับหลอดที่ไมมีสารตัวอยาง (blank) ใชน้ํากลั่น 

2) เติม DNS reagent ลงไปในหลอดทดลองแตละหลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากนั 

3) ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 20 นาที 
4) ทําใหเย็นอยางรวดเร็ว โดยการนําหลอดไปแชในอางน้ําแข็ง 
5) เติมน้ําใหครบ 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
6) นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร อานคาการดูดกลืนแสง

ที่วัดไดกับกราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ความเขมขนในชวง 0.1-1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (blank ใชน้ํากลั่นแทนตวัอยาง) 
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ตารางภาคผนวกที่ ข1  คามาตรฐานกลูโคสโดยวิธี DNS 
 

ปริมาณกลูโคส (มิลลิลิตร)   คาการดูดกลืนแสง (OD540) 

        0      0 
       0.25                  0.140 
        0.5                0.290 
       0.75                0.436 
        1.0                0.580 
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ภาพผนวกที่ ข2  กราฟมาตรฐานกลูโคสโดยวิธี DNS 
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2.6  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยาง 
 

ทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยาง เชนเดยีวกบัการวิเคราะห
ในสารละลายมาตรฐาน โดยนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร คํานวณคาความเขมขน
ของน้ําตาลรีดิวซจากความสัมพันธระหวางคาการดูดกลนืแสงและความเขมขนของกลูโคสมาตรฐาน 
ทําการเจือจางตัวอยางในกรณีที่สารละลายมีความเขมขนสูงกวา 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
2.7  วิธีคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรดีิวซในตัวอยาง 

 
คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่วัดไดจากสูตรการคํานวณดังนี้ 

 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร) =       คา OD540 X อัตราการเจือจาง 

คาความชันของกราฟมาตรฐาน 
 
3.  การวิเคราะหความเขมขนของเอทานอลโดยใชเคร่ืองแกสโครโมโตรกราฟ 
 

3.1  สารเคมี 
 

เอทานอล analytical grade ความเขมขน 99.8 เปอรเซ็นต 
 

3.2  สภาวะที่ใชในการวิเคราะห 
 

Spilt ratio   200:1 
Inject temperature  150 oC 
Column temperature  60  oC (isothermal) 
Detector (FID) temperature 200  oC 
Column HP-5: 5% Phenyl Methy Siloxane Capillary 30.0 m 320 μm x 

0.25 μm 
Carrier gas:   He, Total flow 385 ml/min 
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3.3  วิธีการ 
 

 3.3.1  ฉีดตัวอยาง 1 ไมโครลิตร เขาเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ บันทึกพื้นที่ใตกราฟ 
3.3.2  นําคาพื้นที่ใตกราฟของเอทานอลเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความ

เขมขนของเอทานอล 
 

3.4  การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
 

เตรียมเอทานอล analytical grade ความเขมขน 99.8 เปอรเซ็นต โดยเตรียมความเขมขน
เปนรอยละ 0.5, 1 และ 5 (ปริมาตรตอปริมาตร) 

 
ตารางภาคผนวกที่ ข2   คาพื้นที่ใตกราฟของเอทานอลมาตรฐาน 
 

ความเขมขน (รอยละโดยปรมิาตร)   พื้นท่ีใตกราฟ 

0.5        485.42114 
1.0      1072.45068 
5.0      6343.17193 

 
4.  การนับจํานวนสปอรโดยใช Haemacytometer 
 

Haemacytometer เปนเครื่องมือซ่ึงใชสําหรับการนับเม็ดเลือด แตไดนํามาประยุกตใชใน
การนับจํานวนจุลินทรียและสปอรของเชื้อรา เครื่องมือนี้เปนสไลดมชีองแบงไวแนนอนและมีขอบ
ยกสูงจากบริเวณขีด เมื่อปดดวยกระจกปดสไลดขอบนี้จะรองรับกระจกปดสไลดไว ทําใหเกิด
ระยะหางระหวางกระจกและสไลดในบริเวณที่มีขดีคิดเปนความลึกได 0.1 หรือ 0.2 มิลลิลิตร
แลวแตบริษัทผูผลิต ขีดแบงที่กําหนดไวประกอบดวยชองสี่เหล่ียมจัตุรัสใหญ 25 ชอง แตละชองมี
ขนาด 0.2x0.2 ตารางมิลลิเมตรในแตละชองใหญนี้มีขีดแบงเปนชองเล็กอีก 16 ชอง แตละชองมีเนื้อ
ที่ 0.05x0.05 ตารางมิลลิเมตร ดังนั้นของเหลวที่บรรจุอยูในแตละชองเล็กจะมีปริมาตร (0.05x0.05 
x0.1) ลูกบาศกมิลลิเมตร เครื่องมือนี้จะมกีระจกปดสไลดซ่ึงมีขนาดและความหนาเฉพาะ ไมควรใช
กระจกปดสไลดอ่ืนแทน เนือ่งจากนํ้าหนักของกระจกจะมีผลทําใหปริมาตรภายในชองระหวาง
สไลดกับกระจกคลาดเคลื่อนไปได และเมื่อใชกระจกทีห่นาไปจะเปนอุปสรรคตอการโฟกัสกลอง 
หามใชนํ้ามนัในการปรับโฟกัส 
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4.1  การตรวจนับจํานวนสปอร 
  

