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 การศึกษานี้เปนการปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลออยโดย  Saccharomyces cerevisiae 
SKP1  ใชกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 อายุ 12 ชั่วโมง เล้ียงในอาหาร BSM medium ที่มีกากน้ําตาลคิดเปนปริมาณ
น้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 20 กรัมตอลิตร พบวาในการเลี้ยงเชื้อแบบ แบตช ปริมาณเอทานอลที่ผลิตคือ 53.02-72.70 
กรัมตอลิตร    ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลในถังหมักขนาด 5 ลิตร คือ pH เริ่มตนเทากับ 4.5 อัตราการกวน 
100 รอบตอนาที โดยไมมีการใหอากาศ  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  และความเขมขนของน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 
165 กรัมตอลิตร    S. cerevisiae SKP1 ผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงสุดเทากับ 72.7 กรัมตอลิตร คิดเปน 9.20%
(ปริมาตร/ปริมาตร) ที่เวลา 72 ชั่วโมง ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.47 กรัมตอลิตร มีปริมาณน้ําตาลรวมเหลือ
เทากับ 12.11 กรัมตอลิตร คา Yp/s เทากับ 0.465 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล  และอัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 
1.01 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง      พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลรวมเริ่มตนมากกวา 220 กรัมตอลิตร  สงผลให
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดลดลง       การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ รีพีท-แบตช   โดยการปอนกากน้ําตาล 2 
ระยะที่ชั่วโมงที่ 24 และ 48 ของการเลี้ยงเชื้อ เพื่อใหไดปริมาณน้ําตาลรวมใกลเคียงกับความเขมขนเริ่มตน (165 กรัม
ตอลิตร)          พบวาการปอนกากน้ําตาลที่ชั่วโมงที่ 24 สงผลใหผลิตเอทานอลไดในเวลาเร็วขึ้นโดยไดเทากับ 72.98 
กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง       เมื่อเปรียบเทียบกับการเล้ียงเชื้อแบบแบตช   การเติมกากน้ําตาลไมมีผลชัดเจนตอ
การเพิ่มการผลิตเอทานอลโดยไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 80.96 กรัมตอลิตร คิดเปน 10.25 %(ปริมาตร/ปริมาตร) ที่
เวลา 120 ชั่วโมง    การปรับปรุงการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยการปอนกากน้ําตาลที่ชั่วโมงที่ 24  เพื่อใหได
น้ําตาลรวมในถังหมักใกลเคียงกับเร่ิมตน  พบวาไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 91.12 กรัมตอลิตร คิดเปน 11.53 %
(ปริมาตร/ปริมาตร)  ที่เวลา 84 ชั่วโมง น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.64 กรัมตอลิตร คา Yp/s เทากับ 0.48 กรัมเอทา
นอลตอกรัมน้ําตาล และอัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 1.08 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งเปนวิธีที่ดีกวาเมื่อเปรียบเทียบ
กับการปอนกลูโคสบริสุทธิ์  และการปอนกากน้ําตาลรวมกับไบโอติน  โดยพบวาการปอนกลูโคสบริสุทธิ์ผลิตเอทานอล
ไดเร็วขึ้นตั้งแตเวลาที่ 36 ชั่วโมง  แตปริมาณเอทานอลสูงสุดใกลเคียงกันโดยไดเทากับ 89.42 กรัมตอลิตร ที่เวลา 96 
ชั่วโมง  สวนการปอนไบโอตินสงผลใหการเจริญของเซลล ดีขึ้นที่ชวงตนของการเจริญ (12-36 ชั่วโมง)  ปริมาณเอทา
นอลสูงสุดที่ผลิตไดเทากับ 89.08 กรัมตอลิตร คิดเปน 11.28 %(ปริมาตร/ปริมาตร) ซึ่งใกลเคียงกับเม่ือไมปอนไบโอ
ติน   บทสรุปของการปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลออยโดยวิธีการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช  พบวา
สามารถเพิ่มปริมาณเอทานอลจาก 53.02 กรัมตอลิตร คิดเปน 6.71%ปริมาตรตอปริมาตร ไดสูงขึ้นถึง 91.12 กรัมตอ
ลิตร  คิดเปน 11.53%ปริมาตรตอปริมาตร 
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Improving ethanol production from sugar cane molasses by  Saccharomyces  
cerevisiae SKP1 was investigated. Twelve-hour culture of S.  cerevisiae SKP1 in BSM medium containing 
20 g/l of total sugar from sugar cane molasses was used as starter culture.  The range of ethanol 
production by batch culture was 53.02 g/l to 72.70 g/l. Optimization of batch culture conditions showed 
the optimum conditions for ethanol production in 5L fermentor are as follows : initial pH , 4.5 ;  agitation 
speed , 100 rpm ; no aeration ; temperature , 35OC;  initial total sugar concentration , 165 g/l.  The highest 
ethanol concentration produced by S. cerevisiae SKP1 by batch culture was 72.70 g/l or 9.20 %(v/v) at 72 
h with maximum dry cell weight (DCW) of 5.47 g/l and residual total sugar  12.11 g/l , Yp/s was 0.465 
(g.ethanol/g.sugar) and ethanol productivity was 1.01 g.l1h-1.  It was found that increasing initial total 
sugar to more than 220 g/l resulted in decreasing ethanol production.   Ethanol production in repeated-
batch with 2 times molasses feeding at 24 h and 48 h of cultivation in order to maintain total sugar 
concentration at the same level as initial concentration (165 g/l).  It was exhibited that 72.98 g/l of ethanol 
produced in shorter cultivation time (48h) due to feeding of molasses at 24 h.  In comparison with batch 
cultivation, feeding of molasses showed no significant increasing ethanol production i.e. 80.96 g/l or 
10.25 %(v/v) of highest ethanol produced at 120 h.  Improving ethanol production in fed-batch culture 
with molasses feeding at 24 h to keep total sugar concentration in broth as nearly as that of the 
beginning.  The highest ethanol produced was 91.12 g/l or equivalent to 11.53 %(v/v) at 84 h with 5.64 g/l 
of highest DCW, Yp/s was 0.48 (g.ethanol/g.sugar) and ethanol productivity at 1.08 g.l-1h-1.  Fed-batch 
cultivation with molasses feeding was better when comparing with pure glucose feeding and molasses 
feeding with biotin.  It was shown that ethanol produced in shorter cultivation time at 36 h with pure 
glucose feeding.  But the maximum ethanol concentration was nearly the same at 89.42 g/l at 96 h.  Biotin 
feeding resulted in enhancing cell growth just at the early stage (12-36 h) with maximum ethanol 
concentration of 89.08 g/l equivalent to 11.28 %(v/v) which almost no difference from that without biotin 
feeding.  In conclusion, ethanol production was improved by fed batch culture with ethanol concentration 
dramatically increased from 52.03g/l (6.71%v/v)up to 91.12 g/l which was equivalent to 11.53%(v/v). 
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คํายอ       คําอธิบาย 
 
GC      กาซโครมาโตรกราฟฟ 
% by wt.     เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
g/l      กรัมตอลิตร 
mM      มิลลิโมลาร 
µg      ไมโครกรัม 
 



   บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันการแกปญหาในเรื่องพลงังานเปนเรื่องที่กาํลังไดรับความสนใจอยางมาก 
ในทุกประเทศ เพราะเกี่ยวของกับวถิีการดําเนนิชีวิตของคนเราทัง้ทางตรงและทางออม ราคาน้ํามัน
ที่ปรับตัวสูงขึน้ สงผลใหคาครองชีพสงูขึ้น นักวิชาการดานเศรษฐกจิไดคาดการณวาในป พ.ศ. 
2553 หากยงัเปนไปตามเงื่อนไขของกลุมประเทศผูคาน้าํมันรายใหญ หรือกลุมโอเปค (OPEC) ทีม่ี
อัตราการผลิตน้ํามนัคงที ่  ราคาน้าํมนัจะปรับตัวสูงขึ้น จนผูบริโภคไมมีกําลงัซื้อ ซึ่งมีความเปนไป
ไดวาในอนาคตสังคมโลกคงตองเผชิญหนากับภาวะการขาดแคลนน้ํามันอยางแนนอนหากแหลง
พลังงานจากฟอสซิลซึ่งเปนตนกําเนิดของน้ํามนัและกาซธรรมชาติหมดลง สังคมโลกกําลงัตื่นตวั
ในการหาทางออกเพื่อบรรเทาภาวะวกิฤตนิี ้ โดยแสวงหาแหลงพลังงานทดแทนจากแหลง
ทรัพยากรทีท่ดแทนได (renewable resources) เพื่อใชเปนพลงังานทางเลือกที่จะนาํมาใชทดแทน
พลังงานประเภทใชแลวหมดไป เชน น้ํามัน กาซธรรมชาติ และถานหนิ ดวยเหตุนี้  จงึไดมีการ
คนควาวิจัยอยางตอเนื่องในการหาแหลงพลังงานทดแทน  เพื่อเปนการลดปรมิาณการใชแหลง
พลังงานจากฟอสซิล  และเพื่อใหมีแหลงพลังงานพอเพยีงสําหรับประชากรโลกที่เพิม่ข้ึน 

ชีวมวล (biomass) เปนวัตถดุิบทดแทนไดที่มีมากบนโลก  การนาํชวีมวลมาผลิต 
เปนแหลงพลงังานทดแทนจงึเปนทางเลือกหนึ่งในปจจบุัน  เอทานอลเปนแหลงพลังงานทดแทน
อยางหนึ่งที่มศีักยภาพสงู  เพราะสามารถนํามาใชเปนเชื้อเพลิงทดแทนพลงังานฟอสซิลทีห่มดไป 
(Wheals และคณะ 1999) และยังผลิตไดจากชีวมวล  ปริมาณการผลิตเอทานอลทั่วโลกสูงถึง 
30,000 ลานลิตรตอป  โดย 70%ของปริมาณการผลิตสามารถผลิตไดจากกระบวนการหมกั 
(fermentation) โดยใชจุลินทรีย Saccharomyces cerevisiae      และทีเ่หลือผลิตไดจาก
กระบวนการคะตะลิสตของเอทิลีน  ในป ค.ศ.1970 ไดมีการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรม
จากแหลงชีวมวลขึ้นทีป่ระเทศบราซิล ซึ่งเปนการผลิตเพื่อชดเชยตนทนุการนําเขาน้าํมนัจาก
ตางประเทศ (Waites และ Micheal, 2001)    ประเทศไทยอุดมดวยแหลงทรพัยากรชีวมวล
มากมาย  ไดแก  วัตถุดบิทางการเกษตร โดยเฉพาะวัตถุดิบประเภทแปงและน้าํตาล เชน มนั
สําปะหลงั ออยและกากน้าํตาล  สามารถที่จะนาํมาใชเปนวัตถุดิบเพื่อหมกัเปนเอทานอลไดเปน
อยางด ี  

กากน้ําตาลเปนวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการผลิตน้าํตาลทราย  ซึ่งมีใน 
ปริมาณมาก หางายและราคาถูก การใชแปงมันสาํปะหลังจําเปนตองผานกระบวนการยอยแปงให 
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เปนน้าํตาลทีย่ีสตสามารถนําไปใชในการเจริญและผลิตเอทานอล (fermentable sugar) สวนการ
ใชกากน้ําตาลสามารถนํามาผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อไดโดยตรง นอกจากนี้ในกากน้ําตาลยงัมี
องคประกอบอื่นที่มปีระโยชนสําหรับเปนอาหารใหแกจุลนิทรีย การผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล
จึงมีตนทนุที่ต่าํกวาการใชวตัถุดิบชนิดอื่น ดังนัน้จึงมีความนาสนใจทีจ่ะมีการวิจัยและพัฒนาการ
ผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลใหมีประสิทธิภาพ    เพื่อนาํกากน้ําตาลมาใชเปนวัตถุดิบและ
ปรับปรุงประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลใหสูงขึ้นสงผลใหตนทุนในการผลิตต่ําลง  ซึง่ทาํใหการ
นําเอทานอลจากกระบวนการหมักชวีภาพมาเปนเชื้อเพลิงมีศักยภาพสูงขึ้น 

 

วัตถุประสงคของการวิจยั 

ปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลออย   โดยใช  Saccharomyces 
cerevisiae สายพนัธุ SKP1 ในการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช 
 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดขอมูลในการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล โดยเลี้ยง Saccharomyces 
cerevisiae SKP1 ในถงัหมกัระบบ เฟด-แบตช  เพื่อใหสามารถผลิตเอทานอลไดในราคาตนทุนต่าํ
และเปนการเพิ่มคุณคาวัตถุดิบที่เหลือใชทางการเกษตร ทั้งนี้เพื่อเปนแนวทางในการผลิตระดับ
ขยายสวนตอไป  
 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 

1. หาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP1 เพื่อ 
      ผลิตเอทานอลในถงัหมกั 
2. การผลิตเอทานอลในถงัหมกัโดยใชภาวะที่เหมาะสม 
3. การปรับปรุงการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักแบบ เฟด-แบตช 

 

 



    

