
 

 

 

 
 
 
 

รายงานวจิยัฉบับสมบูรณ์ 
เร่ือง 

 
 

การผลติเอทานอลจากน า้เช่ือมทีไ่ด้จากการย่อยกากมันส าปะหลงั โดยการหมักแบบกะและ

กึง่กะ โดยแบคทเีรีย Zymomonas mobilis 
 
 

Ethanol production from cassava pulp hydrolysate by batch and fed-batch 

fermentation of Zymomonas mobilis 
 
 

โดย 
ผศ. ดร. วชัิย  ลลีาวชัรมาศ 
รศ. ดร. พรเทพ  ถนนแก้ว 

 
 
 

ภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพ   คณะเทคโนโลย ี  มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
โดยการสนับสนุนจากส านักงานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติประจ าปี 2546 



 

 

ข 

บทคดัย่อ 
 
          กากมนัส าปะหลงัเป็นผลพลอยไดท่ี้เกิดจากกระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงั มีแป้งเป็นองคป์ระกอบร้อย
ละ 56 ของน ้ าหนกัแห้ง จึงไดท้  าการทดลองเพ่ือศึกษาการผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัดว้ยเอนไซม ์2 ชนิดคือ แอลฟา-อะไมเลส และอะไมโลกลูโคซิเดส ในระดบัขวดเขยา่ขนาด 500 มิลลิลิตร 
และในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวนขนาด 5 ลิตร ท าการศึกษาเปรียบเทียบแบคทีเรีย Z. mobilis และสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้าการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร
อุดม และการศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า และการศึกษาการผลิตเอทานอล
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวนขนาด 5 ลิตร โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า พบวา่แบคทีเรียท่ีมีความเหมาะสม
ส าหรับน าไปใชใ้นการผลิตเอทานอลคือแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ส าหรับการผลิตเอทานอลโดยใชอ้าหาร
เล้ียงเช้ือสูตรอุดม พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเอทานอลคือการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัม
ต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที ซ่ึงจะใหผ้ลได้
ของเอทานอลเท่ากบั 0.463 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป  ส าหรับการศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ี
เหมาะสมในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า พบวา่การใชเ้กลือ NH4Cl ความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อลิตร จะใหผ้ลไดข้องเอทา
นอลสูงท่ีสุดคือ 0.419 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือท าการศึกษาการผลิตเอทานอลในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวนขนาด 5 ลิตร โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า พบวา่การใชค้วามเร็วรอบของใบกวน
เท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดเท่ากบั 0.444 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใช้
ไป และการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) จะให้ผลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดเท่ากบั 
0.412 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส าหรับการผลิตเอทานอลในสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
คงท่ี พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดเท่ากบั 0.481 กรัมเอทา
นอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป ในขณะท่ีการหมกัแบบก่ึงกะ พบวา่การเติมน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 1 ลิตร จ านวน 2 คร้ัง จะใหเ้อทานอลสูงท่ีสุดเท่ากบั 71.70 กรัมต่อลิตร 
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Abstract 
 
          Cassava pulp is a by-product of the cassava starch processing with remaining starch content of 56 % dry 
weight. An experiment was conducted to study the ethanol production from cassava pulp hydrolysate by two 
enzymes, -amylase and amyloglucosidase, both in shake flask scale of 500 ml and in 5 l stirred tank fermentor. 
Preliminary study was conducted to select an appropriated strain of bacteria Z. mobilis. Further study, ethanol 
production from cassava pulp hydrolysate as rich medium was studied and after that the nitrogen sources for 
producing ethanol from cassava pulp hydrolysate as minimal medium was studied in shake flask scale of 500 ml 
including in scale-up in 5 l stirred tank fermentor. It was found that the Z. mobilis TISTR 548 is an appropriated 
strain for producing ethanol. For ethanol production from cassava pulp hydrolysate as rich medium by Z. mobilis 
TISTR 548, it was found that the optimum conditions for producing ethanol were using the initial reducing sugar 
of 100 g/l, at pH 5.5 and agitation speed of 100 rpm with the highest ethanol yield of 0.463 gEthanol/gReducing sugar utilized. 
For the nitrogen sources for producing ethanol from cassava pulp hydrolysate as minimal medium, it was found 
that using 1 g/l. of NH4Cl give the highest ethanol yield of 0.419 gEthanol/gReducing sugar utilized and the optimum 
conditions for producing ethanol in 5 l stirred tank fermentor were using agitation speed of 100 rpm and inoculum 
size of 10 % (v/v) with the highest ethanol yield of 0.451, 0.412 gEthanol/gReducing sugar utilized, respectively. For 
producing ethanol in the controlled pH, it was found that the controlled pH at 5.5 give more the highest ethanol 
yield of 0.481 gEthanol/gReducing sugar utilized than another one. For fed-batch fermentation, it was found that adding 1 l of 
reducing sugar of 300 g/l. each time give the highest ethanol concentration of 71.70 g/l. 
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ภาพที ่13  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         51 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 
ภาพที ่14  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         53 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 0 รอบต่อนาที 
ภาพที ่15  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         55 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 
ภาพที ่16  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         57 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 
ภาพที ่17  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         59 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 0 รอบต่อนาที 
ภาพที ่18  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         61 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 
ภาพที ่19  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         62 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 
ภาพที ่20  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         64 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 ท่ีอตัราการเขยา่ 3 ระดบัคือ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที 
ภาพที ่21  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         66 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 ท่ีอตัราการเขยา่ 3 ระดบัคือ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที 
ภาพที ่22  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง         67 
               เช้ือสูตรอุดมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 ท่ีอตัราการเขยา่ 3 ระดบัคือ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที 
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             หน้า 
ภาพที ่23  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง        69 
               เช้ือสูตรปรับต ่าท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
               (pH) เร่ิมตน้ 5.5 โดยเติมเฉพาะ (NH4)2SO4  NH4Cl และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน  
               (ชุดควบคุม) และท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 
ภาพที ่24  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง        71 
               เช้ือสูตรปรับต ่าในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร ท่ีความเร็วรอบของใบกวน 
               เท่ากบั 50 100 และ 200 รอบต่อนาที 
ภาพที ่25  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง        73 
               เช้ือสูตรปรับต ่าในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ 
               เท่ากบัร้อยละ 10 15 และ 20 (โดยปริมาตร)  
ภาพที ่26  เปรียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง        74 
               เช้ือสูตรปรับต ่าในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร โดยการควบคุมค่าความ 
               เป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 และ 6.5 โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 
               10 (โดยปริมาตร)  
ภาพที ่27  การหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยวธีิการเติมน ้าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้เท่ากบั              76 
               75 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร จ านวน 8 คร้ัง  
ภาพที ่28  เปรียบเทียบการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยวธีิการเติมน ้าตาลรีดิวซ์               77 
               เขม้ขน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จ านวน 4 คร้ัง  
ภาพที ่29  เปรียบเทียบการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยวธีิการเติมน ้าตาลรีดิวซ์               78 
               เขม้ขน้เท่ากบั300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1ลิตร จ านวน 2 คร้ัง  
 
 
 