4.1.1  ลางเครื่องมือใหสะอาด เช็ดใหแหง 
4.1.2  ปดทับบริเวณสี่เหล่ียมซึ่งมีชองแบงดวยกระจกปดสไลด 
4.1.3  ใชปเปตแบบซึ่งใชเฉพาะกับเครื่องมอืนี้ โดยมีสายยางสวมปลายที่จะใชดูด

ตัวอยางอาหาร แตะปลายปเปตดานแหลมที่มีชองระหวางสไลดและกระจกปด
สไลด เปาใหตวัอยางอาหารซึมเขาไปในบริเวณชอง ซ่ึงกําหนดปริมาตรดังที่
กลาวไวขางตน 

4.1.4  ตรวจนับโดยใช objective กําลังขยาย 40 เทา 
4.1.5  นับจํานวนจุลินทรียในแตละชองเล็ก ควรตรวจนับจํานวนจุลินทรียทั้งสิ้นไม    

นอยกวา 10 ชอง คํานวณจํานวนสปอร 
ขนาดความลึกของ haemacytometer ที่ใช =  0.1 มิลลิลิตร 
ขนาดพื้นที่ของแตละชองเล็ก =  0.0025 ตารางมิลลิลิตร 
เพราะฉะนั้นปริมาตรของแตละชองเล็ก =  0.00025 ลูกบาศกมิลลิลิตร 
จํานวนสปอรตอมิลลิลิตร  =    จํานวนสปอรที่นับได x 103 สปอร 

                                                                               จํานวนชองที่นับ x 0.00025   
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ภาคผนวก ค 
ตารางขอมูลผลการทดลอง 
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ตารางภาคผนวกที่ ค1  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ Aspergillus  oryzae 3014, 3205 และ 
3605 ที่ความชื้นเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อรอยละ 70 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส (หนวย/กรัมอาหารแหง) เวลา 

(ชั่วโมง) A.oryzae 3014 A.oryzae 3205 A.oryzae 3605 
24 22.25 1.37 47.49 
48 45.62 26.22 55.30 
72 50.00 29.62 40.73 
96 39.43 24.29 17.33 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค2  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ Aspergillus  niger 3604, 3583 และ 

3586 ที่ความชื้นเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อรอยละ 70 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
 

กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส (หนวย/กรัมอาหารแหง) เวลา 
(ชั่วโมง) A.niger 3604 A.niger 3583 A.niger 3586 

24 4.22 17.71 4.76 
48 45.11 35.27 22.35 
72 42.89 37.08 42.44 
96 32.67 38.19 19.49 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค3  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ Aspergillus  oryzae 3605 ที่เวลา 24-

120 ช่ัวโมง ความชื้นเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อรอยละ 70 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
 

เวลา (ชั่วโมง) กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
(หนวย/กรัมอาหารแหง) 

24 54.41 
48 68.67 
72 28.19 
96 9.81 
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ตารางภาคผนวกที่ ค4  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ Aspergillus  oryzae 3605 ที่อัตราสวน
ระหวางกากมนัสําปะหลังตอกากตะกอนน้ําเสีย เทากับ 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 
1:4 และ 0:5 ตามลําดับ เวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง ความชืน้เริ่มตนของอาหาร
เล้ียงเชื้อรอยละ 70 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 
อัตราสวน 
(กรัม/กรัม) 

กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
(หนวย/กรัมอาหารแหง) 