บทที่  2 
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แนวคิดและทฤษฎี 

วิกฤติการณดานพลังงานอันเนื่องมาจากการขาดแคลนน้ํามันเชื้อเพลิงจากปโตร 
เลียม  ทําใหน้ํามนัเชื้อเพลิงมีราคาแพงและมีแนวโนมที่จะมีราคาแพงยิง่ขึ้นในอนาคต จําเปนทีจ่ะ
ตองหาแหลงพลังงานอื่นมาทดแทน เอทานอลเปนแหลงพลงังานชนดิหนึง่ทีน่าสนใจ ประเทศไทย
มีวัตถุดิบทางการเกษตรหลายชนิดและมปีริมาณมากพอที่จะนํามาผลิตเปนเอทานอลได  ดังนั้น
การนาํวัตถุดบิทางการเกษตรซึ่งเปนวัตถดุิบที่สามารถปลูกทดแทนไดมาใชในการผลิตเอทานอล   
โดยเฉพาะอยางยิง่ กากน้าํตาลออย เปนวัตถุดิบที่ไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาล  ซึง่มีอยูทั่วไป
ในโลกถงึ 121 ประเทศ  โดยชนิดของวตัถุดิบที่นาํมาผลิตน้ําตาลนัน้แตกตางกันตามภูมิประเทศ 
(ดังแสดงในรปูที่ 1) ประเทศไทยเปนประเทศในเขตอบอุนทีม่ีการปลูกออยเพื่อผลิตเปนน้าํตาลซึ่ง
จะใหกากน้ําตาลเปนผลพลอยได  ดังนั้นกากน้ําตาลออยจึงหางาย  ราคาถูก และมีขอดีเมื่อเทยีบ
กับวัตถุดิบทางการเกษตรชนิดอื่น  เนื่องจากไมตองนําไปผานกระบวนการยอยดวยกรดหรือ
เอนไซมเพื่อใหไดน้ําตาลโมเลกุลขนาดเลก็สําหรับใหยสีตนําไปใชได กากน้ําตาลออยประกอบดวย
น้ําตาลหลายชนิดไดแก ซูโครส ฟรุกโตส และกลูโคส (พิสิษฐ คงกําเนิด, 2540)   นอกจากนีย้ังพบ
วามีแหลงไนโตรเจน  วิตามิน  และเกลอืแรที่จําเปนสาํหรับการเจริญของยีสต  โดยทัว่ไปกากน้าํ
ตาลมีปริมาณน้ําตาลรวม (total sugar) ในความเขมขนสูง  การนาํไปใชจึงตองเจือจางใหมีความ
เขมขนของน้าํตาลที่เหมาะสม  พบวาหากความเขมขนของน้าํตาลมากกวา 200 กรัม ตอลิตร มีผล
ใหการผลิตเอทานอลเพิม่ข้ึน  แตเมื่อมีเอทานอลความเขมขนสูงสงผลใหมีการยบัยั้งการเจริญของ 
S. cerevisiae  และนําไปสูระยะสิ้นสุดของกระบวนการหมัก (Mota และคณะ, 1987; Novak และ
คณะ, 1981)   โดยความเขมขนน้าํตาลเริ่มตนทีเ่หมาะสมสาํหรับการหมกัเอทานอลอยูในชวง 100 
– 180 กรัม ตอลิตร (Tyagi และ  Ghose, 1982)  หากความเขมขนของน้าํตาลสูงกวานี้จะเกิดการ
ยับยั้งการเจรญิของ S. cerevisiae  และพบวาเมื่อเอทานอลที่ผลิตไดมีความเขมขนสงู  โดยถา
ความเขมขนของเอทานอลสงูถึง 93.5 กรัม ตอลิตร มีผลทาํให อัตราการเจริญจําเพาะ,  อัตราการ
ผลิตจําเพาะ  และความเขมขนของเซลลในถงัหมกัลดลง  และทําใหน้าํตาลถูกใชไมสมบูรณ 
(Minier และ Goma, 1982)   พบวาปริมาณเอทานอลที่ความเขมขน 26 กรัม ตอลิตร ไมมีผลตอ
การเจริญของยีสต แตมีผลที่ความเขมขนของเอทานอลมากกวา 68.5 กรัมตอลิตร  และหากใชน้าํ
ตาลความเขมขนต่ําเกนิไปพบวาจะผลิตเอทานอลไดนอย  ทาํใหตองใชพลงังานในการกลัน่มาก
ขึ้น  ซึ่งไมเหมาะสมในเชิงเศรษฐศาสตร  (Holzberg, Finn และ Steinkrans, 1967)   แตถาเพาะ
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เลี้ยงยีสตในอาหารที่มีความเขมขนของน้าํตาลสูง  จะทาํใหเกิด catabolite repression  สงผลให
เกิด feed-back inhibition ยบัยั้ง glycolytic pathway  จึงเปนสาเหตุใหเซลลตาย 
(Nagodawithana, Castellano และ Steinkrans คณะ,1974)   ดังนั้นจงึไดมีการปรับปรุงวิธีการ
หมักเพื่อแกปญหาดังกลาว  วิธกีารหนึ่งก็คือ  การหมกัแบบ เฟด-แบตช (fed-batch) โดยคอยๆ
ปอนอาหารใหมีความเขมขนของน้ําตาลที่เหมาะสมเพื่อไมใหเกิดกระบวนการ catabolite 
repression  และในการหมกัเอทานอลแบบ เฟด-แบตช  ดวยการควบคุมการปอนอาหารโดยวัด
อัตราการเกิด CO2 ทําใหสามารถผลิตเอทานอลไดเทากบั 124 กรัม ตอลิตร ใน 300 ชั่วโมง    ได
ผลผลิตเอทานอล 0.47 กรัม จาก 1 กรัมกลูโคส (Mota และคณะ, 1987)   Alfenore และคณะ 
(2002) ไดปรับปรุงกระบวนการผลิตเอทานอลจาก S. cerevisiae  โดยวิธีการเติมวติามินและการ
ควบคุมความเขมขนของน้าํตาลในการหมกัแบบ เฟด-แบตช  ทําใหเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 126 
กรัม ตอลิตร  เพิ่มข้ึนเปน 147 กรัม ตอลิตร  

จากผลงานวิจัยและจากเหตุผลที่กลาวมาการผลิตเอทานอลจาก กากน้ําตาล 
ออย เพื่อเปนแหลงพลงังานทดแทนจึงมีความเปนไปไดสูง  เพราะนอกจากใชเปนแหลงคารบอน  
ในกากน้าํตาลออยยังมวีิตามินและเกลือแรที่จําเปนสําหรับการเจริญของยีสต  ดงันัน้ในงานวิจยันี้
จึงมุงหมายทีจ่ะผลิตและปรับปรุงการหมกัเอทานอลใหสูงขึ้นจากวัตถดุิบเหลือใชทางการเกษตรได
แก กากน้ําตาลออยซึ่งเปนแหลงคารบอนราคาถูกซึ่งมีผลทําใหตนทุนการผลิตต่ําลงดวย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 พืน้ทีท่ี่มีการผลิตน้าํตาล โดย 70 เปอรเซ็นต ใชออยเปนวัตถดุิบซึ่งมีอยูใน
ภูมิประเทศเขตรอน  และ 30 เปอรเซน็ต  ใชหวับทีเปนวัตถุดิบซึ่งอยูในภูมิ
ประเทศเขตหนาว  
ที่มา :  (http://www.sucrose.com/learn.html) 
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การหมักกากน้ําตาลใหไดเอทิลแอลกอฮอลหรือเอทานอลโดยยีสตเปนที่รูจักกัน 
มานานนับพันปแลว  จุดประสงคในตอนแรก คือ ใชสําหรับเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอล  ซึง่มีทัง้ชนดิ
ที่ไมไดผานกระบวนการกลัน่ เชน  เบียร (beer) ไวน (wine) และไซเดอร (cider)  เปนตน  และ
ชนิดที่ผานกระบวนการกลัน่ เชน  สุรา (potable spirit) บร่ันดี (brandy) และวสิกี้ (whisky) 
เปนตน (Margaritis และ Merchant, 1987 ; Rose, 1977)  ตอมามีความตองการที่จะใชประโยชน
จากเอทานอลเพื่อกิจการอื่นเพิ่มมากขึ้น  คือ ใชเปนตัวทําละลายหรือสารตัวกลางในอุตสาหกรรม
เคมี เชน  การผลิตน้ําหอม ยารักษาโรค และสารตานจลุชีพ และที่สําคัญมาจนถงึในปจจุบนันี้คอื
การใชเปนแหลงพลงังานทดแทนน้ํามนัปโตรเลียมเพื่อแกปญหาวิกฤตของราคาน้าํมนั  ทั้งนี้เพราะ
เอทานอลราคาถูกกวาเบนซนิ  บางประเทศไดมีการนาํเอทานอลมาใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับรถยนต
ซึ่งเรียกวา กาซโซฮอล (gasohol) (Reed และ Nagodawithana, 1991)  เชนประเทศบราซลิไดนํา
เอทานอลที่ไดจากการหมกักากน้ําตาลออยดวยยีสตมาใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับรถยนต (Walker, 
1998)  และอเมริกา (Zaldivar และคณะ,2001)     เนื่องจากการใชเอทานอลผสมกับเบนซินไมกอ
ใหเกิดปญหาตอเครื่องยนต  และชวยปรับปรุงความสามารถในการตานการน็อคของเครื่องยนต และ
ลดการเกิดคารบอนมอนอกไซดที่เกิดจากการเผาไหมไมสมบูรณ (Esser และ Karsch, 1984) 
กระบวนการผลิตเอทานอลจงึไดรับการพฒันาอยางตอเนื่องมาจนถงึปจจุบัน  เพื่อใหผลิตเอทา
นอลไดในปริมาณสูงและตนทุนการผลิตต่ํา    

