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                นางสาวศิริวรรณ พูนศรี : การผลิตไบโอเอทานอลจากแปงมันสําปะหลัง โดยใชจุลินทรียผสมระหวาง 
             Bacillus sp. ที่ยอยแปง และ Saccharomyces cerevisiae  SKP-01. (BIOETHANOL   

PRODUCTION FROM CASSAVA STARCH BY MIXED CULTURE OF AMYLOLYTIC Bacillus 
sp. AND Saccharomyces cerevisiae SKP-01)   อ. ที่ปรึกษา : รศ.ดร.สงศรี กุลปรีชา, 154 หนา.  
การผลิตไบโอเอทานอลจากแปงมันสําปะหลังโดยใช B. amyloliquefaciens IFO14141 และ S. 

cerevisiae SKP-01 พบวาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการยอยแปงของ B. amyloliquefaciens  
IFO14141 คือ เพาะกลาเชื้อที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขน
เทากับ 15 กรัมตอลิตร แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร คา pH เร่ิมตนเทากับ 7.0 เล้ียง
บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง  คาผลไดเซลลตอสับสเตรทที่ไดมีคา
เทากับ 0.1774 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรวม  ภาวะที่เหมาะสมตอการเล้ียงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP-01 
คือ เล้ียงในอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD ที่มีกลูโคสความเขมขน 50 กรัมตอลิตร   คา pH เร่ิมตนเทากับ 5.0  
เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง  ไดอัตราการเจริญจําเพาะ
สูงสุดเทากับ 0.1537  ตอชั่วโมง และน้ําหนักเซลลแหงที่ไดเทากับ 8.23 กรัมตอลิตร  การผลิตเอทานอลจาก
แปงมันสําปะหลังความเขมขน 15 กรัมตอลิตร โดยเพาะกลาเชื้อยีสตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอย
แปงดวยแบคทีเรียที่ผานการฆาเชื้อ แลวยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาไดผลผลิตเอทา
นอลสูงสุดเทากับ 6.03 กรัมตอลิตร  เพื่อเพิ่มผลผลิตเอทานอลจึงเพิ่มความเขมขนของแปงมันสําปะหลังเปน 
150 กรัมตอลิตร พบวาเม่ือเพาะกลาเชื้อยีสตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําตาลรวมซึ่งไดจากการยอยแปงดวย
แบคทีเรียเทากับ 95.30 กรัมตอลิตร ไดปริมาณเอทานอลสูงสุดเทากับ 21.78 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 16 ของ
การเลี้ยงเชื้อ   คิดเปนผลไดตอผลิตภัณฑตอสับสเตรทเทากับ 0.45 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม  ประ
สิทธิ ภาพการหมักเทากับ 88.24 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี  และอัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 
1.36 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง สามารถเพิ่มผลผลิตเอทานอลใหสูงขึ้นไดอีก โดยเพาะกลาเชื้อยีสตพรอม
กับเติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวยแบคทีเรีย พบวาไดจํานวนเซลลที่มีชีวิต
ของแบคทีเรียสูงสุดในชั่วโมงที่ 22 เทากับ 9.09 (log(CFU/ml))  และยีสตสูงสุดในชั่วโมงที่ 28 เทากับ 8.21 
(log(CFU/ml))  การผลิตเอทานอลโดยวิธีนี้ใหผลใกลเคียงกับการเพาะกลาเชื้อยีสตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได
จากการยอยแปงดวยแบคทีเรียที่ผานการฆาเชื้อแลว และเติมกลูโคอะมิเลส โดยไดเอทานอลเทากับ 63.24 
กรัมตอลิตร (ที่เวลา 22 ชั่วโมง ของการเลี้ยงเชื้อ) และ 63.79 กรัมตอลิตร (ที่เวลา 70 ชั่วโมง) ผลไดผลิตภัณฑ
ตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม (ที่เวลา 16 ของการเลี้ยงเชื้อ) และ 0.49 กรัม
เอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม (ที่เวลา 64 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ) คิดเปนประสิทธิภาพการหมักเอทานอล
เทากับ 94.12 และ 96.08 เปอรเซ็นตเทียบกับคาทางทฤษฎี  เทียบเปนอัตราการผลิตเทากับ 2.87 และ 0.91 
กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ สําหรับการผลิตเอทานอลโดยการเพาะกลาเชื้อยีสตพรอม
กับกลูโคอะมิเลสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงโดยแบคทีเรียที่ผานการฆาเชื้อแลว ไดเอทานอล
เพิ่มขึ้นเปน 66.19 กรัมตอลิตร ที่เวลา 46 ชั่วโมง คิดเปนผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรทเทากับ 0.48 กรัมเอทา
นอลตอกรัมน้ําตาลรวม ประสิทธิภาพการหมักเทากับ 94.25 เปอรเซ็นตของคาทางทฤษฎี และอัตราการผลิต
เทากับ 1.44 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง  
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SIRIWAN POONSRI : BIOETHANOL PRODUCTION FROM CASSAVA STARCH BY MIXED 
CULTURE OF AMYLOLYTIC Bacillus sp. AND Saccharomyces cerevisiae SKP-01 . THESIS 
ADVISOR : ASSOC. PROF. SONGSRI KULPREECHA  Ph. D., 154 pp. 

 
 Bioethanol production from cassava starch by B. amyloliquefaciens IFO14141 and S. 
cerevisiae SKP-01 has been studied. The suitable conditions for growth and starch hydrolysis of B. 
amyloliquefaciens IFO14141 were as follows; inoculating 7 h - bacterial culture into MSM medium 
containing 15 g/l of cassava starch and 3 g/l of (NH4)2SO4 at pH 7.0 , incubated on a shaker at 37 oC 
for 4 h. Yx/s was 0.1774 g cell/g total sugar. The optimal growth condition for seed culture of S. 
cerevisiae SKP-01 were YPD medium containing 50 g/l glucose , pH 5.0 with shaking at 35oC for 12 h. 
The maximum specific growth rate was 0.1537 h-1  with 8.23 g/l cell weight. Ethanol production from 15 
g/l cassava starch was investigated by inoculating seed culture of yeast into culture medium 
containing hydrolysed starch after sterilization, followed by glucoamylase hydrolysis for 48 h., resulting 
in maximum ethanol concentration of 6.03 g/l. In order to increase ethanol yield, 150 g/l of cassava 
starch was used. The result revealed that maximum ethanol concentration of 21.78 g/l was produced 
from 95.30 g/l total sugar at 16 h. of cultivation, Yp/s 0.45 g ethanol/g total sugar, equivalent to 88.24 
% of theoretical value and productivity 1.36 g ethanol/l.h. Ethanol yield could be increased by 
inoculating yeast seed culture and glucoamylase into medium containing bacterial hydrolysed starch. 
The highest viable cell number of bacteria was 9.09 (log CFU/ml) at 22 h and the highest cell number 
of yeast was 8.21 (log CFU/ml) at 28 h. Ethanol yield obtained by this process was nearly equal to that 
of the process of inoculating yeast seed culture into medium after sterilization and then adding 
glucoamylase i.e, the highest ethanol concentration  63.24 g/l (at 22 h. of cultivation) and 63.79 g/l (at 
70 h. of cultivation),, the maximum Yx/s 0.48 g ethanol/ g total sugar (at 16 h) and 0.49 g ethanol/ g 
total sugar (at 64 h of cultivation) equivalent to fermentation efficiency 94.12 and 96.08 % of theoretical 
values,  productivity 2.87 and 0.91 g ethanol/l.h respectively. Bioethanol production by inoculating 
yeast seed culture and glucoamylase into medium containing bacterial hydrolysed starch after 
sterilization resulted in increasing ethanol to 66.19 g/l at 46 h, Yx/s  0.48 g ethanol/g total sugar, 
fermentation efficiency 94.25 % of theoretical value and productivity 1.44 g ethanol/l.h. 
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   คํายอ                              คําอธิบาย   
 
   µ   อัตราการเจริญจําเพาะ  
   Yx/s   ผลไดเซลลตอสับสเตรท  
   Yp/s    ผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรท  
   Qp      อัตราการสรางผลิตภัณฑ  
   Xo   ความเขมขนของมวลของจุลินทรียที่เวลาเริ่มตน                                   

  Xt   ความเขมขนของมวลของจุลินทรียที่เวลาใด ๆ                                     
  So     ความเขมขนของสับสเตรทที่เวลาเริ่มตน           
                St     ความเขมขนของสับสเตรทที่เวลาใด ๆ            
  Po       ความเขมขนของผลิตภัณฑที่เวลาเริ่มตน          
               Pt   ความเขมขนของผลิตภัณฑที่เวลาใด ๆ             
  t         เวลา 

   h           ชัว่โมง                       
   g/g        กรัมตอกรัม 
   g/l   กรัมตอลิตร 
   g/l/h   กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
   v/v   ปริมาตรตอปริมาตร 
   DCW   น้ําหนักเซลลแหง 
   ºC   องศาเซลเซียส 
   cm   เซนติเมตร 
   µm   ไมโครเมตร 
   DE   คาสมมูลยเดกซโทรส                                        
         GC   กาซโครมาโทกราฟฟ  
   CFU/ml   จํานวนโคโลนีตอมิลลิลิตร  
 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

แนวคิดและทฤษฎี 
 
  ขณะนี้วิกฤตการณดานพลังงานเปนปญหาที่สําคัญอันดับตน ๆ ของประเทศและทั่วโลก อัน
เนื่องมาจากน้ํามันเชื้อเพลิงจากปโตรเลียมมีราคาสูงขึ้นและมีแนวโนมที่จะมีราคาสูงขึ้นอีกในอนาคต   ปจจุบัน 
“เอทานอล” จัดไดวาเปนแหลงพลังงานทดแทนที่มีศักยภาพสูง เอทานอลที่ผลิตจากวิธีทางชีวภาพโดยการหมัก 
เรียกวา ไบโอเอทานอล (bioethanol)   อีกทั้งยังมีการผลิตเอทานอลโดยใชวัตถุดิบประเภทแปงกันอยาง
กวางขวาง (Hisayori และคณะ, 2004  , Nyerhovwo, 2004) ทั้งนี้เนื่องจากแปงเปนวัตถุดิบที่ราคาถูก สะอาด 
ไมเปนพิษ รวมถึงเปนแหลงคารบอนทดแทน (renewable carbon source) (KutluÖ และคณะ, 2002)  สําหรับ
ประเทศผูผลิตแปงรายใหญที่สุดของโลก คือ สหรัฐอเมริกา โดยผลิตแปงขาวโพดเปนหลัก รองลงมาคือกลุม
ประเทศตลาดรวมยุโรป ซึ่งสวนใหญแลวผลิตแปงขาวโพด แปงสาลี และแปงมันฝรั่ง (Roy และ Gupta, 2004)  
ในสหรัฐอเมริกานั้นพบวา แปงที่ผลิตไดสวนใหญถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร รองลงมาคือการนําแปงไป
หมักเปนแอลกอฮอล และคาดวาแอลกอฮอลทั้งหมดที่ผลิตในอนาคตจะไดมาจากการใชแปงเปนวัตถุดิบ  
สําหรับประเทศไทยนั้น ประเทศไทยเปนประเทศเดียวที่ใชมันสําปะหลังมาผลิตเปนแปงมากที่สุด ถือไดวาเปน
ผูผลิตแปงมันสําปะหลังรายใหญที่สุดของโลก มีเทคโนโลยีการผลิตแปงมันสําปะหลังที่สูงกวาทุกประเทศ  แปง
มันสําปะหลังจึงถือไดวาเปน “แปงไทย” ที่สามารถผลิตไดมากที่สุด มีคุณภาพสูง (มีส่ิงปลอมปนนอย) และราคา
ถูกที่สุด (กลาณรงค ศรีรอต และคณะ, 2542)  
        
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 2.1 พื้นที่การเพาะปลูกมันสําปะหลังในประเทศไทย 
ที่มา: http://www.doae.go.th/data/rice/มันสําปะหลัง.jpg  

 การเปลี่ยนแปงใหเปนเอทานอลในวิธีการเดิมนั้น ตองอาศัยกระบวนการหลายขั้นตอน ไดแก  
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liquefaction และsaccharification ซึ่งเปนขั้นตอนในการเปลี่ยนแปงใหกลายเปนน้ําตาลโดยสมบูรณ ไดน้ําตาล
กลูโคส  ซึ่งการผลิตเอทานอลจากแปงมันสําปะหลังในประเทศไทยสวนใหญนิยมใชเอนไซมทางการคาในการ
ยอยแปง โดยใชเอนไซมแอลฟาอะมิเลส (alpha-amylase) ในขั้นตอนที่เรียกวา liquefaction  และเอนไซม
กลูโคอะมิเลส (glucoamylase) ในขั้นตอนที่เรียกวา saccharification   แลวจึงเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสใหเปน
แอลกอฮอลดวยกระบวนการหมัก (fermentation) โดยจุลินทรียตอไป (Shigechi และคณะ, 2004) ในทาง
อุตสาหกรรมนิยมใชยีสต Saccharomyces cerevisiae ในการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล แตในสายพันธุปกติ 
(wild type) ไมมีแอกทิวิตี (activity) ของแอลฟาอะมิเลส  และกลูโคอะมิเลส  ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญที่ใชในการ
เปลี่ยนแปงเปนน้ําตาล ทําใหไมสามารถเปลี่ยนแปงใหกลายเปนเอทานอลไดโดยตรง (KutluÖ และคณะ, 2002) 
แตปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการเปลี่ยนแปงเปนเอทานอลในขั้นตอนเดียว (simultaneous saccharification and 
fermentation, SSF) ซึ่งสามารถทําไดหลายวิธี หนึ่งในวิธีที่นิยมคือ การใชจุลินทรียผสม (mixed culture) 
ระหวางจุลินทรียที่สามารถยอยแปงได (amylolytic microorganism) กับจุลินทรียที่สามารถหมักเอทานอลได 
(ethanol-fermenting microorganism) (Yoshitishi และคณะ, 1997) ทําใหลดตนทุนการผลิต รวมถึงลดเวลา 
และขั้นตอนการทํางานที่ตองใชสําหรับการยอยแปงมันสําปะหลังโดยเอนไซมทางการคา (Hisayori และคณะ, 
2004) 
 Bacillus sp. เปนจุลินทรียชนิดหนึ่งที่สามารถผลิตเอนไซมที่ใชในการยอยแปง (amylolytic enzyme)
ไดอยางมีประสิทธิภาพ (Carlos และคณะ, 1999) ในงานวิจัยนี้ใชจุลินทรียผสมเพื่อการผลิตไบโอเอทานอลจาก
แปงมันสําปะหลังซึ่งเปนวัตถุดิบที่มีราคาถูกและหางายในประเทศไทย   โดยคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus sp. 
สายพันธุที่มีแอกทิวิตีของอะมิเลสสูง  สามารถยอยแปงมันสําปะหลังเปนน้ําตาลกลูโคสไดดี  และยีสต 
Saccharomyces cerevisiae SKP-01 สายพันธุที่ผลิตเอทานอลจากน้ําตาลไดในปริมาณสูง (11.53 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร)) เม่ือใชกากน้ําตาลเพียงอยางเดียวเปนอาหารเลี้ยงจุลินทรีย (ปริษฎางค วงศปราชญ, 
2547) เพื่อเปนแนวทางในการนําไปผลิตไบโอเอทานอลในระดับขยายสวน และอาจสามารถนําไปสูการ
แกปญหาการขาดแคลนเชื้อเพลิงและพลังงานตอไป 
 
2.1  ชีวมวลที่มีศักยภาพสําหรับการผลิตเอทานอล 
 

 ไบโอเอทานอล (bioethanol) หรือ เอทานอลที่ผลิตโดยใชวิธีการทางชีวภาพดวยการหมักนั้น สามารถ
ผลิตไดจากผลผลิตทางการเกษตรและวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ซึ่งทุกสวนของพืชสามารถนํามาใชเปน
วัตถุดิบสําหรับผลิตเอทานอลได อยางไรก็ตามเทคโนโลยีที่นํามาใชผลิตจะมีความแตกตางกันไปตามประเภท
ของวัตถุดิบ และใหผลผลิตเอทานอลที่แตกตางกันดวย  

 วตัถุดิบที่ใชผลิตเอทานอล สามารถแบงออกเปน 3 ประเภทใหญ ๆ ดังนี้ (คณะกรรมาธิการ
พลังงาน  สภาผูแทนราษฎร  , 2543) 

1. วัตถุดิบประเภทแปง  ไดแก  ผลผลิตทางการเกษตรประเภทธัญพืช  เชน  ขาวเจา  ขาวสาลี  
ขาวโพด  ขาวบารเลย  ขาวฟาง  และพวกพืชหัว  เชน  มันสําปะหลัง  มันฝรั่ง  มันเทศ  เปนตน 

2. วัตถุดิบประเภทน้ําตาล ไดแก ออย  กากน้ําตาล  หัวบีต  ขาวฟางหวาน เปนตน 
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3. วัตถุดิบประเภทเสนใยสวนใหญเปนผลพลอยไดจากผลผลิตทางการเกษตร เชน ฟางขาว  ชาน
ออย  ซังขาวโพด  รําขาว  เศษไม  เศษกระดาษ  ขี้เล่ือย  วัชพืช  รวมทั้งของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม  เชน  โรงงานกระดาษ เปนตน 

การที่มีวัตถุดิบอยูหลายชนิดที่สามารถนํามาผลิตเปนเอทานอลได ทําใหแตละประเทศที่ผลิตเอทานอล
เปนเชื้อเพลิงใชวัตถุดิบที่แตกตางกันไป  เชน  ประเทศบราซิลซ่ึงเปนผูผลิตเอทานอลรายใหญที่สุดของโลก ใช
ออยเปนวัตถุดิบหลัก  ในขณะที่ประเทศสหรัฐอเมริกาใชขาวโพด เปนตน  (Kádár และคณะ, 2004)  
 มันสําปะหลังถือไดวาเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย ทั้งนี้เปนที่ยอมรับกันในความทนแลง
ไดดี ขยายพันธุงาย ตนทุนการเพาะปลูกไมสูง จึงเปนที่นิยมของเกษตรกรโดยทั่วไป โดยเฉพาะเกษตรกรซึ่งมี
รายไดนอย มันสําปะหลังสามารถปลูกอยูทั่วไปกระจายไปทุกภาค บริเวณที่มีการปลูกมากที่สุดคือ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันออก ในบรรดาประเทศที่ปลูกมันสําปะหลังมาก ๆ เชน บราซิล ไนจีเรีย 
อินโดนีเซีย และประเทศไทย  ประเทศไทยเปนประเทศเดียวที่ใชมันสําปะหลังมาผลิตเปนแปงมากที่สุด (กลา
ณรงค ศรีรอต, 2542) ดังนั้นเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาใหกับวัตถุดิบ แปงมันสําปะหลังจึงเปนอีกหนึ่งทางเลือกใน
การนํามาผลิตเปนเอทานอล 
 
 แปงมันสําปะหลัง  
 
  แปงมันสําปะหลัง (tapioca, cassava, manihot flour/starch) ที่ใชในมาตรฐาน
ผลิตภัณฑอุตสาหกรรมมีความหมาย คือ แปงที่ทําจากหัวมันสําปะหลัง Manihot utilissima ลักษณะของแปง
เม่ือดูดวยกลองจุลทรรศน ประกอบดวยเม็ดแปงที่ยาวตั้งแต 5 ถึง 35 ไมโครเมตร เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย
ประมาณ 15 ไมโครเมตร เม็ดแปงสวนมากมีลักษณะเปนรูปไขซึ่งปลายขางหนึ่งถูกตัดออก และผิวตรงสวนที่ตัด
ออกมีลักษณะเวาเขาขางใน บางเม็ดอาจมีริมดานหนึ่งโคง อีกดานหนึ่งแบนไมสมํ่าเสมอกัน เม็ดแปงเหลานี้จะ
แสดงใหเห็นรอยบุม (eccentric hilum) อยางชัดเจน และในบางครั้งอาจเห็นชั้นของแปงดวย โดยแปงมัน
สําปะหลังที่ดีตองเปนผงละเอียด มีสีขาว หรือสีครีมออน ไมเกิดการหมัก ไมเหม็นอับ หรือมีกล่ินนารังเกียจ ไมมี
แมลง และสารแปลกปลอมอื่น ๆ ปะปน (สํานักงานมาตรฐานอุตสาหกรรม, 2516) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2    ขนาด และรูปรางของเม็ดแปงมันสําปะหลัง เม่ือถายจากกลองจุลทรรศน  อิเล็คตรอนแบบสแกน 
(Scanning Electron Microscope) กําลังขยาย1,000 เทา 
ที่มา : กลาณรงค ศรีรอต และ เกื้อกูล ปยะจอมขวัญ (2543) 
   องคประกอบภายในเม็ดแปง 
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   แปงถูกจัดใหอยูในพวกคารโบไฮเดรตชนิดหนึ่ง มีสูตรโมเลกุลคือ (C6H10O5)n  โดย
แปงเปนโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ที่ประกอบดวยหนวยพื้นฐานคือ D-anhydroglucose ซึ่งสวนใหญ
เชื่อมตอกันดวยพันธะ α (1,4) glycosidic linkage โดยใชปฎิกิริยา condensation polymerization  ซึ่งเปน
ปฎิกิริยาการรวมตัวของกลูโคส 2 โมเลกุล และสูญเสียน้ํา 1 โมเลกุล     ภายในโมเลกุลของแปงประกอบดวย
โครงสรางที่แตกตางกัน 2 ชนิด คือ อะมิโลส (amylose) และอะมิโลเพกติน (amylopectin)  ซึ่งมีความแตกตาง
กันในดานขนาด รูปราง และการเชื่อมกันของกลูโคส  นอกจากนี้ยังพบวาแปงจากแหลงที่ตางกัน จะมีอัตราสวน
ของอะมิโลส และอะมิโลเพกตินแตกตางกัน ทําใหคุณสมบัติของแปงแตละชนิดแตกตางกัน (Forgaty และ Kelly, 
1979) 
 
ตารางที่ 2.1  ขนาด  รูปรางของเม็ดแปง และปริมาณอะมิโลส ที่พบในแปงชนิดตางๆ โดยประมาณ 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Ellis และคณะ (1998) และ Oates (1996)  
 
 
   1) อะมิโลส 

 

ชนิดแปง 
ขนาดเม็ดแปง 

(µm.) 

ขนาดเม็ดแปง 
โดยเฉล่ีย 

(µm.) 
ปริมาณอะมิโลส 
โดยเฉล่ีย (%) รูปรางของเม็ดแปง 

มันสําปะหลัง 
มันฝรั่ง 
ขาวโพด 
ขาวสาลี 

4-35 
5-100 
3-26 
1-40 

20 
30 
15 
10 

18 
22 
27 
23 

กลม คลายรูปถวย 
กลม รูปไขมีวงคลายเปลือกหอย 

กลม แบน มีหลายเหลี่ยม 
กลม คอนขางรี 

    อะมิโลสเปนโฮโมโพลิเมอรเชิงเสนประกอบดวยกลูโคสประมาณ 102 ถึง 
104 หนวย เชื่อมตอกันดวยพันธะ α (1,4) glycosidic แตจากการศึกษาในปจจุบันพบวา อะมิโลสไมใชโมเลกุล
ที่เปนเสนตรงโดยสิ้นเชิง แตมีกลูโคสตอกันดวยพันธะ α (1,6) glycosidic อยูบางเล็กนอย ขนาดโมเลกุลของอะ
มิโลสอยูที่ประมาณ 105 ถึง 106 ดาลตัน (Hizukuri, 1996) 
   
 
 

  
 
 

α (1,4) glycosidic bond 

  รูปที่ 2.3   การเรียงตัวกันของหนวยโมเลกุลกลูโคสในอะมิโลส 
ที่มา :  http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohydrates.html 

    หมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ในโมเลกุลของอะมิโลส จะเปนตัวให
สมบัติความเปน hydrophilic แกโพลิเมอร มีผลใหอะมิโลสมี affinity ตอความชื้น และสามารถกระจายตัวไดใน
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น้ํา (ละลายน้ําได) แตอยางไรก็ตาม เนื่องจากอะมิโลสมีลักษณะโมเลกุลเปนเสนยาว และมีหมูไฮดรอกซิล จึงมี
แนวโนมที่จะมาเรียงตัวขนานกัน และอยูชิดกัน ทําใหเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางสายโพลิเมอรของอะมิโลสได 
ซึ่งปรากฎการณนี้ทําให affinity ที่มีตอโมเลกุลของน้ําลดลง รวมถึงมีการรวมตัวกันของสายโพลิเมอรของอะ
มิโลสทําใหตกตะกอน ปรากฎการณนี้เรียกวา รีโทรเกรเดชัน (retrogradation)  ตําแหนงของอะมิโลสภายเม็ด
แปงขึ้นกับสายพันธุของพืช โดยบางสวนอาจอยูในสภาพอิสระ หรืออาจรวมกับไขมันในรูปของสารเชิงซอนที่ไม
ละลายน้ํา หรืออาจอยูรวมกับอะมิโลเพกตินเปนเกลียวคู (double helix) (Biliaderis, 1992) 
    อะมิโลสสามารถรวมตัวเปนสารประกอบเชิงซอนกับไอโอดีนและ
สารประกอบอินทรียอื่น ๆ ได เชน กรดไขมัน (fatty acid)   สารลดแรงตึงผิว (surfactants)   ฟนอล (phenol)  
บิวทานอล (butanol)  และไฮโดรคารบอนตาง ๆ (hydrocarbons) โดยสารประกอบเชิงซอนเหลานี้จะไมละลาย
ในน้ํา โดยอะมิโลสจะพันเปนเกลียวลอมรอบสารดังกลาว กรณีการเกิดสารประกอบเชิงซอนของอะมิโลสกับ
ไอโอดีนนั้น จะใหสีน้ําเงิน ซึ่งสมบัติดังกลาวสามารถใชทดสอบแปงที่มีอะมิโลสได (Galliard และ Bowler, 1987 
อางถึงใน กลาณรงค ศรีรอต และเกื้อกูล ปยะจอมขวัญ, 2543)  
 
   2) อะมิโลเพกติน 
 
    เปนโฮโมโพลิเมอรเชิงกิ่งที่มีขนาดใหญประกอบดวยกลูโคส 104 ถึง 105 
หนวย ในบริเวณที่เปนเสนตรงโมเลกุลของกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะ α (1,4) glycosidic  สวนที่เปนกิ่งกาน
แยกออกไปจะเชื่อมตอดวยพันธะ α (1,6) glycosidic  โดยแตละกิ่งที่แยกออกไปนั้นจะประกอบดวยกลูโคส
ประมาณ 20 ถึง 30 หนวย อะมิโลเพกตินหนึ่งโมเลกุล จะมีพันธะ α (1,6) glycosidic   ประมาณ 4 ถึง 5 
เปอรเซ็นต โดยปกติอะมิโลเพกตินมีขนาดโมเลกุลใหญกวาอะมิโลสมาก มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 107 ถึง 109 
ดาลตัน และทําปฎิกิริยากับสารละลายไอโอดีนไดสารประกอบเชิงซอนสีมวงแดง (Jacobs และ Delcour, 1998)   
 

 

 α (1,4) glycosidic bond 

 α (1,6) glycosidic bond 

 
รูปที่ 2. 4    การเรียงตัวกันของหนวยโมเลกุลกลูโคสในอะมิโลเพกติน 

                   ที่มา: http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohydrates.html 
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ตารางที่ 2.2   ความแตกตางของอะมิโลส และอะมิโลเพกติน 
ที่มา: Aiyer (2005) และ ปราณี อานเปรื่อง (2547) 
 

สมบัติ อะมิโลส อะมิโลเพกติน 

 
โครงสรางโมเลกุล 

 
 

จํานวนน้ําตาลกลูโคสใน
โมเลกุล (degree of 

polymerization) 
 

จํานวนน้ําตาลกลูโคสในสาย 
(average chain lenge) 

 
น้ําหนักโมเลกุล (ดาลตัน) 

 
เม่ือตมในน้ํา 

 
ความคงตัวในเมื่ออยูในน้ํา 

 
การเกิดสีกับไอโอดีน 

 
สวนใหญเปนกลูโคสตอกัน 

เปนเสนตรงไมมีกิ่ง 
 

102-104

 
 
 

102-104

 
 

105-106

 
ขนหนืดนอย และขุน 

 
เกิด retrogradation 

 
สีน้ําเงิน 

 
กลูโคสตอกันเปนกิ่งกานสาขา 

 
 

104-105

 
 
 

20-30 
 
 

107-109

 
ขนหนืดมาก และใส 

 
คงตัว 

 
สีมวงแดง 

 
 

2.2 กระบวนการผลิตเอทานอล 
 
 เอทานอล (ethanol) หรือที่เรียกอีกชื่อวา เอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) เปนสารอินทรียมีสูตรทาง
เคมีคือ C2H2OH เปนของเหลวใส ไมมีสี ระเหยงาย ละลายในน้ําและในสารอินทรียอื่น ๆ ไดดี  ซึ่งเอทานอลยังมี
ประโยชนอีกหลายประการ เชน ใชเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอล ใชในการผลิตยา  ใชเปนตัวทําละลายในการผลิต
ผลิตภัณฑอุตสาหกรรม ใชเปนเชื้อเพลิงเพื่อขับเคลื่อนเครื่องยนต  และใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนใหแกน้ํามัน
เบนซินสําหรับรถยนต เปนตน (ธีรภัทร ศรีนรคุตร, 2544) 

              สูตรโครงสราง                น้ําหนักโมเลกุล    46.07                                       
 สูตรโมเลกุล       C2H5OH                                    ความหนาแนน 0.789 กรัมตอมิลลิลิตร 

                จุดเดือด            78.32 °C                                              จุดหลอมเหลว      -130 °C 
ที่มา: http://www.chemtrack.org/MSDS-Result.asp  
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รูปที่ 2.5  แนวโนมความตองการเอทานอลที่สูงขึ้นในสังคมโลก 
ที่มา : http://www.abengoabioenergy.com/bioethanol 

 
 2.2.1 กระบวนการผลิตเอทานอลสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทใหญ  (Alfenore และคณะ
, 2004)  
 
  2.2.1.1  เอทานอลที่ผลิตจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี (chemical synthesis) 
 

   เปนการผลิตเอทานอลจากอนุพันธสารปโตรเลียม โดยการนําเอทีลีน (ethylene) 
มาทําปฎิกิริยากับน้ําที่อุณหภูมิสูง ความดันสูง และใชทังสเตนออกไซด (P2O5) เปนตัวเรงปฎิกิริยา  (catalyst) 
ดังสมการ (Wade, 1995) 

 
100 - 300 atm, 300 ºC                                                   

                                                                                                                                           catalyst 
CH3-CH2-OH          H2C=CH2  +  H2O    

         
  แตเดิมนิยมผลิตเอทานอลดวยกระบวนการสังเคราะหทางเคมี เพราะเปน

กระบวนการที่รวดเร็ว และไมยุงยาก แตตองใชสารเริ่มตนที่เปนผลผลิตจากปโตรเลียม ซึ่งในปจจุบันมีการขึ้น
ราคาน้ํามันปโตรเลียม และเกิดภาวการณขาดแคลนน้ํามันปโตรเลียม จึงทําใหตนทุนการผลิตสูงขึ้น ทําใหการ
ผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักสารชีวมวลไดรับความนิยมมากขึ้นในปจจุบัน เพราะมีตนทุนที่ถูกกวา  
(พรวิไล กิ่งสุวรรณรัตน, 2545) 

 
2.2.1.2 เอทานอลที่ผลิตจากกระบวนการหมัก (fermentation)   

   เปนการผลิตเอทานอลโดยใชจุลินทรีย ซึ่งจุลินทรียจะเปนตัวเปลี่ยนวัตถุดิบให
กลายเปนเอทานอล  จุลินทรียหลายชนิดที่สามารถผลิตเอทานอล ไดแก แบคทีเรีย  ยีสต  และรา  จุลินทรียซึ่ง
เปนที่สนใจสําหรับการผลิตเอทานอลระดับอุตสาหกรรม คือ ยีสต Saccharomyces cerevisiae,  
Saccharomyces uvarum (carlsbergensis),  Shizosaccharomyces pombe และ Kluyveromyces fragilis  
ยีสตเหลานี้มีความสามารถในการหมักน้ําตาลชนิดตางๆ ที่เหมือนกัน  แตเนื่องจาก Saccharomyces 
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cerevisiae เปนยีสตที่ทนตอภาวะแวดลอมตางๆ ที่ไมเหมาะสมไดดีกวายีสตชนิดอื่น  ดังนั้นในปจจุบันการผลิต
เอทานอลสวนใหญจึงใชเชื้อ Saccharomyces cerevisiae  นอกจากนี้ปจจุบันไดมีการพัฒนาการผลิตเอทา
นอลโดยใชแบคทีเรียจีนัส Zymomonas คือ Zymomonas mobilis  และจีนัส Clostridium คือ Clostridium. 
thermocellum  ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจนสามารถหมักเซลลูโลส  และเจริญไดที่อุณหภูมิสูงกวา 50 
องศาเซลเซียส  แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียทั้งสองจีนัสดังกลาวมีความทนตอเอทานอลไดต่ํากวายีสต  ดังนั้นจึง
ไมนิยมนําแบคทีเรียมาใชผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม (Waites และ Michael, 2001 อางถึงใน 
ปริษฎางค วงศปราชญ, 2547) 

   การผลิตเอทานอลจากน้ําตาลดวย Saccharomyces cerevisiae จะประกอบดวย  
2 ขั้นตอน โดยขั้นตอนแรกยีสตจะใชน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide) เปนอาหารและเปลี่ยนน้ําตาลเปน
เอทานอลโดยผานกระบวนการ glycolysis หรือ Emden-Meyerhof-Panas pathway ดังแสดงในรูปที่ 2.6  
จากนั้น pyruvate ที่สรางขึ้นจากวิถีไกลโคไลซิสจะถูก decarboxylation โดยมีเอนไซม pyruvate 
decarboxylase ทําหนาที่เปนตัวเรงปฎิกิริยาไดเปน acetaldehyde ซึ่ง acetaldehyde จะถูกรีดิวซตอไปเปนเอ
ทานอล โดยเอนไซม alcohol dehydrogenase ที่อาศัย NADH2 (NADH2 dependent alcohol 
dehydrogenase) เปนตัวเรงปฏิกิริยา  (Paturau, 1987)  

 
วิถีโดยยอของการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนเอทานอลโดยยีสตเปนดังนี้ 

                            
                               C6H12O6                               2 CH3CH2OH      +        2 CO2        +   26.0 แคลอรี่ 
                    กลูโคส                                เอทิลแอลกอฮอล      คารบอนไดออกไซด      พลังงาน 

  
ยีสต 
 

 
ตามทฤษฎี น้ําตาลกลูโคส 100% จะถูกเปลี่ยนเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและ

เอทานอล 48.89 และ 51.11 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักของน้ําตาลกลูโคส ตามลําดับ แตในทางปฎิบัติเอทานอลที่
ผลิตไดจะอยูในชวง 90 ถึง 95 เปอรเซ็นตของคาทางทฤษฎี เนื่องจากอาจเกิดการสูญเสียไปเปนสารประกอบอื่น 
ๆ หรืออาจถูกใชเพื่อการสรางเซลลของยีสต ทําใหไดเอทานอลนอยกวาคาทางทฤษฎี (Paturau, 1987) 

 
ขั้นตอนที่ 2 เปนการนําเอทานอลที่ไดมาผานการกลั่นหากตองการใหเอทานอลมี

ความเขมขนและบริสุทธิ์สูงขึ้น 
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                 รูปที่ 2.6  วิถีการสรางเอทานอลโดยผาน Emden-Meyerhof-Panas pathway 
     ที่มา: http://www.library.csi.cuny.edu/~davis/Bio101_Davis/Glycolysis_Fermentation 
             /Glycolysis.htm 
2.3 การผลิตเอทานอลจากแปง 
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 ในการใชแปงเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตเอทานอลดวย Saccharomyces cervisiae ในสายพันธุ
ธรรมชาติ (wild type) นั้น ตองทําการเปลี่ยนแปงใหเปนน้ําตาลกลูโคสกอน เนื่องจากยีสตในสายพันธุธรรมชาติ
สามารถใชน้ําตาลกลูโคส ฟรักโตส ซูโครส มอลโตส และมอลโตไตรโอส (maltotriose) ได แตไมสามารถใชแปง
ไดโดยตรง (Waites และMichael, 2001)  
 
 2.3.1 การเปลี่ยนแปงเปนกลูโคสประกอบดวยขั้นตอนหลัก 3 ขั้นตอน ไดแก 
 
  2.3.1.1 gelatinization 

 
   เปนกระบวนการใหความรอนแกน้ําแปงที่อุณหภูมิสูง ทําใหพันธะไฮโดรเจนที่ยึด
โครงสรางใน เม็ดแปงออนลง มีผลใหโมเลกุลของน้ําเขาไปแทรกตัวอยูในเม็ดแปง เม็ดแปงจึงพองตัว (swelling)  
และแตกออก กอใหเกิดสารลักษณะขนหนืด (starch paste)   ซึ่งสารละลายขนหนืดที่ไดเปนสวนผสมของอะ
มิโลส และอะมิโลเพกติน ที่หลุดออกมาจากเม็ดแปง เรียกกระบวนการนี้วา gelatinization (Kimura และ Robyt, 
1996) แตหากปลอยใหสารละลายแปงที่เกิด gelatinization แลวเย็นลง โมเลกุลของแปงบางสวนโดยเฉพาะ
โมเลกุลของอะมิโลสที่อยูใกลกันจะเกิดการจัดเรียงตัวกันใหมดวยพันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลของสาย มีผล
ใหเกิดการตกตะกอน เกิดลักษณะเจลที่หนืดเหนียว เรียกปรากฎการณนี้วาการเกิด retrogradation (Maarel 
และคณะ, 2002)  

    กระบวนการ gelatinization นี้เปนขั้นตอนที่สําคัญในการปรับสภาพแปงให
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่ใชในการเปลี่ยนแปงใหเปนน้ําตาลในขั้นตอนตอไป เนื่องจากเอนไซมโดย
สวนใหญไมสามารถยอยเม็ดแปงที่อยูในสภาพสมบูรณได แตมักจะยอยเม็ดแปงที่เสียสภาพแลวเทานั้น 
(Mitsuiki และคณะ, 2005) 
 