5:0 32.03 
4:1 40.33 
3:2 60.67 
2:3 35.94 
1:4 15.11 
0:5 3.53 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค5  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ Aspergillus  oryzae 3605 ที่ความชื้น

อาหารเลี้ยงเชือ้เร่ิมตนรอยละ 50, 60, 65, 70, 75, 80 และ 90 อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส 

 
ความชื้น (รอยละ) กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 

(หนวย/กรัมอาหารแหง) 
50 48.98 
60 62.31 
65 51.67 
70 48.15 
75 36.67 
80 28.80 
90 10.65 
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ตารางภาคผนวกที่ ค6  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ Aspergillus  oryzae 3605 ที่ความชื้น
อาหารเลี้ยงเชือ้เร่ิมตนรอยละ 60 ที่ pH ตางๆ อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 
พีเอช กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 

(หนวย/กรัมอาหารแหง) 
ชุดควบคุม (น้าํกลั่น) 59.85 

3 38.37 
4 35.63 
5 24.87 
6 42.07 
7 61.11 
8 49.85 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค7  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ Aspergillus  oryzae 3605 ที่ความชื้น

อาหารเลี้ยงเชือ้เร่ิมตนรอยละ 60 ที่ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 0.5-3.0 มิลลิลิตร 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 
ปริมาณกลาเชือ้ (มิลลิลิตร) กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 

(หนวย/กรัมอาหารแหง) 
0.5 64.17 
1.0 69.07 
1.5 56.67 
2.0 21.30 
2.5 28.33 
3.0 25.37 

 
 

 
 
 



 77 

ตารางภาคผนวกที่ ค8  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสของเชื้อ Aspergillus  oryzae 3605 ที่ความชื้น
อาหารเลี้ยงเชือ้เร่ิมตนรอยละ 60 ที่ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 1 มิลลิลิตร 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 
แหลงคารบอนและไนโตรเจน กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 

(หนวย/กรัมอาหารแหง) 
ชุดควบคุม (น้าํกลั่น) 53.24 

กลูโคส 58.89 
แปง 48.33 

เปปโตน 47.04 
แอมโมเนียมซลัเฟต 43.98 

 
 
ตารางภาคผนวกที่ ค9  ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่มีอัตราสวนระหวางกากมัน   

 สําปะหลังตอเอนไซมเทากับ 5:133, 5:200 และ 5:266 (กรัมตอหนวย   
 เอนไซมอะไมเลส) 

 

ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ (มิลลิกรัม/หนวยเอนไซมอะไมเลส)  
เวลา (ชั่วโมง) อัตราสวน 5: 133 อัตราสวน 5:200 อัตราสวน 5:266 

24 1.5 1.5 1.0 
48 2.1 1.9 1.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 78 

ตารางภาคผนวกที่ ค10  ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่ระยะเวลาการหมกั 3, 6, 24, 48, 72 
และ 96 ช่ัวโมง โดยใชอัตราสวนระหวางกากมันสําปะหลังตอเอนไซม
เทากับ 5:133 (กรัมตอหนวยเอนไซมอะไมเลส) 

 
เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) 
3 3.96 
6 4.15 
24 4.63 
48 5.18 
72 3.63 
96 1.95 

 
ตารางภาคผนวกที่ ค11  ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่ลดลง ที่ระยะเวลาการหมัก 3, 6, 

24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง ใชอัตราสวนระหวางกากมันสาํปะหลังตอ
เอนไซมเทากบั 5:133 (กรัมตอหนวยเอนไซมอะไมเลส) โดยเชื้อ 
Kluyveromyces marxianus และ Zymomonas mobilis 

 
ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร) เวลา 

(ชั่วโมง) Kluyveromyces marxianus Zymomonas mobilis 
0 5.00 5.00 

3 1.92 4.15 
6 1.25 3.87 

24 0.73 0.93 
48 0.69 0.76 

72 0.68 0.76 
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ตารางภาคผนวกที่ ค12 ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่ลดลงและการผลิตเอทานอลโดยใช
เชื้อ Kluyveromyces marxianus  ที่ระยะเวลาการหมัก 6, 24, 48 และ 96 
ช่ัวโมง 

 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ปริมาณความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) 
ปริมาณความเขมขนของเอทานอล 

(กรัม/ลิตร) 
0 5.76 0.00 
6 4.53 0.02 
24 2.49 0.05 
48 1.14 0.06 
96 0.93 0.90 

 
 
 
 
 
 
 