  
สําหรับประทศไทยโครงการแกสโซฮอลเกิดขึ้นในป 2528   เนื่องจากพระบาท 

สมเด็จพระเจาอยูหวัไดทรงเล็งเหน็วาประเทศไทยอาจประสบปญหาการขาดแคลนน้ํามนั และ
ปญหาพืชผลทางการเกษตรราคาตกต่ํา จึงทรงมพีระราชดําริใหโครงการสวนพระองคสวนจิตรลดา
ศึกษาถงึการนาํออยมาแปรรปูเปนเอทานอล  โดยผสมกับน้ํามนัเบนซนิเปนน้าํมนัแกสโซฮอล และ
ไดทดลองใชกบัรถยนตในโครงการสวนพระองคตั้งแตป 2537 กับเครื่องยนตทั้งขนาดเล็กและ
ขนาดใหญ   เพื่อนอมรับแนวพระราชดาํริของในหลวงมาสานตอ   บริษัท บางจากฯ (มหาชน) ได
ผลิตและจําหนายแกสโซฮอล 95 ที่สถานบีริการน้ํามันบางจาก โดยเริ่มทดลองจาํหนายเมื่อป 
2544   ปจจุบันมีจําหนายอยางแพรหลายที่สถานีบริการน้ํามันบางจาก ในเขตกรุงเทพฯ ปริมณฑล 
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1.  ยีสตและกระบวนการหมักเอทานอล 

  ยีสตเปนจุลนิทรียที่โดยสวนใหญมีการดํารงชีวิตเปนเซลลเดี่ยว (unicellular 
form)  มีรูปรางหลายแบบ คือ กลม (round)  รี (oval) สามเหลีย่ม (triangular)  รูปรางแบบ
มะนาวฝรั่ง (apiculate)  ฟลาสก (flask)  ยาว (elongated)  และเปนสาย (filamentous)  ยีสต
บางชนิดมีการสรางเสนใยแบบ pseudomycelium และ true mycelium  สําหรบั 
pseudomycelium อาจเกิดเมื่อมีการเพิ่มจํานวนโดยการแตกหนอแลวหนอที่เกดิขึ้นไมหลุดจาก
เซลลแม  ทําใหมีการเรียงตอของเซลลเปนสาย  บางคร้ังมีการตอกนัเปนสายสั้นๆ ซึ่งแตละเซลลมี
รูปรางคลายกนัจัดเปน rudimentary pseudomycelium  บางชนดิเซลลที่เปนแกนกลางยาวกวา
เซลลอ่ืน  และระหวางรอยตอของเซลลมกีลุมของหนอแตกออกมา pseudomycelium ประเภทนี้
จัดวาเปน well developed pseudomycelium (สาวิตรี ลิ่มทอง,2536) 
  การเจริญของยีสตเกิดโดยการเพิ่มขนาด  เมื่อขนาดเพิม่จนถงึจุดหนึง่  เซลลจะมี
การแบงตัวเพิม่จํานวน  ในระหวางที่มีการแบงเซลลนิวเคลียสจะมีการแบงแบบไมโตซีส (mitosis)  
และการสังเคราะหไซโตพลาสซึมเกิดขึ้น  สําหรับการแบงเซลลของยีสตที่เปนการเพิม่จํานวนแบบ
ไมอาศัยเพศนัน้  พบวาสวนใหญเกิดจากการแตกหนอ (budding) มีจาํนวนนอยที่เกดิโดยการแบง
เซลลจากหนึง่เปนสองโดยวธิี fission  และมีบางพวกที่เพิ่มจํานวนโดยวิธีอ่ืนๆ เชน การสราง 
conidiospore หรือ codinia  ของยีสตกลุมที่ไมมีการสืบพันธุแบบมีเพศ (สาวิตรี ล่ิมทอง,2536) 

1.1  ชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอทานอล 

  มีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถผลิตเอทานอล ไดแก แบคทีเรีย  ยีสต  และรา  ดัง
ตารางที่ 1  จุลนิทรียซึ่งเปนที่สนใจสําหรับการผลิตเอทานอลระดับอุตสาหกรรม คือ ยีสต 
Saccharomyces cerevisiae,  S.uvarum (carlsbergensis),  Schizosaccharomyces pombe 
และ Kluyveromyces fragilis  ยีสตเหลานี้มีความสามารถในการหมกัน้าํตาลชนิดตางๆ ที่เหมือน
กัน  แตเนื่องจาก S. cerevisiae เปนยีสตที่ทนตอภาวะแวดลอมตางๆ ที่ไมเหมาะสมไดดีกวายสีต
ชนิดอื่น  ดังนั้นในปจจุบนัการผลิตเอทานอลสวนใหญจึงใชเชื้อ S. cerevisiae  นอกจากนั้น
ปจจุบันไดมีการพัฒนาการผลิตเอทานอลโดยใชแบคทีเรียจีนัส Zymomonas คือ Z. mobilis  และ
จีนัส Clostridium คือ Cl. thermocellum  ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจนสามารถหมัก
เซลลูโลส  และเจริญไดที่อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส  แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียทัง้สองจี
นัสดังกลาวมคีวามทนตอเอทานอลไดต่ํากวายีสต  ดังนัน้จึงไมนิยมนําแบคทีเรียมาใชผลิตเอทา
นอลในระดับอุตสาหกรรม (Waites และ Michael, 2001)  
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ตารางที่ 1  จุลินทรียที่ผลิตเอทานอล (Waites และ Michael, 2001) 
 