2.3.1.2  liquefaction 
 

  เปนขั้นตอนลดความหนืดของแปงที่ผานการเจลลาติไนซแลว โดยการยอยโมเลกุล
แปงแบบสุม (random hydrolysis) ของลูกโซกลูโคส เม่ือการไฮโดรไลซเกิดขึ้น ทําใหขนาดโมเลกุลของลูกโซ
กลูโคส และความหนืดลดลง ผลิตภัณฑที่ไดจากขั้นตอนนี้สวนใหญเปน เด็กซตริน  มอลโตส และกลูโคส  
โดยทั่วไปแลวในขั้นตอนนี้นิยมใชเอนไซมแอลฟาอะมิเลสในการยอยแปง  (Park และคณะ, 2005)  
   α –amylase (α -1,4 –glucan 4- glucanohydrolase (EC 3.2.1.1))   มีชื่อสามัญ
วา ไดแอสเทส (diastase)  พบไดในพืช  สัตว และจุลินทรียบางชนิด (Tanyildizi และคณะ, 2005) โดยลักษณะ
ที่สําคัญของเอนไซมในการยอยสลายคือ เจาะจงตอการยอยสลายพันธะ α -1,4 glycosidic แบบสุม (random 
hydrolysis) ในอะมิโลส อะมิโลเพกติน และไกลโคเจน  หากเกิดการยอยไมสมบูรณจะได เด็กซตริน  มอลโตส 
และกลูโคส  แตถาเกิดการยอยสมบูรณจะไดมอลโตส และกลูโคส ซึ่งผลิตภัณฑที่ไดจะมีโครงรูป 
(configuration) แบบเดิมคือ α- configuration (Forgaty และ Kelly, 1979) 
   ภาวะการยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลสในขั้นตอนนี้  โดยสวนใหญแลวชวงอุณหภูมิ
ที่ใชมีคาประมาณ 70 ถึง 105 องศาเซลเซียส  โดยคา pH ของสารละลายแปง มักปรับใหอยูในชวงประมาณ 5.0 
ถึง 6.5  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับแหลงของเอนไซม และเมื่อเสร็จส้ินกระบวนการในขั้นตอนนี้อาจมีการใหความรอน หรือ
ปรับคา pH ของน้ําแปง เพื่อหยุดการทํางานของเอนไซม  น้ําแปงที่ผานการยอยดวยเอนไซมในขั้นตอนนี้ควรมีคา
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เปอรเซ็นต DE (Dextrose Equivalence หรือ คาสมมูลเดกซโทรส)  ประมาณ 10 ถึง 20  ทั้งนี้เพื่อปองกันการ
เกิด retrogradation  ของแปง รวมถึงเปนคาที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคอะมิเลสในขั้นตอนตอไป  (กลา
ณรงค ศรีรอต และ เกื้อกูล ปยะจอมขวัญ, 2543)   
 

2.3.1.3   saccharification 
 
  เปนการไฮโดรไลซแปงใหกลายเปนโมเลกุลน้ําตาลหากเปนการไฮโดรไลซที่สมบูรณ

จะไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาลกลูโคสทั้งหมด แตในทางปฎิบัติอาจไดน้ําตาลมอลโทส หรือมอลโทไตรโอสดวย 
โดยทั่วไปแลวในขั้นตอนนี้นิยมใชเอนไซมกลูโคอะมิเลสในการยอยแปง  (Crabb และ Mitchinson, 1997) 
   glucoamylase (1,4 - α -D-glucan glucohydrolase,(EC 3.2.1.3) หรือ γ –
amylase หรือ amyloglucosidase)  สวนใหญพบไดในจุลินทรีย เชน รา แบคทีเรีย  โดยลักษณะที่สําคัญของ
เอนไซมในการยอยสลายคือ เจาะจงตอการยอยสลายพันธะไกลโคซิลชนิด α -1,3   α -1,4  และ α -1,6  โดยจะ
ตัดสายโพลิเมอรของกลูโคสจากปลายทางดานไมเปนรีดิวซ (non-reduce) ไปทีละหนวยของกลูโคส หากมีการ
ยอยสลายแบบสมบูรณจะไดกลูโคสเพียงอยางเดียว โดยกลูโคสจะมีโครงรูปตางไปจากเดิม คือได β–D-
glucose  (Forgaty และ Kelly, 1979) 
   โดยสวนใหญแลวการยอยแปงดวยกลูโคอะมิเลสในขั้นตอนนี้มักใชเวลาคอนขาง
นาน คือ ตั้งแต 8 ถึง 72 ชั่วโมง ซึ่งเวลาที่ใชขึ้นอยูกับแหลงของเอนไซม และผลิตภัณฑที่ตองการ ชวงอุณหภูมิที่
ใชในการยอยแปงมีคาประมาณ 50 ถึง 70 องศาเซลเซียส  และคา pH มักปรับใหอยูในชวง 4.5 ถึง 5.5  (ขึ้นอยู
กับแหลงของเอนไซม)  ซึ่งเมื่อเสร็จส้ินกระบวนการในขั้นตอนนี้แลว บางครั้งอาจตองปรับคา pH  หรือ ใชความ
รอนเพื่อหยุดการทํางานของเอนไซมกลูโคอะมิเลส แตการใชความรอนเพื่อหยุดการทํางานของเอนไซมนั้นเปนที่
นิยมมากกวา เพราะนอกจากเปนการหยุดการทํางานของเอนไซมแลว ยังเปนการทําลายจุลินทรียที่ปะปนเขามา
ดวย (กลาณรงค ศรีรอต และ เกื้อกูล ปยะจอมขวัญ, 2543)  เชน  มีการเพิ่มอุณหภูมิใหเทากับ 110 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ภายหลังจากการยอยแปงดวยกลูโคอะมิเลสแลว (ประเสริฐ หาญเมืองใจ, 2543)  
สําหรับการผลิตน้ําตาลกลูโคสนั้น คาเปอรเซ็นต DE ที่ไดควรมีคามากกวา 95 (กลาณรงค ศรีรอต และ เกื้อกูล ป
ยะจอมขวัญ, 2543)  
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รูปที่  2.7  ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะมิเลส 
ที่มา: Bertoldo  และ Antranikian (2002) 
 

การยอยแปงในขั้นตอน liquefaction และ saccharification สามารถใชกรดแทน
การใชเอนไซมได (KutluÖ และคณะ, 2002) โดยเริ่มจากการคนพบการผลิตกลูโคสของ Kirchhoff ในป 1811 
โดยการนําแปงผสมกรด H2SO4 แลวนําไปใหความรอนจนเดือด พบวาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นมีรสหวาน และเมื่อ
เย็นลงสามารถตกผลึกได   ตอมาไดมีการนํากรดตาง ๆ มาใชยอยแปงมากขึ้น เชน H2CO3  HCl  และ HNO3  
แตเนื่องจากการใชกรดนั้นตองมีความระมัดระวังสูง รวมถึงอุปกรณและเครื่องมือตองสามารถทนตอการกัด
กรอนของกรดได (ซึ่งมีราคาสูง) นอกจากนี้กอนนําน้ําตาลที่ไดจากการยอยดวยกรดไปใชตองปรับสภาพใหเปน
กลางกอนดวยเบส ทําใหเกิดเกลือปริมาณมาก อีกทั้งปฎิกิริยาที่เกิดขึ้นเปนแบบไมจําเพาะ ทําใหผลิตภัณฑที่ได
อาจไมบริสุทธิ์ (ไมใชกลูโคสทั้งหมด) (สุนีย โชตินีรนาท, 2539)  การยอยแปงโดยใชกรด แมวาจะใหเปอรเซ็นต
น้ําตาลรีดิวซ (reducing sugar) สูงถึง 98.8% แตวิธีการนี้ก็ยังไมเปนที่ยอมรับ เพราะจะใหผลผลิตแอลกอฮอลที่
ต่ํา เนื่องจากอาจไดน้ําตาลที่ไมสามารถหมักได (non-fermentable sugar) อยูเปนจํานวนมาก  รวมถึงผลิตผล
พลอยไดอาจเปนพิษตอเซลลของยีสต (Menezes, 1978 อางถึงใน สมชาย ดอนคงดี ,2537) จากเหตุผล
ดังกลาวทําใหปจจุบันนิยมใชเอนไซมในการยอยแปงมากกวาการใชกรด 

 
 2.3.2 เอนไซมอะมิเลสที่ไดจากจุลินทรีย 
 
  อะมิเลสที่ไดจากจุลินทรียมีความสําคัญมากในอุตสาหกรรมตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมสิ่งทอ 
อุตสาหกรรมผลิตกระดาษ  อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล และอุตสาหกรรมอาหาร เปนตน  โดยจุลินทรียที่
สรางอะมิเลส ไดแก แบคทีเรีย  ยีสต และรา 
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ตารางที่ 2.3  ตัวอยางจุลินทรียที่สรางเอนไซมอะมิเลส  (Pandey และคณะ, 2000) 
 

 

alpha-amylase beta-amylase glucoamylase 
Aeromonas caviae  
Alicyclobacillus acidocaldarius  
Alteromonas haloplanetis  
Aspergillus awamorei  
Aspergillus flavus  
Aspergillus fumigatus  
Aspergillus kawachi  
Aspergillus niger  
Aspergillus  oryzae  
Aspergillus usanii  
Bacillus acidocoldarius  
Bacillus amyloliquefaciens  
Bacillus brevis  
Bacillus circulans  
Bacillus coagulans  
Bacillus flavothermus  
Bacillus globisporus  
Bacillus licheniformis  
Bacillus megaterium  
Bacillus stearothermophilus  
Bacillus subtilis  
Chloroflexus aurantiacus  
Clostridium acetobutylicum  
Clostridium butricum  
Clostridium thermosulfurogenes  
Filobasidium capsuligenum  
Halobacterium halobium  
Halobacterium salinarium 
Humicola insolens  

Bacillus cereus 
Bacillus circulans 
Bacillus  megatarium  
Bacillus polymyxa 
Clostridium thermocellum  
Pseudomonas sp.  
Rhizopus japonicus  
Streptomyces sp. 
 

Acremonium zonatum  
Amylomyces rouxii 
Arxula adeninivorans 
Aspergillus sp.  
Aspergillus awamori  
Aspergillus candidus 
Aspergillus foetidus  
Aspergillus niger  
Aspergillus oryzae  
Aspergillus phoenicus 
Aspergillus saitri  
Aspergillus terreus 
Bacillus firmus/lentus  
Bacillus stearothermophillus 
Candida famata  
Candida fennica  
Cephalosporium charticola  
Chalara paradoxa  
Clostridium sp.  
Clostridium acetobutylicum  
Clostridium thermohydrosulfuricum  
Clostridium thermosaccharolyticum 
Clostridium thermosulfurogenes  
Collectotrichum gloesporoides  
Coniophora cerebella  
Endomyces sp.  
Endomycopsis capsularis  
Endomycopsis fibuligera  
Flavobacterium sp.  
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ตารางที่ 2.3  (ตอ) ตัวอยางจุลินทรียที่สรางเอนไซมอะมิเลส (Pandey และคณะ, 2000) 

   

alpha-amylase beta-amylase glucoamylase 
Humicola lanuginosa  
Humicola stellata  
Lactobacillus brevis  
Lactobacillus cellobiosus 
Malbrachea pulchella var. 
sulfurea  
Micrococcus luteus  
Micrococcus varians  
Micromonospora vulgaris  
Mucor pusillus  
Myceliophthora thermophila  
Myxococcus coralloides  
Nocardia asteroides  
Penicillium brunneum  
Pseudomonsa stutzeri  
Pycnoporus sanguineus  
Pyrococcus woesei  
Rhizopus sp.  
Scytalidium sp. 
Schizophyllum commune  
Talaromyces thermophilus  
Thermoactinomyces sp.  
Thermoactinomyces vulgaricus  
Thermococcus profundus  
Thermomonospora viridis  
Thermonospora curvata  
Thermonospora vulgaris  
Thermomyces lanuginosus  
Thermotoga maritima 

 Fusidium sp.  
Halobacter sodamense  
Humicola lanuginosa  
Lactobacillus brevis  
Monscus kaoling  
Mucor rouxianus  
Mucor javanicus 
Neurospora crassa 
Neurospora sitophila  
Paecilomyces globosus 
Paecilomyces varioti  
Penicillium italicum  
Penicillium oxalicum  
Piricularia oryzae  
Rhizoctania solani  
Rhizopus delemar  
Rhizopus javanicus  
Rhizopus niveus  
Rhizopus oligospora  
Rhizopus oryzae  
Rhizooctonia solani  
Saccharomyces diastaticus 
Schizophyllum commune 
Schwanniomyces alluvius  
Schwanniomyces occidentalis  
Thermomyces lanuginosus  
Torula thermophilla  
Trichoderma  reesei  
Trichoderma  viride 
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 Bacillus sp. เปนแบคทีเรียชนิดหนึ่งที่สามารถผลิตเอนไซมที่ใชในการยอยแปง (amylolytic 
enzymes) ไดอยางมีประสิทธิภาพ  (Carlos และคณะ (1999)   และ Reddy และคณะ (2003)) ซึ่งโดยสวนใหญ
มักจะผลิตแอลฟาอะมิเลสในปริมาณสูง ทําใหมีการนําไปผลิตเอนไซมทางการคามากมาย ตัวอยางสายพันธุ
แบคทีเรียชนิด Bacillus ที่ใชในการผลิตแอลฟาอะมิเลสในระดับอุตสาหกรรม ไดแก Bacillus subtilis    
Bacillus amyloliquefaciens     Bacillus  licheniformis      Bacillus stearothermophilus   Bacillus 
megaterium  และ Bacillus circulans  เปนตน  (Qader และคณะ, 2006)     ซึ่งคุณสมบัติและการทํางานของ
เอนไซมจะแตกตางกันไปตามสายพันธุของจุลินทรียที่ใชในการผลิต ภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อและองคประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นนับวามีผลตอการเจริญและการผลิตแอลฟาอะมิเลสจาก Bacillus sp. 
 
 2.3.3  ปจจัยที่มีผลตอการเล้ียงจุลินทรียเพ่ือยอยแปง และผลิตเอทานอล    
 
  2.3.3.1 แหลงคารบอน (carbon source)  
 
   แหลงคารบอนเพื่อการเจริญ และการผลิตแอลฟาอะมิเลสของ Bacillus  sp.       

งานวิจยัสวนใหญพบวา แปง และคารโบไฮเดรตที่มีโมเลกุลใหญสามารถ
ชักนําใหเกิดการสรางแอลฟาอะมิเลสในแบคทีเรีย Bacillus ไดดี  สวนแหลงคารบอนที่เซลลสามารถนําไปใชได
งาย เชน น้ําตาลกลูโคส มอลโทส อาจมีผลใหการผลิตแอลฟาอะมิเลสลดลงได  เนื่องจากการเกิด catabolite 
repression (Konsula และ Kyriakides, 2004) เชน Teodoro และ Martins (2000) พบวาการเติมน้ําตาล
กลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงเปนแหลงคารบอนทําใหแบคทีเรีย Bacillus sp. ผลิตแอลฟาอะมิเลสลดลง      
แตอยางไรก็ตามก็มีบางรายงานวิจัยที่พบวาการใชแปงเปนแหลงคารบอนมีผลให Bacillus subtilis ผลิต
แอลฟาอะมิเลสไดนอยกวาการใชน้ําตาลกลูโคส (Anto และคณะ, 2006 ,  Jamuna และ Ramakrishna, 1992 
อางถึงใน Sarikaya และ Gürgün,2000) และมีบางรายงานวิจัยที่พบวาการใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีแปง หรือไม
มีแหลงคารบอนเปนองคประกอบเลย แบคทีเรียก็สามารถผลิตแอลฟาอะมิเลสไดเชนกัน ดังนั้นจึงอาจกลาวได
วาอะมิเลสที่ผลิตโดยจุลินทรียนี้เปนเอนไซมที่ตองถูกชักนําเปนบางสวนโดยสับสเตรท (Aiyer, 2004)  

    
แหลงคารบอนเพื่อการเจริญและการผลิตเอทานอลของ  

Saccharomyces sp.       
 ภายในเซลลยีสตมีคารบอนประมาณ 50 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลล

แหง  ยีสตจําเปนตองใชสารประกอบอินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  สวนใหญสารอินทรียที่ใชคือ
น้ําตาล   กลูโคสเปนน้ําตาลที่ยีสตทุกชนิดสามารถใชในกระบวนการเมแทบอลิซึมได แตกลูโคสอาจไมไดเปน
น้ําตาลที่เกิดเมแทบอลิซึมไดอยางมีประสิทธิภาพที่สุดในยีสตทุกชนิด โดยปกติในธรรมชาติกลูโคสจะไมไดมีอยู
อยางอิสระ แตจะอยูรูปของพอลิเมอรจําพวกเซลลูโลส แปง และพอลิแซ็กคาไรด  (Berry และคณะ,1987)  การ
หมักเอทานอลที่ความเขมขนน้ําตาลสูงสามารถชวยลดการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่นได  แตปริมาณความ
เขมขนของน้ําตาลสูงจะสงผลใหเกิดการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียและการหมักเอทานอลไดเชนกัน   โดยการ
ยับยั้งที่เกิดขึ้นนี้เกิดจากการเกิด catabolite repression และการเกิดพลาสโมไลซิส (plasmolysis) สําหรับความ
เขมขนของน้ําตาลที่สามารถยับยั้งการหมักนั้น แทที่จริงแลวเกิดจากลักษณะของจุลินทรียแตละสายพันธุ  ซึ่ง
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โดยสวนใหญแลวหากความเขมขนของน้ําตาลสูงกวา 14 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  จะสงผลใหอัตราการ
หมักเริ่มตนลดลง (Jones และคณะ, 1981)    
 
ตารางที่  2.4  แหลงคารบอนที่ Saccharomyces cerevisiae สามารถใชได (Berry และคณะ,1987) 
 

glucose 
galactose 
mannose 
fructose 
sucrose 
maltose 

melibiose 
trehalose 

deoxyribose 

melezitose 
maltotriose 
raffinose 
lactate 

succinate 
glucitol 
glycerol 
mannitol 
ethanol 

 
 
2.3.3.2 แหลงไนโตรเจน (nitrogen source)  

 
   แหลงไนโตรเจนเพื่อการเจรญิ และการผลิตแอลฟาอะมิเลสของ  
Bacillus sp.       

    การเลือกใชแหลงไนโตรเจนชนิดใดนั้นขึ้นกับชนิดของแบคทีเรียที่ใชใน
การผลิตเอนไซม โดยแหลงไนโตรเจนที่ดีนั้นควรเปนแหลงไนโตรเจนที่หาไดงาย และราคาถูก นอกจากนี้ควร
กระตุนใหเกิดการเจริญ และการสรางเอนไซมดวย  แหลงไนโตรเจนอินทรียที่นิยมใชในการผลิตแอลฟาอะมิเล
สดวยแบคทีเรีย Bacillus ไดแก ยูเรีย  สารสกัดจากยีสต (yeast extract)   สารสกัดจากถั่วเหลือง (soyabean 
meal)   สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)  corn steep liquor  พอลิเปปโทน (polypeptone)  และ เปปโทน 
(peptone) เปนตน (Goyal และคณะ, 2005) ในกรณีแหลงไนโตรเจนอนินทรีย ไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2SO4)     แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3)   แอมโมเนียมคลดไรด (NH4Cl)    โซเดียมไนเตรท (NaNO3)   
ฯลฯ (Haq และคณะ, 2002)  โดยชนิดและปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ใชในการผลิตแอลฟาอะมิเลสแสดงไวใน
ตารางที่ 2.5 
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ตารางที่ 2.5   ตัวอยางแหลงไนโตรเจนที่ใชในการผลิตแอลฟาอะมิเลสของแบคทีเรียจีนัส Bacillus 

 

ชนิดสายพันธุแบคทีเรีย 
Bacillus 

แหลงไนโตรเจน เอกสารอางอิง 

Bacillus sp. I-3 
Bacillus subtilis 
Bacillus subtilis 

Bacillus amyloliquefaciens I 
Bacillus amyloliquefaciens II 

Bacillus licheniformis 

peptone 
(NH4)2SO4  และ tryptone 

(NH4)2SO4

yeast extract 
(NH4)2SO4

soyabean meal 

Aiyer (2004) 
Konsula และ Liakopoulou (2004) 

Sarikaya และ Gürgün (2000) 
Sarikaya และ Gürgün (2000) 
Sarikaya และ Gürgün (2000) 

Goyal และคณะ (2005) 

   แหลงไนโตรเจนเพื่อการเจรญิและการผลิตเอทานอลของ  
Saccharomyces  sp.         

 ยีสตมีไนโตรเจนภายในเซลลประมาณ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลล
แหง  สารหลายชนิดสามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนได โดยแหลงไนโตรเจนที่มีโมเลกุลขนาดเล็กและใชงายไดแก  
แอมโมเนียมไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไนเตรต  แอมโมเนียมคลอไรด และแอมโมเนียมซัลเฟต  โดยเฉพาะ
แอมโมเนียมซัลเฟตมักใชเปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงยีสต เพราะนอกจากใหไนโตรเจนแลวยังใหซัลเฟอร
ดวย  ซึ่งยีสตทุกชนิดสามารถใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนได  สวนไนเตรทและไนไตรทนั้น 
โดยทั่วไปยีสตไมสามารถนํามาใชไดนอกจากยีสตบางชนิด เชน  Candida sp. และ Pichia sp.เปนตน  
 นอกจากนี้ในทางอุตหสาหกรรมก็มีการใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนเพื่อการผลิตเอทานอลเชนกัน แต
อยางไรก็ตาม Saccharomyces sp. จะสามารถใชยูเรียไดดีก็ตอเมื่อมีเติมการไบโอตินลงในอาหารเลี้ยงเชื้อดวย 
(Berry และคณะ,1987) 
   
  2.3.3.3 อุณหภูมิ 
 
   อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ  และการผลิตแอลฟาอะมิเลสของ 
Bacillus sp.         

แบคทีเรียจีนัส Bacillus จัดไดวาเปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตได
ในชวงอุณหภูมิคอนขางกวาง โดย Bacilus แตละสายพันธุมีความตองการอุณหภูมิเพื่อการเจริญ และการผลิต
แอลฟาอะมิเลสที่แตกตางกัน  มีรายงานวา Bacillus สายพันธุที่นิยมใชในการผลิตแอลฟาอะมิเลสทางการคา 
ไดแก Bacillus amyloliquefaciens   Bacillus subtilis Bacillus licheniformis  และ Bacillus 
stearothermophilus ผลิตแอลฟาอะมิเลส ในชวงอุณหภูมิ 37 ถึง 60 องศาเซลเซียส (Sivaramakrishnan และ
คณะ, 2006) มีหลายรายงานการวิจัยที่พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต และอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตอการผลิตแอลฟาอะมิเลสเปนอุณหภูมิเดียวกัน (Qader, 2006) อยางไรก็ตาม อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
เจริญเติบโต และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตแอลฟาอะมิเลส อาจแตกตางกัน เชน Mamo และ Gessesse 
(1999) รายงานวา Bacillus sp. สายพันธุ WN11 สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิเทากับ 65 องศาเซลเซียส 
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ในขณะที่อุณหภมิูที่เหมาะสมตอการผลิต และการทํางานของแอลฟาอะมิเลสเทากับ 55 องศาเซลเซียส จากการ
วิจัยของ Qader และคณะ (2006) กลาววา ที่อุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส Bacillus licheniformis CUM 
305 ไมมีการผลิตแอลฟาอะมิเลส ถึงแมวาที่อุณหภูมิดังกวาเปนอุณหภูมิม่ีทําใหเชื้อเจริญเติบโตไดดีที่สุดก็ตาม 
นอกจากนี้อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน (กิจกรรม) ของแอลฟาอะมิเลส อาจแตกตางไปจากอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญ และการผลิตเอนไซม เชนในรายงานการวิจัยของ Goyal และคณะ (2005)  พบวา 
Bacillus sp. I-3 สามารถเจริญ และผลิตแอลฟาอะมิเลสไดที่ที่สุดที่อุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่
อุณหภูมิที่ทําใหแอลฟาอะมิเลสมีกิจกรรมสูงสุดที่อุณหภูมิเทากับ 70 องศาเซลเซียส 

 

   อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ และการผลิตเอทานอลของ
Saccharomyces  sp.      

ในระหวางการหมักเอทานอลจะมีความรอนเกิดขึ้น โดยกลูโคส 1 โมเลกุล
จะใหปริมาณความรอน 26 แคลอรี่ดังสมการ 
   C6H12O6                 2C2H5OH + 2CO2 + 26.0 แคลอรี่ 
    ยีสตสวนใหญจะเจริญไดรวดเร็วที่อุณหภูมิ 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส   
ชวงอุณหภูมิสูงสุดที่ยีสตทั่วไปสามารถเจริญไดคือ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส   มียีสตบางสายพันธเจริญไดดีที่
อุณหภูมิสูงกวานี้เล็กนอย  ไมมีรายงานวามียีสตที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส   ปจจัยที่สําคัญ
ที่จุลินทรียสามารถทนตออุณหภูมิสูงไดมากนอยตางกันมีหลายประการ  เชน การสังเคราะหเอนไซม  กิจกรรม
ของเอนไซม กลไกการควบคุมภายในเซลล การนําอาหารเขามาสูเซลล  และองคประกอบของเยื่อหุมเซลล เปน
ตน  (Hutter และ Oliver,1998)  อุณหภูมิที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลควรอยูระหวาง 25 ถึง 30 องศา
เซลเซียส เนื่องจากปฏิกิริยาการหมักเอทานอลเกิดความรอนทําใหอุณหภูมิในถังหมักสูงขึ้น  ดังนั้นใน
อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจะตองลดอุณหภูมิของถังหมักลงและรักษาอุณหภูมิใหอยูในชวง 32 ถึง 33 องศา
เซลเซียส   หรือที่อุณหภูมิต่ํากวา 35  องศาเซลเซียส    โดยวิธีการตางๆ เชน การพนน้ําใหเปนฝอยทั่วผิวนอก
ของถังหมัก  ใช cooling coil ในถังหมัก หรือผานสาออกไปทําใหเย็นลงนอกถังหมัก (Paturau, 1987)   
 
  2.3.3.4  คาความเปนกรด-ดาง (pH) 
 
   คา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญ และการผลิตแอลฟาอะมิเลสของ  
Bacillus sp.     

การรักษาคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนปจจัยสําคัญปจจัยหนึ่งที่มีผล
ตอการเจริญและการผลิตแอลฟาอะมิเลส  โดยสวนใหญแลวแบคทีเรียจีนัส Bacillus สามารถเจริญไดในชวง pH 
คอนขางกวาง  ซึ่งคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิต และการทํางานของแอลฟาอะมิเลส มักอยูในชวงที่เซลล
สามารถเจริญเติบโตได  เชน Bacillus sp. K-12 เจริญไดดีในชวงคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อประมาณ 4.5 ถึง 
10.5  โดยคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอตอการผลิตแอลฟาอะมิเลสอยูในชวง 6.0 ถึง 8.0 (Kiran 
และคณะ, 2005)      Bacillus licheniformis TCRDC-B13  เจริญไดในชวงคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อประมาณ 
3.0 ถึง 11.0  โดยคา pH ที่สามารถผลิตแอลฟาอะมิเลสไดอยูในชวง 5.0 ถึง 10.0  ซึ่งแอลฟาอะมิเลสของจุลินท
รียดังกลาวมีแอกทิวิตีสูงสุดในชวง pH เทากับ 6.0 ถึง 9.0 (Bajpai, 1989 อางถึงใน Kiran และคณะ, 2005 )  
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ตัวอยางคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟาอะมิเลสที่ไดจากแบคทีเรีย Bacillus ในแตละสายพันธุ 
แสดงในตารางที่ 2.6 

ตารางที่ 2.6   ตัวอยางคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของแบคทีเรียจีนัส Bacillus 

แบคทีเรีย 

คา pH ที่เหมาะสมตอ 

การทํางานของ 

แอลฟาอะมิเลส 

เอกสารอางอิง 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus licheniformis 

Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis 

Bacillus amyloliquefaciens 

Bacillus amyloliquefaciens l 

Bacillus amyloliquefaciens ll 

5.5 

11.0-12.0 

6.0-8.0 

5.6 

5.4-6.4 

4.0-7.0 

5.9 

5.9 

Pandey และคณะ , 2005 

Pandey และคณะ , 2005 

Pandey และคณะ , 2005 

Pandey และคณะ , 2005 

Pandey และคณะ , 2005 

Gangadharan และคณะ, 2006 

Sarikaya และ GÜrgÜn, 2000 

Sarikaya และ GÜrgÜn, 2000 

 

   คา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญ และการผลิตเอทานอลของ 
Saccharomyces  sp.     

โดยทั่วไปยีสตสวนมากเจริญไดดีในชวง pH 3.5 ถึง 7.0 คา pH เร่ิมตน
และ buffer capacity ของการหมักเอทานอลควรอยูในสภาพที่ยีสตจะเกิดการหมักไดตลอดกระบวนการหมัก  
เนื่องจากในระหวางกระบวนการหมักเอทานอลจะมีการสรางกรดโดยยีสตและแบคทีเรียบางชนิดที่เจริญอยูดวย 
(Rose และ Harrison ,1970)    จึงตองมีการปรับ pH เพื่อใหอยูในชวงที่เหมาะสม  และเพื่อเปนการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย  ดังนั้นจึงปรับ pH ใหอยูระหวาง 4.0 ถึง 4.5 (Bazas และคณะ,1989) หรือ  4.0 ถึง 5.0 หรือ 
4.8 ถึง 5.0 (Paturau, 1987) 

 
 2.3.4 การใชเช้ือผสมเพื่อยอยแปงและหมักไดเอทานอล 
 
  การเปลี่ยนแปงใหเปนเอทานอลในวิธีการดั้งเดิมนั้นตองอาศัยกระบวนการหลายขั้นตอน  อัน
ประกอบดวย liquefaction , saccharification ซึ่งเปนขั้นตอนในการเปลี่ยนแปงใหกลายเปนน้ําตาล (ซึ่งอาจใช
กรด หรือเอนไซม (amylolytic enzymes) ดังที่ไดกลาวมาแลวขางตน  แลวจึงเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนแอลกอฮอล
ดวยกระบวนการหมักของ anaerobic bacteria หรือ anaerobic yeast   ยีสต Saccharomyces cerevisiae  
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ถือวาเปนจุลินทรียที่สวนใหญใชในทางอุตสาหกรรมเพื่อการผลิตเอทานอล  แตอยางไรก็ตาม  ขอเสียของยีสต
ชนิดนี้คือ  การขาดกิจกรรมของอะมิเลส(amylase) และกลูโคอะมิเลส (glucoamylase)  ทําใหยีสตชนิดนี้ไม
สามารถเปลี่ยนแปงใหกลายเปนเอทานอลไดโดยตรง (Kutluö และคณะ,2002) ดังนั้นงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการ
ผลิตเอทานอลจากแปงโดยใชจุลินทรียสวนใหญจึงมุงเนนในการเพิ่มประสิทธิภาพในการเปลี่ยนแปงใหเปนเอทา
นอลในขั้นตอนเดียว  ซึ่งสามารถทําไดหลายวิธี  หนึ่งในวิธีที่นิยมคือ การใชจุลินทรียผสมระหวางจุลินทรียที่
สามารถยอยแปงไดกับจุลินทรียที่สามารถหมักเอทานอลได (Yoshitoshi และคณะ,1997) ทําใหลดเวลา และ
ขั้นตอนการทํางานที่ตองใชสําหรับการยอยแปงมันสําปะหลังโดยเอนไซมทางการคา ซึ่งสงผลใหลดตนทุนการ
ผลิต (Hisayori และคณะ, 2004) 
   Dostálek  และ Häggström (1983) (อางถึงใน Yoshitoshiและคณะ,1997) ไดใชเชื้อรวม
ระหวาง Saccharomyces fibuliger และ Zymomonas mobilis ในการผลิตเอทานอลจากแปงที่ละลายน้ําที่
ความเขมขนเริ่มตน 30 กรัมตอลิตร พบวา เอทานอลที่ไดเปน 9.7 กรัมตอลิตร โดยอัตราการผลิตเอทานอลเปน 
0.54 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 

Kamini และ Gunasekaran (1986) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากเชื้อรวมระหวาง 
Kluyveromyces fragilis NRRL 665  กับ Zymomonas mobilis NRRL B4286 พบวาปริมาณเอทานอลที่ผลิต
ไดเทากับ 61.29 กรัมตอลิตร แตหากใชเชื้อเดี่ยวของ Kluyveromyces fragilis NRRL 665   เพียงอยางเดียว เอ
ทานอลที่ผลิตไดลดลงเปน 52.98  กรัมตอลิตร 

Lezinou และคณะ (1994) ไดผลิตเอทานอลจากขาวฟางหวาน โดยใชเชื้อผสมระหวาง 
Fusarium oxysporum กับ Zymomonas mobilis พบวาปริมาณเอทานอลที่ไดเปน 29.7 กรัมตอ100  กรัมของ
ขางฟางแหง นอกจากนี้ยังไดทดลองใชเชื้อผสมระหวาง Saccharomycopsis fibuligera กับ Zymomonas 
mobilis  พบวาเอทานอลที่ไดเปน 29 กรัมตอลิตร ซึ่งปริมาณเอทานอลที่ผลิตนี้สามารถเพิ่มขึ้นไดหากทําการเติม
หัวเชื้อ  Zymomonas mobilis เพื่อการหมักเอทานอล ในชั่วโมงที่ 12 ของการเจริญเติบโตของ 
Saccharomycopsis fibuligera ที่อยูใน liquefied starch  

      Reddy และ Basappa (1996) การหมักแปงมันสําปะหลังเปนเอทานอลโดยการใชเชื้อรวม
ระหวาง Endomycopsis fibuligera กับ Zymomonas mobilis พบวาไดปริมาณเอทานอลมากขึ้น (10.5 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)) เม่ือเปรียบเทียบกับการใชเชื้อผสมชนิดอื่นและการใชเชื้อเดี่ยว  เมื่อมีการเติม
กลูโคอะมิเลสลงในเชื้อผสมพบวาผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นจาก 88 เปอรเซ็นต เปน 98 เปอรเซ็นตของคาทาง
ทฤษฎี  เมื่อใชเชื้อผสมระหวาง  Zymomonas mobilis และ Saccharomyces cerevisiae พบวาปริมาณเอทา
นอลที่ผลิตไดตอน้ําตาลที่ถูกนําไปใชเทากับ 0.5 กรัมตอกรัม และไดคาอัตราการผลิตโดยปริมาตรเทากับ 15 
กรัมเอทานอลตอชั่วโมง 

Verma และคณะ (2000) รายงานการผลิตเอทานอลจากแปงดิบที่ไมไดผานการยอย(raw 
unhydrolysed starch) ความเขมขนเทากับ 60 กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เวลา  48 ชั่วโมง 
พบวาถาใชเชื้อจุลินทรียชนิดเดียวที่สามารถผลิตเอนไซมอะมิเลสได ซึ่งไดแก Saccharomyces diastaticus 
และ Endomycopsis capsularis ปริมาณเอทานอลที่ไดจะเทากับ 16.8 และ 9.6 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แต
หากใชเชื้อรวมระหวาง Saccharomyces diastaticus  และ Saccharomyces cerevisiae 21  ไดปริมาณเอทา
นอลเทากับ 24.8 กรัมตอลิตร  หรือหากใชเชื้อรวมระหวาง Endomycopsis capsularis และ Saccharomyces. 
cerevisiae 21 ไดปริมาณเอทานอลเทากับ 16.0 กรัมตอลิตร 
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Farid และคณะ (2002)  ไดการศึกษาผลของการใชอัตราการกวนที่แตกตางกันตอการหมัก
เอทานอลโดยใชเซลลอิสระและเซลลตรึงของ Saccharomyces cerevisiae ในการใชเชื้อรวมกับเซลลอิสระของ 
Aspergillus awamori  พบวาอัตราการกวนมีผลตอการยอยแปงและปริมาณกลูโคส การสะสมกลูโคอะมิเลส
และแอลฟาอะมิเลสในอาหารที่ใชในการหมัก (fermentation medium) พบวาไดปริมาณเอนไซมสูงสุดที่อัตรา
การกวนเทากับ 150-200 รอบตอนาที หลังจาก 72 ขั่วโมง ในขณะที่อัตราการกวนที่ 200-300 รอบตอนาที ทําให
การเจริญและการสะสมกลูโคสไดสูงสุด  การผลิตแอลกอฮอลถูกกระตุนโดยอัตราการกวนต่ํา (50 รอบตอนาที) 
และลดลงเมื่ออัตราการกวนเพิ่มขึ้น  ผลการศึกษายังแสดงใหเห็นวาปริมาณแอลกอฮอลที่ผลิตไดขึ้นอยูกับเวลา
การเติมกลาเชื้อยีสต เม่ือเติมกลาเชื้อยีสตหลังจากเชื้อราเจริญเปนเวลา 72 ขั่วโมง พบวาปริมาณแอลกอฮอลที่
เพิ่มขึ้นเปน 84  75  89  และ 68 เปอรเซ็นต ที่ 50  100  150 และ 250  รอบตอนาทีตามลําดับ  เม่ือเทียบกับการ
ผลิตโดยใชการเติมกลาเชื้อจุลินทรีย 2 ชนิดลงไปพรอมกันตั้งแตเร่ิมตนของการหมัก  การเลี้ยงเชื้อแบบแบตช
ของจุลินทรีย 2 ชนิดโดยใชแปงขาวโพด 12 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ที่อัตราการกวน 50 รอบตอนาที ที่
เวลา 72 ชั่วโมง  ในทางกลับกันเมื่อใชสภาวะเลี้ยงเชื้อเดียวกันและใชยีสตที่ถูกตรึงรวมกับ Aspergillus 
awamori  พบวาไดแอลกอฮอลมากขึ้นเปน 3.7 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ที่อัตราการกวน 200 รอบตอ
นาที   