แบคทีเรีย 
Clostridium thermohydrosulfuricum  Extreme thermophile 
Clostridium thermocellum   Thermophilic, hydrolyses cellulose 
Thermoanareobacter ethanolicus  Ferments xylose and starch* 
Zymomonas mobilis  The wild-type ferments only glucose,  

   fructose and sucrose, but with high  
   productivity  

ยีสต 
Candida pseudotropicalis, C. tropicalis Ferments xylose* 
Candida species    Ferments xylose and cellobiose* 
Kluyveromyces lactis†    Ferments lactose in dairy wastes* 
Kluyveromyces marxianus   Hydrolyses inulin (polyfructosan) 
Pachysolen tannophilus   Ferments xylose* 
Pichia stipitis     Ferments xylose* 
Saccharomyces cerevisiae   Most strains ferment only glucose, 

   sucrose, fructose, maltose 
   and maltotriose 

S. cerevisiae var. distaticus   Hydrolyses starch 
Schwanniomyces alluvius   Hydrolyses starch 
ราเสนใย 
Fusarium species    Ferments xylose* 
Monilia species    Hydrolyses cellulose and xylan 
Mucor species     Ferment xylose and arabinose* 
 
* ไดแก น้ําตาลซึ่งมีคารบอนจํานวนหกอะตอมที่เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวและโมเลกุลคู 
† ไมมีผลของ Crabtree effect 
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ลักษณะของจุลินทรียที่ดีสําหรับการผลิตเอทานอลมีดังนี้  (สาวิตรี ล่ิมทอง,2536 ) 
1. ใหผลผลิตสูง 
2. มีอัตราการหมักเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 
3. มีความทนตอเอทานอล (ethanol tolerance) 
4. ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 
5. ทน pH ต่ํา หรือทนกรด (acid tolerance) 
6. มีความสามารถในการจับตัวเปนกอนตกลงกนภาชนะ (flocculation) 
7. มีลักษณะพันธุกรรมที่ไมเปลี่ยนแปลงไดงาย 
8. ทนตอแรงดันออสโมซิส (osmotolerance) 

1.2  กระบวนการหมักเอทานอล 
  กระบวนการหมักเอทานอลเปนกระบวนการทางชีวเคมทีี่เกิดขึ้นโดยอาศัย
ปฏิกริิยาของเอนไซมในการเปลี่ยนแปลงสบัสเตรต (substrate)  เชน  น้ําตาลกลูโคส  ภายใตภาวะ
ที่ปราศจากออกซิเจน(fermentation)ใหเปนเอทานอล  ซึง่จุลินทรียสามารถไดพลังงานจาก
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้  อยางไรก็ตามพลงังานที่ไดจากกระบวนการหมักจะนอยกวาพลังงานที่ไดจาก
กระบวนการหายใจแบบใชออกซิเจน (aerobic respiration)  ประมาณ 25 เทา  จุลินทรียทีม่ปีระ
สิทธิภาพในการหมักเอทานอลไดแก  ยสีต ในจนีัส  Saccharomyces  และแบคทีเรียในจนีสั 
Zymomonas  การหมกัเอทานอลโดยยีสตจากกลโูคสไปเปนเอทานอล  จะเปนไปโดยผาน  
glycolysis หรือ Emden-Meyerhof-Panas pathway (Paturau, 1987)  ดังแสดงในรูปที ่2   โดย
การเปลี่ยน glucose-6-phosphate ไปเปน pyruvate  จากนั้น pyruvate จะถกูเมตาบอไลตตอไป
ใหผลผลิตสุดทายตางๆกนั ตามชนิดของยีสต  และภาวะแวดลอมระหวางเมตาบอลิซึม  ในกรณทีี่
มีน้ําตาลความเขมขนสูงหรอืไมมีออกซิเจน  หรือทัง้สองอยาง pyruvate จะถูกเปลี่ยนเปนเอทา
นอล  pyruvate ที่สรางขึ้นจากวิถไีกลโคไลซิส  สามารถถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลในยีสตบางชนิด  
โดยเฉพาะ S. cerevisiae โดย pyruvate จะถูก decarboxylation โดยมีเอนไซม pyruvate 
decarboxylase ทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกริิยาไดเปน acetaldehyde   ซึง่ถูกรีดิวซตอไปเปนเอทา
นอล  โดยเอนไซม alcohol dehydrogenase ที่อาศัย NADH2 (NADH2 dependent alcohol 
dehydrogenase) เปนตวัเรงปฏิกิริยา (Paturau, 1987)     ในป ค.ศ.1810  Gay-Lussac ได
แสดงผลการหมักเอทานอลเปนสมการ  

   C12H24O12 = 4CO2 + 4C2H5OH 
ตอมาไดเปลี่ยนมาเปน  C6H12O6 = 2CO2 + 2C2H5OH 
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รูปที่ 2 วิถีการสรางเอทานอลโดยผาน Emden-Meyerhof-Panas pathway 

ที่มา : http://www.library.csi.cuny.edu/~davis/Bio101_Davis/Glycolysis_Fermentation 
          /Glycolysis.htm 

จากสมการของ  Gay-Lussac สามารถคํานวณไดวาในการหมักเอทานอล จะ 
เกิดคารบอนไดออกไซด 48.9 เปอรเซน็ต และเอทานอล 51.1 เปอรเซ็นต โดยน้าํหนักของน้ําตาล  
และมีความรอนเกิดขึ้น ตอมาในป 1875 Pasteur ไดแสดงใหเห็นวาในสภาพที่เปนจริง  การหมกั
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เอทานอลที่ใหผลผลิตสูงสุดที่จะเปนไปไดโดยคิดเทียบจากเปอรเซน็ตโดยน้ําหนกัของน้าํตาลที่ถูก
ใชไปจะไดดังนี้ เอทานอล 48.4  เปอรเซน็ต, คารบอนไดออกไซด 46.6  เปอรเซ็นต,  กลีเซอรอล 
3.3  เปอรเซ็นต,  กรดซัคซินิค  0.6  เปอรเซ็นต  และ อ่ืนๆ 

จากปริมาณเอทานอลที่ได 48.4 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักของน้ําตาลที่ถูกใชไปที่  

Pasteur  คํานวณได   จะมีคาประมาณ 94.5 เปอรเซ็นต ของปริมาณเอทานอลตามทฤษฏีที่ได
จากวธิีของ Gay-Lussac  ในทางปฏิบัติเอทานอลที่ผลิตไดอยูในชวง 90-95 เปอรเซ็นตของคาทาง
ทฤษฎี   โดยผลิตภัณฑพลอยไดที่สรางขึ้นเกิดจากการใชสับสเตรต 4-5 เปอรเซ็นต   และถา
สามารถปองกนัไมใหเกิดการสรางผลิตภัณฑพลอยไดเหลานี้แลว  จะสามารถเพิม่อัตราการผลิตเอ
ทานอลได 2.7 เปอรเซ็นต  ปจจุบนัการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมปริมาณเอทานอลที่
ผลิตไดจะมีคาเพียง 80-90 เปอรเซ็นต ของคาทฤษฎี สําหรับการผลิตเอทานอลจากแบคทีเรีย Z. 
mobilis นัน้  ตางไปจากยสีต  โดย Z. mobilis ใชวถิ ี Entner doudoroff ในการเปลี่ยนน้ําตาล  
และพบวา Z. mobilis เจริญเร็วกวา มอัีตราการผลิตเอทานอลสูงกวา  และม ี specific glucose 
uptake rate สูงกวายีสต  แตความทนตอเอทานอลนั้นต่ํากวายีสต (Esser และ Karsch, 1984) 

 
2.  วัตถุดิบที่ใชในการหมักเอทานอล 
 

ในการผลิตเอทานอลทั้งที่เปนเครื่องดื่มและเชื้อเพลิง  มักนิยมใชกากน้ําตาลเปน 
วัตถุดิบ  เนื่องจากกระบวนการหมกัสามารถดําเนินการไดงาย  ยีสตสามารถใชน้ําตาลแลวเปลี่ยน
เปนเอทานอลไดเลย   กากน้ําตาลที่พบโดยทัว่ไปแบงเปนสองชนิดตามแหลงที่มา คือ  กากน้ําตาล
ออย (sugar cane molasses)  และกากน้ําตาลบีท (beet molasses) (Harrison และ Graham, 
1970 ; Hodge และ Hildebrandt, 1954 อางถงึใน  เกศกมล ไทยทอง, 2542)  การเลือกใชกากน้าํ
ตาลชนิดใดเปนวัตถุดิบนั้น  ขึ้นอยูกับสภาพภูมิอากาศของแตละประเทศ    เนื่องจากกากน้ําตาล
เปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาลทราย  ซึ่งเปนการแปรรูปจากผลผลิตทางการเกษตร 
เชน  ออย หรือ บีท  ประเทศที่มกีารผลติน้ําตาลทรายจากออยจะตองมีสภาพภมูิอากาศรอนชื้น
เหมาะแกการเจริญของออย สวนบีทนัน้ มักจะนิยมปลกูกันมากในประเทศที่มีลกัษณะภูมิอากาศ
เย็น (Jenkins, 1966)  สําหรับประเทศไทยทีม่ีสภาพภูมิอากาศรอนชืน้  จึงมีการปลูกออยกันมาก  
และมีโรงงานผลิตน้ําตาลทรายจากออยอยูในบริเวณแหลงเพาะปลูกหลายโรงงาน  กากน้าํตาล
ออยที่ไดจากกระบวนการผลติน้ําตาลทรายจึงหางาย  ราคาถูก  และมีปริมาณมาก  สามารถนําไป
เปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได  วัตถุดิบที่ใชในการหมักเอทานอล  คือ  กากน้ําตาลออย  
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  กากน้ําตาล (molasses)  คือผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาลจากโรง
งานน้าํตาล      molasses เปนคําทีม่าจากภาษาละตนิ  mel มีความหมายถงึ honey หรือน้าํผึง้  
แลววิวัฒนาการทางภาษาผานไปทางภาษาสเปนไปเปนคําวา malaza  หมายถงึ crude-honey-
like substanceในภาษาฝรัง่เศส  หรือคําวา melasse ซึ่งใชในภาษาเยอรมันและดชัทดวย  และ
สุดทายกลายมาเปนคําวา molasses (Paturau, 1987)  กากน้ําตาลมี 3 ชนิด คือ  

1. blackstrap molasses หรือ final molasses คือกากน้ําตาลที่ไดจากการผลิต 
น้ําตาลทรายขาว  มีปริมาณน้ําตาล 50-60  เปอรเซ็นต การหมกัเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมจะ
ใชกากน้ําตาลประเภทนี้เปนวัตถุดิบ   

2. refinery molasses คือกากน้ําตาลที่ไดจากการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ 
มีน้ําตาลเปนองคประกอบ 48  เปอรเซ็นต  

3. highest molasses หรือ invert molasses ซึ่งผลิตโดยนําน้ําออยมาแปรรูป 
เปนน้าํตาลโดยเอนไซม invertase ไดน้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตส  แลวระเหยใหขนเปนน้าํเชือ่ม  
ดังนัน้ hightest molasses จึงไมใชกากน้ําตาลที่ไดจากกระบวนการผลิตน้าํตาล  มีน้าํตาลเปน
องคประกอบ 77  เปอรเซ็นต  

 กากน้ําตาลตางชนิดกันจะมีองคประกอบและคุณสมบัติตางกัน  ความแตกตางนี้ 
แมในกากน้าํตาลชนิดเดียวกันกย็ังตางกนัอีกดวย  ทัง้นี้ข้ึนอยูกับทองถิ่นทีท่ําการผลิต กรรมวิธีของ
โรงงาน ฤดกูาล และสภาพการเก็บ  ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจะใช blackstrap 
molasses เปนหลกั  ซึ่งมีน้าํตาลสวนใหญเปนน้าํตาลซูโครส  และมี growth factor ตางๆ มาก
กวา refinery molasses  blackstrap molasses หรือ final molasses คือของเหลวขนที่
ไดจากการตกผลึกน้ําตาลครั้งสุดทายแลวนําไปปนแยกเอาผลึกน้าํตาลซูโครสออก  สวนที่เหลือก็
คือ กากน้ําตาล ซึ่งเปน residual syrup ไมสามารถตกผลึกน้าํตาลซูโครสโดยกรรมวิธีงายๆไดอีก
แลว  การผลิตน้ําตาลจากออยจะไดกากน้ําตาลเปนผลพลอยได 2.2-3.7 เปอรเซ็นต 
  กากน้ําตาลออยมีองคประกอบซับซอน  องคประกอบของกากน้ําตาลแสดงในตา
รางที ่ 2   คาที่ไดเปนคาที่พบในกากน้าํตาลของหลายประเทศที่มีการผลิตน้ําตาล  ความถวง
จําเพาะของกากน้าํตาลมีคาเทากับ 1.39-1.49  องคประกอบหลักของกากน้าํตาลที่เปนผลพลอย
ไดจากอุตสาหกรรมน้ําตาล คือ คารโบไฮเดรต  ไดแก  น้ําตาลซูโครส  กลูโคส  และฟรุกโตส  กาก
น้ําตาลบทีจะมีน้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตสในปริมาณนอย  แตจะมีน้าํตาลราฟฟโนสเปนองค
ประกอบหลักซึ่งตางจากกากน้ําตาลออย  กากน้ําตาลออยและกากน้ําตาลบทีมีสวนที่เปนสาร
ประกอบอนนิทรียในปริมาณสูง      มีวติามินและสารที่จําเปนสาํหรบัการเจริญ (growth factors) 
ในปริมาณที่แตกตางกนั  รวมทัง้สารประกอบไนโตรเจนดังตารางที่ 3  และสารประกอบอินทรีย
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อ่ืนๆอีกหลายชนิด  เชน  chlorogenic และ caffeic acids     uronic acids     sugar alcohol     
organic acids   amino acids     nucleotides     sterols     tannins     plant pigments     
gums    waxes  และ lipids  โดยเฉพาะกากน้ําตาลบทีจะมีสารประกอบพวก non-amino acid 
nitrogen-containing substances อยูในปริมาณสูง เชน betaine  และ  polyamine ชนิดตางๆ 
การนาํกากน้าํตาลที่ไมผานการฆาเชื้อมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลมักจะเกิดปญหาการ
ปนเปอนของจลุินทรียชนิดอืน่เชน osmophilic yeasts   หรือจุลินทรียบางชนิดที่ไมเกี่ยวของกับ
กระบวนการหมักเอทานอล  ซึง่สามารถเจริญไดในภาวะทีม่ีปริมาณ dry matter มากกวา 65 
เปอรเซ็นตข้ึนไป  และในบางครั้งก็สามารถพบสปอรของราและแบคทีเรียในกากน้ําตาลที่เก็บ
รักษาในถังเกบ็ที่มีชองวางระหวางระดับของกากน้าํตาลกับถังเก็บ  ทีจ่ะมีการกลั่นตัวของไอน้ําใน
อากาศที่อยูระหวางชองวางนี้  สงผลใหบริเวณผิวของกากน้าํตาลที่มกีารกลัน่ตัวของไอน้ําเจือจาง
ลง  จงึลด  osmotic effects  ทาํใหจุลนิทรียเจริญได  (Stowell และคณะ, 1987)  
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ตารางที่ 2  องคประกอบของกากน้ําตาล (Stowell และคณะ, 1987) 
 