Tanaka และคณะ(1986)  (อางถึงใน Yoshitoshi และคณะ,1997)  ไดผลิตเอทานอลจาก
แปงที่ละลายน้ําที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 100 กรัมตอลิตร โดยใชเชื้อรวมระหวาง Aspergillus awamori กับ 
Zymomonas mobilis โดยใชเทคนิค co-immobilization เขาชวย พบวาเอทานอลที่ไดเทากับ 22.0 กรัมตอลิตร  
อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 0.61 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 อุปกรณ และสารเคมี  
 
 3.1.1 อุปกรณ 
 

อุปกรณ บริษัทผูผลิต , ประเทศ 
กลองจุลทรรศน (light microscope) รุน CH30 
เครื่องกาซโครมาโตกราฟ  (gas chromatography)  รุน CP3800 
แคปพิลลารี คอลัมน (capillary column)   
         ชนิด CP-WAX 52 CB  
         เสนผานศูนยกลาง 0.25 มม.  ความยาว  30 ม. 
เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic stirrer/ hotplate) รุน 502P-2 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (psycrotherm incubator shaker)  
           รุน Innova 4330  หมุนแบบ rotary  
เครื่องชั่งหยาบ (laboratory balance) รุน PB2002 
เครื่องชั่งหยาบ (laboratory balance) รุน PG2002-S 
เครื่องชั่งละเอียด (analytical balance) รุน AG204 
เครื่องปนเหวี่ยงอุณหภูมิต่ํา (centrifuge) รุน 6500 
เครื่องปนเหวี่ยงอุณหภูมิต่ํา (centrifuge) รุน J-30I 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Thermospectronic)  รุน genesys 20 
เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน SevenEasy 
เครื่องผสม (vortex mixer) รุน Genie2 
เครื่องใหความรอน (stirring hot plate) รุน DS 201 HS 
ตูถายเชื้อแบบ laminar flow รุน BV-124  
ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UL-60 
ตูอบแหง (dryer oven) รุน UL60 
ไมโครปเปต (Micropipette) ขนาด 20 100 200 1,000 และ 5,000 มล. 
หมออบฆาเชื้อดวยไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325 
อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (water bath shaker)  
                รุน Gyromax 939XL 

Olympus, Japan 
Varian, USA 
Varian, USA 
 
 
Mettler Toledo, Switzerland 
New Brunswick Scientific, USA 
 
Mettler Toledo, Switzerland 
Mettler Toledo, Switzerland 
Mettler Toledo, Switzerland 
Kubota, Japan 
Beckman, USA 
Spectronic Instruments, USA 
Mettler Toledo, Switzerland 
Scientific Industries, USA 
ISSCO, USA 
Memmert, Germany 
Memmert, Germany 
Gilson, France 
Tomy, Japan 
Memmert, Germany 
Amerex Instruments. USA 
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3.2.1 เคมีภัณฑ 
 

สารเคมี บริษัทผูผลิต , ประเทศ 
โพแทสเซียมคลอไรด(KCl) 
โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (C4H4KNaO6.4H2O) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
ฟนอล (C6H5OH) 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
แมงกานีสคลอไรดเตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 
ยูเรีย (N4H4CO) 
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) 
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 
เอทานอล (C2H5OH) 
เอนไซมกลูโคอะมิเลส (Dextrozyme GA) 
เอนไซมแอลฟา-อะมิเลส (Kleistase) 
เอนไซมยูเรียเอส ( EC3.5.1.5) 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
แอมโมเนียมโมลิบเดรตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7.4H2O) 
แอมโมเนียมซัลเฟตเฮกซาไฮเดรต 
(NH4)2Fe(SO4)2.6H2O 

Carlo Erba, Italy 
Univar, Australia 
Unilab, USA. 
E. Merk Damstadt, Germany 
Carlo Erba, Italy 
E. Merk Damstadt, Germany 
E. Merk Damstadt, Germany 
E. Merk Damstadt, Germany 
Difco, USA 
Difco, USA 
E. Merk Damstadt, Germany 
Novozymes, Denmark 
Daiwa Kasei K.K., Japan 
E. Merk Damstadt, Germany 
E. Merk Damstadt, Germany 
J.T.Baker, USA. 
E. Merk Damstadt, Germany 

 
3.2 จุลินทรีย 
 
 3.2.1 Bacillus sp. CU-03  (แยกและคัดเลือกโดย วิภาวี วงศชนะ, 2545) 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 3.1  ลักษณะโคโลนีของ Bacillus sp. CU-03 เจริญบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) อายุ 24 ชั่วโมง 
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รูปที่ 3.2  Bacillus sp. CU-03 เม่ือยอมสีแกรม  กําลังขยาย 1,000 เทา 

 
3.2.2 Bacillus subtilis IFO14140  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.3  ลักษณะโคโลนีของ Bacillus subtilis IFO14140 เจริญบนอาหารแข็งสูตร Nakamura และคณะ 
(1999)  อายุ 24 ชั่วโมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  3.4  Bacillus subtilis IFO14140 เม่ือยอมสีแกรม  กําลังขยาย 1,000 เทา 
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 3.2.3 Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.5 ลักษณะโคโลนีของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 เจริญบนอาหารแข็งสูตร Nakamura 
และคณะ (1999)  อายุ 24 ชั่วโมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  3.6  Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 เม่ือยอมสีแกรม  กําลังขยาย 1,000 เทา 
  
 3.2.4 Saccharomyces cerevisiae SKP-01 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.7 ลักษณะโคโลนีของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 เจริญบนอาหารแข็ง Yeast Peptone 
Dextrose (YPD)  อายุ 48 ชั่วโมง 
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รูปที่ 3.8 ลักษณะรูปรางของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 เม่ือถายดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 
1,000 เทา 
 
3.3 อาหารเล้ียงเช้ือ 
 
 3.3.1 สูตรอาหารแข็งสําหรับเก็บรักษาจุลินทรีย (stock culture medium)   
 
   สูตรอาหารแข็งสําหรับเก็บรักษาจุลินทรีย Bacillus sp. CU-03 และสําหรับคัดเลือก 
Bacillus spp. สายพันธุที่ยอยแปงไดดี คือ starch agar (Difco manual, 1984) 1 ลิตร ประกอบดวย  
 
  แปงที่ละลายน้ําได    10 กรัม 
  สารสกัดจากเนื้อ                            3 กรัม 
  วุนผง     15 กรัม 
 
  ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที (การนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน) 
 
  สูตรอาหารแข็งสําหรับเก็บรักษาจุลินทรีย Bacillus subtilis IFO14140 และ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 ใชสูตรของ Nakamura และคณะ (1999)  ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 
  พอลิเปปโตน    10 กรมั 
  สารสกัดจากยีสต    2 กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  1 กรัม 
  วุนผง     15 กรัม 
 
  ปรับ pH เปน 7.0 แลวนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
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  สูตรอาหารแข็งสําหรับเก็บรักษาจุลินทรีย Saccharomyces cerevisiae SKP-01 คือ 
Yeast Peptone Dextrose (YPD) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
  
  กลูโคส     20 กรัม 
  พอลิเปปโตน    20 กรัม 
  สารสกัดจากยีสต    10 กรัม 
  วุนผง     18 กรัม 
 

ปรับ pH เปน 4.5 และนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที 

 
3.3.2 สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ (seed culture medium)  

 
สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ Bacillus subtilis IFO14140 และ 

Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ใชสูตรของ Nakamura และคณะ (1999) ใน 1 ลิตร 
ประกอบดวย 
 
   พอลิเปปโตน    10 กรัม 
   สารสกัดจากยีสต    2 กรัม 
   แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  1 กรัม 
 
   ปรับ pH เปน 7.0 แลวนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
 
    สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 
ไดแก 
    อาหารเลี้ยงเช้ือ Basal Salt Medium (BSM) ใชสูตรของ Winter, 
Luret และ Uribelarrae (1989) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
   

กลูโคส     20   กรัม 

แอมโมเนียมซัลเฟต   3 กรัม 
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  3 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต 3 กรัม 
โซเดียมกลูตาเมต    1 กรัม 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต   0.25 กรัม 
แมกนีเซียมเฮปตะไฮเดรต   0.25 กรัม 
ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต   5 มิลลิกรัม 
แอมโมเนียมเฟอรัสซัลเฟตเฮกซะไฮเดรต 1.5 มิลลิกรัม 
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ปรับ pH เปน 4.5 และนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที 
 
    อาหารเลี้ยงเช้ือ YPD ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
                
    กลูโคส     20 กรัม 
    พอลิเปปโตน    20 กรัม 
    สารสกัดจากยีสต    10 กรัม 
 
    ปรับ pH เปน 4.5 และนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที 

 

 3.3.3 สูตรอาหารเหลว MSM (Mineral Salt Medium ) สําหรับเล้ียงเช้ือ Bacillus spp. เพ่ือการ
ยอยแปง และเพื่อการผลิตเอทานอลเมื่อใชจุลินทรียผสม ซึ่งศึกษาโดย สุรเชษฐ วงศสิทธ์ิธนะกิจ 
(2547) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 

 
  แปงมันสําปะหลัง     10 กรัม 
  แอมโมเนียมซัลเฟต    3 กรัม 
  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   2 กรัม 
  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต   0.6 กรัม 
  แมกนีเซียมเฮปตาไฮเดรต    0.2 กรัม 
  สารสกัดจากยีสต     0.1 กรัม 
  สารละลาย trace element    1 มิลลิลิตร 
  

สารละลาย trace element   เตรียมโดย  
          สารละลาย trace element  ใน 1 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร ประกอบดวย 
    แคลเซียมคลอไรด    20 กรัม 
    ซิงคซลัเฟตเฮปตาไฮเดรต   1.30 กรัม 
    เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต    0.20  กรัม 
    แอมโมเนียมโมลิบเดต   0.60 กรัม 
    กรดบอริก    0.60 กรัม 
    แมงกานีสคลอไรดเตตระไฮเดรต  0.08 กรัม 
    โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต  0.50 กรัม 
    คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต  0.05 กรัม 
    นิกเกิลคลอไรดเฮกซะไฮเดรต  0.02 กรัม 
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   แยกละลายแอมโมเนียมซัลเฟต  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  ไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟ   แมกนีเซียมเฮปตาไฮเดรต  สารสกัดจากยีสต และ trace element   เม่ือละลายแลวจึง
นํามารวมกับสวนของสารละลายแปงมันสําปะหลังที่ตมจนใส (วิธีการเตรียมสารละลายแปงมันสําปะหลังดัง
ภาคผนวก ก ) ปรับ pH 7.0  แลวนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
 
3.4 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
  
 เขี่ยเชื้อ Bacillus spp. โดยใชลูปเขี่ยเชื้อลาก (streak)  ลงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant)  สําหรับ
เก็บรักษากลาเชื้อ  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง  (กรณี Saccharomyces cerevisiae 
SKP-01 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง) เททับดวยกลีเซอรอลปลอดเชื้อ แลวนําไปเก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
 
3.5 การคัดเลือก Bacillus sp. สายพันธุที่ยอยแปงไดดี 
  
 3.5.1 การคัดเลือกสายพันธุ Bacillus spp. สายพันธุที่สามารถยอยแปงได 
 
  นําแบคทีเรียจํานวน 3 สายพันธุไดแก   Bacillus sp. CU-03     Bacillus subtilis  
IFO14140    และ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 มาขีดเปนแนวยาวบริเวณกลางจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ starch agar  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  (สําหรับ Bacillus sp. CU-03   บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม (สุรเชษฐ วงศสิทธิ์ธนะกิจ, 2547) เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบ
ความสามารถในการยอยแปงโดยสังเกตจากบริเวณใสรอบโคโลนี  เม่ือหยดสารละลายไอโอดีนทับลงบนโคโลนี  
เลือก Bacillus สายพันธุที่บริเวณใสรอบโคโลนีกวางมาศึกษาตอไป 
 
 3.5.2 การเตรียมหัวเช้ือสําหรับเปนกลาเช้ือ 
 
  เลี้ยง Bacillus spp. สายพันธุที่ศึกษาไดจากขอ 3.5.1 ไดแก Bacillus subtilis   IFO14140    
และ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 บนอาหารแข็งโดยใชอาหารสูตรของ Nakamura และคณะ 
(1999)   บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 12 ชั่วโมง ถายเชื้อจุลินทรียลงในสารละลายโซเดียมคลอ
ไรดเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) กระจาย (suspend) เชื้อ แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตร ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.4 
 
 3.5.3 การเลือกอายุกลาเช้ือที่เหมาะสมเพื่อใหไดเช้ือที่มีประสิทธิภาพในการยอยแปง 
  
  ถาย Bacillus spp. 2 สายพันธุที่เตรียมไดจากขอ 3.5.2  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เหลวสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงบนเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 2 ชั่วโมง เปน
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เวลา 24 ชั่วโมง นํามาวิเคราะหการเจริญเติบโตโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร แลวเลือกอายุกลา
เชื้อที่เหมาะสมเพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 
 3.5.4 การเลือก Bacillus sp. สายพันธุที่เจริญ และยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนตาง ๆ 
ไดดี 
 
  ถายกลาเชื้อจุลินทรียที่เตรียมโดยวิธีในขอ 3.5.3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลิ
นทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร โดยแปรความ
เขมขนของแปงมันสําปะหลังเทากับ 10 15 20 และ25 กรัมตอลิตร   ปรับคา pH เร่ิมตนเทากับ 7.0 เล้ียงบน
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก 4 
ชั่วโมง เปนเวลา 24 ชั่วโมง ศึกษารูปแบบการเจริญและการยอยแปงมันสําปะหลังโดยนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต
ดวยวิธี spread plate วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรวม และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวงเวลาตาง ๆ  
 
3.6 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเตบิโต และปจจัยที่มีผลตอการยอยแปงของ Bacillus sp. สาย
พันธุที่คัดเลือกได  
      
  3.6.1 ชนิดของแหลงไนโตรเจน  
 
  เลี้ยงกลาเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.5.4  ตามวิธีในขอ 3.5.3 จํานวน
หนึ่งสายพันธุ  ถายกลาเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีความเขมขนของแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมที่ไดจากผล
การศึกษาในขอ 3.5.4 โดยชนิดของแหลงไนโตรเจนที่ศึกษาไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรีย โดยใหความ
เขมขนของธาตุไนโตรเจนเทากับ 0.636 กรัมตอลิตร (คิดเปนความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต เทากับ 3 กรัม
ตอลิตร และความเขมขนของยูเรียเทากับ 1.36 กรัมตอลิตร) ปรับคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 
เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เก็บ
ตัวอยางทุก 4 ชั่วโมง เปนเวลา 24 ชั่วโมง ศึกษารูปแบบการเจริญและการยอยแปงมันสําปะหลังโดยนับจํานวน
เซลลที่มีชีวิตดวยวิธี spread plate วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรวม  ปริมาณแหลงไนโตรเจน  และคา pH ของ
อาหารเลี้ยงเชื้อในชวงเวลาตาง ๆ  
 
 3.6.2 ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 
  
  เลี้ยงกลาเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.5.4  ตามวิธีในขอ 3.5.3  ถาย
กลาเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุใน
ขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีความเขมขนของแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 
3.5.4 และชนิดแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 3.6.1  โดยแปรผันปริมาณของธาตุ
ไนโตรเจนเทากับ  0.212   0.424  และ 0.636 กรัมตอลิตร  (คิดเปนความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต เทากับ 
1  2  และ 3 กรัมตอลิตร และความเขมขนของยูเรียเทากับ 0.45   0.90 และ 1.36 กรัมตอลิตร) ปรับคา pH 
เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก 4 ชั่วโมง เปนเวลา 24 ชั่วโมง ศึกษารูปแบบการเจริญและการยอย
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แปงมันสําปะหลังโดยนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวยวิธี spread plate วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรวม  ปริมาณแหลง
ไนโตรเจน  และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวงเวลาตาง ๆ 
 
 3.6.3 คา pH เริม่ตนของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
  
  เล้ียงกลาเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.5.4  ตามวิธีในขอ 3.5.3  ถาย
กลาเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุใน
ขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง ชนิดของแหลงไนโตรเจน และปริมาณ
แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 3.5.4   3.6.1 และ 3.6.2 ตามลําดับ  โดยแปรคา pH 
เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.0  5.0  6.0  7.0 และ 8.0  เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก 4 ชั่วโมง เปนเวลา 24 ชั่วโมง ศึกษา
รูปแบบการเจริญและการยอยแปงมันสําปะหลังโดยนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวยวิธี spread plate วิเคราะห
ปริมาณน้ําตาลรวม  ปริมาณแหลงไนโตรเจน  และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวงเวลาตาง ๆ 
 
 3.6.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ และการยอยแปง 
 
  เล้ียงกลาเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.5.4  ตามวิธีในขอ 3.5.3  ถาย
กลาเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุใน
ขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง ชนิดของแหลงไนโตรเจน ปริมาณแหลง
ไนโตรเจน และคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 3.5.4   3.6.1  3.6.2 
และ 3.6.3 ตามลําดับ  เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 30  35 
และ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก 4 ชั่วโมง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
ศึกษารูปแบบการเจริญและการยอยแปงมันสําปะหลังโดยนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวยวิธี spread plate 
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรวม  ปริมาณแหลงไนโตรเจน และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวงเวลาตาง ๆ 
 
3.7 การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 เพ่ือใหไดกลา
เช้ือที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล 
 
 3.7.1 การเตรียมหัวเช้ือสําหรับเปนกลาเช้ือ 
 
  เลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP-01 บนอาหารแข็ง YPD บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ถายเชื้อจุลินทรียลงในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) กระจาย (suspend) เซลล แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 640 นาโนเมตร ใหไดคาการ
ดูดกลืนแสงเทากับ 0.4 
 
 3.7.2 ศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงกลาเช้ือที่เหมาะสม 
 
  ถายหัวเชื้อจุลินทรียที่เตรียมโดยวิธีในขอ 3.7.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว
สําหรับเลี้ยงกลาเชื้อเปรียบเทียบกัน 2 ชนิด ไดแก  YPD   และ   BSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดทดลอง
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ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับคา pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง นํามาหาคา pH ของอาหาร
เล้ียงเชื้อ  และวิเคราะหการเจริญเติบโต โดยหาคาน้ําหนักเซลลแหง และคาอัตราการเจริญจําเพาะ  
 
 3.7.3 ศึกษาคา pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยงกลาเช้ือที่เหมาะสม 
 
  ถายหัวเชื้อจุลินทรียที่เตรียมโดยวิธีในขอ 3.7.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว
สําหรับเลี้ยงกลาเชื้อที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 3.7.2 บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร แปร
คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.0  4.5  5.0 และ 5.5   เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง นํามาหาคา 
pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และวิเคราะหการเจริญเติบโต โดยหาคาน้ําหนักเซลลแหง และคาอัตราการเจริญ
จําเพาะ  
 
 3.7.4 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเล้ียงกลาเช้ือ 
  
  ถายหัวเชื้อจุลินทรียที่เตรียมโดยวิธีในขอ 3.7.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว
สําหรับเลี้ยงกลาเชื้อที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 3.7.2 บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับ
คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตามผลการศึกษาในขอ 3.7.3 เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ โดยแปรคาอุณหภูมิเทากับ 25  30  35 และ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที 
เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง นํามาหาคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และวิเคราะหการ
เจริญเติบโต โดยหาคาน้ําหนักเซลลแหง และคาอัตราการเจริญจําเพาะ 
 
 3.7.5 ศึกษาความเขมขนน้ําตาลกลูโคสที่เหมาะสมตอการเจริญของกลาเช้ือ 
 
  ถายหัวเชื้อจุลินทรียที่เตรียมโดยวิธีในขอ 3.7.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว
สําหรับเลี้ยงกลาเชื้อที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 3.7.2 แปรคาความเขมขนของกลูโคสเทากับ 20  30  
40 และ 50 กรัมตอลิตร บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อให
เหมาะสมตามผลการศึกษาในขอ 3.7.3 เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ โดยปรับคาอุณหภูมิให
เหมาะสมตามผลการศึกษาในขอ 3.7.4 ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปน
เวลา 48 ชั่วโมง นํามาหาคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และวิเคราะหการเจริญเติบโต โดยหาคาน้ําหนักเซลลแหง 
และคาอัตราการเจริญจําเพาะ เพื่อเลือกความเขมขนของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการเจริญของกลาเชื้อ 
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3.8 การผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae SKP-01 จากแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวย 
Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกได หรือเอนไซมทางการคา 
 
 3.8.1 การผลิตเอทานอลโดยการใชจุลินทรีย 2 ชนิด เมื่อเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces 
cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือทีไ่ดจากการยอยแปงดวย Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกได 
ที่ผานการฆาเช้ือแลว และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส 
 

 เล้ียงกลาเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.5.4  ตามวิธีในขอ 3.5.3  ถายกลา
เชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวด
ทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร โดยปรับภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตามผลการศึกษาในขอ 3.6  เล้ียงเชื้อ
จนถึงชั่วโมงที่ไดคาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงสุด ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.5 ซึ่งเปนคา pH ที่
เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae SKP-01 (ปริษฏางค วงศปราชญ, 2547) และ
เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคอะมิเลส (Novozyme, Denmark )   ฆาเชื้อ Bacillus sp. ที่อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อเย็น แลวเติมสารละลายกลูโคอะมิเลส ปริมาตร 0.001 มิลลิลิตร 
บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบเทากับ 125 รอบตอนาที เปน
เวลา 48 ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน   
 
  เลี้ยงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามที่ศึกษาจาก
ขอ 3.7 แลวนํากลาเชื้อที่มีอายุเหมาะสมในการผลิตเอทานอลมาปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ถายเซลลกลาเชื้อที่ไดลงในน้ําหมักที่ไดจากขอ 3.8.1.1 
เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาที ซึ่งเปน
ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae  SKP-01 (ปริษฏางค วงศปราชญ, 
2547)  เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะหหาคาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลรวม 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ปริมาณแหลงไนโตรเจน ปริมาณเอทานอล และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

3.8.2 การผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้ําตาล
ที่ไดจากการยอยแปงดวยเอนไซมทางการคา  
 
  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมี
น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงมันสําปะหลังดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะมิเลส เปนแหลงคารบอน (วิธกีาร
เตรียมตามภาคผนวก ก) สําหรับคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ ปรับใหมีคาเทากับ 4.5  นึ่งฆาเชื้อแบบ
มาตรฐาน  รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อเย็นแลวเติมเซลลกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 (วิธีเตรียมเซลล
กลาเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.8.1) บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 
100 รอบตอนาที   เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะหหาคาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาล
รวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ปริมาณแหลงไนโตรเจน  ปริมาณเอทานอล  และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 
 
 
3.9 การผลิตเอทานอลจากการใชจุลินทรียผสม เมื่อเพิ่มความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง 
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 3.9.1 ศึกษาการเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกได 
เมื่อใชความเขมขนแปงมันสําปะหลังเริ่มตนเทากับ 100  150 และ 200 กรัมตอลิตร 
 
  เตรียมอาหารเหลวสําหรับเล้ียงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  ใน
ขวดทดลองขนาด 1 ลิตร  โดยใหปริมาณแหลงไนโตรเจนเทากับ 10 กรัมตอลิตร (กรณีใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปน
แหลงไนโตรเจน) หรือ 4.5 กรัมตอลิตร (กรณีใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน)  แปรคาความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลังเทากับ 100  150 และ 200 กรัมตอลิตร  ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ ใหเหมาะตามผลการศึกษา
จากขอ 3.6  นึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน   
 

 เล้ียงกลาเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.5.4  ตามวิธีในขอ 3.5.3  ถาย
กลาเชื้อปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไวในขอ 3.9.1.1  เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ โดยปรับอุณหภูมิใหเหมาะสมตามผลการศึกษาในขอ 3.6 ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที เก็บ
ตัวอยางทุก 4 ชั่วโมง เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํามาวิเคราะหการเจริญ โดยการ spead plate  ปริมาณน้ําตาลรวม 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  ปริมาณแหลงไนโตรเจน และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อในแตละชวงเวลา  

 
3.9.2 การผลิตเอทานอลจากแปงมันสําปะหลัง เมื่อเพิ่มความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง 
 
 3.9.2.1 การผลิตเอทานอลโดยการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  

ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกได 
 

   เล้ียงกลาเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.5.4  ตามวิธีในขอ 3.5.3  
ถายกลาเชื้อปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  ใน
ขวดทดลองขนาด 1 ลิตร  ที่มีความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง ชนิดของแหลงไนโตรเจน และปริมาณแหลง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 3.9.1 เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ โดยปรับอุณหภูมิ
ใหเหมาะสมตามผลการศึกษาในขอ 3.6 ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที เล้ียงเชื้อจนถึงชั่วโมงที่มีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซสูงสุด  
  
   เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามที่
ศึกษาจากขอ 3.7 แลวนํากลาเชื้อที่มีอายุเหมาะสมในการผลิตเอทานอลมาปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ถายเซลลกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae 
SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus sp. ที่เตรียมไวดังที่กลาวกอนหนานี้ 
เล้ียงเชื้อผสมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาท ี  
เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะหหาจํานวนเซลลที่มีชีวิตของ Baciilus sp. และ 
Saccharomyces  cerevisiae SKP-01 ปริมาณน้ําตาลรวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ปริมาณแหลงไนโตรเจน 
ปริมาณเอทานอล และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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 3.9.2.2 การผลิตเอทานอลโดยการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  
พรอมกับเติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus sp. สายพันธุที่
คัดเลือกได 

 
   เร่ิมโดยยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกได ตามวิธีที่
กลาวในขอ 3.9.2.1 เล้ียงเชื้อจนถึงชั่วโมงที่มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด  
  
   เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามที่
ศึกษาจากขอ 3.7 แลวนํากลาเชื้อที่มีอายุเหมาะสมในการผลิตเอทานอลมาปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ถายเซลลกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae 
SKP-01 พรอมกับสารละลายเอนไซมกลูโคอะมิเลส (ปริมาตร 0.03 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อโดยการกรองผานเยื่อ
กรอง (membrane filter) ขนาดรูกรองเทากับ 0.45 ไมโครเมตร  เล้ียงเชื้อผสมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ
เทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
วิเคราะหหาจํานวนเซลลที่มีชีวิตของ Baciilus sp. และ Saccharomyces  cerevisiae SKP-01 ปริมาณน้ําตาล
รวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ปริมาณแหลงไนโตรเจน ปริมาณเอทานอล และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 3.9.2.3 การผลิตเอทานอลโดยการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 

พรอมกับกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus sp. สายพันธุที่
คัดเลือกได ที่ผานการฆาเช้ือแลว 

 
   เร่ิมจากยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกได ตามวิธีในขอ 
3.9.2.1  เล้ียงเชื้อจนถึงชั่วโมงที่มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด  ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเทากับ 4.5   แลว
ฆาเชื้อ Bacillus sp. ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 
   เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามที่
ศึกษาจากขอ 3.7 แลวนํากลาเชื้อที่มีอายุเหมาะสมในการผลิตเอทานอลมาปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ถายเซลลกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae 
SKP-01 พรอมกับสารละลายเอนไซมกลูโคอะมิเลส (ปริมาตร 0.03 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อโดยการกรองผานเยื่อ
กรอง (membrane filter) ขนาดรูกรองเทากับ 0.45 ไมโครเมตร  เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 
35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะห
หาจํานวนเซลลที่มีชีวิตของ Saccharomyces  cerevisiae SKP-01 ปริมาณน้ําตาลรวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
ปริมาณแหลงไนโตรเจน ปริมาณเอทานอล และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 3.9.2.4 การผลิตเอทานอลโดยการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 

ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเช้ือ
แลว และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส 

 
   ยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus sp. สายพันธุที่คดัเลือกได ตามวิธีในขอ 3.9.2.1  
เล้ียงเชื้อจนถึงชั่วโมงที่มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด  ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเทากับ 4.5 ซึ่งเหมาะสม
ตอการผลิตเอทานอล และเหมาะสมตอการทํางานของกลูโคอะมิเลส   ฆาเชื้อ Bacillus sp. ที่อุณหภูมิ 110 องศา
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เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อเย็น แลวเติมสารละลายเอนไซมกลูโคอะมิเลส (ปริมาตร 0.03 
มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อโดยการกรองผานเยื่อกรอง (membrane filter) ขนาดรูกรองเทากับ 0.45 ไมโครเมตร  บมใน
อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบเทากับ 125 รอบตอนาที เปนเวลา 
48 ชั่วโมง  

 
   เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามที่
ศึกษาจากขอ 3.7 แลวนํากลาเชื้อที่มีอายุเหมาะสมในการผลิตเอทานอลมาปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ถายเซลลกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae 
SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไวดังที่กลาวมาขางตน  เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะหหา
จํานวนเซลลที่มีชีวิตของ Saccharomyces  cerevisiae SKP-01 ปริมาณน้ําตาลรวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
ปริมาณแหลงไนโตรเจน ปริมาณเอทานอล และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
3.10 การวิเคราะห 

 
3.10.1 การวัดการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 โดยการหาน้ําหนกัเซลลแหง 
 
 ปนแยกเซลลออกจากน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอ 

นาที  เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นปนลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 1 ครั้ง  ที่ความเร็วและเวลาเทาเดิม  จากนั้นนําเซลลที่
ไดไปใสในถวยอลูมิเนียมที่ทราบน้ําหนักแนนอนแลว นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 24 ถึง 48 
ชั่วโมง ชั่งน้ําหนักถวยที่มีเซลลอบแหงจนคงที่ คํานวณหาปริมาณน้ําหนักเซลลแหง (ภาคผนวก ข)  หนวยเปน
กรัมตอลิตร 

 
3.10.2 การวัดการเจริญของ Bacillus sp. และ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 โดยการ

นับจํานวนเซลลที่มีชีวิต 
 
 นําน้ําหมักมาเจือจางดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) จนไดความเขมขนเซลลที่เหมาะสม  spread  เชื้อเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนผิวหนาอาหาร
เล้ียงเชื้อ  

 การวัดการเจริญของ Bacillus sp. ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ NA (กรณีเล้ียงเชื้อผสม เติม 
cyclohexamide เพื่อยับยั้งการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ความเขมขนเทากับ 50 
ไมโครกรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA)  แลวบมที่อุณหภูมิเทากับ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 การวัดการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD (กรณี
เลี้ยงเชื้อผสม เติม penicillin G เพื่อยับยั้งการเจริญของ Bacillus sp. ความเขมขนเทากับ 50 ไมโครกรัมตอ
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD)   แลวบมที่อุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24-48 ชั่วโมง 

 นับจํานวนโคโลนี คํานวณหาจํานวนเซลลที่มีชีวิต (ภาคผนวก ข) หนวยเปน Colony 
Forming Unit ตอ มิลลิลิตร (CFU/ml) 
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3.10.3 การหาปริมาณน้ําตาลรวม โดยวิธีฟนอล-กรดซัลฟูริค (Dubois และคณะ, 1956) 
 
 นําน้ําหมักมาเจือจางดวยน้ํากล่ันตามความเหมาะสม ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟ

นอลเขมขน 5 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เติมกรดซัลฟูริคเขมขน 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปอยางรวดเร็ว  ผสมใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวนาน 10 นาที  ผสมใหเขากันแลวแชในอางน้ํา
เย็นนาน 5 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร (ใชน้ํากล่ันเปนตัวเปรียบเทียบ)  
คํานวณหาปริมาณน้ําตาลรวม (หนวยเปนกรัมตอลิตร)  โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร และน้ําตาลกลูโคส (ภาคผนวก ข)  

 
3.10.4 การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธีของ Bernfeld (1955) 
 
 นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว มาเจือจางดวยน้ํากล่ันตามความเหมาะสม ปริมาตร 1  

เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid, DNSA) ปริมตร 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  นําไป
ตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที  ทิ้งไวใหเย็นในอางน้ําเย็น เปนเวลา 10 นาที เติมน้ํากลั่นปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร   (ใชน้ํากล่ันเปนตัวเปรียบเทียบ)  
คํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (หนวยเปนกรัมตอลิตร)  โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และน้ําตาลกลูโคส (ภาคผนวก ข)  
 

3.10.5 การหาปริมาณแหลงไนโตรเจน โดยวิธีของ Kemper (1974) 
   
 3.10.5.1 หาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต 
 
  นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว มาเจือจางดวยน้ํากล่ันปลอดประจุตามความ

เหมาะสม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  เติมสารละลายโปแตสเซียมคลอไรด ความเขมขน 5 โมลาร 5 มิลลิลิตร  เติม
สารละลาย EDTA 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที  จากนั้นเติมสารละลายฟนอลไน
โตรพัสไซด  2 มิลลิลิตร  เติมสารละลายบัพเฟอรไฮโปคลอไรท 4 มิลลิลิตร  และเติมน้ํากล่ันปลอดประจุ 8 
มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวนําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที  นําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ 636 นาโนเมตร (ในน้ํากล่ันปลอดประจุเปนตัวเปรียบเทียบ)  คํานวนหาปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟต (หนวยเปนกรัมตอลิตร)  โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณแอมโมเนียม-
ไนโตรเจน (NH4

+- N)  และคาการดูดกลืนแสงที่ 636 นาโนเมตร  (ภาคผนวก ข) 
 
 3.10.5.2 หาปริมาณยูเรีย 
  
  นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว มาเจือจางดวยน้ํากล่ันปลอดประจุตามความ

เหมาะสม ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลายเอนไซมยูเรียเอส (urease) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันแลวนําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  เติมสารละลายโปแตสเซียม
คลอไรด ความเขมขน 5 โมลาร 5 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย EDTA 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 1 นาที  จากนั้นเติมสารละลายฟนอลไนโตรพัสไซด  2 มิลลิลิตร  เติมสารละลายบัพเฟอรไฮโปคลอ
ไรท 4 มิลลิลิตร  และเติมน้ํากลั่นปลอดประจุ 8 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวนําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 



 40

40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 636 นาโนเมตร (ในน้ํากล่ันปลอดประจุเปน
ตัวเปรียบเทียบ)  คํานวนหาปริมาณยูเรีย (หนวยเปนกรัมตอลิตร)  โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานระหวาง
ปริมาณยูเรีย และคาการดูดกลืนแสงที่ 636 นาโนเมตร  (ภาคผนวก ข) 

 
3.10.6 การหาคาความเปนกรด-ดาง (pH) 
  
 นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว มาวัดคา pH ดวยเครื่องวัด pH (pH meter) 
 
3.10.7 การหาปริมาณเอทานอล โดยวิธี Gas Chromatography (GC) 
 

  นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลวมาเจือจางดวยน้ํากล่ันตามความเหมาะสม ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร  ใสใน  eppendoff  เติมสารละลาย internal standard 0.1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  จากนั้นฉีด
ตัวอยาง 1 ไมโครลิตร  วิเคราะหหาปริมาณโดยวิธีกาซโครมาโตรกราฟ (Gas Chromatography) ภายใตสภาวะ
ดังนี้ 
 ชนิดของ column                        :                    แคปพิลลารี คอลัมน ( capillary column) 
                                                                                     รุน CP-WAX 52 CB  

                                            เสนผานศูนยกลาง 0.25 มม.  ความยาว 30 ม.    
อุณหภูมิของ injector                  :  250 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิของ column                  : 40 องศาเซลเซียส (5 นาที) เพิ่มอุณหภูมิให                 

เทากับ 130 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเพิ่ม
อุณหภูมิเทากับ 10 องศาเซลเซียสตอนาที 

          อุณหภูมิของ detector           :   250 องศาเซลเซียส (ใช detector ชนิด FID) 
 กาซตัวพา (carrier gas)        :  กาซไนโตรเจน (อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรตอนาที) 
 ปริมาตรตัวอยาง         :  1  ไมโครลิตร 

  คํานวนหาปริมาณเอทานอล (หนวยเปนกรัมตอลิตร)  โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน
ระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟของเอทานอล ตอบิวทานอล  และความเขมขนของเอทานอล (ภาคผนวก ข)  

 

 

 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 
4.1 การคัดเลือก Bacillus sp. สายพันธุที่ยอยแปงไดดี 
 
 4.1.1 การคัดเลือก Bacillus spp. สายพันธุที่สามารถยอยแปงได 
 

วิธีการคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยแปง (จุลินทรียมีเอนไซมอะมิเลส) เบื้อง 
ตนซึ่งสามารถทําไดงาย รวดเร็ว และเปนที่นิยม คือ การเลี้ยงจุลินทรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด starch agar 
ตรวจสอบความสามารถในการยอยแปงจากบริเวณใสรอบโคโลนีที่เกิดขึ้นหลังจากที่หยดสารละลายไอโอดีนทับ
ลงบนโคโลนี (Forgaty และ Kelly, 1979 , Saxena และคณะ, 2007)    

การคัดเลือก Bacillus sp. สายพันธุที่สามารถยอยแปงไดทําโดย นําแบคทีเรียจํานวน 3 สาย
พันธุไดแก   Bacillus sp. CU-03     Bacillus subtilis  IFO14140    และ Bacillus amyloliquefaciens  
IFO14141 มาขดีเปนแนวยาวบริเวณกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ starch agar  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
สําหรับ Bacillus sp. CU-03   บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม (สุรเชษฐ วงศสิทธิ์ธ
นะกิจ, 2547) เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบความสามารถในการยอยแปงโดยสังเกตจากบริเวณใสรอบโคโลนี  
เม่ือหยดสารละลายไอโอดีนทับลงบนโคโลนี ผลการศึกษาแสดงในรูปที่ 4.1 พบวาเมื่อเปรียบเทียบความสามารถ 
ในการยอยแปงเบื้องตน โดยสังเกตจากบริเวณใสรอบโคโลนีหลังจากการหยดสารละลายไอโอดีนทับลงบน 
โคโลนี ผลการศึกษาพบวาบริเวณใสรอบโคโลนีของ Bacillus subtilis IFO14140  และ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141  กวางกวาบริเวณใสรอบโคโลนีของ Bacillus sp. CU-03 ซึ่งบริเวณใสรอบ
โคโลนีของ Bacillus subtilis IFO14140  และ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 มีความกวางเทากับ 
4.4 และ 5.1 เซนติเมตร ตามลําดับ ดังนั้นในงานวิจัยจึงเลือก Bacillus subtilis IFO14140  และ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 เพื่อนําไปคัดเลือกสายพันธุที่มีความสามารถในการยอยแปงในขั้นตอนตอไป  
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ก)  Bacillus  sp. CU-03 