Carbohydrates Percentage values of 
 Solids Sugars Sucrose Invert  Raffinose 

Vitamins (mg/kg)  Cane         Beet Minerals 
(%) Cane Molasses 

Blackstrap 80-86 50-65 30-40 10-25  Biotin 3 0.4 Sodium 0.1-0.4 0.3-0.7 
Beet 76-85 48-58 47-55 0.2-2 0.2-2 Folic acid 0.04 0.2 Potassium 1.5-5..0 2.0-7.0 
Refinery 76-84 50-58 32-42 14-20  Inositol 6000 8000 Calcium 0.4-0.8 0.1-0.5 
High test 82-86 72-75  72-75  Pantothenate 55 100 Chloride 0.7-3.0 0.5-1.5 

Pyridoxin 3 5 Phosphorus 0.03-0.1 0.02-0.1 
Riboflavin 3 0.4 Sulphur 0.3-0.8 0.15-0.5 
Thaiamine 2 1.3    
Nicotinic 
acid 800 45    

(Non-sugar organic matter 9-20%, ash 5-20 %) 

Choline 600 400    
 
 
 

 

User
Text Box
13
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ตารางที่ 3 สารประกอบไนโตรเจนตางๆที่พบในกากน้ําตาล (Paturau, 1987) 
 

Nitrogenous compounds 

 

Usual range % Indicative average 
express %(molasses) 

Nitrogenous compounds 2.5-4.50 4.0 
Crude proteins 0.3-0.5 0.5 
Amino acids  

Mg per  g  molasses 
 

  Alanine 0.20-0.02  
  r-Aminobutyric acid 0.06-0.08  
 Aspatic acid 0.90-1.65  
  Glutamic acid 1.02-1.04  
  Glycerine 0.06-0.07  
  Leucine 0.03-0.05  
  Lysine 0.05-0.07  
  Serine 0.39-0.80  
  Threonine 0.30-0.90  
  Valine 0.11-0.20 

 
 

 
3.  ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอทานอล 
3.1  ความเขมขนของเอทานอล  ความเขมขนของเอทานอลเปนปจจัยอันดับแรกที่มีผลตอการ
ผลิตเอทานอล  โดยสงผลตอการเจริญของยีสตและการหมักเอทานอล  การยบัยัง้เหน็ไดชัดเมือ่
ความเขมขนของเอทานอลทีเ่กิดระหวางการหมักเพิ่มข้ึนก็จะมีผลใหอัตราการเจริญเริ่มลดลง  สวน
ความสามารถในการทนตอเอทานอลความเขมขนสูงขึน้อยูกับสายพนัธุของจุลินทรีย  ซึ่งเปน
ลักษณะประจาํสายพันธุของยีสตเพียงบางจีนัส ไดแก Saccharomyces และ
Schizosaccharomyces โดยพบวาความเขมขนของเอทานอลสูงสดุที่มีผลตอการเจริญและการ
หมัก คือ 10 เปอรเซ็นตน้าํหนักตอปริมาตร และ 20 เปอรเซ็นตน้ําหนกัตอปริมาตร ตามลําดับ  ผล
ของการยับยั้งที่เกิดจากเอทานอลสามารถยับยั้งอัตราการเจริญและการมีชีวิตของเซลล  พบวา
หากมีการเติมเอทานอลในชวงที่เชื้อเจริญอยูในระยะ log phase มีผลทําใหอัตราการเจริญและ
อัตราการสรางเอทานอลลดลงอยางรวดเรว็   แตพบวามีผลตอการเจริญมากกวาการหมกัเอทา
นอล (Brown และคณะ, 1981)   
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3.2 ชนิดของสับสเตรต  สับสเตรตที่นํามาผลิตเอทานอลมีหลายชนิด ไดแก ประเภทน้ําตาล 
(กากน้ําตาล  ออย และน้ําออย)  ประเภทแปง (แปงขาวโพด   และแปงมันสําปะหลัง)  เซลลูโลส 
(ฟางขาว  วัชพืช และเศษไมเหลือทิ้ง) และของเสียจากโรงงานผลไมกระปอง    ชนิดของสับสเตรต
เปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการผลิตเอทานอล  เพราะสับสเตรตแตละชนิดสามารถใหผลได
ของเอทานอลตอสับสเตรต (Yp/s)  แตกตางกันขึ้นอยูกับองคประกอบของสับสเตรตที่นํามาใชดังตา
รางที่ 4 
 
ตารางที่ 4 ผลไดของเอทานอลตอสับเสตรตและองคประกอบของสับเสตรตที่นํามาผลิตเอทานอล 
(Kim และ Dale, 2004) 
 Dry matter (%) Lignin (%) Carbohydrates 

 (%) 

Ethanol yield                      

(L kg-1 of dry biomass) 

Barley 88.7 2.90 67.10 0.41 

Barley straw 81.0 9.00 70.00 0.31 

Corn 86.2 0.60 73.70 0.46 

Corn stover 78.5 18.69 58.29 0.29 

Oat 59.1 4.00 65.50 0.41 

Oat straw 90.1 13.75 59.10 0.26 

Rice 88.6  87.50 0.48 

Rice straw 88.0 7.13 49.33 0.28 

Sorghum 89.0 1.40 71.60 0.44 

Sorghum straw 88.0 15.00 61.00 0.27 

Wheat 89.1  35.85 0.40 

Wheat straw 90.1 16.00 54.00 0.29 

Sugarcane 26.0  67.00 0.50 

Bagasse 71.0 14.50 67.15 0.28 
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3.3  ความเขมขนของสับสเตรต  การใชสับสเตรตความเขมขนสงูในการหมักเอทานอลเปนการ
ลดปริมาณน้ําที่ใชสําหรับเจอืจางสับสเตรตที่จะนาํมาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  แตใน
ขณะที่การใชสับสเตรตความเขมขนสูงซึง่มีปริมาณความเขมขนของน้าํตาลสูงสงผลใหเกิดการ
ยับยั้งการเจรญิและการหมกัเอทานอล  การยับยัง้ที่เกิดขึ้นนี้สวนหนึง่เกิดจากแรงดนัออสโมซิส  ซึง่
เซลลของยีสตจะเกิด plasmolysis เมื่ออยูในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูงกวา 14 เปอรเซ็นต (น้ํา
หนกัตอปริมาตร)  สาํหรับความเขมขนของน้าํตาลที่สามารถยับยั้งการหมักนั้น  แทที่จริงแลวเกดิ
จากลักษณะของจุลินทรียแตละสายพนัธุ  ซึ่งหากความเขมขนของน้าํตาลสูงกวา 14 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนกัตอปริมาตร)  จะสงผลใหอัตราการหมักเริ่มตนลดลง  แตผลการยับยัง้ที่เกิดจากน้ําตาลนี้
นอยกวาผลของความเขมขนของเอทานอล  หรืออาจเปนผลยับยัง้รวมกนัระหวางความเขมขนของ
น้ําตาลและความเขมขนของเอทานอล (Jones, Pamment และ Greefield, 1981)   