 

 

 

 

 

 
ข) Bacillus subtilis IFO14140 

 

 

 

 

     5.1 cm 

 

 
(ค) Bacillus amyloliquefaciens          
IFO14141 
 

 

 

 

รูปที่ 4.1   ความสามารถในการยอยแปงของ Bacillus spp. จํานวน 3 สายพันธุ เล้ียงบนอาหาร starch agar  
เปนเวลา 48 ชั่วโมง         
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 4.1.2 การเลือกอายุกลาเช้ือที่เหมาะสม 
  
  เนื่องจากคุณภาพของกลาเชื้อเปนปจจัยที่ชวยสงเสริมใหการยอยแปงมีประสิทธิภาพดีขึ้น 
คุณสมบัติของกลาเชื้อที่ดีตามที่ Stanbury และคณะ (1999) กลาวไว ไดแก เซลลตองมีความสมบูรณแข็งแรง 
และเปนชวงอายุที่มีแอกทิวิตีที่ดี ซึ่งจะทําใหเวลาของระยะ lag phase ของขัน้ตอนตอไปส้ันลง นอกจากนี้กลา
เชื้อที่ดีควรมีจํานวนมากเพียงพอรวมถึงปราศจากการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่น  
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาอายุของกลาเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการยอยแปง ทําโดยเพาะเลี้ยง 
Bacillus subtilis IFO14140  และ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร  
บรรจุอาหารเลี้ยงกลาเชื้อปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยอาหารเลี้ยงกลาเชื้อที่ใช ใชสูตรของ Nakamura และคณะ 
(1999) ซึ่งมีคุณสมบัติกระตุนใหจุลินทรียทั้งสองชนิดผลิตแอลฟาอะมิเลส  ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่  4.2  
พบวา Bacillus subtilis IFO14140  มีอัตราการเจริญในชวงชั่วโมงที่ 2 ถึง 10 สูงกวา Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 หลังจากชั่วโมงที่ 12 การเจริญมีอัตราใกลเคียงกัน     โดยการเจริญของ 
Bacillus subtilis IFO14140  เร่ิมเขาสูระยะการเจริญแบบทวีคูณ (log phase)  ตั้งแตชั่วโมงที่ 2 และเริ่มเขาสู
ระยะการเจริญแบบคงที่ (stationary phase) หลังจากเล้ียงเชื้อได 12 ชั่วโมง และไดพบวาเชื้อเจริญเขาสูระยะ
กลางของชวงการเจริญแบบทวีคูณที่เวลา 6 ชั่วโมง  ดังนั้นในงานวิจัยจึงเลือก Bacillus subtilis สายพันธุ  
IFO14140  ที่มีอายุ 6 ชั่วโมง สําหรับการเปนกลาเชื้อเพื่อใชในการวิจัยขั้นตอไป  
  สําหรับ Bacillus amyloliquefaciens  สายพันธุ IFO14141 พบวาการเจริญเริ่มเขาสูระยะ
การเจริญแบบทวีคูณในชั่วโมงที่ 2 และเริ่มเขาสูระยะการเริญแบบคงที่ในชั่วโมงที่ 12 เชนเดียวกับ Bacillus 
subtilis IFO14140  โดยชวงกลางของระยะการเจริญแบบทวีคูณอยูที่ชั่วโมงที่ 6 ถึง 8 ดังนั้นจึงเลือกกลาเชื้อ 
Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง สําหรับใชในการวิจัยขั้นตอไป 
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รูปที่ 4.2  การเจริญของ Bacillus subtilis IFO14140  และ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 เม่ือ
ติดตามการเจริญโดยหาความเขมขนของเซลลจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
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4.1.3 การเลือก Bacillus sp. สายพันธุที่เจริญ และยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนตาง ๆ 
ไดดี
 
  เนื่องจากอัตราการถายเทออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงเปนองคประกอบจะลดลงเมื่อ
แปงมีความเขมขนสูงขึ้น สงผลใหปริมาณออกซิเจนที่เชื้อสามารถนําไปใชไดลดลง (Vlaev และ Valeva, 1992) 
ซึ่งโดยทั่วไปแลวพบวาการผลิตอะมิเลสโดยแบคทีเรียจีนัส Bacillus จําเปนตองใชออกซิเจน (Milrer และคณะ, 
1996) ดังนั้นหากไมมีการควบคุมปริมาณออกซิเจนที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อจึงจําเปนตองหาปริมาณความ
เขมขนของแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมตอการเจริญ และการผลิตเอนไซมเพื่อการยอยแปง ดังรายงานการวิจัย
ของ Qader และคณะ (2006) ศึกษาความสามารถในการเจริญ และการผลิตแอลฟาอะมิเลสของ Bacillus sp. 
AS -1 ที่ความเขมขนแปงที่ละลายน้ําเริ่มตนเทากับ 5  10  15  20 และ 30 กรัมตอลิตร (โดยไมมีการควบคุม
ปริมาณออกซิเจน) พบวาความเขมขนของแปงเทากับ 20 กรัมตอลิตร สงผลใหจุลินทรียมีการเจริญ และผลิต
แอลฟาอะมิเลสสูงสุด โดยความเขมขนของแปงต่ํากวา 20 กรัมตอลิตร จุลินทรียสามารถเจริญ และผลิต
แอลฟาอะมิเลสไดดีกวาที่ความเขมขนแปงสูงกวา 20 กรัมตอลิตร 
  การศึกษาในขั้นตอนนี้เปนการคัดเลือก Bacillus spp. สายพันธุที่สามารถเจริญ และยอย
แปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนตาง ๆ ไดดี ทําโดยถายกลาเชื้อจุลินทรียที่ไดศึกษาอายุของกลาเชื้อที่เหมาะสมที่
เตรียมโดยวิธีในขอ 4.1.2 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง  ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร โดยแปรความเขมขนของแปงมันสําปะหลังเทากับ 10 15 20 
และ 25 กรัมตอลิตร   ปรับคา pH เร่ิมตนเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  ผลการศึกษาแสดงในขอ 4.1.3.1 และ 4.1.3.2  
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4.1.3.1 การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนตาง ๆ ของ Bacillus 
subtilis IFO14140 
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รูปที่ 4.3  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10 (ก)  15 (ข)   20 (ค) และ 25 
(ค) กรัมตอลิตร ของ Bacillus subtilis IFO 14140 
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   ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.3 พบวาการเลี้ยงเชื้อในทุกความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลังที่ศึกษา การเจริญของจุลินทรียเร่ิมเพิ่มขึ้นตามเวลาการเลี้ยงเชื้อโดยเมื่อเล้ียงเชื้อในแปงมันสําปะหลัง  
ความเขมขนเทากับ 10 และ 15   กรัมตอลิตร  ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  
เทากับ  8.72 และ 8.46 (log (CFU/ml)) คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.57 และ 1.52 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 
ค.1 และ ค.2 ในภาคผนวก ค )   หากเลี้ยงเชื้อในแปงความเขมขน 20 กรัมตอลิตร  ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุด
ในชั่วโมงที่ 16 ของการเลี้ยงเชื้อ  โดยมีคาเทากับ  8.47 (log (CFU/ml)) คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.52 
กรัมตอลิตร  (ตารางที่ ค.3 ในภาคผนวก ค )   และการเลี้ยงเชื้อในแปงความเขมขน 25 กรัมตอลิตร ไดจํานวน
เซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 8 ของการเลี้ยงเชื้อ  โดยมีคาเทากับ  8.17 (log (CFU/ml)  คิดเปนน้ําหนักเซลล
แหงเทากับ 1.47 กรัมตอลิตร    (ตารางที่ ค.4 ในภาคผนวก ค )     ในการเลี้ยงเชื้อในแปงมันสําปะหลังความ
เขมขน 10  15  20 และ 25 กรัมตอลิตร  มีการใชน้ําตาลจากการยอยแปงโดยจุลินทรีย  โดยน้ําตาลรวมลดลง 
เหลือเทากับ 4.32  10.75  16.18 และ 21.22 กรัมตอลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  คา pH ของน้ํา
หมักลดลงเล็กนอยจาก 7.11  7.05  6.98 และ 7.10 เหลือเทากับ 6.50  6.79  6.75 และ 6.71 ตามลําดับ  
(ตารางที่ ค.1 ถึง ค.4 ในภาคผนวก ค  )  
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รูปที่ 4.4   เปรียบเทียบผลของความเขมขนแปงมันสําปะหลังเริ่มตนเทากับ 10  15  20 และ 25 กรัมตอลิตร ที่มี
ตอการเจริญ และยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus subtilis IFO14140  
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ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.4 การเจริญของ  Bacillus subtilis IFO14140 ซึ่ง
แสดงในรูปของจํานวนเซลลที่มีชีวิต มีการเพิ่มขึ้นตามลําดับในทุกวามเขมขนของแปงที่ใช ซึ่งหลังจากไดจํานวน
เซลลที่มีชีวิตสูงสุดแลวพบวาการเจริญคอย ๆ ลดลง โดยการเจริญของ Bacillus subtilis IFO14140 ที่ความ
เขมขนของแปงมันสําปะหลังเริ่มตนเทากับ 10 และ 25 กรัมตอลิตร  ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุด และต่ําสุด ใน
ทุกชวงเวลาของการเลี้ยงจุลินทรีย      การเลี้ยง Bacillus subtilis ในอาหารที่มีความเขมขนแปงมันสําปะหลัง
เทากับ 10  15  20 และ 25 กรัมตอลิตร ความสามารถในการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus subtilis 
IFO14140  เม่ือคิดจากปริมาณน้ําตาลรวมที่ถูกนําไปใช   คํานวนไดเทากับ 6.01  4.31  4.33 และ 3.60 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ      คา pH ของน้ําหมักลดลงจากเวลาเริ่มตน จงถึงเวลาสิ้นสุดการเลี้ยงเชื้อ      

 
ตารางที่ 4.1 คาผลไดเซลลตอสับสเตรท เม่ือเพาะเลี้ยง Bacillus subtilis IFO14140  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปง
มันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10  15  20 และ 25 กรัมตอลิตร 
 

starch (g/l) Yx/s (gX/gS)  สูงสุด Yx/s (gX/gS)  ที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเช้ือ 
10 0.071 (ชั่วโมงที่ 8) 0.021 
15 0.081 (ชั่วโมงที่ 8) 0.016 
20 0.072 (ชั่วโมงที่ 8) 0.016 
25 0.025 (ชั่วโมงที่ 8) 0.002 

 
ดังแสดงในตารางที่ 4.1  การเลี้ยงเชื้อในทุกความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง ให

คาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงสุดในชั่วโมงที่ 8  โดยการเลี้ยงเชื้อในแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 
15 กรัมตอลิตร ไดคาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ 0.081 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรวม (การคํานวน
แสดงในภาคผนวก ค รูปที่ ค.1)  จากขอมูลดังกลาวเปนไปไดวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความหนืดของแปงต่ํา หรือ 
ความเขมขนของแปงมันสําปะหลังต่ํา สงผลให Bacillus subtilis IFO14140 สามารถนําออกซิเจนที่มีอยูไปใชได
งาย ทําใหจุลินทรียมีจํานวนเซลลที่มีชีวิต และความสามารถในการยอยแปงไดสูงกวาเมื่อเทียบกับการเล้ียงจุลิ
นทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความหนืดของแปงสูง  และการที่ความเขมขนของแปงเทากับ 15 กรัมตอลิตร 
เหมาะสมกวาความเขมขนของแปงเทากับ 10 กรัมตอลิตร อาจเปนไปไดวาเปนความเขมขนที่ไมสูงเกินไป และ
เปนภาวะที่เซลลของจุลินทรีย  สับสเตรท คือแปง  และออกซิเจน สัมผัสกันไดดี จึงมีความเหมาะสมสําหรับการ
เจริญของเซลล สงผลใหมีการยอยแปงไดดีกวาองคประกอบที่มีแปงความเขมขนสูงหรือต่ํากวานี้ 
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  4.1.3.2 การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนตาง ๆ ของ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 
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รูปที่ 4.5  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10 (ก)  15 (ข)  20 (ค) และ 25 
(ง)  กรัมตอลิตร ของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 
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   ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.5 พบวาการเลี้ยงเชื้อในทุกความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลังที่ศึกษา การเจริญของจุลินทรียเพิ่มขึ้นตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ  โดยเมื่อเล้ียงเชื้อในแปงมันสําปะหลัง
ความเขมขนเทากับ 10  15  20 และ 25 กรัมตอลิตร  ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยง
เชื้อ  เทากับ  9.05  9.03  9.09 และ 9.00 (log (CFU/ml))   คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.99  1.99  2.0 
และ 1.98 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  พบวามีการใชน้ําตาลจากการยอยแปงโดยจุลินทรีย  โดยน้ําตาลรวมลดลง 
เหลือเทากับ 3.84  9.80  15.43 และ 18.99 กรัมตอลิตรที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     คา pH ของน้ํา
หมักลดลงจาก 6.91  6.97  6.94 และ 6.99 เหลือเทากับ 5.64  5.62  5.44 และ 5.23 ตามลําดับ (ตารางที่ ค.5 
ถึง ค.8 ในภาคผนวก ค) 
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รูปที่  4.6   เปรียบเทียบผลของความเขมขนแปงมันสําปะหลัง 10  15  20 และ 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการเจริญ 
และยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141   
 

ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.6 สรุปไดวาที่ความเขมขนแปงมันสําปะหลังเริ่มตน
เทากับ 10  15  20 และ 25 กรัมตอลิตร ความสามารถในการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 เม่ือคิดจากปริมาณน้ําตาลรวมที่ลดลงมีคาเทากับ  5.27  5.34  5.60 และ 5.86 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ  การเจริญของจุลินทรียมีการเพิ่มตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ โดยการเลี้ยงเชื้อในทุก ๆ ความ
เขมขนของแปงมันสําปะหลัง  จํานวนเซลลที่มีชีวิตที่มีในแตละชวงเวลามีคาใกลเคียงกัน โดยไดจํานวนเซลลที่มี
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ชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่งภายหลังจากนั้นการเจริญคอย ๆ ลดลง      คา pH ของน้ําหมักที่
ไดจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 25 กรัมตอลิตร ลดลงมากกวาการ
เล้ียงในแปงมันสําปะหลังความเขมขน 10  15 และ 20 กรัมตอลิตร เล็กนอย    
 
ตารางที่ 4.2   คาผลไดเซลลตอสับสเตรท เม่ือเพาะเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10  15  20 และ 25 กรัมตอลิตร 
 

starch (g/l) Yx/s (gX/gS)  สูงสุด Yx/s (gX/gS)  ที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเช้ือ 
10 0.166 (ชั่วโมงที่ 4) 0.024 
15 0.177 (ชั่วโมงที่ 4) 0.030 
20 0.144 (ชั่วโมงที่ 4) 0.028 
25 0.141 (ชั่วโมงที่ 4) 0.029 

 
ดังแสดงในตารางที่ 4.2  พบวาการเลี้ยงเชื้อที่ทุกความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง

ใหคาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงสุดในชั่วโมงที่ 4   โดยการเลี้ยงเชื้อที่แปงมันสําปะหลังความเขมขนเทากับ 15 
และ 25 กรัมตอลิตร ใหคาสูงและต่ําสุดตามลําดับ      และคาผลไดเซลลตอสับสเตรทที่เวลา 24 ชั่วโมงของการ
เล้ียงเชื้อในแปงความเขมขน 15 กรัมตอลิตร ใหคาสูงกวาการเลี้ยงเชื้อในแปงความเขมขนอื่นที่ศึกษาที่ชั่วโมง
ดังกลาว   (การคํานวนแสดงในภาคผนวก  ค  รูปที่ ค.2) 

 
จากผลการทดลองในขอ 4.1.3.1 และ 4.1.3.2 ผูวิจัยจึงไดเลือก Bacillus 

amyloliquefaciens IFO14141 เพื่อใชในงานวิจัยขั้นตอไป เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยอย
แปงกับ Bacillus subtilis IFO14140  โดยพิจารณาปริมาณแปงมันสําปะหลังที่จุลินทรียนําไปใช  จํานวนเซลลที่
มีชีวิต และคาผลไดเซลลตอสับสเตรท   คาที่ไดจากการเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ในทุก
ความเขมขนของแปงมันสําปะหลังมีคาสูงกวาคาที่ไดจากการเลี้ยง Bacillus subtilis IFO14140    โดยความ
เขมขนแปงมันสําปะหลังเริ่มตนที่เลือกใชเพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการยอยแปงดวย Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 ตอ คือ 15 กรัมตอลิตร เนื่องจากใหคาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงกวาการเล้ียง
เชื้อดวยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนอื่น ๆ  
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4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเตบิโต และปจจัยที่มีผลตอการยอยแปงของBacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 
      
 4.2.1 ชนิดของแหลงไนโตรเจน  
 
  แหลงไนโตรเจนที่ดีนั้นควรเปนแหลงไนโตรเจนที่หาไดงาย ราคาถูก ไมกอใหเกิดความเปนพิษ
ตอเซลล นอกจากนี้ควรกระตุนใหเกิดการเจริญ และการสรางเอนไซมดวย  แอมโมเนียมซัลเฟต (แหลง
ไนโตรเจนอนินทรีย) และยูเรีย (แหลงไนโตรเจนอินทรีย) เปนแหลงไนโตรเจนที่ทั้งยีสต Saccharomyces 
cerevisiae และแบคทีเรีย Bacillus สามารถใชได นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบกับแหลงไนโตรเจนอนินทรีย และ
แหลงไนโตรเจนอินทรียชนิดอื่นแลวก็นับวามีราคาคอนขางถูก งานวิจัยที่ใชแอมโมเนียมซัลเฟต หรือยูเรีย ในการ
ผลิตแอลฟาอะมิเลส  เชน   Konsula และคณะ (2004)  ศึกษาการยอยแปงที่ละลายน้ําความเขมขนตั้งแต 0.5 
ถึง 4 กรัมตอลิตร ของ Bacillus subtilis  โดยแหลงไนโตรเจนที่ใชคือ แอมโมเนียมซัลเฟต  ซึ่งความเขมขนของ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการยอยแปงในชวงความเขมขนดังกลาวคือ 2 กรัมตอลิตร     Syu และ Chen 
(1997)  ศึกษาการผลิตแอลฟาอะมิเลสจากแปงที่ความเขมขนเริ่มตนตั้งแต 0.9 ถึง 108.4 กรัมตอลิตร ดวยจุลิ
นทรีย Bacillus amyloliquefaciens โดยแหลงไนโตรเจนที่ใชเพื่อการผลิตคือ แอมโมเนียมซัลเฟต ความเขมขน
เร่ิมตนเทากับ 5 กรัมตอลิตร        Saxena (2007)  ศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการผลิตแอลฟาอะมิ
เลสของ Bacillus sp. PN5  พบวายูเรียสามารถกระตุนใหเกิดสรางเอนไซมไดดีกวาการใชโพแทสเซียมไนเตรท   
โซเดียมไนเตรท    แอมโมเนียมไนเตรท   และแอมโมเนียมคลอไรด     Palit และ Banerjee (2001) ใชยูเรียความ
เขมขนเริ่มตนเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร ในการผลิตแอลฟาอะมิเลสจาก Bacillus circulans GRS313 เม่ือใชขาว
สาลีความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน 
  การศึกษาในขั้นตอนนี้เปนการศึกษาชนิดแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญ และการ
ยอยแปงของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ทําโดยถายกลาเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ที่มีแปงมัน
สําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 
มิลลิลิตร  โดยชนิดของแหลงไนโตรเจนไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรีย    ใหความเขมขนของธาตุไนโตรเจน
เทากับ 0.636 กรัมตอลิตร (คิดเปนความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต เทากับ 3 กรัมตอลิตร และความเขมขน
ของยูเรียเทากับ 1.36 กรัมตอลิตร) คิดเปนคาคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 10.49 ตอ 1 ปรับคา pH เร่ิมตนของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 
200 รอบตอนาที  ผลการศึกษาเปนดังนี้  
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รูปที่ 4.7  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 15  กรัมตอลิตร  ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 3 กรัมตอลิตร (ก)  และ ยูเรียความ
เขมขน 1.36 กรัมตอลิตร  (ข) เปนแหลงไนโตรเจน 
 
  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.7 พบวาเมื่อเล้ียงจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลง
ไนโตรเจนชนิดแอมโมเนียมซัลเฟต จุลินทรียเจริญเพิ่มขึ้นตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ โดยไดจํานวนเซลลที่มีชีวิต
สูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  เทากับ 9.03  (log (CFU/ml))  คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.99  
กรัมตอลิตร   ซึ่งภายหลังจากชั่วโมงดังกลาว จํานวนจุลินทรียที่มีชีวิตเริ่มลดลงจนกระทั่งส้ินสุดการทดลอง  
พบวามีการใชน้ําตาลจากการยอยแปง และการใชแอมโมเนียมซัลเฟต  โดยน้ําตาลรวมเหลือเทากับ 9.80 กรัม
ตอลิตร   ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงจาก 2.75 เหลือเทากับ  1.93 กรัมตอลิตร   ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการ
เล้ียงเชื้อ    คา pH ของน้ําหมักลดลงจาก 6.97 เปน 5.62  (ตารางที่ ค.9  ในภาคผนวก ค)   หากเลี้ยงจุลินทรียใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลงไนโตรเจนที่เปนยูเรีย จุลินทรียเจริญเพิ่มขึ้นตามเวลาการเลี้ยงเชื้อเชนกัน โดยไดจํานวน
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เซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 8 เทากับ 8.92 (log (CFU/ml))  คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.96  กรัมตอ
ลิตร  น้ําตาลรวมลดลงเหลือเทากับ 10.04 กรัมตอลิตร   ปริมาณยูเรียลดลงจาก 1.28 เหลือเทากับ  0.77 กรัม
ตอลิตร   ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    คา pH ของน้ําหมักเพิ่มขึ้นจาก 7.99 เปน 8.01  (ตารางที่ ค.10  
ในภาคผนวก  ค ) 
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รูปที่ 4.8   เปรียบเทียบผลของชนิดแหลงไนโตรเจนที่มีตอการเจริญ  และยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141  เม่ือใชแอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน  
 
ตารางที่ 4.3   คาผลไดเซลลตอสับสเตรท เม่ือเพาะเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141   ในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน 

   

nitrogen source Yx/s (gX/gS) สูงสุด Yx/s (gX/gS) ที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
ammonium sulphate 0.177 (ชั่วโมงที่ 4) 0.030 

urea 0.144 (ชั่วโมงที่ 4) 0.003 

ผลที่แสดงดังรูปที่ 4.8 แสดงใหเห็นวา เม่ือเล้ียง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลงไนโตรเจนไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรีย  พบวาความสามารถในการยอยแปงมัน
สําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 เม่ือคิดจากปริมาณน้ําตาลรวมที่ลดลงมีคาเทากับ  
5.34 และ 5.0 กรัมตอลิตร  จํานวนเซลลที่มีชีวิตที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 และ 8  เม่ือเล้ียงจุลินทรียในอาหาร
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เล้ียงเชื้อที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนตามลําดับ    เม่ือใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียูเรียเปน
แหลงไนโตรเจน จํานวนเซลลที่มีชีวิตภายหลังจากชั่วโมงที่ 8 จนกระทั่งส้ินสุดการเลี้ยงจุลินทรีย มีจํานวนนอย
กวาเมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน สงผลใหปริมาณแปงมันสําปะหลังที่ถูกใชมีปริมาณนอยกวา
การใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน    และจากตารางที่ 4.3  พบวาคาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงสุด
จากการเลี้ยงเชื้อในแหลงไนโตรเจนชนิดแอมโมเนียมซัลเฟต มีคาสูงกวาการใชยูเรีย   โดยคาผลไดเซลลตอ
สับสเตรทสูงสุดที่คํานวนไดที่เวลา 4 ชั่วโมง  และที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อดวยแหลงไนโตรเจนชนิด
แอมโมเนียมซัลเฟตก็ใหคาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงกวาการใชยูเรียเชนกัน (วิธคีํานวณแสดงในภาคผนวก ค 
รูปที่ ค.3 ) การใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนมีผลใหคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเปนเบสเพิ่มขึ้นกวาใช
แอมโมเนียมซัลเฟต โดยคา pH ที่เพิ่มขึ้นนี้อาจมีผลใหการเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังลดลง ทั้งนี้มีบาง
รายงานการวิจัยที่พบวาแหลงไนโตรเจนที่ใชมีผลใหคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่ียนแปลง รวมถึง
ความสามารถในการผลิตแอลฟาอะมิเลสลดลงดวย          Qader และคณะ (2006)  พบวาสารสกัดจากยีสตแม
เปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญ และการผลิตแอลฟาอะมิเลสของ Bacillus sp. AS-l แตที่ความ
เขมขนเริ่มตนของสารสกัดจากยีสตมากกวา 4.0 กรัมตอลิตร มีผลใหคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ้น สงผลให
แอกทิวิตีของแอลฟาอะมิเลสลดลง  

จากผลการศึกษาดังกลาว ในงานวิจัยจึงไดเลือกใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน 
เพื่อใชในการเจริญ และการยอยแปงของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ในขั้นตอนตอไป  ทั้งนี้
เนื่องจากคาผลไดเซลลตอสับสเตรทที่เวลา 4 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ สูงกวาการใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน 
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4.2.2 ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 
 
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจนนับวาเปนปจจัยที่สําคัญตอการเจริญ และการผลิตแอลฟา 

อะมิเลสของจุลินทรีย ทําใหมีหลายงานวิจัยไดทําการศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ไดแก Aiyer 
(2004) ศึกษาอัตราสวนระหวางธาตุคารบอน และไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตแอลฟาอะมิเลสของ 
Bacillus licheniformis SPT 27 เม่ือใชแปงมันฝร่ังเปนแหลงคารบอน (ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10 กรัมตอ
ลิตร) โดยการแปรความเขมขนของแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ตั้งแต 2  5  10  20  30 และ 40 กรัมตอลิตร 
พบวาความเขมขนเริ่มตนของแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟตที่เหมาะสมมีคาเทากับ 2 กรัมตอลิตร         Santos 
และ Martins (2003)   ศึกษาความเขมขนของสารสกัดจากยีสตที่เหมาะสมตอการผลิตแอลฟาอะมิเลสของ 
Bacillus sp. โดยแปรคาความเขมขนเริ่มตนของสารสกัดจากยีสตเทากับ 2.5  5.0  7.5 และ 10.0 กรัมตอลิตร 
พบวาBacillus sp. มีการเจริญเพิ่มมากขึ้นเมื่อสารสกัดจากยีสตเขมขนสูงขึ้น  แตอยางไรก็ตาม แอกทิวิตีของ
แอลฟาอะมิเลสที่ไดจากจุลินทรียดังกลาวมีคาสูงสุดเมื่อสารสกัดจากยีสตมีความเขมขนเทากับ 5.0 กรัมตอลิตร  
โดยแอกทิวิตีของเอนไซมมีการลดลงอยางเห็นไดชัดเมื่อสารสกัดจากยีสตมีความเขมขนมากกวา 5.0 กรัมตอ
ลิตร ผลการศึกษาดังกลาวนี้อาจสรุปไดวา ความเขมขนของแหลงไนโตรเจนชวงหนึ่งอาจเหมาะสมตอการเจริญ 
แตอาจไมเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม หรือแอกทิวิตีของแอลฟาอะมิเลส 
  งานวิจัยในขั้นตอนนี้เปนการศึกษาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการ
เจริญ และการยอยแปงของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ทําโดยถายกลาเชื้อ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อ
การยอยแปง ที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวด
ทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร  โดยแปรความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 1  2 และ 3 กรัมตอลิตร  ปรับ
คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  ผลการศึกษาเปนดังนี้  
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รูปที่ 4.9  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15  กรัมตอลิตร  ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 1 (ก)  2 (ข) และ 3 (ค) กรัมตอ
ลิตร เปนแหลงไนโตรเจน  
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  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.9 พบวาเมื่อเล้ียงจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลง
ไนโตรเจนชนิดแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 1  2 และ 3 กรัมตอลิตร  จุลินทรียเจริญเพิ่มขึ้นตามเวลาการ
เล้ียงเชื้อ โดยไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  เทากับ 9.03  9.07 และ 9.03  (log 
(CFU/ml)) ตามลําดับ คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.99  กรัมตอลิตร ซึ่งไมมีความแตกตางกัน  ภายหลังจาก
ชั่วโมงดังกลาวจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิตเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง  พบวามีการใชน้ําตาลจากการยอย
แปง และการใชแอมโมเนียมซัลเฟต  โดยน้ําตาลรวมเหลือเทากับ 8.72  9.53 และ 9.80 กรัมตอลิตร   ปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟตลดลงเหลือเทากับ  0.07  0.90 และ 1.93 กรัมตอลิตร   ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    
คา pH ของน้ําหมักลดลงจาก 6.94  7.02 และ 6.97  เปน 5.66  5.59 และ 5.62    (ตารางที่ ค.11 ถึง ค.13  ใน
ภาคผนวก  ค)    
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รูปที่ 4.10  เปรียบเทียบผลของความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 1  2 และ 3 กรัมตอลิตร ทีมี่
ตอการเจริญ และยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141   
 
  ผลที่แสดงดังรูปที่ 4.10 แสดงใหเห็นวา เม่ือเล้ียง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 1  2 และ 3 กรัมตอลิตร  ปริมาณแปงมัน
สําปะหลังที่ถูกใชทั้งหมด (เม่ือพิจารณาจากปริมาณน้ําตาลรวมที่ลดลง) มีคาเทากับ 6.27  5.67 และ 5.34 กรัม
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ตอลิตร ตามลําดับ การเจริญของจุลินทรียมีการเพิ่มตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ โดยการเลี้ยงเชื้อในทุก ๆ ความ
เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ศึกษา  จํานวนเซลลที่มีชีวิตที่มีในแตละชวงเวลามีคาใกลเคียงกัน โดยไดจํานวน
เซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่งภายหลังจากนั้นการเจริญคอย ๆ ลดลง    คา pH ของน้ํา
หมักลดลงจากเวลาเริ่มตน จนถึงเวลาสิ้นสุดการเลี้ยงเชื้อ  

 
 ตารางที่  4.4  คาผลไดเซลลตอสับสเตรท เม่ือเพาะเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต ความเขมขน 1  2 และ 3 กรัมตอลิตร 
 

ammonium sulphate (g/l) Yx/s (gX/gS)  สูงสุด Yx/s (gX/gS)  ที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเช้ือ 
1 0.143 (ชั่วโมงที่ 4) 0.022 
2 0.185 (ชั่วโมงที่ 4) 0.028 
3 0.177 (ชั่วโมงที่ 4) 0.030 

 
  ตารางที่ 4.4  เม่ือคํานวณคาผลไดเซลลตอสับสเตรทจากการเลี้ยงเชื้ออาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 1  2 และ 3 กรัมตอลิตร  พบวามีคาสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ  โดยมี
คาเทากับ 0.143  0.185 และ 0.177 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรวม ตามลําดับ (วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก  
ค  รูปที่ ค.4 )    
  ผลการศึกษาดังกลาวทําใหทราบวาชวงความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 1 ถึง 3 
กรัมตอลิตร สามารถใชเพื่อการเจริญ และการยอยแปงของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ไดไม
แตกตางกัน เนื่องจากที่ชวงความเขมขนดังกลาวจุลินทรียสามารถเจริญและยอยแปงได นอกจากนี้เม่ือส้ินสุด
การเลี้ยงเชื้อก็ยังพบวามีแอมโมเนียมซัลเฟตเหลืออยู    แตอยางไรก็ตามหากตองนําน้ําหมักที่ไดจากการยอย
แปงไปใชตอเพื่อการผลิตเอทานอลดวย Saccharomyces cerevisiae  SKP-01 ในขั้นตอนตอไป การใช
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 3 กรัมตอลิตร จึงเหมาะสมที่สุด เนื่องจากนาจะมีปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟตเหลือมากพอตอการผลิตเอทานอลจากเชื้อผสมเปนเวลามากกวา 48 ชั่วโมง 
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 4.2.3 คา pH เริม่ตนของอาหารเลี้ยงเช้ือ  

 
โดยสวนใหญแลวแบคทีเรียจีนัส Bacillus สามารถเจริญไดในชวง pH คอนขางกวาง  ซึ่งคา 

pH ที่เหมาะสมตอการผลิต และการทํางานของแอลฟาอะมิเลส มักอยูในชวงที่เซลลสามารถเจริญเติบโตได  เชน 
Bacillus sp. K-12 เจริญไดดีในชวงคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อประมาณ 4.5 ถึง 10.5  โดยคา pH ของอาหาร
เล้ียงเชื้อที่เหมาะสมตอตอการผลิตแอลฟาอะมิเลสอยูในชวง 6.0 ถึง 8.0 (Kiran และคณะ, 2005)  อยางไรก็
ตาม การเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ในระดับขวดเขยานั้น ไมสามารถปรับคา pHในระหวาง
การเลี้ยงเชื้อได ดังนั้นจึงจําเปนตองศึกษารูปแบบของการเจริญ และการยอยแปงที่คา pH เร่ิมตนของอาหาร
เล้ียงเชื้อคาตาง ๆ  เพื่อนําขอมูลที่ไดไปประกอบการอธิบายรูปแบบการผลิตเอทานอลโดยการใชเชื้อผสมใน
ระดับขวดเขยาไดตอไป  ทั้งนี้มีหลายงานวิจัยที่พบวา เม่ือคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่ียนแปลง การผลิต
เอนไซม และแอกทิวิตีของเอนไซมอาจเปลี่ยนแปลงไป เชน งานวิจัยของ Sarikaya และ GÜrgÜn  (2000)  พบวา
คา pH ที่เหมาะสมตอเจริญ และการผลิต แอลฟาอะมิเลสของ Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ l และ ll  
มีคาเทากับ 7.0  โดยเอนไซมมีแอกทิวิตีสูงสุดที่คา pH เทากับ 5.9  และยังคงมีแอกทิวิตีเม่ืออยูชวง pH ระหวาง 
5.0 ถึง 7.0      Gangadharan และคณะ (2006)  รายงานวา Bacillus amyloliquefaciens สามารถผลิต
แอลฟาอะมิเลส ไดในชวง pH ระหวาง 3.0 ถึง 9.0 โดยเอนไซมมีแอกทิวิตีสูงสุดที่คา pH เทากับ 4.0 
  งานวิจัยในขั้นตอนนี้เปนการศึกษาคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญ และ
การยอยแปงของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ทําโดยถายกลาเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง  ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟตความ
เขมขนเริ่มตนเทากับ 3 กรัมตอลิตร บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร  ศึกษาคา pH เร่ิมตนของอาหาร
เล้ียงเชื้อเทากับ 4.0  5.0  6.0  7.0 และ 8.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  ผลการศึกษาเปนดังนี้  
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รูปที่ 4.11 การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เทากับ 4.0 (ก)  5.0 (ข)  6.0 (ค)  7.0 (ง) และ  8.0 (จ)  
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  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.11  พบวาการเล้ียงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา pH เร่ิมตน
เทากับ 4.0  5.0  6.0  7.0 และ 8.0  การเจริญของจุลินทรียเพิ่มขึ้นตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ  โดยไดจํานวนเซลลที่มี
ชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  เทากับ  8.41  8.88  8.88  9.03 และ 9.00 (log (CFU/ml))  คิดเปน
น้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.85  1.95  1.95  1.99 และ 1.98 กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวามีการใชน้ําตาลจาก
การยอยแปงโดยจุลินทรีย และใชแอมโมเนียมซัลเฟต  โดยน้ําตาลรวมลดลงเหลือเทากับ 10.22  10.08  9.47  
9.80  และ 7.72 กรัมตอลิตร ตามลําดับ     ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงเหลือเทากับ 2.36  2.30  2.10  
1.93 และ 2.10 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ     คา pH ของน้ําหมักลดลงจาก 
4.12  5.12  6.14  6.97 และ 8.11  เหลือเทากับ  3.22  4.53  5.54  5.62 และ 7.51 ตามลําดับ (ตารางที่ ค.14 
ถึง ค.18 ในภาคผนวก ค)   
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รูปที่ 4.12    เปรียบเทียบผลของ pH เร่ิมตนเทากับ  5.0  6.0  7.0  และ 8.0 ที่มีตอการเจริญ และยอยแปงมัน
สําปะหลังโดย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141    
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  จากรูปที่ 4.12  การเลี้ยง  Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา 
pH เร่ิมตนเทากับ 4.0  5.0  6.0  7.0 และ 8.0   ปริมาณแปงมันสําปะหลังที่ถูกใชไปทั้งหมด (พิจารณาจากคา
น้ําตาลรวม) มีคาเทากับ 4.82  5.13  5.68  5.34 และ 7.36 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  จํานวนเซลลที่มีชีวิตในแต
ละชวงเวลามีแนวโนมเชนเดียวกัน คือ เพิ่มขึ้นตามลําดับในชวงแรกของการทดลอง และสูงสุดในชวงโมงที่ 12  
ซึ่งจํานวนเซลลที่มีชีวิตภายหลังจากชั่วโมงดังกลาวเริ่มลดลงจนถึงชั่วโมงสุดทายของการเลี้ยงเชื้อ   คา pH ของ
อาหารเลี้ยงเชื้อที่สงผลใหจํานวนเซลลที่ชีวิตในแตละชวงเวลามีมากที่สุดถึงนอยที่สุดเปนดังนี้ 7.0  8.0  6.0  5.0 
และ 4.0      ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตทั้งหมดที่ถูกใชมีคาเทากับ 0.53  0.91  0.95  0.82 และ 0.88 กรัมตอ
ลิตร       คา pH ของน้ําหมักลดลงจากเวลาเริ่มตน จนถึงเวลาสิ้นสุดการเล้ียงเชื้อ 
 
ตารางที่ 4.5  คาผลไดเซลลตอสับสเตรท เม่ือเพาะเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีคา pH เร่ิมตนเทากับ 4.0  5.0  6.0  7.0 และ 8.0 
 
 pH Yx/s (gX/gS)  สูงสุด Yx/s (gX/gS)  ที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเช้ือ 

4.0 0.129 (ชั่วโมงที่ 4) 0.011 
5.0 0.140 (ชั่วโมงที่ 4) 0.022 
6.0 0.158 (ชั่วโมงที่ 4) 0.023 
7.0 0.177 (ชั่วโมงที่ 4) 0.030 
8.0 0.136 (ชั่วโมงที่ 4) 0.022 

 
 

 
 

 
 
   
  จากตารางที่ 4.5 เม่ือคํานวณ พบวาการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา pH เร่ิมตนเทากับ 
4.0  5.0  6.0  7.0 และ 8.0  ไดคาคาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงสุดที่เวลา 4 ชั่วโมง โดยมีคาเทากับ  0.129  
0.140  0.158  0.177 และ 0.136 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรวม ตามลําดับ (การคํานวนแสดงในภาคผนวก ค  รูป
ที่ ค.5)  ดังนั้นจึงเลือกคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 เพื่อใชในงานวิจัยขั้นตอไป เนื่องจากใหคา
ผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงที่สุด (ชั่วโมงที่ 4) เม่ือเปรียบเทียบกับการใชคา pH คาอื่นที่ชั่วโมงเดียวกัน นอกจากนี้
ขอมูลดังกลาวทําใหทราบวา Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 สามารถมีการเจริญไดในชวง pH กวาง 
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 4.2.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ และการยอยแปง 
 
  เนื่องจากอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต และการผลิตแอลฟาอะมิเลสของแบคทีเรีย
จีนัส Bacillus อาจเปนอุณหภูมิเดียวกัน หรือตางกันได ทั้งนี้ขึ้นกับสายพันธุของจุลินทรีย (Mamo และ 
Gessesse (1999) และ Qader และคณะ (2006)) โดยมีบางรายงานการวิจัยที่พบวา Bacillus 
amyloliquefaciens สามารถเจริญ และผลิตเอนไซมในชวงอุณหภูมิ 30 ถึง 60 องศาเซลเซียส   เชนในงานวิจัย
ของ Gangadharan และคณะ (2007) และ Sivaramakrishnan และคณะ (2007)  
  งานวิจัยในหัวขอนี้เปนการศึกษาคาของอุณหภมิูที่เหมาะสมตอการเจริญ และการยอยแปง
ของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ทําโดยถายกลาเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ที่
มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่
มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตน
เทากับ 3 กรัมตอลิตร บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร  ปรับคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 
7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 35 และ37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอ
นาที  ผลการศึกษาเปนดังนี้ 
  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.13   พบวาเมื่อเล้ียงจุลินทรียที่อุณหภูมิเทากับ 30  35 และ 
37 องศาเซลเซียส   จุลินทรียเจริญเพิ่มขึ้นตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ  และไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 
12 ของการเลี้ยงเชื้อ  เทากับ 9.04  9.18 และ 9.03  (log (CFU/ml))  คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.99  2.02 
และ 1.99  กรัมตอลิตร ตามลําดับ   ซึ่งภายหลังจากชั่วโมงดังกลาว จํานวนจุลินทรียที่มีชีวิตเริ่มลดลงจนกระทั่ง
ส้ินสุดการทดลอง  พบวามีการใชน้ําตาลจากการยอยแปง และการใชแอมโมเนียมซัลเฟต  โดยน้ําตาลรวมลดลง
เหลือเทากับ 10.11  10.01 และ 9.80 กรัมตอลิตร    ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงเหลือเทากับ  2.54  2.48 
และ 1.93 กรัมตอลิตร   คา pH ของน้ําหมักลดลงเปนเทากับ 6.51   6.44 และ 5.62    ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการ
เล้ียงเชื้อ       (ตารางที่ ค.19 ถึง ค.21   ในภาคผนวก ค )   
    ผลที่แสดงดังรูปที่ 4.14  แสดงใหเห็นวาการเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  
ที่อุณหภูมิเทากับ 30  35 และ 37 องศาเซลเซียส  จํานวนเซลลที่มีชีวิตมีแนวโนมคลายกัน คือ เพิ่มจํานวนมาก
ขึ้นตามลําดับในชวงแรกของการทดลอง และสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่งภายหลังจากชั่วโมง
ดังกลาว จํานวนเซลลที่มีชีวิตเริ่มลดลงจนถึงชั่วโมงที่ 24 ปริมาณแปงมันสําปะหลังที่ถูกใชทั้งหมด (พิจารณา
จากปริมาณ น้ําตาลรวม) มีคาเทากับ 5.93  5.86 และ 5.34 กรัมตอลิตร       ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่ถูกใช
ทั้งหมดมีคาเทากับ 0.55  0.50 และ 0.82 กรัมตอลิตร       เม่ือส้ินสุดการเลี้ยงเชื้อคา pH ของน้ําหมักที่ไดจาก
การเลี้ยงจุลินทรียที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสมีคาต่ํากวาการเล้ียงที่ 30 และ 35 องศาเซลเซียสเล็กนอย       
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รูปที่ 4.13  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เทากับ 7.0 บม บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30  35 และ 37 องศาเซลเซียส  
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รูปที่ 4.14  เปรียบเทียบผลของอุณหภูมิ ที่มีตอการเจริญ และยอยแปงมันสําปะหลังโดย  Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141   เม่ือเล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30  35 และ 37 องศาเซลเซียส   
    
ตารางที่ 4.6 คาผลไดเซลลตอสับสเตรท เม่ือเพาะเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ที่อุณหภูมิ
เทากับ 30  35 และ 37 องศาเซลเซียส 

temperature (ºC) Yx/s(gX/gS)   สูงสุด Yx/s (gX/gS)  ที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเช้ือ 
30 0.084 (ชั่วโมงที่ 8) 0.016 
35 0.141 (ชั่วโมงที่ 4) 0.021 
37 0.177 (ชั่วโมงที่ 4) 0.030 

   
  จากตารางที่ 4.6 เม่ือคํานวณคาผลไดเซลลตอสับสเตรท พบวาการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิเทากับ 
30 องศาเซลเซียส ไดคาสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 8 ของการเลี้ยงเชื้อ  โดยมีคาเทากับ 0.084 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรวม  
หากเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิเทากับ 35 และ 37 องศาเซลเซียส ไดคาสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 4 ของการเล้ียงเชื้อ  โดยมีคา
เทากับ 0.141 และ 0.177 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรวม ตามลําดับ (วิธีคํานวณแสดงในภาคผนวก ค รูปที่ ค.6) 
ดังนั้นอาจกลาวไดวาที่อุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ S. 
cerevisiae SKP-01) B. amyloliquefaciens IFO14141 ยังคงมีความสามารถในการเจริญ และยอยแปงมัน
สําปะหลังได  อยางไรก็ตามงานวิจัยนี้เลือกอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 37 องศาเซลเซียส เนื่องจากให
คาผลไดเซลลตอสับสเตรทสูงที่สุด เม่ือเปรียบเทียบกับชวงเวลาเดียวกัน 
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4.3 การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 เพ่ือใหไดกลา
เช้ือที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล 
 
 4.3.1 ชนิดของอาหารเลี้ยงกลาเช้ือ 
 
  คุณภาพของกลาเชื้อเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหกระบวนการหมักมีประสิทธิภาพดีขึ้น  ซึ่งปจจัย
ที่สําคัญที่สงผลตอคุณภาพของกลาเชื้อคือ   อาหารสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ  พบวาการพัฒนาสูตรอาหารสําหรับ
เล้ียงกลาเชื้อใหเหมาะสมตอการเจริญของกลาเชื้อสามารถชวยลดระยะ lag phase ใหส้ันลงได    อายุของกลา
เชื้อก็มีความสําคัญตอคุณภาพของกลาเชื้อ  เพราะกลาเชื้อที่อยูในชวงที่มีกิจกรรมของเซลลที่ดี จะสงผลตอการ
เจริญและการผลิตสารผลิตภัณฑไดดีในขั้นตอนการผลิต โดยกลาเชื้อที่อยูในระยะการเจริญแบบทวีคูณจะมี
อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate; µ) สูง (Mansi และ Charlie, 1999) 
  การศึกษาชนิดอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ที่เหมาะสมทํา
โดย เล้ียง Saccharomyces cerevisiae SKP-01  ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชมี 2 
สูตร ไดแก BSM (Basal Salt Medium) และ YPD (Yeast Peptone Dextrose)  โดยอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ชนิดมี
การเติมกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 20 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.5  บมเชื้อบน
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที   ผลการศึกษา
พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด YPD สงผลใหเชื้อมีการเจริญเติบโตดีกวาอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด BSM    ดังแสดงในรูป
ที่ 30 และตารางที่ 13 คาน้ําหนักเซลลแหงที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อดวยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด YPD มากกวาคาที่ได
จากอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด BSM ในทุกชวงเวลาของการทดลอง โดยปริมาณน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเมื่อเล้ียงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ BSM และ YPD เทากับ 3.31 (ชั่วโมงที่ 48) และ 6.18 (ชั่วโมงที่ 48) กรัมตอลิตร ตามลําดับ  
และเมื่อคิดคาอัตราการเจริญจําเพาะพบวา อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด YPD ใหคาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดใน
ชั่วโมงที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อ  เทากับ 0.0888 ตอชั่วโมง ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ BSM  ใหอัตราการเจริญ
จําเพาะสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 เทากับ 0.0427 ตอชั่วโมง (วิธีคํานวณแสดงในภาคผนวก ค รูปที่ ค.7) ดังนั้นใน
งานวิจัยจึงเลือกฟพนทัเล้ียงเชื้อ YPD สําหรับเปนอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ เนื่องจากคาอัตราการเจริญจําเพาะ และ
น้ําหนักเซลลแหงของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ที่ไดจากการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD มีคาสูง
กวาการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BSM 
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รูปที่ 4.15  การเจริญของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ BSM และ YPD 
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ตารางที่ 4.7 น้ําหนักเซลลแหง อัตราการเจริญจําเพาะ และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เม่ือใชอาหารเลี้ยงกลา
เชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหาร BSM และ YPD 
 

  time (h) DCW (g/l) specific growth rate (h-1) pH 
BSM medium 0 1.01 - 4.48 

 6 1.02 0.0016 4.53 
 12 1.38 0.0257 4.41 

 18 1.99 0.0389 4.31 
 24 2.61 0.0427 4.35 
 30 2.86 0.0399 4.26 
 36 3.01 0.0355 4.28 
 42 3.24 0.0318 4.17 
 48 3.31 0.0281 4.11 

YPD medium 0 1.23  - 4.53 
 6 2.10 0.0888 4.48 
 12 3.28 0.0816 4.42 

 18 4.31 0.0701 4.35 
 24 4.61 0.0560 4.32 
 30 5.33 0.0474 4.20 
 36 5.74 0.0406 4.19 
 42 5.66 0.0342 4.12 
  48 6.18 0.0299 4.07 

 
 
 4.3.2 คา pH เริม่ตนของอาหารเลี้ยงกลาเช้ือ 
  
  ไฮโดรเจนไออน ( H ion) หรือโปรตอน มีความสําคัญมากในเชิงสรีระวิทยาของยีสต โดย pH 
ทั้งภายนอกและภายในเซลลมีอิทธิพลมากตอการเจริญและเมทาบอลิซึมของยีสต โดยทั่วไปยีสตสวนมากเจริญ
ไดดีในชวง pH 3.5-7.0     คา pH เร่ิมตน และ buffer capacity ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชควรอยูสภาพที่ยีสต
สามารถเจริญและหมักเอทานอลไดตลอดกระบวนการ เนื่องจากการเจริญที่รวดเร็วของยีสตเม่ือมีการนําน้ําตาล
ไปใช  ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีสภาพเปนกรด ซึ่งเปนผลรวมจากการปลดปลอยโปรตอนระหวางการขนสง
สารอาหาร  การปลดปลอยกรดอินทรีย และการเกิดคารบอนไดออกไซด นอกจากนี้ pH ภายในเซลลที่กําลัง
เจริญจะมีการควบคุมภายในชวงแคบ ๆ เทานั้น (โดยการทํางานของเอนไซม ATPase ที่พลาสมาเมมเบรน) 
(Isaac และ Jenning (1995) , Walker (1998))  ดังนั้นจึงตองมีการปรับ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหอยูในชวงที่
เหมาะสม 
  ในขั้นตอนนี้ไดศึกษาคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae 
SKP-01 ที่เหมาะสม  โดยเลี้ยงเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ดวยอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD ที่มี
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การเติมกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 20 กรัมตอลิตร แปรคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.0  4.5  
5.0 และ 5.5 บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอ
นาที  ผลการศึกษาแสดงในรูปที่ 4.16 และตารางที่ 4.8 
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รูปที่ 4.16  การเจริญของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD ที่มีน้ําตาล
กลูโคสเทากับ 20  กรัมตอลิตร  คา pH เร่ิมตนเทากับ 4.0  4.5  5.0 และ5.5  
 
  เม่ือเล้ียง Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่ pH เร่ิมตน
เทากับ 4.0  4.5  5.0 และ 5.5  แลววัดการเจริญของยีสต โดยวิเคราะหจากคาน้ําหนักเซลลแหงพบวา  
Saccharomyces cerevisiae  SKP-01 สามารถเจริญไดในทุกคา pH ที่ศึกษา  โดย ยีสตมีการเจริญเพิ่มมากขึน้
ตามลําดับตลอดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ และน้ําหนักเซลลแหงที่ไดในแตละชวงเวลามีคาใกลเคียงกัน  โดยได
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดที่ชั่วโมงสุดทายของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในรูปที่ 4.16 และผลการทดลองในตารางที่ 4.8 
สรุปไดวา น้ําหนักเซลลแหงของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ที่ไดจากการเลี้ยงที่คา pH เร่ิมตนตาง ๆ 
มีคาใกลเคียงกันในแตละชวงเวลาของการเลี้ยงเชื้อ ดังกลาวแลวกอนหนานี้  โดยน้ําหนักเซลลแหงมีการเพิ่มขึ้น
เทากับ 4.95  4.95  4.97 และ 4.37 กรัมตอลิตร  เม่ือเล้ียงเชื้อในอาหารที่มีคา pH เร่ิมตนเทากับ 4.0  4.5  5.0 
และ 5.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตามลําดับ    คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อมีการลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ 
โดยที่ 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ คา pH มีคาลดลงจากคา pH เร่ิมตนประมาณ 0.4 ถึง 0.5  สําหรับคาอัตรา
การเจริญจําเพาะที่คํานวณได พบวาไดคาสูงสุดเทากับ 0.0983 ตอชั่วโมง เม่ือเล้ียงเชื้อที่คา pH เร่ิมตนเทากับ 
5.0  และอัตราการเจริญจําเพาะลดลงเปน 0.0888   0.0771 และ 0.0515 ตอชั่วโมง (วิธีคํานวณแสดงใน
ภาคผนวก ค รูปที่ ค.8) เม่ือเล้ียงเชื้อที่คา pH เทากับ 4.5  4.0 และ 5.5  ตามลําดับ  ดังนั้นในงานวิจัยขั้นตอไป
จึงเลือกคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD เทากับ 5.0  เนื่องจากใหคาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด 
เม่ือเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อที่คาpHเร่ิมตนคาอื่น

 



 
 
 
ตารางที่ 4.8  การเจริญ  คาอัตราการเจริญจําเพาะ และคา pH เมื่อเลี้ยงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่ปรับ pH เริ่มตนเทากับ 4.0  4.5  5.0 
และ 5.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

pH 4.0 pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 
time (h) 

DCW (g/l) µ  (h-1) pH      DCW (g/l) µ  (h-1) pH DCW (g/l) µ  (h-1) pH DCW (g/l) µ  (h-1) pH 
0             1.47 - 3.97 1.23 - 4.53 1.08 - 5.02 1.77 - 5.61
6            

         
             
             
             
             
             

        

2.33 0.0764 4.12 2.10 0.0888 4.48 1.91 0.0950 5.17 1.81 0.0033 5.54
12 3.71 0.0771 4.02 3.28 0.0816 4.42 3.52 0.0983 4.95 3.29 0.0515 5.48 
18 4.16 0.0598 3.97 4.31 0.0701 4.35 4.22 0.0783 4.86 3.82 0.0484 5.42
24 4.92 0.0500 3.89 4.61 0.0560 4.32 4.84 0.0632 4.82 5.05 0.0474 5.39
30 5.23 0.0415 3.80 5.33 0.0474 4.20 5.40 0.0525 4.76 5.41 0.0420 5.21
36 5.48 0.0348 3.74 5.74 0.0406 4.19 5.83 0.0444 4.70 5.79 0.0368 5.16
42 5.60 0.0295 3.65 5.66 0.0342 4.12 5.48 0.0364 4.63 5.95 0.0319 5.03
48 6.42 0.0265 3.57 6.18 0.0299 4.07 6.05 0.0314 4.57 6.14 0.0279 5.10
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 4.3.3 อุณหภูมิที่เหมาะตอการเล้ียงกลาเช้ือ 
 
  ความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูงของยีสตเปนลักษณะเฉพาะตัวของยีสตแตละสาย
พันธุ  Saccharomyces cerevisiae เปนยีสตสายพันธุที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic strain) 
อุณหภูมิต่ําสุดที่สามารถเจริญไดคือ 5 ถึง 10 องศาเซลเซียส และไมมีการเจริญที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
ความทนตออุณหภูมิสูงมากขึ้นเมื่อเชื้อเจริญในอาหารที่สมบูรณ (Rose และ Harison, 1970) 
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-
01 โดยเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD ที่มีการเติมกลูโคสความ
เขมขนเริ่มตนเทากับ 20 กรัมตอลิตร   pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ  อุณหภูมิที่ศึกษาเทากับ 25  30  35 และ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  ผล
การศึกษาแสดงในรูปที่ 4.17 และตารางที่ 4.9 
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รูปที่ 4.17 การเจริญของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD ที่มีน้ําตาลกลูโคส
เทากับ 20  กรัมตอลิตร pH เร่ิมตนเทากับ 5.0 บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 25  30  35 และ 37  
องศาเซลเซียส  
 
  เม่ือเล้ียง Saccharomyces cerevisiae  SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่อุณหภูมิเทากับ 
25  30  35 และ 37 องศาเซลเซียส  แลววัดการเจริญของยีสต โดยวิเคราะหจากคาน้ําหนักเซลลแหง พบวา 
Saccharomyces cerevisiae  SKP-01 สามารถเจริญไดในทุกคาอุณหภูมิที่ศึกษา  โดยยีสตมีการเจริญเพิ่มขึ้น
ตลอดระยะเวลากการเลี้ยงเชื้อ  และไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 ของการเลี้ยงเชื้อ โดยน้ําหนักเซลล
แหงที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 และ 37 องศาเซลเซียส มีคาใกลเคียงกัน และสูงกวาการเลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 และ 25 องศาเซลเซียส ดังแสดงในรูปที่ 4.17 
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  จากขอมูลในตารางที่ 4.9 แสดงใหเห็นวาเมื่อเล้ียง  Saccharomyces cerevisiae SKP-01 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD โดยบมที่อุณหภูมิเทากับ 25  30  35 และ 37 องศาเซลเซียส ยีสตมีการเจริญเพิ่มขึ้น
ตามลําดับเวลาการเลี้ยงเชื้อ การเจริญของยีสตสูงสุดเมื่อเล้ียงที่อุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ไดน้ําหนัก
เซลลแหงสูงสุดเทากับ 9.27 กรัมตอลิตร  และพบวาไดน้ําหนักเซลลแหงต่ํากวาเมื่อเล้ียงที่อุณหภูมิเทากับ 25  
30 และ 37 องศาเซลเซียส     สวนคา pH ของน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 25 และ 35 องศา
เซลเซียส เม่ือส้ินสุดการเล้ียงเชื้อ มีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นเล็กนอย  สําหรับการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิเทากับ 30 
และ 37 องศาเซลเซียส คา pH ลดลงเล็กนอย       คาอัตราการเจริญจําเพาะที่คํานวณได พบวามีคาสูงสุดเมื่อ
เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส เทากับ 0.1061 ตอชั่วโมง และอัตราการเจริญจําเพาะมีคาต่ํากวา 
โดยมีคาเทากับ  0.0983  0.0657 และ 0.0551 ตอชั่วโมง (วิธีคํานวณแสดงในภาคผนวก ค รูปที่ ค.9) เม่ือเล้ียง
เชื้อที่อุณหภูมิเทากับ 30  37 และ 35 องศาเซลเซียส ตามลําดับ   ดังนั้นในงานวิจัยขั้นตอไปจึงเลือกคาอุณหภูมิ
ที่ใชในการเลี้ยงกลาเชื้อเทากับ 35 องศาเซลเซียสเนื่องจากใหคาอัตราการเจริญจําเพาะสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบ
กับคาอุณหภูมิคาอื่น
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ตารางที่ 4.9  การเจริญ  คาอัตราการเจริญจําเพาะ และคา pH เมื่อเลี้ยงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD  pH เริ่มตนเทากับ 5.0 ที่อุณหภูมิเทากับ 
25  30  35  และ 37 องศาเซลเซียส 
 
 

25ºC    30ºC 35ºC 37ºC 
time (h) DCW (g/l) µ (h-1) pH      DCW (g/l) µ (h-1) pH DCW (g/l) µ (h-1) pH DCW (g/l) µ (h-1) pH 

0             1.44 - 5.01 1.08 - 5.02 1.41 - 5.05 1.53 - 5.03
6            

          
             
            
             
             
             

        

1.53 0.0101 4.97 1.91 0.0950 5.17 2.67 0.1061 4.92 2.47 0.0283 4.90
12 2.13 0.0326 4.87 3.52 0.0983 4.95 5.02 0.1057 5.17 4.58 0.0657 5.03 
18 2.56 0.0343 4.99 4.22 0.0783 4.86 5.28 0.0765 5.15 5.52 0.0591 5.06
24 3.12 0.0344 5.22 4.84 0.0632 4.82 6.35 0.0615 5.21 6.00 0.0487 5.10
30 3.75 0.0338 5.25 5.40 0.0525 4.76 6.64 0.0495 4.99 7.20 0.0431 5.14
36 4.36 0.0327 5.32 5.83 0.0444 4.70 8.02 0.0433 5.03 8.29 0.0390 4.95
42 5.53 0.0328 5.73 5.48 0.0364 4.63 8.27 0.0375 5.15 9.33 0.0357 4.88
48 5.96 0.0315 5.72 6.05 0.0314 4.57 9.27 0.0336 5.17 9.13 0.0316 4.80
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 4.3.4 ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตนที่เหมาะสมตอการเล้ียงกลาเช้ือ 
 
  ภายในเซลลยีสตมีคารบอนประมาณ 50 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง ยีสตเปนจุลินทรีย
ที่ตองใชสารประกอบอินทรียเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน สวนใหญสารอินทรียที่ใชคือน้ําตาล  และ
น้ําตาลกลูโคสก็เปนน้ําตาลที่ยีสตทุกชนิดสามารถนําไปใชในกระบวนการเมแทบอลิซึมได   (Berry และคณะ 
1987)  ความเขมขนของน้ําตาลนับวาเปนปจจัยสําคัญตอการเจริญเติบโตของยีสต โดยสวนใหญแลวที่ความ
เขมขนของน้ําตาลสูงจะมีผลยับยั้งการเจริญ โดยเซลลของยีสตจะเกิดพลาสโมไลซิส (plasmolysis) เม่ืออยูใน
น้ําตาลที่มีความเขมขนสูงกวา 14 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) (Jones และคณะ, 1981)  ปริษฎางค วงศ
ปราชญ (2547) รายงานวา  การเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในน้ําตาลความเขมขนเทากับ 
260 กรัมตอลิตร  มีผลใหไดการเจริญ และการผลิตเอทานอลลดลง เม่ือเทียบกับการเล้ียงเชื้อในน้ําตาลความ
เขมขน 165 และ 220 กรัมตอลิตร เนื่องจากเซลลเกิดพลาสโมไลซิส 
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสที่ใชในการเลี้ยงกลาเชื้อ 
Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ทําโดยเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงกลา
เชื้อ YPD ที่มีการเติมกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 20  30  40 และ 50 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหาร
เล้ียงเชื้อเทากับ 5.0 บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิอุณหภูมิเทากับ  35 องศาเซลเซียส ผลการศึกษา
แสดงในรูป 4.18  และตารางที่ 4.10 
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รูปที่ 4.18  การเจริญของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD ที่มีน้ําตาล
กลูโคสความเขมขนเทากับ 20  30  40 และ 50 กรัมตอลิตร pH เร่ิมตนเทากับ 5.0 บมบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิเทากับ 35  องศาเซลเซียส   
 
  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.18 แสดงวาการใชน้ําตาลกลูโคสความเขมขนเทากับ 20 ถึง 
50 กรัมตอลิตร  มีผลตอการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุที่ศึกษา โดยรวมพบวาการเจริญ
ของยีสตเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ  โดยพบวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลเพิ่มขึ้น มีผลใหเซลลนํา
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น้ําตาลไปใชในกระบวนการเมแทบอลิซึม และสงผลใหมีการเจริญสูงสุด โดยไดน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 13.49 
กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง  เม่ือใชน้ําตาลความเขมขนสูงสุดที่ศึกษา (50 กรัมตอลิตร) ในการวิจัยนี้    ใน
ทํานองเดียวกัน การเจริญของยีสตเม่ือเล้ียงในอาหารที่มีน้ําตาลความเขมขนต่ํากวา (20 ถึง 40 กรัมตอลิตร)  
น้ําหนักเซลลแหงของยีสตที่ไดลดลงเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของน้ําตาล  กลาวคือ ไดคาน้ําหนักเซลล
แหงสูงสุดเทากับ 9.27  9.09 และ 10.27 เม่ือใชน้ําตาลเทากับ 20  30 และ 40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 
48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
  ผลการทดลองดังตารางที่ 4.10 สําหรับคาน้ําหนักเซลลแหงดังกลาวแลวกอนหนานี้ โดยการ
เจริญของยีสตสูงสุดเมื่อใชกลูโคส 50 กรัมตอลิตร  และพบวาการเจริญมีนอยกวา เม่ือความเขมขนของกลูโคส
ต่ํากวา (20  30 และ 40 กรัมตอลิตร)  สําหรับคาอัตราการเจริญจําเพาะที่คํานวณได พบวาคาสูงสุดเทากับ 
0.1537 ตอชั่วโมง เม่ือเล้ียงยีสตในอาหารที่มีกลูโคสสูงสุดเทากับ 50 กรัมตอลิตร  และคาอัตราการเจริญจําเพาะ
ลดลงเปน 0.1251   0.1127 และ 0.1061 ตอชั่วโมง (วิธีคํานวณแสดงในภาคผนวก ค รูปที่ ค.10) เม่ือเล้ียงใน
อาหารที่มีกลูโคส 40  30 และ 20 กรัมตอลิตร ตามลําดับ    ดังนั้นในงานวิจัยจึงเลือกคาความเขมขนของน้ําตาล
กลูโคสที่ใชในการเลี้ยงกลาเชื้อเทากับ 50 กรัมตอลิตร เนื่องจากใหคาน้ําหนักเซลลแหง และคาอัตราการเจริญ
จําเพาะสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับคาที่ไดจากความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสอื่น 
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ตารางที่ 4.10  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 เมื่อใชอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD  ปริมาณความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนเทากับ 20  30  40 และ 
50 กรัมตอลิตร pH เริ่มตนเทากับ 5.0 บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35  องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
 
 

  

20 (g/l) 30 (g/l) 40 (g/l) 50 (g/l) 
time (h) 

DCW (g/l) µ (h-1) pH      DCW (g/l) µ (h-1) pH DCW (g/l) µ (h-1) pH DCW (g/l) µ (h-1) pH 
0             1.41 - 5.05 1.40 - 5.01 1.30 - 4.98 1.30 - 4.98
6            

         
             
             
             
             
             

        

2.67 0.1061 4.92 2.67 0.1076 4.94 2.50 0.1087 4.94 2.74 0.1240 4.94
12 5.02 0.1057 5.17 5.42 0.1127 4.85 5.84 0.1251 4.48 8.23 0.1537 4.48 
18 5.28 0.0765 5.15 6.17 0.0859 5.23 7.50 0.1018 4.83 8.78 0.1139 4.83
24 6.35 0.0615 5.21 6.70 0.0661 5.20 8.08 0.0792 4.96 9.30 0.0850 4.96
30 6.64 0.0495 4.99 7.22 0.0528 5.21 9.02 0.0641 5.01 10.53 0.0676 5.01
36 8.02 0.0433 5.03 8.23 0.0447 5.04 9.51 0.0528 5.01 11.98 0.0564 5.01
42 8.27 0.0375 5.15 8.96 0.0388 5.02 10.01 0.0444 4.92 13.27 0.0485 4.92
48 9.27 0.0336 5.17 9.09 0.0336 5.01 10.27 0.0378 4.80 13.49 0.0417 4.80
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4.4 การผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiea SKP-01 จากแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวย 
Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 หรือเอนไซมทางการคา  
  
 4.4.1 การผลิตเอทานอลโดยการใชจุลินทรยี 2 ชนิด เมื่อเพาะกลาเช้ือยีสต Saccharomyces 
cereviaias SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 ที่ผานการฆาเช้ือแลว และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส 
 

ผลการศึกษาที่รายงานในขอ 4.1 และ 4.2 พบวาการยอยแปงโดย Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซประมาณ 6 ถึง 7 กรัมตอลิตร (ขอมูลไมไดแสดง) จาก
แปง 15 กรัมตอลิตร  ดังนั้นเพื่อใหไดปริมาณน้ําตาลเพิ่มขึ้น ในการศึกษานี้จึงเติมกลูโคอะมิเลสเพื่อใหการยอย
แปงสมบูรณขึ้น 

การผลิตเอทานอลโดยการใชเชื้อผสมเริ่มจาก ถายกลาเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และมี
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน  บรรจุในขวดทดลองขนาด 
250 มิลลิลิตร   คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เปนเวลา 4 ชั่วโมง โดยเวลาดังกลาวไดคาผลไดเซลลตอ
สับสเตรทสูงสุด  ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเทากับ 4.5 ซึ่งเปนคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของ
กลูโคอะมิเลส และเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  นําไปฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อเย็น แลวเติมสารละลายเอนไซมกลูโคอะ
มิเลส ปริมาตร 0.001 มิลลิลิตร บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  ความเร็ว
รอบเทากับ 125 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน   
  เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD ซึ่งมีกลูโคส
ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 50 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 บมเชื้อบนเครื่องเขยา
ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  ควบคุมอุณหภูมิอุณหภมิูเทากับ  35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง   
ปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ถายเซลล
กลาเชื้อที่ไดลงในน้ําหมักที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่เตรียมไว   เล้ียง
เชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาที ซึ่งเปนภาวะที่
เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae  SKP-01 (ปริษฏางค วงศปราชญ, 2547)  เก็บ
ตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผลการศึกษาแสดงในรูปที่ 4.19 และตารางที่ 4.11 
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รูปที่  4.19   การผลิตเอทานอลโดยการใชจุลินทรีย 2 ชนิด  เมื่อเพาะกลาเชื้อยีสต Saccharomyces 
cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่
ผานการฆาเชื้อแลว  และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส 
 

ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.19 และตารางที่ 4.11   ในชวง 4 ชั่วโมงแรกของการยอยแปง
ดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 พบวาการเจริญเติบโตของ Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 เพิ่มขึ้นเล็กนอย  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นจาก 0.03 เปน 6.47 กรัมตอลิตร  ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงเล็กนอย 

เม่ือยอยแปงที่เหลือตอดวยกลูโคอะมิเลสเปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เพิ่มขึ้นจาก 6.47 เปนเทากับ 14.01 กรัมตอลิตร และเมื่อเพาะกลาเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-
01 ลงไปพบวายีสตมีการเจริญเพิ่มขึ้นเล็กนอยตามเวลาของการเลี้ยงเชื้อ และไดคาน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดใน
ชั่วโมงที่ 76 ของการเลี้ยงเชื้อ (ชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะกลาเชื้อยีสต) เทากับ 8.98 กรัมตอลิตร และไดคาอัตรา
การเจริญจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.005 ตอชั่วโมง   หลังจากนั้นการเจริญของยีสตเร่ิมลดลงอยางชา ๆ   ปริมาณ
น้ําตาลรวม และน้ําตาลรีดิวซ ลดลงอยางรวดเร็วในชวงชั่วโมงที่ 58 ของการเล้ียงเชื้อ   ปริมาณเอทานอลเพิ่ม
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สูงขึ้น และสูงสุดในชั่วโมงดังกลาว โดยไดเทากับ 6.03 กรัมตอลิตร   (0.76 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร))  
คิดเปนผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรท เทากับ 0.40 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม  ประสิทธิภาพการหมัก
เทากับ 78.43 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี  อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 0.10 กรัมเอทานอลตอลิตร
ตอชั่วโมง   ซึ่งภายหลังจากชั่วโมงดังกลาว ปริมาณน้ําตาลรวมและน้ําตาลรีดิวสมีแนวโนมคงที่ ปริมาณเอทา
นอลลดลงตามลําดับจนเหลือเทากับ 1.17 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงสุดทายของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อคอย ๆ ลดลง  โดยเหลือ 1.64 กรัมตอลิตร  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง และมีคา
เทากับ 3.62  เม่ือส้ินสุดการเล้ียงเชื้อ  การศึกษานี้มีวัตถุประสงคใหยีสตหมักน้ําตาลไดเอทานอลในเวลาอันสั้น 
จึงใชกลาเชื้อยีสตปริมาณมาก  ผลการศึกษาจึงพบวาน้ําตาลถูกใชและผลิตเปนเอทานอลในเวลาอันสั้น โดย
ยีสตมีการเจริญเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย 
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ตารางที่  4.11   การผลิตเอทานอล และคาพารามิเตอร โดยการใชจุลินทรีย 2 ชนิด เมื่อเพาะกลาเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปง
ดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อแลว  และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส 

DCW (g/l) 

time (h) 
total 
sugar 
(g/l) 

reducing 
Sugar 
(g/l) 

ammonium 
Sulphate 

(g/l) 
pH 

B. 
amyloliquefaciens 

IFO14141 (g/l) 
 

S. 
cerevisiae 

SKP-01 (g/l) 

µ 
(h-1) 

Yx/s 
(gX/gS) 

ethanol 
(g/l) 

Yp/s 
(gP/gS) 

Qp 
(gp/l.h) 

fermentation 
efficiency (%) 

0             15.17 0.03 3.03 7.02 1.79 0 0 0 0 0 0 0
4  
 

14.41          

            

            

            
            
            
            
            
           
            
            

6.47 2.73 6.91 1.84 0 0.0069 0.0658 0 0 0 0

52 
( กอนเติมยีสต ) 

14.41 14.01 2.71 4.59 0 0 0 0 0 0 0 0

52 
( หลังเติมยีสต ) 

14.54 14.11 2.71 4.57 0 8.07 0 0 0.41 0 0 0

58 0.48 0.06 2.31 4.52 0 8.17 0.0020 0.0068 6.03 0.40 0.10 78.43
64 0.46 0.01 2.34 4.11 0 8.30 0.0023 0.0114 4.71 0.35 0.07 68.63
70 0.44 0.01 2.23 4.06 0 8.81 0.0046 0.0251 3.01 0.30 0.04 58.82
76 0.38 0.02 2.26 3.95 0 8.98 0.0048 0.0352 2.64 0.26 0.03 50.98
82 0.29 0.02 2.11 3.91 0 8.88 0.0039 0.0398 2.13 0.23 0.03 45.10
88 0.37 0.02 1.65 3.85 0 8.65 0.0027 0.0400 1.60 0.21 0.02 41.18
94 0.23 0.01 1.55 3.81 0 8.63 0.0019 0.0399 1.42 0.18 0.02 35.29
100 0.35 0.02 1.64 3.62 0 8.37 0.0011 0.0376 1.17 0.17 0.01 33.33
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ethanol 

butanol 

 
รูปที่  4.20   โครมาโตแกรมของเอทานอลมาตรฐาน วิเคราะหดวยวิธี Gas Chromatography 

 
 

butanol 

ethanol  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่  4.21   โครมาโตแกรมของเอทานอลที่ผลิตไดในชั่วโมงที่ 58 วิเคราะหดวยวิธี Gas Chromatography 

 
 
  จากรูปที่ 4.20 และ 4.21 แสดงโครมาโตแกรมที่วิเคราะหโดย Gas 

Chromatography  รูปที่ 4.20 และ 4.21 แสดงพีคของเอทานอลมาตรฐาน และเอทานอลจากตัวอยางที่เวลา 58 
ชั่วโมง ที่อยูในคอลัมนของสาร (retention time)  ที่ 2.98 นาที  และของบิวทานอลซึ่งเปนสารมาตรฐานภายใน ที่
เวลา 7.67 นาที 
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4.4.2 การผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้ําตาล

ที่ไดจากการยอยแปงดวยเอนไซมทางการคา  
 
  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมี
น้ําตาลความเขมขนเทากับ 15 กรัมตอลิตร ที่ไดจากการยอยแปงมันสําปะหลังดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะ
มิเลส เปนแหลงคารบอน (วิธีการเตรียมตามภาคผนวก ก) และมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอ
ลิตร เปนแหลงไนโตรเจน  สําหรับคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ ปรับใหมีคาเทากับ 4.5  นึ่งฆาเชื้อแบบ
มาตรฐาน  รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อเย็นแลวเติมเซลลกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 (วิธีเตรียมเซลล
กลาเชื้อเชนเดียวกับขอ 4.4.1) บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 
100 รอบตอนาที   เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผลการศึกษาแสดงในรูป 4.22 และตารางที่ 4.12 
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รูปที่  4.22   การผลิตเอทานอลเมื่อเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในน้ําตาลที่ไดจากการ
ยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะมิเลส  
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จากรูปที่ 4.22 และตารางที่ 4.12 เม่ือเพาะกลาเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-
01 ภายหลังจากการยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะมิเลสเปนเวลา 50 ชั่วโมง พบวายีสต 
Saccharomyces cerevisiae SKP-01 มีการเจริญเพิ่มขึ้นเล็กนอย  โดยไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดในชั่วโมงที่ 74 
ของการเลี้ยงเชื้อ  (ชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะหัวเชื้อยีสต) เทากับ 8.99 กรัมตอลิตร และไดอัตราการเจริญ
จําเพาะสูงสุดในชั่วโมงดังกลาว เทากับ 0.005 ตอชั่วโมง    หลังจากนั้นการเจริญของยีสตเร่ิมลดลง   ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซลดลงอยางรวดเร็วในชวงชั่วโมงที่ 56 ของการเลี้ยงเชื้อ   โดยปริมาณเอทานอลเพิ่มสูงขึ้นและสูงสุด
ในชั่วโมงดังกลาว   ไดปริมาณเอทานอล เทากับ 6.97 กรัมตอลิตร  (0.88 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)) คิด
เปนผลไดตอผลิตภัณฑเทากับ 0.42 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม    ประสิทธิภาพการหมักเทากับ 82.35 
เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี      อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 0.12 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง   
ซึ่งภายหลังจากเวลาดังกลาว ปริมาณน้ําตาลรีดิวสมีแนวโนมคงที่โดยมีคาอยูในชวงเทากับ 0.01 ถึง 0.07 กรัม
ตอลิตร จนสิ้นสุดการเลี้ยงเชื้อ    ปริมาณเอทานอลไดลดลงเรื่อย ๆ จนมีคาเทากับ 1.49 กรัมตอลิตร ชั่วโมง
สุดทายของการเลี้ยงเชื้อ   ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงตามเวลาการเลี้ยงเชื้อโดยเหลือเทากับ 1.98 กรัมตอ
ลิตร สวนคา pH ลดลงตามเวลาโดยเหลือเทากับ 3.42 เม่ือส้ินสุดการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 4.12   การผลิตเอทานอล และคาพารามิเตอร โดยการเพาะSaccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะ
มิเลส 
 
 

 time (h) reducing sugar 
(g/l) 

ammonium  
sulphate (g/l) 

S. cerevisiae  
SKP-01 (g/l) pH µ 

(h-1) 
Yx/s 

(gX/gS) 
ethanol 

(g/l) 
Yp/s 

(gP/gS) 
Qp 

(gp/l.h) 

fermentation 
efficiency 

(%) 
o         0 0 0 5.12 0 0 0 0 0 0 
50           

          
         
         
        
         
         
         
         

15.10 3.05 8.11 4.58 0 0 0.63 0 0 0
56 0.07 2.87 8.26 4.47 0.0030 0.010 6.97 0.42 0.12 82.35
62 0.07 2.65 8.30 3.86 0.0019 0.011 5.75 0.38 0.09 74.51
68 0.06 2.54 8.84 3.66 0.0044 0.023 4.52 0.34 0.07 66.67
74 0.06 2.43 8.99 3.55 0.0045 0.032 2.57 0.29 0.04 56.86
80 0.06 2.33 8.77 3.51 0.0034 0.034 2.37 0.25 0.03 49.02
86 0.02 2.27 8.54 3.48 0.0021 0.033 2.03 0.22 0.02 43.14
92 0.02 2.20 8.43 3.41 0.0012 0.031 1.49 0.20 0.02 39.22
98 0.01 1.98 8.33 3.42 0.0006 0.029 1.49 0.18 0.02 35.29
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ตารางที่   4.13   คาพารามิเตอรตาง ๆ ที่ไดจากการผลิตเอทานอลโดยการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae  SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 
ที่ผานการฆาเชื้อ และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส (ก) หรือน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลส และ
กลูโคอะมิเลส (ข) 
 

 ethanol 
(g/l) 

µ 
(h-1) 

Yx/s 
(gX/gS) 

Yp/s 
(gP/gS) 

Qp 
 (gp/l.h) 

fermentation 
 efficiency (%) 

ก ) 6.03 0.005 0.04 0.40 0.10 78.43 
ข ) 6.97 0.005 0.03 0.42 0.12 82.35 

 
จากตารางที่  4.13     อัตราการเจริญจําเพาะ และคาผลไดเซลลตอสับสเตรท ที่ไดจากการ

ผลิตเอทานอลทั้งสองวิธีมีคาใกลเคียงกัน  สําหรับคาผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรท อัตราการผลิตเอทานอล และ
ประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลที่ไดจากการเพาะกลาเชื้อยีสตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย 
Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อแลว และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส มีคาต่ํากวาการ
เพาะกลาเชื้อยีสตลงในน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะมิเลส  

 
ตารางที่ 4.14   การยอยแปงโดย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 และเอนไซมทางการคา 
 

 starch 
(g/l) 

reducing 
sugar (g/l) time (h) conditions Qp 

(gp/l.h) 
B. amyloliquefaciens 

IFO14141 15 7 4 37 °C , pH 7.0 1.75 

B. amyloliquefaciens 
IFO14141 และ 
glucoamylase 

15 14 52 
37 °C , pH 7.0  (4 h) 

และ 
60°C , pH 4.5  (48 h) 

0.27 

alpha-amylase และ 
glucoamylase 15 15 50 

70°C , pH 6.0  (2 h) 
และ 

60°C , pH 4.5  (48 h) 
0.30 

 
  จากตารางที่ 4.14    พบวาการใช Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ในการยอยแปง
มันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร พบวาไดปริมาณน้ําตาลสูงสุดประมาณ 7 กรัมตอลิตร 
ที่เวลา 4 ชั่วโมง  ซึ่งนับวาเปนการยอยแปงไดน้ําตาลในระยะเวลาสั้น มีผลใหอัตราการผลิตน้ําตาลรีดิวซมีคาสูง 
ภาวะที่ใชในการยอยแปงไมซับซอน และส้ินเปลืองพลังงานในการใหความรอนต่ําเมื่อเทียบกับการยอยแปงดวย
วิธีอื่นที่ศึกษา อยางไรก็ตามแปงอาจถูกยอยไดไมสมบูรณดวยแบคทีเรียดังกลาว แตหากมีการใชกลูโคอะมิเลส 
รวมดวยจะมีผลใหไดน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น โดยไดน้ําตาลรีดิวซสูงสุดเทากับ 14 กรัมตอลิตร แตอัตราการผลิต
น้ําตาลรีดิวซจะมีคาลดลง เนื่องจากในขั้นตอนการยอยแปงตอดวยเอนไซมกลูโคอะมิเลสใชเวลานาน  และเมื่อ
พิจารณาการยอยแปงโดยใชเอนไซมทางการคาสองชนิด พบวาวิธีดังกลาวใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาการ
ยอยแปงดวยวิธีอื่น  แตใชภาวะในการยอยแปงที่ซับซอนมากกวา และส้ินเปลืองพลังงานมากกวาวิธีอื่น รวมถึง
ใชเวลาคอนขางนาน  
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4.5 การผลิตเอทานอลจากการใชจุลินทรียผสม เมื่อเพิ่มความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง 
 
 4.5.1 การเจรญิ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 
เมื่อใชแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 100  150 และ 200 กรัมตอลิตร 
 
  งานวิจัยขั้นตอนนี้เปนการศึกษาความสามารถในการยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 เม่ือเพิ่มความเขมขนแปงมันสําปะหลัง เนื่องจากผลการศึกษาในขอ 4.4  ทําให
ทราบวา สามารถเพิ่มผลผลิตเอทานอลไดหากเพิ่มปริมาณน้ําตาลซึ่งไดจากการยอยแปงมันสําปะหลัง โดยเริ่ม
จาก ถายกลาเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงใน
อาหารเลี้ยงจุลินทรียเพื่อการยอยแปง MSM ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตน
เทากับ 100  150  และ 200 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 
10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน  บรรจุในขวดทดลองขนาด 1 ลิตร   คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 
7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ผลการศึกษาเปนดังนี้ 
  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.23 พบวาการเลี้ยงเชื้อในทุกความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลังที่ศึกษา การเจริญของจุลินทรียเพิ่มขึ้นตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ  โดยเมื่อเล้ียงเชื้อในแปงมันสําปะหลัง
ความเขมขนเทากับ 100 และ 150 กรัมตอลิตร  ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 8 ของการเลี้ยงเชื้อ  
เทากับ  8.99 และ 9.37 (log (CFU/ml))   คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.98 และ 2.06 กรัมตอลิตร  
ตามลําดับ   หากเลี้ยงเชื้อในแปงมันสําปะหลังความเขมขนเทากับ  200 กรัมตอลิตร  ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิต
สูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเล้ียงเชื้อเทากับ 9.19 (log (CFU/ml))  คิดเปนน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 2.02 กรัม
ตอลิตร  ซึ่งภายหลังจากชั่วโมงดังกลาวจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิตเริ่มลดลงจนกระทั่งส้ินสุดการทดลอง ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซถูกผลิตเพิ่มขึ้น  อยางรวดเร็วภายใน 4 ชั่วโมงแรกของการเพาะเชื้อ โดยไดเทากับ 34.99  61.85 
และ 66.29 กรัมตอลิตร      พบวาจุลินทรียมีการใชน้ําตาลจากการยอยแปง และใชแอมโมเนียมซัลเฟต  โดย
น้ําตาลรวมลดลงเหลือเทากับ 63.70  111.0 และ 159.01 กรัมตอลิตร ตามลําดับ     ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟ
ตลดลงเหลือเทากับ 7.98  8.88 และ 8.54 กรัมตอลิตร  ตามลําดับ      คา pH ของน้ําหมักลดลงเหลือเทากับ 
5.81  5.58 และ 5.74 ตามลําดับ  ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  (ตารางที่ ค.22 ถึง ค.24 ในภาคผนวก ค )  
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รูปที่ 4.23  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 100 (ก)  150 (ข) และ 200 
(ค)  กรัมตอลิตร  ของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 
10 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน  
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รูปที่  4.24   เปรียบเทียบผลของความเขมขนแปงมันสําปะหลังเริ่มตนเทากับ 100  150 และ 200 กรัมตอลิตร ที่
มีตอการเจริญ และยอยแปงมันสําปะหลังโดย Bacillus amyloliquefaciens  
 

ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.24  สรุปไดวาการเลี้ยง  Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขนแปงมันสําปะหลังเริ่มตนเทากับ 100  150 และ 200  กรัมตอลิตร  
การเจริญของจุลินทรียมีการเพิ่มตามเวลาการเลี้ยงเชื้อโดยไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 8  8 และ 12 
ตามลําดับ  โดยจํานวนเซลที่มีชีวิตที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อที่แปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 กรัม
ตอลิตร มีจํานวนสูงกวาการเลี้ยงเชื้อในแปงมันสําปะหลังความเขมขนอื่นในทุกชวงเวลา ปริมาณแปงมัน
สําปะหลังที่ถูกใชไปทั้งหมด (พิจารณาจากคาน้ําตาลรวม) มีคาเทากับ 34.83  42.85  และ 48.32  กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ  ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตทั้งหมดที่ถูกใชมีคาเทากับ 1.54  1.21 และ 1.50 กรัมตอลิตร      การ
เปลี่ยนแปลงของคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อมีแนวโนมใกลเคียงกัน    
  ในชั่วโมงที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยแปงมันสําปะหลัง
ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 100 150 และ 200 กรัมตอลิตร  เพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วโดยมีคาเทากับ 34.99  61.85 
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และ 66.29 กรัมตอลิตร ตามลําดับ   ซึ่งปริมาณแปงมันสําปะหลังที่ถูกใชไปทั้งหมดจนถึงชั่วโมงดังกลาว มีคา
เทากับ 16.53  15.49 และ 23.54  กรัมตอลิตร   
 
ตารางที่  4.15  คาผลไดเซลลตอสับสเตรท เม่ือเพาะเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 100  150   และ 200 กรัมตอลิตร 
 

starch (g/l) Yx/s (gX/gS)  สูงสุด Yx/s (gX/gS)  ที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเช้ือ 
100 0.0098 (ชั่วโมงที่ 12) 0.0072 
150 0.0159 (ชั่วโมงที่ 12) 0.0056 
200 0.0093 (ชั่วโมงที่ 12) 0.0050 

 
ดังแสดงในตารางที่ 4.15  เม่ือคํานวณคาผลไดเซลลตอสับสเตรทจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร

เล้ียงเชื้อที่มีความเขมขนแปงมันสําปะหลังเริ่มตนเทากับ 100  150 และ 200  กรัมตอลิตร    พบวาคาผลไดเซลล
ตอสับสเตรทสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเล้ียงเชื้อ   โดยคาผลไดเซลลตอสับสเตรทที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อใน
อาหารที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเทากับ 150 กรัมตอลิตร ใหคามากที่สุด  (วิธีการคํานวณแสดงใน
ภาคผนวก  ค  รูปที่ ค.13 )    

จากขอมูลดังกลาว งานวิจัยนี้จึงเลือกแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 กรัม
ตอลิตร เพื่อใชในงานวิจัยขั้นตอไป เนื่องจากที่เวลา 12 ชั่วโมงภายหลังการเพาะกลาเชื้อใหคาผลไดเซลลตอ
สับสเตรทสูงสุดเมื่อเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในแปงมันสําปะหลังความเขมขนอื่นที่ศึกษา     และในชั่วโมงที่ 4 ของ
การเลี้ยงเชื้อ ปริมาณน้ําตาลลรีดิวซที่ไดจากการยอยแปงมันสําปะหลังมีคาสูงกวาการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขน 100 กรัมตอลิตร   โดยปริมาณที่ไดใกลเคียงกับการใชแปงความเขมขน 
200 กรัมตอลิตร     โดยปริมาณแปงมันสําปะหลังที่ถูกใชไปมีคาต่ําที่สุด เม่ือเทียบกับการเล้ียงเชื้อในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนอื่นที่ศึกษา 
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4.5.2  การผลิตเอทานอลจากแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร 
 
 4.5.2.1 การเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ

ที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 
 
  ในป 2004 González  และคณะรายงานวา ผลการทดลองที่ดีที่สุดในการใชเชื้อ

ผสมระหวาง Endomycopsis fibuligera และ Zymomonas mobilis ในการเปลี่ยนแปงมันสําปะหลังที่ไมถูก
ยอย (unhydrolysed cassava starch) ในความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร เปนเอทานอล  พบวาที่
เวลา 96 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อผสมไดเอทานอลเทากับ 31.4 กรัมตอลิตร คิดเปนคาผลไดผลิตภัณฑตอ
สับสเตรท และอัตราการผลิตเอทานอลเทากับ  0.21 กรัมเอทานอลตอกรัมแปง และ 0.33 กรัมเอทานอลตอลิตร
ตอชั่วโมง ตามลําดับ  

  Dostálek  และ Häggström (1983) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลโดยการใชเชื้อ
ผสมระหวาง Saccharomycopsis fibuligera และ Zymomonas mobilis พบวา ในการใชแปงที่ละลายน้ํา 
(soluble starch)  ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 30 กรัมตอลิตร สามารถใหผลผลิตเอทานอลเทากับ 9.7 กรัมตอ
ลิตร  ความสัมพันธของจุลินทรียทั้งสองเปนแบบพึ่งพาอาศัยกัน (commensalism) แตก็มีการแขงขันกันใช
น้ําตาลกลูโคสดวยเชนกัน ซึ่งขอดีของการใชเชื้อผสมคือ น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงดวย Saccharomycopsis 
fibuligera  สวนใหญถูกใชเพื่อผลิตเอทานอลโดย Zymomonas mobilis อยางรวดเร็ว ทําใหในอาหารเลี้ยงเชื้อมี
ปริมาณน้ําตาลกลูโคสอยูในระดับต่ํา ซึ่งปริมาณน้ําตาลกลูโคสดังกลาวสงผลใหไมเกิดการยับยั้งการผลิตเอน 
ไซมที่ใชในการยอยแปง ดังนั้นน้ําตาลรีดิวซที่ไมใชกลูโคสจึงถูกยอยเปนกลูโคสเรื่อย ๆ  แตอยางไรก็ตาม การ
เล้ียง Saccharomycopsis fibuligera  ในภาวะที่ใชในการผลิตเอทานอลของ Zymomonas mobilis อาจทําให
ปริมาณเอทานอลที่ไดไมสูงมากนัก เพราะภาวะที่ไมเหมาะสมดังกลาวมีผลใหอัตราการผลิตน้ําตาลกลูโคสจาก
ยอยแปงของ Saccharomycopsis fibuligera  ไมสูงเพียงพอเมื่อเทียบกับอัตราการใชน้ําตาลกลูโคสเพื่อผลิตเอ
ทานอล  

  งานวิจัยในขั้นตอนนี้เปนการผลิตเอทานอลโดยการใชเชื้อผสมระหวาง Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 และ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 โดยเริ่มจากถายกลาเชื้อ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อ
การยอยแปง ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร เปนแหลง
คารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน  บรรจุในขวด
ทดลองขนาด 1 ลิตร   คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เปนเวลา 4 ชั่วโมง  
   เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  ดวยอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ 
YPD ที่มีกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 50 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 บมเชื้อบน
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิอุณหภูมิเทากับ  35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200  รอบตอนาที เปนเวลา 
12 ชั่วโมง   ปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที   ถายเซลลกลาเชื้อที่ไดลงในน้ําหมักที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่
เตรียมไว   เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอ
นาที ซึ่งเปนภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae  SKP-01 (ปริษฏางค วงศ
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ปราชญ, 2547)  เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผลการศึกษาแสดงในรูปที่ 4.25  และตารางที่ 
4.16 
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รูปที่ 4.25  การผลิตเอทานอลโดยใชเชื้อผสม เม่ือเพาะกลาเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 

 
  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.25 และตารางที่ 4.16 พบวาในชวง 4 ชั่วโมงแรก

ของการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141   Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 มี
การเจริญเติบโตเพิ่มจํานวนมากขึ้นอยางรวดเร็ว  น้ําตาลรวมลดลงเหลือเทากับ 140.29 กรัมตอลิตร     น้ําตาล
รีดิวซเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดเจนจาก 0.05 กรัมตอลิตร เปน 57.57 กรัมตอลิตร  สวนปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟ
ตคอนขางคงที่   คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงเล็กนอย  

  เม่ือเพาะกลาเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงไปพบวาจํานวน
เซลลที่มีชีวิตของยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-01 และแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 เพิ่มมากขึ้นเล็กนอย โดยจํานวนเซลลที่มีชีวิตของจุลินทรียทั้งสองมีคาสูงสุดในชั่วโมงที่ 16 ของการ
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เล้ียงเชื้อ  และหลังจากนั้นจํานวนเซลลที่มีชีวิตของจุลินทรียทั้งสองเริ่มลดจํานวนลงอยางชา ๆ   ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซมีการเพิ่มอยางชัดเจนในชวงชั่วโมงที่ 4 ถึง10 ของการเลี้ยงเชื้อผสม โดยสูงสุดในชั่วโมงที่ 10 (83.85 กรัม
ตอลิตร) ซึ่งหลังจากนั้นในชวงชั่วโมงที่ 10 ถึง16 ไดถูกเปลี่ยนเปนเอทานอลอยางรวดเร็วสอดคลองกับปริมาณ
น้ําตาลรวมและน้ําตาลรีดิวซที่ลดลง  ปริมาณเอทานอลสูงสุดในชั่วโมงที่ 16 ของการเลี้ยงเชื้อ เทากับ 21.78 
กรัมตอ (2.75 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร))   คิดเปนผลไดตอผลิตภัณฑตอสับสเตรทเทากับ 0.45 กรัมเอทา
นอลตอกรัมน้ําตาลรวม  ประสิทธิภาพการหมักเทากับ 88.24 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี    อัตราการ
ผลิตเอทานอลเทากับ 1.36 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง   ซึ่งภายหลังจากนั้นปริมาณน้ําตาลรวมและน้ําตาล
รีดิวสมีแนวโนมคงที่ ปริมาณเอทานอลลดลงตามลําดบัจนมีคาเทากับ 0.01 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 52 ของการ
เล้ียงเชื้อ  ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงตามเวลาการเลี้ยงเชื้อโดยเหลือเทากับ 8.53 กรัมตอลิตร สวนคา pH 
ลดลงตามเวลาเชนกัน จากเริ่มตนการเลี้ยงเชื้อมีคาเทากับ 7.05 ลดลงเปน 5.72 เม่ือส้ินสุดการเล้ียงเชื้อ 

  จากผลการทดลองนี้ทําใหทราบวาการอยูรวมกันของจุลินทรียทั้งสองชนิดนี้ไม
สงผลลบตอกัน และเชื้อแตละชนิดสามารถมีชีวิตอยูได โดย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ลดลง
ตามเวลา สวนยีสตเจริญเพิ่มขึ้น แลวเริ่มคงที่ จากนั้นลดลงเล็กนอยตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ      สวนการที่ปริมาณ 
เอทานอลลดลงภายหลังจากชั่วโมงที่ 16 ของการเลี้ยงเชื้อนั้น อาจเกิดจากการเลี้ยงจุลินทรียในระดับขวดเขยา
ทําใหไมสามารถปรับภาวะที่ใชในการเจริญ เชน อุณหภูมิ การใหอากาศ  และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อได  ซึ่ง
ภาวะที่เกิดขึ้นดังกลาวอาจไมเหมาะสมตอการเจริญของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ทําใหการ
เจริญของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ลดลง  สงผลใหความสามารถในการยอยแปงเปนน้ําตาล
ลดลงเชนกัน  และถึงแมวาภายหลังจากชั่วโมงที่ 16 ของการเลี้ยงเชื้อ ยังคงมีน้ําตาลรีดิวซอยูในปริมาณหนึ่ง 
(58.13 ถึง 59.92 กรัมตอลิตร) แตน้ําตาลรีดิวซที่เหลือดังกลาวอาจมิไดอยูในรูปที่ยีสตสามารถนําไปใชเพื่อการ
ผลิตเอทานอลได สังเกตไดจากปริมาณเอทานอลที่ไดไมเพิ่มขึ้น  โดยมีบางรายงานการวิจัยที่พบวาผลิตภัณฑที่
ไดจากการยอยแปงของ Bacillus amyloliquefaciens ไดแก กลูโคส มอลโทส มอลโทไตรโอส มอลโทเฮกโซส โอ
ลิโกแซคคาไรด และเดกซทริน  (Forgaty และ Kelly, 1979  และ Chaplin, 2004)  ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวาจุลิ
นทรียทั้งสองชนิดอาจไมสามารถใชผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยแปงอื่น ๆ ที่ไมใชกลูโคส หรือ น้ําตาลโมเลกุลเล็ก
เปนแหลงคารบอนเพื่อการเจริญ  จากงานวิจัยของ Abatte และคณะ (1999) ที่รายงานวาผลผลิตเอทานอลที่ได
จากการใชเชื้อผสมระหวาง Bacillus amyloliquefaciens และ Zymomonas mobilis  เมื่อใชแปงที่ละลายน้ํา
ความเขมขนเทากับ 40 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน  พบวาปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดสูงสุดเทากับ 0.8 กรัม
ตอลิตร ที่เวลา 8 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อผสม  ซึ่งภายหลังจากชั่วโมงดังกลาวปริมาณเอทานอลลดลงอยาง
รวดเร็ว ทั้งนี้เนื่องจากในระยะการเจริญแบบคงที่ (stationary phase) ของ Bacillus amyloliquefaciens  มีการ
ผลิตโปรติเอสปริมาณสูง ทําใหแอลฟาอะมิเลสท่ีผลิตไดถูกยอย  น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยแปงของ Bacillus 
amyloliquefaciens จึงไมเพิ่มขึ้น  จุลินทรียทั้งสองชนิดจึงใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญเติบโต 
ดังนั้นในผลงานวิจัยนี้อาจเปนไปไดในลักษณะที่มีรายงานไวในงานวิจัยดังกลาว 
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ตาราง 4.16   การผลิตเอทานอล และพารามิเตอร โดยเพาะกลาเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 

 

number of viable cells (log (CFU/ml)) 
time(h) 

total  
sugar 
(g/l) 

reducing 
 sugar(g/l) 

ammonium  
sulphate(g/l) B. amyloliquefaciens 

IFO14141 
S. cerevisiae 

SKP-01 

pH ethanol  
(g/l) 

Yp/s 
(gP/gS) 

Qp 
(gP/l.h) 

fermentation 
efficiency 

(%) 

0           153.50 0.05 10.09 7.67 0 7.05 0 0 0 0
4 

( กอนเติมหัวเชื้อยีสต ) 
140.29          

          

          
         
           
           
           
           
           
           

57.57 10.05 7.88 0 6.74 0 0 0 0

4 
( หลังเติมหัวเชื้อยีสต ) 

 

143.52 60.11 9.57 7.86 7.72 6.70 0.39 0 0 0

10 139.87 83.85 9.02 8.54 7.72 6.58 1.27 0.24 0.13 47.06
16 95.13 61.33 8.83 8.81 7.81 6.55 21.78 0.45 1.36 88.24
22 93.62 59.92 8.79 8.79 7.68 6.47 0.15 0.21 0.01 41.18
28 92.79 59.21 8.88 8.72 7.66 6.21 0.13 0.13 0 25.49
34 91.69 58.13 8.81 8.60 7.67 6.05 0.09 0.08 0 15.69
40 91.28 58.79 8.56 8.49 7.52 5.94 0.07 0.06 0 11.76
46 90.86 58.60 8.54 8.38 7.36 5.81 0.06 0.04 0 7.84
52 90.72 58.55 8.53 8.30 7.46 5.72 0.01 0.03 0 5.88

 



 93

 4.5.2.2 การเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะ
มิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือทีไ่ดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  

  
  ในการผลิตเอทานอลจากแปงนั้น เพื่อใหไดปริมาณเอทานอลที่สูงขึ้น ทําใหมีบาง

รายงานการวิจัยไดทําการเติม amylolytic enzyme ชวยในการเปลี่ยนแปงใหเปนน้ําตาล เชน การหมักแปงมัน
สําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 225 กรัมตอลิตร โดยการใชเชื้อผสมระหวาง Endomycopsis fibuligera 
กับ Zymomonas mobilis พบวาวันที่ 4 ของการหมัก ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร
ตอปริมาตร) คิดเปนประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลเทากับ 88 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาที่ไดทางทฤษฎี  ซึ่ง
ปริมาณเอทานอลที่ไดนี้มากกวาการใชเชื้อผสมชนิดอื่น หรือการใชเชื้อเดี่ยว เม่ือมีการเติมกลูโคอะมิเลสลงใน
เชื้อผสม พบวาผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นโดยไดผลผลิตเอทานอลเทากับ 13.2 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)  
คิดเปนประสิทธิภาพการหมักเทากับ 98 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาที่ไดทางทฤษฎี  (Reddy และ Basappa, 
1998) 

  งานวิจัยขั้นตอนนี้เปนการผลิตเอทานอลโดยการใชเชื้อผสม โดยเพาะเลี้ยงกลาเชื้อ 
Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปง
ดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141    โดยเริ่มจากถายกลาเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 
200 มิลลิลิตร ที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และมี
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน  บรรจุในขวดทดลองขนาด 1 
ลิตร   คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เปนเวลา 4 ชั่วโมง  ซึ่งเปนเวลาที่ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูง 
   เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  ดวยอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ YPD 
ที่มีกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 50 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 บมเชื้อบนเคร่ือง
เขยาควบคุมอุณหภูมิอุณหภูมิเทากับ  35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200  รอบตอนาที เปนเวลา 12 
ชั่วโมง   ปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที   
ถายเซลลกลาเชื้อที่ไดลงในน้ําหมักที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่เตรียมไว   
พรอมกับสารละลายกลูโคอะมิเลส (ปริมาตร 0.03 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อโดยการกรองผานเยื่อกรอง (membrane 
filter)  ขนาดรูกรองเทากับ 0.45 ไมโครเมตร    เล้ียงเชื้อผสมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาที ซึ่งเปนภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย 
Saccharomyces cerevisiae  SKP-01  เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง   ผลการศึกษาแสดงในรูป
ที่ 4.26  และตารางที่ 4.17 
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รูปที่ 4.26   การผลิตเอทานอลโดยการใชเชื้อผสม โดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 
พรอมกับกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141    
 

  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.26 และตารางที่ 4.17 พบวา ในชวง 4 ชั่วโมงแรก
ของการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 การเจริญเติบโตของ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 ปริมาณน้ําตาล   ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ไดมีคาใกลเคียงกับผลการศึกษาในขอ 4.5.2.1 

เม่ือทําการเติม Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับกลูโคอะมิเลสลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบวาทั้งแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 และยีสต Saccharomyces 
cerevisiae SKP-01 มีการเจริญเพิ่มขึ้น โดยแบคทีเรียมีจํานวนเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 22   และยีสตมีจํานวน
เซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 28  (ชั่วโมงที่ 24 ภายหลังจากการเพาะกลาเชื้อยีสต) ภายหลังจากนั้นจุลินทรียทั้งสองเริ่ม
ลดจํานวนลงอยางชา ๆ จนถึงชั่วโมงสุดทายของการเลี้ยงเชื้อ    ปริมาณน้ําตาลรวมและน้ําตาลรีดิวซลดลงอยาง
ชัดเจนในชั่วโมงที่ 16  ซึ่งไดปริมาณเอทานอลที่เพิ่มสูงขึ้น  โดยภายหลังจากเวลาดังกลาวจนถึงส้ินสุดการเล้ียง
เชื้อ ปริมาณเอทานอลเริ่มคงที่ โดยอยูในชวงประมาณ 57 ถึง 63 กรัมตอลิตร  คิดเปนผลไดผลิตภัณฑตอ
สับสเตรทเทากับ 0.46 ถึง 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม  การผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้ใหอัตราการผลิต
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สูงสุดเทากับ 3.62  กรัมเอทานอลตอลิตรตอช่ัวโมง  และไดประสิทธิภาพการหมักเอทานอลสูงสุดเทากับ 94.12 
เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาที่ไดทางทฤษฎี    ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต ลดลงตามเวลาการเลี้ยงเชื้อโดยเหลือ
เทากับ 7.30 กรัมตอลิตร  สวนคา pH ลดลงตามเวลาเชนกัน จากเริ่มตนการเลี้ยงเชื้อมีคาเทากับ 7.05 ลดลง
เปน 4.02 เม่ือส้ินสุดการเล้ียงเชื้อ 
   จากผลการศึกษาการเติมกลูโคอะมิเลสมีผลใหรูปแบบการเจริญของจุลินทรียทั้ง
สองชนิด และปริมาณน้ําตาลแตกตางจากการไมเติมเอนไซม  เนื่องจากกลูโคอะมิเลสมีสวนชวยใหแปงถูก
เปลี่ยนไปเปนน้ําตาลในรูปที่จุลินทรียทั้งสองสามารถใชเพื่อการเจริญเติบโตได ซึ่งน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง
ดวยกลูโคอะมิเลสสวนใหญอยูในรูปของน้ําตาลกลูโคส (Tatsumi และKatano, 2005) ทุกชวงเวลาภายหลังจาก
การเติมกลูโคอะมิเลส จํานวนเซลลที่มีชีวิตของจุลินทรียทั้งสองมีจํานวนมากกวาการไมเติมกลูโคอะมิเลส (จาก
ขอ 4.5.2.1)  นอกจากนี้ปริมาณน้ําตาลรวม และน้ําตาลรีดิวซมีการลดลง   และถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลมาก
ขึ้น โดยเหลือเทากับ 6.61 และ 0.68 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงสุดทายของการเลี้ยงเชื้อตามลําดับ   
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ตารางที่ 4.17  การผลิตเอทานอล และคาพารามิเตอร  โดยเพาะเลี้ยงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปง
ดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141    
 

number of viable cells (log (CFU/ml)) 
time(h) total 

sugar (g/l) 
reducing 
sugar(g/l) 

ammonium 
sulphate(g/l) B. amyloliquefaciens 

IFO14141 
S. cerevisiae 

SKP-01 

pH ethanol 
(g/l) 

Yp/s 
(gP/gS) 

Qp 
(gP/l.h) 

fermentation 
efficiency 

(%) 

0           154.05 0.01 9.98 7.66 0 7.05 0 0 0 0
4 

( กอนเติมหัวเชื้อยีสต ) 
140.01          

          

          
           
         
          
           
           
           
           

56.34 9.86 7.89 0 6.81 0 0 0 0

4 
( หลังเติมหัวเชื้อยีสต ) 

 

144.97 58.13 9.64 7.85 7.83 6.75 0.36 0.00 0 0

10 139.87 58.29 9.23 8.53 7.85 6.42 0.69 0.06 0.07 11.76
16 22.58 1.13 7.99 8.92 8.06 6.01 57.85 0.48 3.62 94.12
22 11.84 0.85 7.85 9.09 8.15 5.52 63.24 0.48 2.87 94.12
28 11.43 0.75 7.76 8.93 8.21 5.09 61.70 0.47 2.20 92.16
34 11.36 0.70 7.55 8.83 8.16 4.82 61.71 0.47 1.82 92.16
40 7.43 0.67 7.52 8.72 7.97 4.5 61.76 0.47 1.54 92.16
46 6.88 0.69 7.36 8.71 7.94 4.42 60.47 0.46 1.31 90.20
52 6.61 0.68 7.30 8.62 7.84 4.02 57.79 0.46 1.11 90.20
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  4.5.2.3 การเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะ
มิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผาน
การฆาเช้ือแลว 

 
  จากการศึกษาขั้นตอนที่กลาวมา มีจุลินทรีย 2 ชนิดเจริญอยูดวยกันในอาหารเลี้ยง

เชื้อ ดังนั้นเพื่อใหไดปริมาณเอทานอลที่สูงขึ้น งานวิจัยในขั้นตอนนี้จึงศึกษาการลดการใชน้ําตาลโดย Bacillus  
amyloliquefaciens IFO 14141  ในชวงที่มีการเติมกลูโคอะมิเลส  ทั้งนี้มีบางรายงานการวิจัยไดรายงานไววา 
น้ําตาลที่ใชเพื่อผลิตเอทานอลลดนอยลง เนื่องจากตองถูกนําไปใชเพื่อการเจริญของจุลินทรีย (Reddy และ
Basappa, 1996)  

  งานวิจัยในขั้นตอนนี้เปนการผลิตเอทานอลโดยการใชเชื้อผสม โดยการเพาะกลา
เชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอย
แปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อแลว     โดยเริ่มจากถายกลาเชื้อ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อ
การยอยแปง ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่มีแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร เปนแหลง
คารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน  บรรจุในขวด
ทดลองขนาด  1 ลิตร   คา pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  เปนเวลา 4 ชั่วโมง  ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชือ้ให
เทากับ 4.5   แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

  เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  ดวยอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ 
YPD ที่มีกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 50 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 บมเชื้อบน
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิอุณหภูมิเทากับ  35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200  รอบตอนาที เปนเวลา 
12 ชั่วโมง   ปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที   ถายเซลลกลาเชื้อที่ไดลงในน้ําหมักที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่
เตรียมไว   พรอมกับสารละลายกลูโคอะมิเลส (ปริมาตร 0.03 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อโดยการกรองผานเยื่อกรอง 
ขนาดรูกรองเทากับ 0.45 ไมโครเมตร    เล้ียงเชื้อผสมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาที ซึ่งเปนภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces 
cerevisiae  SKP-01  ผลการศึกษาแสดงในรูปที่ 4.27  และตารางที่ 4.18 
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รูปที่ 4.27 การผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะ
มิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อ
แลว      
 

 ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.27 และตารางที่ 4.18 พบวาในชวง 4 ชั่วโมงแรกของการยอย
แปงดวย Bacillus  amyloliquefaciens IFO 14141  การเจริญเติบโตของ Bacillus  amyloliquefaciens IFO 
14141   ปริมาณน้ําตาล   ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดมีคาใกลเคียงกับผล
การศึกษาในขอ 4.5.2.1  และ 4.5.2.2         

 เม่ือทําการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  พรอมกับเติมกลูโคอะมิเล
สลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลวพบวา Saccharomyces cerevisiae SKP-01  มีการเจริญเติบโต
เพิ่มขึ้นเล็กนอย โดยไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 28 (ชั่วโมงที่ 24 ภายหลังจากการเติมหัวเชื้อยีสต) 
หลังจากนั้นจํานวนยีสตที่มีชีวิตเริ่มลงตามลําดับ    ปริมาณน้ําตาลรวม และน้ําตาลรีดิวซ ลดลงภายหลังจากการ
เพาะกลาเชื้อยีสต   ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดเพิ่มสูงขึ้น  โดยปริมาณเอทานอลในชั่วโมงที่ 16 มีคาเทากับ 
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47.46 กรัมตอลิตร  หลังจากนั้นปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้นโดยมีคาประมาณ 64 ถึง 66 กรัมตอลิตร ตั้งแตชั่วโมงที่ 
22 จนถึงส้ินสุดการเลี้ยงเชื้อที่ 52 ชั่วโมง คิดเปนผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรทประมาณ 0.48 กรัมเอทานอลตอ
กรัมน้ําตาลรวม  การผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้ใหอัตราการผลิตเอทานอลสูงสุดเทากับ 2.97 กรัมเอทานอลตอลิตร
ตอชั่วโมง  และประสิทธิภาพการหมักเอทานอลสูงสุดเทากับ 94.25 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี     
ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงตามลําดับตลอดการเลี้ยงเชื้อ โดยในชั่วโมงสุดทายของการผลิตเอทานอล
เหลือเทากับ 6.96 กรัมตอลิตร  สวนคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มลดลงตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ  ภายหลังจาก
ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเทากับ 4.5 ซึ่งเปนคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวย 
Saccharomyces cerevisiae SKP-01  และตอกิจกรรมการยอยแปงดวยกลูโคสอะมิเลส โดยในชั่วโมงสุดทาย
ของการหมักเอทานอล คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงเหลือเทากับ 2.78  

การผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้ปริมาณเอทานอลเริ่มสูงขึ้นอยางเห็นไดชัดในชั่วโมงที่ 10 ของการ
เล้ียงเชื้อ  ในขณะที่การไมฆาเชื้อแบคทีเรีย (ดังขอ 4.5.2.2)  ปริมาณเอทานอลเริ่มสูงขึ้นในชั่วโมงที่ 16 ของการ
เล้ียงเชื้อ ซึ่งผลผลิตเอทานอลที่ไดจากวิธีนี้เร็วกวานั้นอาจเนื่องจาก การปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อให
เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-01 และตอการทํางานของกลูโคอะ
มิเลส   แตอยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาชั่วโมงที่ 22 ถึงชั่วโมงที่ 52 ของการผลิตเอทานอลดวยวิธีทั้งสอง  ปริมาณ
เอทานอลที่ผลิตไดเร่ิมคงที่ โดยเมื่อเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้กับวิธีที่ศึกษาดังขอ 4.5.2.2  พบวา
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดในชั่วโมงที่ 22 เทากับ 64.62 และ 63.24 กรัมตอลิตร  คาผลไดผลิตภัณฑตอ
สับสเตรทมีคาเทากับ 0.48 และ 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม   ประสิทธิภาพการหมักเทากับ 94.25 
และ 94.12 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี  และอัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 2.94 และ 2.87 กรัมเอทา
นอลตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ  ดังนั้นอาจกลาวไดวา การมีชีวิตของ Bacillus  amyloliquefaciens IFO 
14141 ซึ่งคาดวาจะมีการนําน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อไปใชนั้น ไมสงผลตอการหมักเอทานอลของ 
Saccharomyces cerevisiae SKP-01   

  ดังนั้นเพื่อเพิ่มอัตราการผลิตเอทานอลจากการเติมกลูโคอะมิเลส ในงานวิจัยขั้นตอไปจึงทํา
การยอยแปงใหไดน้ําตาลปริมาณสูงขึ้นดวยการใชแอลฟาอะมิเลสจาก Bacillus  amyloliquefaciens IFO 
14141  และกลโูคอะมิเลสในภาวะที่เหมาะสมกอน  แลวจึงเติมหัวเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae SKP-
01 
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ตารางที่ 4.18  การผลิตเอทานอล และพารามิเตอร โดยการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย 
Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อแลว      
 

number of viable cells (log (CFU/ml)) 
time(h) total 

sugar (g/l) 
reducing 
sugar(g/l) 

ammonium 
sulphate(g/l) B. amyloliquefaciens 

IFO14141 
S. cerevisiae 

SKP-01 

pH ethanol 
(g/l) 

Yp/s 
(gP/gS) 

Qp 
(gP/l.h) 

fermentation 
efficiency 

(%) 

0           152.19 0.05 10.08 7.63 0 7.02 0 0 0 0
4 

( กอนเติมหัวเชื้อยีสต ) 
138.91          

          

       
         
          
          
          
          
         
          

46.17 9.83 7.89 0 6.90 0 0 0 0

4 
( หลังเติมหัวเชื้อยีสต ) 

 

139.05 48.52 10.02 0 7.73 4.51 0.10 0 0 0

10 100.50 97.42 9.26 0 7.85 4.21 18.63 0.48 1.86 94.25 
16 40.20 37.26 8.99 0 7.89 3.98 47.46 0.48 2.97 94.25 
22 4.72 2.66 8.46 0 8.01 3.85 64.62 0.48 2.94 94.25
28 3.58 1.53 8.33 0 8.11 3.65 65.18 0.48 2.33 94.25
34 1.22 7.96 0 8.03 3.35 65.25 0.48 1.92 94.25
40 1.61 0.90 7.89 0 7.92 2.94 65.95 0.48 1.65 94.25
46 1.10 0.85 7.18 0 7.82 2.84 66.19 0.48 1.44 94.25
52 0.98 0.76 6.96 0 7.79 2.78 65.28 0.48 1.26 94.25

3.27
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  4.5.2.4  การเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ได
จากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเช้ือแลว และยอยตอดวย
กลูโคอะมิเลส 
    
   ในการเพิ่มอัตราการผลิตเอทานอลโดยการเติมกลูโคอะมิเลสเพื่อเพิ่มการยอยแปง 
งานวิจัยในขั้นตอนนี้เปนการผลิตเอทานอลจากการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อ  และยอยตอ
ดวยกลูโคอะมิเลส     โดยเริ่มจากถายกลาเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ที่มีอายุ 7 ชั่วโมง 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่มีแปงมัน
สําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน
เร่ิมตนเทากับ 10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน  บรรจุในขวดทดลองขนาด 1 ลิตร   คา pH เร่ิมตนของอาหาร
เล้ียงเชื้อเทากับ 7.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 4 ชั่วโมง  ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเทากับ 4.5   แลวฆาเชื้อ Bacillus sp. ที่อุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อเย็น แลวเติมสารละลายกลูโคอะมิเลส (ปริมาตร 0.03 
มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อโดยการกรองผานเยื่อกรอง ขนาดรูกรองเทากับ 0.45 ไมโครเมตร  บมในอางน้ําควบคุม
อุณหภูมิแบบเขยา ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบเทากับ 125 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

 
  เล้ียงกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  ดวยอาหารเลี้ยงกลาเชื้อ 

YPD ที่มีการเติมกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 50 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 
บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ  35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200  รอบตอนาที เปน
เวลา 12 ชั่วโมง   ปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที   ถายเซลลกลาเชื้อที่ไดลงในน้ําหมักที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อแลว และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลสที่เตรียมไว   เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 100 รอบตอนาที ซึ่งเปนภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ
ทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae  SKP-01  เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผล
การศึกษาแสดงในรูปที่ 4.29 และตารางที่ 4.19 
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รูปที่ 4.29  การผลิตเอทานอลโดยการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อแลว และกลูโคอะมิเลส 
 

  ผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 4.29 และตารางที่ 4.19 พบวาในชวง 4 ชั่วโมงแรก
ของการยอยแปงดวย Bacillus  amyloliquefaciens IFO 14141  การเจริญเติบโตของ Bacillus  
amyloliquefaciens IFO 14141   ปริมาณน้ําตาล   ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต และคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่ไดมีคาใกลเคียงกับผลการศึกษาในขอ 4.5.2.1  4.5.2.2 และ 4.5.2.3      

  เม่ือเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
พบวา Saccharomyces cerevisiae SKP-01  มีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเล็กนอย โดยไดจํานวนเซลลที่มีชีวิต
สูงสุดในชั่วโมงที่ 76 (ชั่วโมงที่ 24 ภายหลังจากการเติมหัวเชื้อยีสต) เปนชั่วโมงเดียวกับการผลิตเอทานอลโดย
การใชเชื้อผสมดวยวิธีในขอที่ 4.5.2.2 และ 4.5.2.3   ซึ่งหลังจากชั่วโมงดังกลาว จํานวนยีสตที่มีชีวิตเริ่มลง
ตามลําดับเวลาการเลี้ยงเชื้อ ปริมาณน้ําตาลรวมและน้ําตาลรีดิวซลดลงตามลําดับภายหลังจากการเพาะกลา
เชื้อยีสต และไดปริมาณเอทานอลที่สูงขึ้น  โดยปริมาณเอทานอลในชั่วโมงที่ 64 (ชั่วโมงที่ 12 ของการเติมหัวเชื้อ
ยีสต) มีคาเทากับ 53.47 กรัมตอลิตร   และภายหลังจากชั่วโมงดังกลาว ปริมาณเอทานอลเริ่มคงที่จนถึงชั่วโมง
สุดทายของการเลี้ยงเชื้อ โดยอยูในชวงประมาณ 60 ถึง 64 กรัมตอลิตร    การผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้ใหคาผลได
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ผลิตภัณฑตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ 0.49 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม อัตราการผลิตเอทานอลสูงสุด
เทากับ 0.91 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง  และประสิทธิภาพการหมักเอทานอลสูงสุดเทากับ 96.08 
เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี   สวนปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตนั้น พบวาลดลงตามเวลาการเลี้ยงเชื้อ 
โดยในชั่วโมงสุดทายของการผลิตเอทานอลเหลือเทากับ 7.64 กรัมตอลิตร  สวนคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อคอย 
ๆ ลดลงภายหลังจากปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเทากับ 4.5 ซึ่งเปนคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทา
นอลดวย Saccharomyces cerevisiae SKP-01  และตอกิจกรรมการยอยแปงดวยกลูโคสอะมิเลส โดยใน
ชั่วโมงสุดทายของการหมักเอทานอล คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงโดยมีคาเทากับ 2.86  
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ตารางที่ 4.19  การผลิตเอทานอลโดยการเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่
ผานการฆาเชื้อ และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส 
 

number of viable cells (log (CFU/ml)) 
time(h) total 

sugar (g/l) 
reducing 
sugar(g/l) 

ammonium 
sulphate(g/l) B. amyloliquefaciens 

IFO14141 
S. cerevisiae 

SKP-01 

pH ethanol 
(g/l) 

Yp/s 
(gP/gS) 

Qp 
(gP/l.h) 

fermentation 
efficiency 

(%) 

0           152.13 0.01 10.23 7.72 0 7.05 0 0 0 0
4 

( กอนเติมหัวเชื้อยีสต ) 
139.05          

          

          
        
       
          
           
           
          
           

50.88 9.96 7.90 0 6.74 0 0 0 0

52 
( หลังเติมหัวเชื้อยีสต ) 

 

141.11 125.31 10.21 0 7.81 4.48 0.90 0 0 0

58 94.44 71.60 9.38 0 7.79 4.37 23.51 0.48 0.41 94.12
64 34.42 32.79 8.95 0 7.86 4.25 53.47 0.49 0.84 96.08 
70 13.63 10.65 8.63 0 7.97 4.11 63.79 0.49 0.91 96.08 
76 12.94 9.85 8.45 0 8.10 3.98 62.33 0.49 0.82 96.08
82 11.56 8.29 8.33 0 7.94 3.75 61.96 0.48 0.76 94.12
88 10.05 6.68 8.33 0 7.90 3.41 60.39 0.47 0.69 92.16
94 7.33 5.72 8.06 0 7.83 3.21 59.31 0.46 0.63 90.20

100 5.78 3.90 7.64 0 7.81 2.86 60.22 0.46 0.60 90.20
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ตารางที่ 4.20   เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลดวยวิธีตาง ๆ ในงานวิจัยนี้ 
 

วิธีผลิต 
เอ

ทานอล 

เวลาหลัง 
เพาะกลา
เช้ือยีสต 

(h) 

เวลาของ
การเล้ียง
เช้ือ 
(h) 

ethanol 
(g/l) 

ethanol 
(%(v/v)) 

Yp/s 
(gP/gS) 

fermntation 
efficiency 

(%) 

Qp 
(gP/l.h) 

ก ) 12 
18 

16 
22 

21.78 
0.15 

2.75 
0.02 

0.45 
0.21 

88.24 
41.18 

1.36 
0.01 

ข ) 12 
18 

16 
22 

57.85 
63.24 

7.32 
8.00 

0.48 
0.48 

94.12 
94.12 

3.62 
2.87 

ค ) 6 
12 
18 
42 

10 
16 
22 
46 

18.63 
47.46 
64.62 
66.19 

2.36 
6.00 
8.17 
8.37 

0.48 
0.48 
0.48 
0.48 

94.25 
94.25 
94.25 
94.25 

1.86 
2.97 
2.94 
1.44 

ง ) 12 
18 

64 
70 

53.47 
63.79 

6.76 
8.07 

0.49 
0.49 

96.08 
96.08 

0.84 
0.91 

 
หมายเหตุ    ก )  หมายถึง  การผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141     (ขอ 4.5.2.1) 

ข )  หมายถึง  การผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 
พรอมกับเติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 (ขอ 4.5.2.2) 
  ค ) หมายถึง การผลิตเอทานนอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 
พรอมกับเติมกลูโคอะมิเลสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อแลว (ขอ 4.5.2.3) 
  ง ) หมายถึง การผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อแลว  
และกลูโคอะมิเลส (ขอ 4.5.2.4) 
 

จากตารางที่ 4.20 สรุปไดวาสามารถผลิตเอทานอลไดความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 
63.24 และ 63.79 กรัมตอลิตร เม่ือใชกระบวนการผลิตตามวิธีขอ ข) และ ง) ตามลําดับ และสามารถเพิ่มเอทา
นอลไดเปน 66.19 กรัมตอลิตร เม่ือผลิตโดยกระบวนการตามวิธีขอ ค) โดยเวลาที่ไดเอทานอลสูงสุดแตกตางกัน 
ขึ้นอยูกับวิธีการผลิต ซึ่งแตกตางกันตั้งแต 16 ถึง 70 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ ผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรท
ใกลเคียงกัน โดยไดประมาณ 0.45 ถึง 0.49 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม สวนประสิทธิภาพการหมักพบวา
การผลิตโดยกระบวนการตามวิธีขอ ข) ค) และ ง) ไดผลใกลเคียงกัน โดยไดเทากับ 94.12 ถึง 96.08 เปอรเซ็นต
เม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี ไดพบวาอัตราการผลิตเอทานอลแตกตางกันอยางชัดเจน โดยมีอัตราการผลิตสูงสุด
เทากับ 3.62 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง เม่ือผลิตโดยกระบวนการตามวิธีขอ ข) และมีอัตราการผลิตเทากับ 
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2.97 1.36 และ 0.91 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง เม่ือผลิตโดยกระบวนการตามวิธีขอ ค)  ก) และ ง) 
ตามลําดับ ดังนั้นสามารถกลาวไดวาการผลิตเอทานอลจากแปงมันสําปะหลังโดยใชจุลินทรียผสมระหวาง B. 
amyloliquefaciens IFO14141 และ S. cerevisiae SKP-01 สามารถเพิ่มผลผลิตเอทานอลไดหากมีการเติม
กลูโคอะมิเลสลงไปเพื่อใหเกิดการยอยแปงที่สมบูรณมากขึ้น  และการอยูรวมกันของจุลินทรียทั้งสองชนิดนี้ไม
สงผลลบตอกัน โดยเชื้อแตละชนิดสามารถมีชีวิตอยูไดดังเชนการผลิตเอทานอลดวยวิธี ก ) และ ข )   ปริมาณเอ
ทานอลที่ผลิตไดในภายหลังจากการเพาะกลาเชื้อยีสตเปนเวลา 18 ชั่วโมง จากวิธี ข )  ค) และ ง ) มีคาใกลเคียง
กัน  ขอมูลดังกลาวทําใหทราบวาการมีชีวิตของ B. amyloliquefaciens IFO14141 ซึ่งคาดวาจะมีผลตอการนํา
น้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อไปใชเพื่อการเจริญ และเปนผลเสียตอการเจริญและผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae 
SKP-01 นั้น จากผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาไมสงผลตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae SKP-01   
   งานวิจัยนี้เปนการผลิตเอทานอลจากแปงมันสําปะหลังโดยใชเชื้อผสมในระดับขวด
เขยา ซึ่งไมสามารถปรับภาวะที่ใชในการเจริญของจุลินทรียทั้งสอง การยอยแปงของ B. amyloliquefaciens 
IFO14141  และการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae  SKP-01 ได แตหากไดผลิตเอทานอลในถังหมัก 
(fermentor) คาดวาปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจะมากขึ้น เนื่องจากสามารถปรับภาวะตาง ๆ เชน อุณหภูมิ  คา 
pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ การใหอากาศ และการกวน ใหเหมาะสมในแตละชวงเวลาของการผลิตเอทานอลได     
จากผลการวิจัยพบวาน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยแปงมันสําปะหลังความเขมขนเทากับ 200 กรัมตอลิตร มีคา
สูงขึ้นอยางรวดเร็วภายหลังจากการยอยแปงดวย B. amyloliquefaciens IFO14141 เปนเวลา 4 ชั่วโมง โดยมี
คาเทากับ 66.29 กรัมตอลิตร  (น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 
กรัมตอลิตร เปนเวลา 4 ชั่วโมง มีคาเทากับ 61.85 กรัมตอลิตร) คาดวา B.  amyloliquefaciens IFO14141 จะ
สามารถยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนมากกวา 200 กรัมตอลิตร ไดถาเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุนี้ใน
ภาวการณเล้ียงเชื้อที่ควบคุมได ไดแกการเลี้ยงเชื้อในถังหมัก  แตงานวิจัยไดเลือกแปงมันสําปะหลังความเขมขน
เร่ิมตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร ในการผลิตเอทานอล เนื่องจากเคยมีการศึกษาโดย ปริษฎางค วงศปราชญ 
(2547) กอนแลววา S. cerevisiae  SKP-01 สามารถผลิตเอทานอลจากน้ําตาลความเขมขนเริ่มตนเทากับ 165 
กรัมตอลิตร ไดมากกวา 220 กรัมตอลิตร เพราะที่ความเขมขนของน้ําตาล 220 กรัมตอลิตร มีผลใหยีสตสาย
พันธุดังกลาวเจริญต่ํากวาการใชน้ําตาลความเขมขน 165 กรัมตอลิตร ซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากผลของแรงดัน
ออสโมติก (osmotic pressure)  ทําใหเซลลเกิดพลาสโมไลซิส (plasmolysis)  แตการผลิตเอทานอลจากแปงก็
สามารถเพิ่มผลผลิตได หากใชวิธีหมักเอทานอลแบบเฟด-แบตช (fed-batch culture) หรือหมักแบบตอเนื่อง 
(continuous culture) เพราะการหมักดวยสองวิธีดังกลาวสามารถควบคุมความเขมขนของน้ําตาลใหเหมาะสม
ตอการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae  SKP-01  โดยคอย ๆ ปอนน้ําหมักที่มีน้ําตาลจากการยอยแปงมัน
สําปะหลังโดย B.  amyloliquefaciens IFO14141 ลงในถังหมักที่มี S. cerevisiae  SKP-01 หรือ S. cerevisiae  
SKP-01 กับกลูโคอะมิเลส  โดยวิธีดังกลาวสามารถลดคาใชจายเรื่องเอนไซมที่ตองใชในการยอยแปงชนิด
แอลฟาอะมิเลสได เพราะเอนไซมที่ใชในการยอยแปงของ B. amyloliquefaciens IFO14141 สามารถเพิ่มมาก
ขึ้นไดเองตลอดเทาที่แบคทีเรียยังมีชีวิต แตหากใชเอนไซมทางการคาในการยอยแปงจะมีขอจํากัด เนื่องจากไม
สามารถเพิ่มปริมาณไดเอง และไมสามารถนํากลับมาใชใหมไดหากไมใชวิธีการตรึงเอนไซม  รวมถึงภาวะที่ใชใน
การยอยแปงโดบ B. amyloliquefaciens IFO14141 เม่ือเทียบกับการใชเอนไซมทางการคา มีความซับซอน และ
เสียคาใชจายในดานพลังงานต่ํากวา 
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ตารางที่  4.21   เปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่น 
 

substrate type of fermentation microorganisms ethanol (g/l) Yp/s(gp/gs)   Qp (g/l.h) references

cassava starch 
150 g/l flask , batch 

Bacillus amyloliquefaciens IFO14141, 
glucoamylase , 

Saccharomyces cerevisiae SKP-01 
63.24   0.48 2.82 งานวิจัยนี ้

cane molasses 
165 g/l fermentor,fed-batch Saccharomyces cerevisiae SKP-01 91.09 0.48 1.08 ปริษฎางค วงศปราชญ (2004) 

sago starch 
150 g/l fermentor , batch 

alpha-amylase , 
co-immobilized glucoamylase 

and Zymomonas mobilis 
55.3   - 3.20 Bandaru และคณะ, 2006 

cassava starch 
150 g/l - , batch Endomycopsis fiburigera , 

Zymomonas mobilis 31.4   0.21 0.33 González และคณะ, 2004 

Jerusalem 
artichocke 

230 g/l 
flask , batch 

Kluyveromyces fragilis , 
Zymomonas mobilis , 

Saccharomyces cerevisiae 
78.21   0.48 - Szambelan และคณะ, 2004 

corn starch 
120 g/l 

fermentor, batch Aspergillus awamori , 
Immobilized  S. cerevisiae 29.23   - 0.41 Farid และคณะ , 2002 

cassava 
200 g/l - , batch 

alpha-amylase , co-immobilized 
Saccharomyces diastaticus and 

Zymomonas mobilis 
46.7   0.38 1.11

Amuta และ 
Gunasekaran , 2001 
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     ตารางที่ 4.21 (ตอ)   เปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่น 
 

substrate type of fermentation microorganisms ethanol (g/l) Yp/s(gp/gs)   Qp (g/l.h) references

wheat starch 
250 g/l 

- , batch 
crude culture filtrate from 

Bacillus subtilis VB2, 
Saccharomyces cerevisiae VSJ4 

34.76   - 0.43 Suresh และคณะ , 1999 

soluble starch 
40 g/l 

flash , batch Bacillus amyloliquefaciens , 
Zymomonas  mobilis 0.8   - 0.10 Abate และคณะ, 1999 

sucrose 
200 g/l 

flask , batch Zymomonas mobilis , 
Saccharomyces cerevisiae 

96.6   0.5 1.5 Abate และคณะ, 1996 

soluble starch 
20 g/l - , batch 

co-immobilized Aspergillus awamori 
and Zymomonas mobilis 3.5   0.28 0.04 John และคณะ , 1996 

soluble starch 
40 g/l - , batch 

crude culture filtrate from 
Talaromyces emersonii , 

Kluyveromyces marxianus 
12   - 0.75 Ward และคณะ , 1995 

lactose 
250 g/l 

flask , batch 
Kluyveromyces fragilis , 

Zymomonas mobilis 
 

0.46   61.29 1.28 Kamini และคณะ, 1989 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมา และความสําคัญของปญหา 
 
 เนื่องจากแหลงพลังงานที่ใชกันอยูในปจจุบนัไดมาจากเชื้อเพลิงปโตรเลียม ไดแก น้ํามันเบนซิน และ
น้ํามันดีเซล ซึ่งกําลังมีแนวโนมที่ลดลง และคาดวาจะหมดไปในที่สุดในอนาคตอันใกลนี้ ดังนั้นในหลายประเทศ
จึงพยายามหาพลังงานอื่นมาทดแทนในรูปแบบตาง ๆ เชน พลังงานลม พลังงานน้ํา พลังงานแสงอาทิตย และ
พลังงานชีวมวล จากเหตุการณดังกลาว ประเทศไทยก็ไดรับผลกระทบเชนกัน ทั้งนี้เนื่องจากประเทศไทยมี
ทรัพยากรธรรมชาติดานพลังงานคอนขางจํากัด ซึ่งไมเพียงพอตอความตองการใชภายในประเทศ ทําใหประเทศ
ไทยจําเปนตองนําเขาพลังงานเชื้อเพลิงเปนจํานวนมาก สงผลใหตองสูญเสียเงินตราไปตางประเทศจํานวนไม
นอยในแตละป 

พลังงานชีวมวล (biomass) หมายถึง พลังงานที่ไดจากสิ่งมีชีวิต ทั้งพืชและสัตว รวมถึงผลพลอยได 
และของเสียที่ไดมากจากสิ่งมีชีวิต เชน ออย แปง กากน้ําตาล แกลบ และมูลสัตว เปนตน จุดเดนของพลังงานชีว
มวล คือ สามารถผลิตขึ้นทดแทนได (renewable energy) (Wheals และคณะ, 1999) ทําใหปจจุบันนี้หลาย ๆ 
ประเทศไดใหความสําคัญ และสงเสริมการใชพลังงานทดแทนชนิดนี้อยางจริงจัง โดยเฉพาะการผลิตเอทานอล
จากผลผลิตทางการเกษตร (bioethanol)  

เอทานอล หรือเอทิลแอลกอฮอล (C2H5OH) เปนแหลงพลังงานทดแทนที่มีศักยภาพสูง เพราะสามารถ
นํามาใชเปนเชื้อเพลิงทดแทนจากปโตรเลียมที่มีราคาสูงขึ้น และกําลังจะหมดไปรวมถึงสามารถผลิตขึ้นไดจากชีว
มวล โดย  70 เปอรเซ็นตของปริมาณการผลิต สามารถผลิตไดจากการหมักดวยวิธีทางชีวภาพโดยใชยีสต 
Saccharomyces cerevisiae (Waites และคณะ, 2001 )  ปจจุบันมีการผลิตเอทานอลโดยใชวัตถุดิบประเภท
แปงกันอยางกวางขวาง  ประเทศไทยมีแปงมันสําปะหลังปริมาณมาก  ดังนั้นสามารถใชแปงมันสําปะหลังเปน
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได  แตการเปลี่ยนแปงใหเปนเอทานอลในวิธีการเดิมนั้น ตองอาศัยกระบวนการหลาย
ขั้นตอนไดแก liquefaction  และ saccharification  ซึ่งเปนขั้นตอนในการเปลี่ยนแปงใหกลายเปนน้ําตาลกลูโคส 
แลวจึงเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสใหเปนเอทานอลดวยกระบวนการหมัก (fermentation) โดยจุลินทรียตอไป  แตยีสต 
Saccharomyces cerevisiae ที่ใชในการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล ในสายพันธุปกติ (wild type) ไมมีแอกทิวิ
ตี (activity) ของเอนไซมอะมิเลส (amylase) และกลูโคอะมิเลส (glucoamylase) ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญที่ใชใน
การเปลี่ยนแปงเปนน้ําตาล ทําใหไมสามารถเปลี่ยนแปงใหกลายเปนเอทานอลไดโดยตรง (KutluÖ และคณะ, 
2002)  วิธีการเปลี่ยนแปงเปนเอทานอลในขั้นตอนเดียวโดยการใชจุลินทรียผสม (mixed culture) ระหวางจุลินท
รียที่สามารถยอยแปงได (amylolytic microorganism) กับจุลินทรียที่สามารถหมักเอทานอลได (ethanol-
fermenting microorganism) เปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นิยมใชในการผลิตเอทานอลในปจจุบัน 

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 
 ผลิตไบโอเอทานอลจากแปงมันสําปะหลัง ดวยจุลินทรียผสม 2 ชนิด คือ Bacillus sp. และ 
Saccharomyces cerevisiae SKP-01 โดยศึกษาภาวะการเลี้ยงจุลินทรีย  เพื่อใหไดผลผลิตเอทานอลสูงใน
ระยะเวลาอันสั้น 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 ไดขอมูลการผลิตเอทานอลโดยการใช Bacillus sp. รวมกับ Saccharomyces serevisiae SKP-01 
จากแปงมันสําปะหลัง ซึ่งมีราคาถูก และหาไดงายในประเทศเปนวัตถุดิบ  ซึ่งอาจนําไปใชผลิตเอทานอลในระดับ
ขยายสวนไดตอไป 
 
 
วิธีดําเนินการวจิัย 
 

1. ศึกษาหา Bacillus spp.  สายพันธุที่ยอยแปงไดดี 
2. เลี้ยง Bacillus sp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 1 จํานวน 1 สายพันธุ โดยใชแปงมันสําปะหลังเปนแหลง

คารบอน ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและปจจัยที่มีผลตอการยอยแปงโดย Bacillus sp. 
สายพันธุที่ศึกษา 

3. ศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม และปจจัยที่มีผลตอการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae SKP-
01 

4. ผลิตเอทานอลจากจุลินทรียผสม โดย Bacillus sp. สายพันธุที่เลือก และ Saccharomyces cerevisiae 
SKP-01 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย 
 
 
5.1 การคัดเลือก Bacillus sp. สายพันธุที่ยอยแปงได เพ่ือนําไปใชในการวิจัย 
  
 จากการคัดเลือกเบื้องตน พบวา Bacillus subtilis IFO14140 และ Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14140  สามารถยอยแปงไดดีกวา Bacillus sp. CU-03  งานวิจัยจึงเลือก Bacillus subtilis IFO14140 และ 
Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 เพื่อนําไปศึกษาความสามารถในการเจริญ และการยอยแปงตอไป  
 Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 สามารถยอยแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15 
กรัมตอลิตร ไดดีกวา Bacillus subtilis IFO14140   ดังนั้นจึงเลือก Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 เพื่อ
ใชในการผลิตเอทานอลโดยการใชเชื้อผสมตอไป เนื่องจากคาผลไดเซลลตอสับสเตรทที่ไดจากการเลี้ยง Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141 ในทุกความเขมขนของแปงมันสําปะหลังมีคาสูงกวาคาไดจาก Bacillus subtilis 
IFO14140 
  
5.2 การหาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ และปจจัยที่มีผลตอการยอยแปงของ Bacillus 
amyloliquefaciens IFO14141  
 
 เม่ือศึกษาการใชแปงมันสําปะหลังความเขมขน 10 ถึง 25 กรัมตอลิตร พบวาภาวะที่เหมาะสมตอการ
เจริญของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย MSM เพื่อการยอยแปง คอื ใชแปงมนั
สําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน  มีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเริ่มตน
เทากับ 3 กรัมตอลิตร คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0  เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 4 ชั่วโมง เนื่องจากใหคาผลไดเซลลตอ
สับสเตรทสูงสุด โดยมีคาเทากับ 0.1774  กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาลรวม  และชั่วโมงดังกลาวพบวามีน้ําตาลรีดิวซที่
ไดจากการยอยแปงสูงสุด โดยมีคาเทากับ 6.47 กรัมตอลิตร 
  
5.3  การหาภาวะที่เหมาะสมตอการเล้ียงกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  
 
 ภาวะที่เหมาะสมตอการกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  คือ เลี้ยงในอาหารเลี้ยงกลา
เชื้อ YPD ที่มีกลูโคสความเขมขน 50 กรัมตอลิตร   คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0  เล้ียงบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง 
เนื่องจากใหคาผลไดอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด โดยมีคาเทากับ 0.1537  ตอชั่วโมง  โดยน้ําหนักเซลลแหงที่ไดใน
ชั่วโมงดังกลาวมีคาเทากับ 8.23 กรัมตอลิตร 
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5.4 การผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae SKP-01 เมื่อเพาะกลาเช้ือยีสต Saccharomyces 
cereviaias SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 ที่ผานการฆาเช้ือ แลวยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส และการผลิตเอทานอลโดย Saccharomyces 
cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะ
มิเลส 
 
 จากการใชแปงมันสําปะหลังความเขมขน 15 กรัมตอลิตร พบวาการผลิตเอทานอลดวยสองวิธีนี้ไดคา
น้ําหนักเซลลแหงของยีสตสูงสุดใกลเคียงกัน โดยไดเทากับ 8.98 และ 8.99 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ไดคาอัตราการ
เจริญจําเพาะสูงสุดเทากัน โดยไดเทากับ 0.005 ตอชั่วโมง    ปริมาณเอทานอลสูงสุดเทากับ 6.03 กรัมตอลิตร   
การผลิตเอทานอลโดยใชเอนไซมทางการคาไดเอทานอลสูงกวาเล็กนอยโดยไดเทากับ 6.97 กรัมตอลิตร   คิดเปน
ผลไดตอผลิตภัณฑตอสับสเตรทใกลเคียงกัน โดยไดเทากับ 0.40 และ 0.42 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม 
ตามลําดับ  ประสิทธิภาพการหมักเทากับ 78.43 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี  อัตราการผลิตเอทานอล
เทากับ 0.10 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง  สวนการผลิตเอทานอลโดยใชเอนไซม 2 ชนิดไดประสิทธิภาพการ
หมักเทากับ 82.35 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี  อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 0.12 กรัมเอทานอลตอ
ลิตรตอชั่วโมง 
 
5.5 การผลิตเอทานอลจากการใชจุลินทรียผสม เมื่อเพิ่มความเขมขนของแปงมันสําปะหลัง 
 
 5.5.1 การศึกษาการเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 เมื่อใชแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 100  150 และ 200 กรัมตอลิตร 
 

พบวาความเขมขนของแปงมันสําปะหลังเทากับ 150 กรัมตอลิตร เปนความเขมขนที่เหมาะตอ
การนําไปผลิตเอทานอลดวยเชื้อผสม โดยในทุกชวงเวลาของการเลี้ยงเชื้อที่ความเขมขนดังกลาวไดจํานวนเซลลที่มี
ชีวิต และน้ําหนักเซลลแหงสูงกวาการเลี้ยงเชื้อในแปงมันสําปะหลังความเขมขนอื่น  และใหผลไดเซลลตอ
สับสเตรทสูงกวาการเลี้ยงเชื้อที่แปงมันสําปะหลังความเขมขนอื่น โดยไดคาสูงสุดเทากับ 0.0159  ในชั่วโมงที่ 12 
ของการเลี้ยงเชื้อ  ชวงเวลาที่เหมาะสมตอการเพาะกลาเชื้อยีสตคือ 4 ชั่วโมงภายหลังจากการยอยแปงดวย 
Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 เนื่องจากชั่วโมงดังกลาวไดน้ําตาลรีดิวซสูง โดยไดคาเทากับ 61.85 กรัม
ตอลิตร 
 

5.5.2  เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากแปงมันสําปะหลังความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150 
กรัมตอลิตร 

 
 5.5.2.1 ผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงใน

อาหารเล้ียงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 
 
  การผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตของSaccharomyces cerevisiae 

SKP-01 และ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 สูงสุดในชั่วโมงที่ 16 ของการเลี้ยงเชื้อ    ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ไดจากการยอยแปงดวยแบคทีเรียมีคาสูงสุดในชั่วโมงที่ 10 โดยมีคาเทากับ 83.85 กรัมตอลิตร ไดปริมาณ
เอทานอลสูงสุดเทากับ 21.78 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 16 ของการเลี้ยงเชื้อ   คิดเปนผลไดตอผลิตภัณฑตอ
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สับสเตรทเทากับ 0.45 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม  ประสิทธิภาพการหมักเทากับ 88.24 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบ
กับคาทางทฤษฎี    อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 1.36 กรัมเอทานอลตอลิตรตอช่ัวโมง    

 
 5.5.2.2 ผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับ

เติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  
 

 การผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตของBacillus amyloliquefaciens 
IFO14141 สูงสุดในชั่วโมงที่ 22   และ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 สูงสุดในชั่วโมงที่ 28  ไดปริมาณเอ
ทานอลสูงสุดเทากับ 63.24 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 22 ของการเลี้ยงเชื้อ  ผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรทสูงสุด
เทากับ 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม  ในชั่วโมงที่ 16 ของการเลี้ยงเชื้อ  โดยไดประสิทธิภาพการหมักเอ
ทานอลสูงสุดเทากับ 94.12 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาที่ไดทางทฤษฎี   และใหอัตราการผลิตสูงสุดเทากับ 3.62  
กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง   

 
  5.5.2.3 ผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกบั
เติมกลูโคอะมิเลส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 
ที่ผานการฆาเช้ือแลว 
 

 การผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตของSaccharomyces cerevisiae 
SKP-01 สูงสุดในชั่วโมงที่ 22  ไดปริมาณเอทานอลสูงสุดเทากับ 66.19 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 46 ชั่วโมงของการ
เล้ียงเชื้อ มีอัตราการผลิตสูงสุดเทากับ 2.97  กรัมเอทานอลตอลิตรตอช่ัวโมง  ที่เวลา 16 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    
ผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม  ที่ชั่วโมงที่ 10 ของการเลี้ยงเชื้อ 
คิดเปนประสิทธิภาพการหมักเอทานอลสูงสุดเทากับ 94.25 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาที่ไดทางทฤษฎี  

 
  5.5.2.4  ผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SKP-01  
ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเช้ือแลว 
และยอยตอดวยกลูโคอะมิเลส 

 
การผลิตเอทานอลดวยวิธีนี้ไดจํานวนเซลลที่มีชีวิตของSaccharomyces cerevisiae  

SKP-01 สูงสุดในชั่วโมงที่ 76   ไดปริมาณเอทานอลสูงสุดเทากับ 63.79 กรัมตอลิตร    อัตราการผลิตสูงสุดเทากับ 
0.91 กรัมเอทานอลตอลิตรตอชั่วโมง  ที่ชั่วโมงที่ 70 ของการเลี้ยงเชื้อ   ผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ 
0.49 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลรวม  ในชั่วโมงที่ 64 ของการเลี้ยงเชื้อ  คิดเปนประสิทธิภาพการหมักเอทานอล
สูงสุด เทากับ 96.08 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับคาที่ไดทางทฤษฎี     
 
  ผลการศึกษาทราบวาสามารถเพิ่มผลผลิตเอทานอลไดหากมีการเติมกลูโคอะมิเลสลงไป ซึ่งทํา
ใหเกิดการยอยแปงที่สมบูรณยิ่งขึ้น และการมีชีวิตอยูรวมกันของแบคทีเรียและยีสต ซึ่งอาจจะสงผลตอการนํา
น้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อไปใชและมีผลลบตอการเจริญและการผลิตเอทานอลโดยยีสตนั้น จากผลการวิจัยนี้แสดง
ใหเห็นวาแบคทีเรียและยีสตสามารถอยูรวมกันในกระบวนการผลิตเอทานอลได 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรยีมสารที่ใชในงานวิจัย 
 

1. การเตรียมสารละลายแปงมันสําปะหลัง 
  
 นําแปงมันสําปะหลังใสลงในหมอสเตนเลส (stainless) เติมน้ํากลั่นลงไปพอประมาณ ปรับคา pH ตาม
ความเหมาะสม แลวนําขึ้นตมบนเตาแกส  ใชแทงแกวสะอาดคนสารละลายแปงมันสําปะหลังระหวางการตม เพื่อ
ปองกันแปงมันสําปะหลังจับตัวเปนกอน  ตมจนกระทั่งสารละลายแปงมันสําปะหลังมีสีใส  แลวนําไปรวมกับ
สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหลือตอไป 
 
 

ก )                                 ข ) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
             

รูปที่ ก.1   สารละลายแปงมันสําปะหลัง  ก) กอนตม   ข) หลังตม 
 

2. การยอยแปงมันสําปะหลังโดยใชเอนไซมทางการคา 
 
2.1 เตรียมสารละลายแปงมันสําปะหลังเขมขน 60 กรัมตอลิตร (ใชน้ํากล่ันเปนตัวทําลาย) ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร  บรรจุในขวดทดลองขนาด 1 ลิตร   ปรับคา pH ของสารละลายแปงมันสําปะหลังใหเทากับ  6.0 
2.2   เติมแอลฟาอะมิเลสปริมาตร 0.006  มิลลิลิตร 
2.3 บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา ที่อุณหภูมิเทากับ 70 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบเทากับ 

125 รอบตอนาที จนไดคาสมมูลเดกซโทรสอยูในชวงเทากับ 10 ถึง 20 เปอรเซ็นต 
2.4 ลดอุณหภูมิอยางรวดเร็ว และควบคุมอุณหภูมิใหเทากับ 60 องศาเซลเซียส 
2.5 ปรับคา pH ของสารละลายแปงมันสําปะหลังใหอยูในชวงเทากับ 4.3 ถึง 4.5  
2.6 เติมกลูโคอะมิเลสปริมาตร 0.012 มิลลิลิตร 
2.7 บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา ที่อุณหภูมิเทากับ 60 องศาเซลเซียส  

ความเร็วรอบเทากับ 125 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
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3. การเตรียมสารละลายฟนอล ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปรมิาตร) 

 
 ละลายฟนอล 5 กรัม ในน้ํากลั่นปลอดประจุปริมาตร 100  มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชา 

 
4. การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid, DNSA reaget) 

 ละลายกรด 3,5 ไดไนโตรซาลิไซลิก ปริมาณ 1.0 กรัม  ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร  
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  เติมน้ํากลั่นปลอดประจุปริมาตร 50 มิลลิลิตร  เติมโพแตสเซียมโซเดียมตาร
เตรต 30 กรัม  ปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ  เก็บไวในขวดสีชา 

 
5. การเตรียมสารละลายยูเรียเอส (urease)  

 
5.1 สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  เตรียมจากการละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต ปริมาณ 

3.28 กรัม และไดโซเดียวไฮโดรเจนฟอสเฟต ปริมาณ 0.57 กรัม ในน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร  ปรับ pH เปน 6.1  ปรับ
ปริมาตรสุทธิใหเปน 250 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 

5.2 สารละลายยูเรียเอส  เตรียมจากการละลายเอนไซมยูเรียปริมาณ 1.75 กรัม  ในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร 250 มิลลิลิตร  ผสมใหกันแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 

 
6. การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะหหาปริมาณแหลงไนโตรเจน 

 
6.1 สารละลายโปแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 2 โมลาร  เตรีมจากการละลายโปแทสเซียมคลอไรด 

ปริมาณ 150 กรัมน้ํากล่ันปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่นปลอด
ประจุ 

6.2  สารละลายฟนอลไนโตรพัสซายด  เตรียมจากการละลายฟนอล 7 กรัม และโซเดียมไนโตรพัสซายด
ปริมาณ 34 มิลลิกรัม  ในน้ํากลั่นปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น
ปลอดประจุ  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6.3 สารละลายบัฟเฟอรไฮโปคอไรต  เตรียมจากการละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ปริมาณ 1.48 กรัม ใน
น้ํากล่ันปลอดประจุ ปริมาตร 70 มิลลิลิตร  เติมโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาณ 4.98 กรัม  และสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรต (คลอรอกซ 5-5.25 เปอรเซ็นต)  ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  ปรับ pH ใหอยูในชวง 11.4 -12.2 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมอล  ปรับปริมาตรสุทธิใหเน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันปลอด
ประจุ 

6.4 สารละลาย EDTA  เตรียมจากการลาย EDTA ไดโซเดียมซอลท ปริมาณ 6 กรัม ในน้ํากล่ันปลอด
ประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร  ปรับ pH ใหเปน 7.0  แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นปลอด
ประจุ 
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7. การเตรียมสารละลายมาตรฐานสําหรับวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล 
 

 7.1 การเตรียมสารละลายเอทานอลมาตรฐาน   เตรียมโดยปเปตสารละลาย absolute ethanol (ความ
เขมขนเทากับ 99.8 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)   ความถวงจําเพาะเทากับ0.7908 กรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 
1.27  1.01  0.76  0.51  0.25 และ 0 มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน  จะได
สารละลายเอทานอลมาตรฐานความเขมขน 100  80  60  40  20 และ 0 กรัมตอลิตร  ตามลําดับ 
 7.2  การเตรียมสารละลาย internal standard   เตรียมโดยปเปตสารละลาย n-butanol (99.5 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร)) ปริมตร 0.01 มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 10 มิลลิลิตร  ดวยน้ํากล่ัน  
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ภาคผนวก ข 
 

สูตรคํานวณ  และกราฟมาตรฐาน  
 
1. การคํานวนน้ําหนักเซลลแหง 
  
 น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร)   =        (น้ําหนักถวยที่มีเซลล  -  น้ําหนักถวยเปลา)  x 1,000 

                           10    
2. การคํานวณจํานวนเซลลที่ชีวิต 
 

จํานวนเซลลที่มีชีวิต (CFU/ml)   =   จํานวนโคโลนี x 10 x คาการเจือจาง 
 

3. การคํานวนน้ําหนักเซลลแหงจากจํานวนเซลลที่มีชีวิต 
 
3.1 น้ําหนักเซลลแหงของ Baciilus subtilis IFO14140    

y = 5.5646x

R2 = -37.366
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รูปที่ ข.1   กราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักเซลลแหงของ Bacillus subtilis IFO14140 และจํานวนเซลล

ที่มีชีวิตของ Bacillus subtilis IFO14140 
 
      น้ําหนักเซลลแหงของ          =                 1        x  จํานวนเซลลที่มีชีวิต (CFU/ml)    
Baciilus subtilis IFO14140                   ความชัน 
           (กรัมตอลิตร) 
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3.2 น้ําหนักเซลลแหงของ Baciilus amyloliquefaciens IFO14141    

y = 4.5508x

R2 = -46.652
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รูปที่ ข.2  กราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักเซลลแหงของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 และ
จํานวนเซลลที่มีชีวิตของ Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 

 
      น้ําหนักเซลลแหงของ          =                 1        x  จํานวนเซลลที่มีชีวิต (CFU/ml)    
Baciilus subtilis IFO14140                   ความชัน 
           (กรัมตอลิตร) 
 

4. การคํานวนปริมาณน้ําตาลรวม 
 

y = 0.0102x - 0.002

R2 = 0.9997
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รูปที่  ข.3  กราฟมาตรฐานของกลูโคสในชวงความเขมขน 0-50.0  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ความชัน

เทากับ 0.0102 
 

 ปริมาณน้ําตาลรวม (กรัมตอลิตร)     =                   1        x  OD490  x คาการเจือจาง x 10-3

                                                                     ความชัน 
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5. การคํานวนปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 

y = 0.5096x - 0.002

R2 = 0.9997
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รูปที่ ข.4  กราฟมาตรฐานของกลูโคสในชวงความเขมขน 0-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ความชันเทากับ 

0.9997 
  

       ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร)     =               1        x  OD540  x คาการเจือจาง 
                                                                     ความชัน 
 

6. การคํานวณปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรีย 
 
 6.1 ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต 

y = 0.2008x + 0.016

R2 = 0.9942
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รูปที่ ข.5   กราฟมาตรฐานของแอมโมเนียม-ไนโตรเจน ในชวงความเขมขน 0-3.0  ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  ความชันเทากับ 0.2089 
 

     ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (กรัมตอลิตร)  =               1        x  OD636 x คาการเจือจาง x 132 x 10-3

                                                                   ความชัน                                            28 
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 6.2 ปริมาณยูเรีย 
 

y = 0.2065x + 0.0218

R2 = 0.9927
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รูปที่ ข.6  กราฟมาตรฐานของยูเรีย ในชวงความเขมขน 0-3.0  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ความชันเทากับ 0.2217 

 
      ปริมาณยูเรีย(กรัมตอลิตร)   =            1        x  OD636 x คาการเจือจาง x  60 x 10-3

                                               ความชัน                                            28 
 
หมายเหตุ    28    คือ  น้ําหนักโมเลกุลของธาตุไนโตรเจนในแอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรีย 
                  60     คือ  น้ําหนักโมเลกุลของยูเรีย 
    132   คือ  น้ําหนักโมเลกุลของแอมโมเนียมซัลเฟต 

 
7. การคํานวนปริมาณเอทานอล 
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รูปที่  ข.7   กราฟมาตรฐานของเอทานอล ในชวงความเขมขน  0  ถึง 100  กรัมตอลิตร  ความชันเทากับ 1.0143 
 
      ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร)   =             1        x    อัตราสวนพื้นที่ใตกราฟระหวาง 
                                                                   ความชัน           เอทานอล ตอบิวทานอล 
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ปริมาณเอทานอล % (น้ําหนัก ตอปริมาตร)   =    ปริมาณเอทานอล(กรัมตอลิตร) / 10 
 
 ปริมาณเอทานอล % (ปริมาตร ตอปริมาตร)  =    ปริมาณเอทานอล %(น้ําหนักตอปริมาตร)  
              คาความถวงจําเพาะของเอทานอล 
                 

หมายเหตุ     คาความถวงจําเพาะของเอทานอลเทากับ 0.79 กรัมตอมิลลิลิตร 
 

8. การคํานวณคาสมมูลเดกซโทรส (Dextrose Equivalent ; DE) 
 

0.0
10.0
20.0
30.0
40.0
50.0
60.0
70.0
80.0
90.0

100.0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
time (h )

De
xtr

os
e E

qu
iva

len
t (%

)

 
รูปที่ ข.8 กราฟแสดงคาสมมูลเดกซโทรสของแปงมันสําปะหลังที่ผานการยอยดวยแอลฟาอะมิเลส และ

กลูโคอะมิเลส 
 

 เปอรเซ็นตสมมูลเดกซโทรส    =       ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร)     x 100 
     
                                                           ปริมาณของแข็งทั้งหมด (กรัมตอลิตร)                

9.  การคํานวณหา µ  YX/S YP/S,  และ QP         

   µ           = lnXt – lnXo 
                                    t 
    YX/S   =    Xt  - X0

                       S0 - St             
      YP/S   =    Pt  - P0

                       S0 - St             
      Qp   =               Pt  - P0

                   (S0 - St) x t  
 fermentation efficiency (%)       =      YP/S   x 100 
                                     0.51 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางขอมูลการทดลอง และการประเมินคาพารามิเตอร 
 

 
ตารางที่  ค.1  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 10 กรัมตอลิตร ของ Bacillus 
subtilis IFO14140 
 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
number of viable cells  

(log (CFU/ml)) 
DCW (g/l) pH 

Yx/s 
(gx/gs) 

0 10.33 7.83 1.41 7.11 - 
4 9.44 8.08 1.45 7.01 0.0479 
8 8.97 8.41 1.51 6.87 0.0709 

12 6.76 8.72 1.57 6.71 0.0434 
16 6.78 8.70 1.56 6.62 0.0413 
20 4.97 8.62 1.55 6.52 0.0279 
24 4.32 8.54 1.54 6.50 0.0208 

 
 
ตารางที่ ค.2  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 15 กรัมตอลิตร ของ Bacillus 
subtilis IFO14140 
 
 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) DCW (g/l) pH 
Yx/s 

(gx/gs) 
0 15.06 7.85 1.41 7.05 - 
4 14.25 8.08 1.45 7.02 0.0523 
8 13.86 8.41 1.51 6.98 0.0805 

12 11.68 8.46 1.52 6.99 0.0300 
16 11.36 8.36 1.50 6.85 0.0227 
20 11.00 8.34 1.50 6.83 0.0187 
24 10.75 8.30 1.49 6.79 0.0158 
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ตารางที่  ค.3   การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 20 กรัมตอลิตร ของ Bacillus 
subtilis IFO14140 
     

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) DCW (g/l) pH 
Yx/s 

(gx/gs) 
0 20.51 7.91 1.42 6.98 - 
4 19.76 8.02 1.44 6.86 0.0286 
8 19.46 8.38 1.51 6.89 0.0717 

12 17.33 8.41 1.51 6.84 0.0269 
16 16.77 8.47 1.52 6.79 0.0242 
20 16.41 8.40 1.51 6.80 0.0206 
24 16.18 8.25 1.48 6.75 0.0160 

 
 
ตารางที่ ค.4   การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 25 กรัมตอลิตร ของ Bacillus 
subtilis IFO14140 

 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) DCW (g/l) pH 
Yx/s 

(gx/gs) 
0 24.82 7.85 1.41 7.10 - 
4 23.59 8.04 1.44 7.05 0.0129 
8 22.72 8.17 1.47 6.84 0.0249 

12 22.37 8.11 1.46 6.85 0.0240 
16 21.66 8.08 1.45 6.82 0.0212 
20 21.44 8.01 1.44 6.79 0.0110 
24 21.22 7.94 1.43 6.71 0.0023 
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ตารางที่  ค.5  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 10 กรัมตอลิตร ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 
 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) DCW (g/l) pH 
Yx/s 

(gx/gs) 
0 9.11 8.29 1.82 6.91 - 
4 8.71 8.59 1.89 6.70 0.1664 
8 6.41 8.94 1.96 6.45 0.0467 

12 5.11 9.05 1.99 6.40 0.0382 
16 4.56 9.01 1.98 5.80 0.0328 
20 4.36 8.90 1.96 5.72 0.0280 
24 3.84 8.88 1.95 5.64 0.0237 

 
 
ตารางที่   ค.6  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 15  กรัมตอลิตร ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 
 

time (h) 
total sugar 

 (g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) DCW (g/l) pH 
Yx/s 

(gx/gs) 
0 15.14 8.03 1.76 6.97 - 
4 14.40 8.60 1.89 6.75 0.1774 
8 12.26 8.92 1.96 6.55 0.0615 

12 10.41 9.03 1.99 6.32 0.0419 
16 10.24 8.99 1.97 5.87 0.0372 
20 10.07 8.88 1.95 5.75 0.0329 
24 9.80 8.85 1.94 5.62 0.0295 
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ตารางที่  ค.7  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 20  กรัมตอลิตร ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 
 

time (h) 
total sugar  

(g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) DCW (g/l) pH 
Yx/s 

(gx/gs) 
0 21.03 8.16 1.79 6.94 - 
4 20.38 8.57 1.88 6.53 0.1435 
8 17.74 9.03 1.98 6.35 0.0530 

12 16.02 9.09 2.00 6.17 0.0387 
16 15.86 9.05 1.99 5.91 0.0349 
20 15.55 8.95 1.97 5.67 0.0308 
24 15.43 8.92 1.96 5.44 0.0280 

 
 
ตารางที่  ค.8  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 25  กรัมตอลิตร ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 
 

time (h) 
total sugar  

(g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) pH 

Yx/s 
(gx/gs) 

0 24.85 8.01 1.76 6.99 - 
4 24.16 8.45 1.86 6.54 0.1407 
8 21.73 8.91 1.96 6.32 0.0579 

12 19.84 9.00 1.98 6.02 0.0405 
16 19.62 8.97 1.97 5.41 0.0363 
20 19.45 8.88 1.95 5.29 0.0327 
24 18.99 8.85 1.94 5.23 0.0292 
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ตารางที่  ค.9  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 15  กรัมตอลิตร  ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร เปนแหลง
ไนโตรเจน 
 

time (h) 
total 
sugar 
(g/l) 

ammonium 
sulphate 

(g/l) 

ammonium- 
nitrogen 

(g/l) 

number of 
 viable cells 

(log (CFU/ml)) 

DCW 
(g/l) 

pH Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.14 2.75 0.58 8.03 1.76 6.97 - 
4 14.40 2.60 0.55 8.60 1.89 6.75 0.1774 
8 12.26 2.23 0.47 8.92 1.96 6.55 0.0615 

12 10.41 2.09 0.44 9.03 1.99 6.32 0.0419 
16 10.24 2.06 0.44 8.99 1.97 5.87 0.0372 
20 10.07 2.02 0.43 8.88 1.95 5.75 0.0329 
24 9.80 1.93 0.41 8.85 1.94 5.62 0.0295 

 
 
ตารางที่  ค.10  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 15  กรัมตอลิตร  ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.36 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน 
 

time (h) total sugar 
(g/l) 

urea 
(g/l) 

ammonium-
nitrogen 

(g/l) 

number of 
viable cells  

(log (CFU/ml)) 

DCW 
(g/l) 

pH Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.04 1.28 0.60 7.99 1.76 7.1 - 
4 13.78 1.15 0.54 8.81 1.94 7.42 0.1444 
8 12.89 1.11 0.52 8.92 1.96 7.48 0.0976 
12 11.45 1.09 0.51 8.86 1.95 7.57 0.0496 
16 11.09 0.96 0.45 8.78 1.93 7.69 0.0362 
20 10.90 0.90 0.42 8.60 1.89 7.64 0.0260 
24 10.04 0.77 0.36 8.01 1.76 7.77 0.0026 
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ตารางที่ ค.11   การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 15  กรัมตอลิตร  ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 1 กรัมตอลิตร  
 

time (h) total sugar (g/l) 
ammonium 

sulphate (g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) pH 

Yx/s 
(gx/gs) 

0 14.99 1.07 8.00 1.76 6.94 - 
4 14.06 0.88 8.61 1.89 6.85 0.1431 
8 12.76 0.56 8.91 1.96 6.70 0.0862 

12 10.72 0.25 9.03 1.99 6.52 0.0480 
16 9.76 0.13 8.94 1.96 5.88 0.0346 
20 9.68 0.10 8.83 1.94 5.71 0.0286 
24 8.72 0.07 8.79 1.93 5.66 0.0223 

 
 
ตารางที่  ค.12  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 15  กรัมตอลิตร  ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 2 กรัมตอลิตร  
 

time (h) total sugar (g/l) 
ammonium 
sulphate 

(g/l) 

number of viable cells 
(log (CFU/ml)) 

DCW 
(g/l) 

pH Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.18 2.01 8.01 1.76 7.02 - 
4 14.42 1.74 8.65 1.90 6.93 0.1850 
8 12.64 1.32 8.92 1.96 6.72 0.0710 

12 10.87 1.16 9.07 1.99 6.42 0.0474 
16 10.11 1.09 9.06 1.99 5.78 0.0391 
20 9.70 0.96 8.93 1.96 5.66 0.0323 
24 9.53 0.90 8.89 1.95 5.59 0.0282 
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ตารางที่  ค.13  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเทากับ 15  กรัมตอลิตร  ของ Bacillus 
amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเริ่มตนเทากับ 3 กรัมตอลิตร  
 

time (h) total sugar (g/l) 
ammonium 
sulphate 

(g/l) 

number of viable cells 
(log (CFU/ml)) 

DCW 
(g/l) 

pH Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.14 2.75 8.03 1.76 6.97 - 
4 14.40 2.60 8.60 1.89 6.75 0.1774 
8 12.26 2.23 8.92 1.96 6.55 0.0615 

12 10.41 2.09 9.03 1.99 6.32 0.0419 
16 10.24 2.06 8.99 1.97 5.87 0.0372 
20 10.07 2.02 8.88 1.95 5.75 0.0329 
24 9.80 1.93 8.85 1.94 5.62 0.0295 

 
 
ตารางที่ ค.14 การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.0 

 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
ammonium 

sulphate (g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) 

pH 
Yx/s 

(gx/gs) 
0 15.04 2.89 8.02 1.76 4.12 - 
4 14.66 2.80 8.23 1.81 4.02 0.1293 
8 12.65 2.70 8.33 1.83 3.90 0.0233 

12 11.43 2.65 8.41 1.85 3.62 0.0199 
16 11.21 2.52 8.37 1.84 3.55 0.0176 
20 10.56 2.41 8.32 1.83 3.21 0.0139 
24 10.22 2.36 8.26 1.82 3.22 0.0105 
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ตารางที่ ค.15   การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 
 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
ammonium 

sulphate (g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) pH 

Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.21 3.21 8.08 1.77 5.12 - 
4 14.72 3.12 8.37 1.84 5.00 0.1404 
8 12.89 3.01 8.75 1.92 4.92 0.0603 

12 11.64 2.97 8.88 1.95 4.77 0.0480 
16 11.00 2.78 8.80 1.93 4.77 0.0386 
20 10.32 2.48 8.66 1.90 4.61 0.0284 
24 10.08 2.30 8.59 1.89 4.53 0.0223 

 
 
ตารางที่ ค.16 การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 
 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
ammonium 

sulphate (g/l) 
number of viable cells  

(log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) pH 

Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.15 3.05 8.04 1.77 6.14 - 
4 14.62 2.97 8.44 1.85 5.87 0.1584 
8 12.78 2.76 8.72 1.92 5.74 0.0550 

12 11.44 2.64 8.88 1.95 5.69 0.0438 
16 11.21 2.43 8.88 1.95 5.66 0.0408 
20 10.09 2.31 8.74 1.92 5.50 0.0300 
24 9.47 2.10 8.71 1.91 5.54 0.0232 
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ตารางที่ ค.17  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 
 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
ammonium 

sulphate (g/l) 
number of viable cells 

 (log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) pH 

Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.14 2.75 8.03 1.76 6.97 - 
4 14.40 2.60 8.60 1.89 6.75 0.1774 
8 12.26 2.23 8.92 1.96 6.55 0.0615 

12 10.41 2.09 9.03 1.99 6.32 0.0419 
16 10.24 2.06 8.99 1.97 5.87 0.0372 
20 10.07 2.02 8.88 1.95 5.75 0.0329 
24 9.80 1.93 8.85 1.94 5.62 0.0295 

 
 
ตารางที่ ค.18 การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 8.0  
 

time (h) 
total sugar 

(g/l) 
ammonium 

sulphate (g/l) 
number of viable cells  

(log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) pH 

Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.08 2.98 8.03 1.77 8.11 - 
4 14.48 2.76 8.43 1.85 7.98 0.1364 
8 12.83 2.65 8.77 1.93 7.91 0.0647 

12 10.78 2.57 9.00 1.98 7.85 0.0449 
16 10.08 2.51 8.95 1.97 7.77 0.0372 
20 8.36 2.34 8.91 1.96 7.68 0.0268 
24 7.72 2.10 8.87 1.95 7.51 0.0215 
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ตารางที่ ค.19  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 บมบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส  
 

time (h) 
total 

sugar (g/l) 
ammonium  

sulphate (g/l) 
number of viable cells 

 (log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) pH 

Yx/s 
(gx/gs) 

0 16.04 3.09 8.10 1.78 7.02 - 
4 15.69 2.98 8.49 1.87 6.85 0.0750 
8 14.44 2.87 9.01 1.98 6.76 0.0840 

12 12.21 2.80 9.04 1.99 6.81 0.0448 
16 10.73 2.73 8.89 1.95 6.72 0.0277 
20 10.41 2.65 8.74 1.92 6.63 0.0199 
24 10.11 2.54 8.70 1.91 6.51 0.0157 

 
 
ตารางที่ ค.20 การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 บมบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส  
 

time (h) 
total 

sugar (g/l) 
ammonium  

sulphate (g/l) 
number of viable cells 

(log (CFU/ml)) 
DCW 
(g/l) 

pH 
Yx/s 

(gx/gs) 
0 15.89 2.98 8.14 1.79 7.12 - 
4 15.31 2.95 8.52 1.87 6.88 0.1412 
8 14.10 2.87 9.05 1.99 6.83 0.1092 

12 12.09 2.81 9.18 2.02 6.77 0.0574 
16 10.54 2.69 9.03 1.98 6.52 0.0344 
20 10.22 2.54 8.92 1.96 6.48 0.0261 
24 10.01 2.48 8.81 1.94 6.44 0.0206 
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ตารางที่ ค.21 การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังของ Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมี
แอมโมเนียซัลเฟตความเขมขนเทากับ 3 กรัมตอลิตร pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 บมบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส 
 

time (h) total sugar 
(g/l) 

ammonium 
sulphate (g/l) 

number of 
viable cells  

(log (CFU/ml)) 

DCW 
(g/l) 

pH Yx/s 
(gx/gs) 

0 15.14 2.75 8.03 1.76 6.97 - 
4 14.40 2.60 8.60 1.89 6.75 0.1774 
8 12.26 2.23 8.92 1.96 6.55 0.0615 

12 10.41 2.09 9.03 1.99 6.32 0.0419 
16 10.24 2.06 8.99 1.97 5.87 0.0372 
20 10.07 2.02 8.88 1.95 5.75 0.0329 
24 9.80 1.93 8.85 1.94 5.62 0.0295 

 
 
ตารางที่ ค.22   การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 100  กรัมตอลิตร  ของ 
Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 10 กรัมตอลิตร เปน
แหลงไนโตรเจน 
 

time(h) total 
sugar (g/l) 

reducing 
sugar (g/l) 

ammonium 
sulphate (g/l) 

number of 
viable cells 

(log (CFU/ml)) 

DCW 
(g/l) 

pH Yx/s 

0 98.53 0.00 9.52 7.65 1.68 7.02 - 
4 82.00 34.99 9.27 7.74 1.70 6.37 0.0013 
8 68.11 36.18 9.33 8.99 1.98 6.11 0.0078 

12 65.46 37.80 9.01 8.95 1.97 5.94 0.0098 
16 65.02 36.88 8.60 8.53 1.87 5.86 0.0086 
20 64.36 36.07 8.28 8.46 1.86 5.84 0.0078 
24 63.70 36.12 7.98 8.43 1.85 5.81 0.0072 
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ตารางที่ ค.23  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 150  กรัมตอลิตร  ของ 
Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนเทากับ 10 กรัมตอลิตร เปน
แหลงไนโตรเจน 
 

 

time(h) total 
sugar (g/l) 

reducing 
sugar (g/l) 

ammonium 
sulphate (g/l) 

number of 
viable cells 

(log (CFU/ml)) 

DCW 
(g/l) 

pH Yx/s 

0 153.85 0.05 10.09 7.66 1.68 7.05 - 
4 138.36 61.85 10.05 7.88 1.73 6.74 0.0033 
8 129.58 65.05 9.57 9.37 2.06 6.35 0.0142 
12 131.65 66.24 9.02 9.28 2.04 5.92 0.0159 
16 120.81 67.92 8.83 8.79 1.93 5.89 0.0107 
20 118.22 69.54 8.79 8.72 1.92 5.74 0.0082 
24 111.00 69.65 8.88 8.60 1.89 5.58 0.0056 

 
ตารางที่  ค.24  การเจริญ และการยอยแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 200  กรัมตอลิตร  ของ 
Bacillus amyloliquefaciens  IFO14141 เม่ือมีแอมโมเนียมซลัเฟตความเขมขนเทากับ 10 กรัมตอลิตร เปน
แหลงไนโตรเจน 

 

time(h) total  
sugar (g/l) 

reducing  
sugar (g/l) 

ammonium 
sulphate 

(g/l) 

number of 
viable cells 

(log (CFU/ml)) 

DCW 
(g/l) 

pH Yx/s 

0 207.33 0.05 10.04 7.61 1.67 7.04 - 
4 183.79 66.29 9.96 7.70 1.69 6.84 0.0009 
8 182.14 69.38 8.95 8.70 1.91 6.52 0.0058 

12 175.94 69.11 8.83 9.19 2.02 6.01 0.0093 
16 172.43 69.97 8.77 8.62 1.89 5.92 0.0082 
20 171.40 74.14 8.65 8.49 1.87 5.88 0.0073 
24 159.01 76.36 8.54 8.45 1.86 5.74 0.0050 
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ก )  Yx/s = 0.0709 g cell/ g total sugar            
 (ชั่วโมงที่ 8) 

y = 0.0158x + 0.0348

y = 0.0805x - 0.0056

0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
So-St (g sugar/l )

Xt-
Xo

 (g
 ce

ll/ll
)

ข )  Yx/s = 0.0805 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 8) 

ค )  Yx/s = 0.0717 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 8) y = 0.016x + 0.0258

y = 0.0717x - 0.0073

0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
So-St (g sugar/l )

Xt-
Xo

 (g
 ce

ll/ll
)

ง )  Yx/s = 0.0249 g cell/ g total sugar  
 (ชั่วโมงที่ 8) 

y = 0.0023x + 0.0245

y = 0.0249x - 0.0029

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
So-St (g sugar/l )

Xt-
Xo

 (g
 ce

ll/ll
)

y = 0.0208x + 0.0413

y = 0.0709x - 0.0053

0.00
0.03
0.06
0.09
0.12
0.15
0.18

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
So-St (g sugar/l )

Xt-
Xo

 (g
 ce

ll/ll
)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ค.1   การคํานวนคาผลไดเซลลตอสับสเตรท ในการเลี้ยง Bacillus subtilis IFO14140  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MSM เม่ือใชแปงมันสําปะหลังเทากับ 10(ก)  15(ข)  20(ค) และ 25 (ง) กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และ
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน   
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y = 0.0237x + 0.0415

y = 0.1664x

0.0

0.1

0.1

0.2

0.2

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
So-St (g sugar/l )

y = 0.028x + 0.0479

y = 0.1435x

0.0
0.1
0.1
0.2
0.2
0.3

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
So-St (g sugar/l )

y = 0.0295x + 0.064

y = 0.1774x

0.0
0.1
0.1
0.2
0.2
0.3

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
So-St (g sugar/l )

y = 0.0292x + 0.0511

y = 0.1407x

0.0
0.1
0.1
0.2
0.2
0.3

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
So-St (g sugar/l )

ก )   Yx/s = 0.1664  g cell/ g total sugar 
  (ชั่วโมงที่ 4) 
 

ข )   Yx/s = 0.1774 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 4) 

ค )  Yx/s = 0.1435 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 4) 

ง )  Yx/s = 0.1407 g cell/ g total sugar 
  (ชั่วโมงที่ 4) 

รูปที่  ค.2  การคํานวนคาผลไดเซลลตอสับสเตรท  ในการเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MSM  เม่ือใชแปงมันสําปะหลังเทากับ  10 (ก)  15 (ข)  20 (ค) และ 25 (ง) กรัมตอลิตร เปน
แหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน   
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y = 0.0295x + 0.064

y = 0.1774x

0.0
0.1
0.1
0.2
0.2
0.3

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
So-St (g sugar/l )

Xt-
Xo

 (g
 ce

ll/ll
)

y = 0.0026x + 0.1158

y = 0.1444x

0.0
0.1
0.1
0.2
0.2
0.3

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
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ก )  Yx/s = 0.1774 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ข )  Yx/s = 0.1444 g cell/ g total suagr 

 (ชั่วโมงที่ 4)  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ค.3  การคํานวณคาผลไดเซลลตอสับสเตรท ในการเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141   
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM เม่ือใชแปงมันสําปะหลังเทากับ 15 กรัมตอลิตร  โดยมีแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ  3 
กรัมตอลิตร (ก)  และยูเรีย 1.36 กรัมตอลิตร (ข)  เปนแหลงไนโตรเจน   
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ก )  Yx/s = 0.1431 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 4) 
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ข )  Yx/s = 0.1850  g cell/ g total sugar  
 (ชั่วโมงที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ค )  Yx/s = 0.1770   g cell/ g total sugar  

 (ชั่วโมงที่ 4)  
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ค.4  การคํานวนคาผลไดเซลลตอสับสเตรท ในการเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MSM เม่ือใชแปงมันสําปะหลังเทากับ 15 กรัมตอลิตร  โดยมีแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 1 (ก) 2 
(ข)  และ 3 (ค) กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน   
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y = 0.0223x + 0.0509

y = 0.1404x
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 ก ) Yx/s = 0.1293 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 4) 

y = 0.0295x + 0.064

y = 0.1774x
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ข ) Yx/s = 0.1404 g cell/ g total sugar  
 (ชั่วโมงที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค ) Yx/s = 0.1584 g cell/ g total sugar  
 (ชั่วโมงที่ 4) 

 
 
 
 
 
 ง)  Yx/s = 0.1774 g cell/ g total sugar  

 (ชั่วโมงที่ 4)  
 
 
 
 
 จ )  Yx/s = 0.1364 g cell/ g total sugar  

 (ชั่วโมงที่ 4)  
 
 
 
รูปที่ ค.5  การคํานวณคาผลไดเซลลตอสับสเตรท ในการเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MSM เม่ือใชแปงมันสําปะหลังเทากับ15 กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 3 กรัมตอ
ลิตร คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.0 (ก)   5.0 (ข)  6.0 (ค)  7.0 (ง) และ 8.0 (จ)  
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รูปที่ ค.6  การคํานวณคาผลไดเซลลตอสับสเตรท ในการเพาะเลี้ยง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM เม่ือใชแปงมันสําปะหลังเทากับ 15 กรัมตอลิตร  และแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 3 กรัม
ตอลิตร คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0  เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 (ก)  35 
(ข) และ 37 (ค) องศาเซลเซียส  

ค )  Yx/s = 0.1774 g cell/ g total sugar  
 (ชั่วโมงที่ 4) 

y = 0.0295x + 0.064

y = 0.1774x
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ก )  Yx/s = 0.084 g cell/g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 8) 
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ข )  Yx/s = 0.1412 g cell/ g total sugar  
 (ชั่วโมงที่ 4) 
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y = 0.0299x + 0.4186
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 ก )   µ =0.0427 h-1  

(ชั่วโมงที่ 24)  
 
 
 
 
 
 
 
 ข )   µ =0.0888 h-1  

(ชั่วโมงที่ 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ค.7  การคํานวนคาอัตราการเจริญจําเพาะ  ในการเพาะเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP-01  เมือ่
ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ BSM (ก) และ YPD (ข) โดยมีกลูโคสเทากับ 20 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน   
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y = 0.0265x + 0.3672
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ก )  µ =0.0771 h-1 (ชั่วโมงที่ 12) 

ข )  µ =0.0888 h-1 (ชั่วโมงที่ 6) 

ค )  µ =0.0983 h-1 (ชั่วโมงที่ 12) 

 ง )  µ =0.0515 h-1 (ชั่วโมงที่ 12) 

รูปที่ ค.8  การคํานวนคาอัตราการเจริญจําเพาะ  ในการเพาะเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP-01  เมือ่
เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD โดยมีกลูโคสเทากับ 20 กรัมตอลิตร คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.0 
(ก)  4.5 (ข)  5.0 (ค) และ 5.5 (ง)   
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y = 0.0315x - 0.0199
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 ก ) µ =0.0344 h-1 (ชั่วโมงที่ 24) 
 
 
 
 
 
 
 
  ข ) µ =0.0983 h-1 (ชั่วโมงที่ 12) 
 
 
 
 
 
 
 

ค ) µ =0.1061 h-1 (ชั่วโมงที่ 6)  
 
 
 
 
 
 

ง ) µ =0.0657 h-1 (ชั่วโมงที่ 12)  
 
 
 
 
 
รูปที่ ค.9  การคํานวนคาอัตราการเจริญจําเพาะ  ในการเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP-01  เม่ือเล้ียง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD โดยมีกลูโคสเทากับ 20 กรัมตอลิตร  คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 เล้ียง
บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 25 (ก)  30 (ข)  35 (ค) และ 37 (ง)  องศาเซลเซียส  
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ง) µ =0.1537 h-1 (ชั่วโมงที่ 12) 
 

ค) µ =0.1251 h-1 (ชั่วโมงที่ 12) 
 

ข) µ =0.1127 h-1 (ชั่วโมงที่ 12) 
 

ก ) µ =0.1061 h-1 (ชั่วโมงที่ 6) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ค.10  การคํานวนคาอัตราการเจริญจําเพาะ  ในการเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP-01  เม่ือ
เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD โดยมีกลูโคสเทากับ 20 30  40 และ 50กรัมตอลิตร  คา pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยง
เชื้อเทากับ 5.0 เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิเทากับ 35 องศาเซลเซียส  
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  Yp/s = 0.3998 g ethanol/ g total sugar 
       (ชั่วโมงที่  58) 

  Yx/s = 0.04 g cell/ g total sugar 
       (ชั่วโมงที่  88 ) 

  µ = 0.0048 h-1  
       (ชั่วโมงที่  76 ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ค.11   การประเมินคาพารามิเตอร เม่ือเพาะกลาเชื้อยีสต Saccharomyces cereviaias SKP-01 ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงความเขมขน 15 กรัมตอลิตร ดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 
ที่ผานการฆาเชื้อแลว และกลูโคอะมิเลส
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       (ชั่วโมงที่  54)  

Yx/s = 0.0343 g cell/ g total sugar 
       (ชั่วโมงที่  78)  

µ = 0.0045 h-1  
       (ชั่วโมงที่ 54 )  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ค.12   การประเมินคาพารามิเตอร เม่ือเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในน้ําตาลที่
ไดจากการยอยแปงดวยแอลฟาอะมิเลส และกลูโคอะมิเลส  
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 (ชั่วโมงที่ 12) 

ข)  Yx/s=0.0159 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 12) 

ค)  Yx/s=0.0093 g cell/ g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 12) 

 
รูปที่ ค.13  การคํานวนคาผลไดเซลลตอสับสเตรท  ในการเเล้ียง Bacillus amyloliquefaciens IFO14141  เมื่อ
เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM  เม่ือใชแปงมันสําปะหลัง 100 (ก) 150 (ข) และ 200 (ค) กรัมตอลิตร  โดยมี
แอมโมเนียมซัลเฟต 10 กรัมตอลิตร คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0  เล้ียงบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส  
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ง) Yp/s = 0.48 g ethanol/g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 64) 

ค) Yp/s = 0.48 g ethanol/g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 10) 

ข ) Yp/s = 0.48 g ethanol/g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 16) 
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ก ) Yp/s = 0.48 g ethanol/g total sugar 
 (ชั่วโมงที่ 16) 

รูปที่ ค.14  การคํานวณคาผลไดผลิตภัณฑตอสับสเตรทจากการใชแปงความเขมขนเริ่มตน 150 กรัม
ตอลิตร โดย 

การผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได
จากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 (ก) 

การผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะมิเล
สลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 (ข) 
 การผลิตเอทานนอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 พรอมกับเติมกลูโคอะ
มิเลสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 ที่ผานการฆาเชื้อ
แลว (ค) 
 การผลิตเอทานอลโดยเพาะกลาเชื้อ Saccharomyces cerevisiae SKP-01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจาก
การยอยแปงดวย Bacillus amyloliquefaciens IFO14141 และกลูโคอะมิเลส ( 
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 นางสาวศิริวรรณ พูนศรี เกิดวันที่ 15 กรกฎาคม 2524 ที่อําเภอเมือง จังหวัดสระบุรี สําเร็จการศึกษา
ระดับปริญญาวิทยาศาสตราบัณฑิต เกียรตินิยมอันดับสอง ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย เม่ือปการศึกษา 2546 และไดเขาศึกษาตอในระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรจุลชีววิทยาทาง
อุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยา ในปการศึกษา 2547 ระหวาง
การศึกษาไดรวมเสนอผลงานในงานจุฬาฯ วิชาการครั้งที่ 10 ผลการทดลองสวนหนึ่งไดเผยแพรในงานประชุม
วิชาการครั้งที่ 15 ณ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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