3.4 วิตามิน  ยีสตทั่วไปตองการวิตามนิสาํหรับการเจริญ  ยีสตทําขนมปงทุกสายพันธุตองการไบ
โอติน กรดแพนโททนิิค และอินโนซทิอล (Rosen, 1977)  โดยทัว่ไปกากน้าํตาลมวีติามินเหลานี้อยู
เพียงพอ     และพบวาไบโอตินมีความสําคัญการผลิตเอทานอล  คือ เปนโคแฟกเตอรของเอนไซม
ที่เกี่ยวของกบัปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชั่น  โดยปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมตอการผลติเอทานอลคือ 
0.05-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  (Jones และคณะ, 1981)   

3.5 pH    โดยทั่วไปยีสตสวนมากเจรญิไดดีในชวง pH 3.5-7.0  คา pH เร่ิมตนและ buffer 
capacity ของการหมักเอทานอลมกัอยูในสภาพที่ยีสตจะเกิดการกหมักไดตลอดกระบวนการหมกั  
เนื่องจากในระหวางกระบวนการหมกัเอทานอลจะมกีารสรางกรดโดยยีสตและแบคทีเรียบางชนิดที่
เจริญอยูดวย (Rose และ Harrison ,1970)    จงึตองมีการปรับ pH เพื่อใหอยูในชวงที่เหมาะสม  
และเพื่อเปนการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียบางชนิดที่เจริญอยูดวย  ดังนัน้จงึปรับ pH ใหอยู
ระหวาง 4.0-4.5 (Bazas, Dallman และ Szajani,1989) หรือ  4.0-5.0หรือ 4.8-5.0 (Paturau, 
1987)  ดวยกรดซัลฟวริคเขมขน หรือ mineral acid อ่ืนๆ  อยางไรก็ตาม pH ที่ใหประสิทธิภาพการ
หมักเอทานอลสูงสุดยอมข้ึนอยูกับคุณภาพของกากน้ําตาลที่ใช และพบวาการหมักน้าํตาลซูโครส
จะมีความไวตอการเปลี่ยนแปลง pH มากกวาการหมักน้ําตาลกลูโคส  ซึ่งเกิดจากเอนไซม 
invertase จะเปลี่ยนแปลงที่ pH ต่ํามากกวา (Jones และคณะ, 1981)    

3.6  อุณหภมูิ  ในระหวางการหมักเอทานอลจะมีความรอนเกิดขึ้น  โดยกลโูคส 1 โมเลกุลจะให
ปริมาณความรอน 26 แคลอรี่ดังนี้ 
   C6H12O6  2C2H5OH + 2CO2 + 26.0 แคลอรี่ 

  ยีสตสวนใหญจะเจริญไดรวดเร็วที่อุณหภมูิ 20-30 องศาเซลเซียส   ชวงอณุหภูมิ
สูงสุดที่ยีสตทัว่ไปสามารถเจริญไดคือ 30-40 องศาเซลเซียส   มยีีสตบางสายพันธุเจริญไดดีที่
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อุณหภูมิสูงกวานี้เลก็นอย  ไมมีรายงานวามียีสตที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซยีส   
ปจจัยที่สาํคัญที่จุลินทรียสามารถทนตออุณหภูมิสูงไดมากนอยตางกนัมีหลายประการ  เชน การ
สังเคราะหเอนไซม  กิจกรรมของเอนไซม กลไกการควบคมุภายในเซลล  การถายทอด anaerobic 
information จากยีสตไปยงัไรโบโซม   การนําอาหารเขามาภายในเซลล  และองคประกอบของเยือ่
หุมเซลล เปนตน  การเพาะเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae  ที่อุณหภมูิสูงกวา 40 องศา
เซลเซียส   จะเพิ่มอัตราการเกิด respiration dificiency “petite” mutant มากกวาปกต ิ (Hutter 
และ Oliver,1998)  อุณหภูมิที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลอยูระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส
เนื่องจากปฏิกริิยาการหมักเอทานอลเกิดความรอนทาํใหอุณหภูมิในถงัหมักสงูขึ้น  ดังนั้นในอุต
สาหกรรมการผลิตเอทานอลจะตองลดอุณหภูมิของถงัหมักลงและรักษาอุณหภูมิใหอยูในชวง 32-
33 องศาเซลเซียส   หรือที่อุณหภูมิต่ํากวา 35  องศาเซลเซียส    โดยวธิีการตางๆเชน การพนน้าํให
เปนฝอยทั่วผวินอกของถงัหมัก  ใช cooling coil ในถังหมกั หรือผานสาออกไปทําใหเยน็ลงนอกถงั
หมัก (Paturau, 1987)   

3.7  ออกซิเจน  ออกซิเจนมีบทบาทตอกระบวนการหมักเอทานอล  โดยพบวาออกซิเจนมีหนาที่
เปนตัวรับอิเลค็ตรอนตัวสุดทายในกระบวนการหายใจ  นอกจากนีย้ังทําหนาทีเ่ปน growth factor 
ที่ดีของยีสต  โดยเกี่ยวของการสังเคราะหไขมันทีม่ีพนัธะคู  รวมทั้งกรดโอเลอิค (oleic acid)  กรดลิ
โนลีอิค (linoleic acid)  และ ergosterol  ซึ่งนอกจากชวยสงเสริมการหายใจภายใตภาวะที่
ปราศจากออกซิเจนของยีสตแลว  ยงัชวยเพิ่มความสามารถในการทนตอเอทานอลของยีสต 
(Jones และคณะ, 1981)   

3.8  คารบอนไดออกไซด  คารบอนไดออกไซดสามารถยับยั้งการเจริญของยีสตทั้งในภาวะที่มี
ออกซิเจน  และไมมีออกซิเจน  ในความดันที่สงูกวาบรรยากาศคารบอนไดออกไซดจะยับยัง้การ
เจริญและการหมักไดมากขึน้  เชนเดียวกนักับในภาวะที่อาหารม ี pH ต่ํา  และมีเอทานอลเขมขน
สูง    คารบอนไดออกไซดมีผลยับยั้งปฏิกิริยา decarboxylation ดังสมการ  

  Pyruvate  Acetaldehyde   Ethanol 

            CO2 

พบวาคารบอนไดออกไซดมีอิทธิพลตอองคประกอบของเยื่อหุมเซลล  เปนผลใหเกิดการเปลีย่น
แปลงกิจกรรมบางอยางของเอนไซม  เปลีย่นแปลงสภาพใหซึมได  และการขนสงของตัวถูกละลาย  
ความสัมพันธนี้ยังไมทราบแนชัดถึงผลที่มตีอการผลิตเอทานอล ซึ่งสงผลโดยรวมใหอัตราการผลติ
เอทานอลและการสรางชีวมวลลดลง (Jones และคณะ, 1981)   
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Exponential Lag  
phase  phase 

Stationary phase 
(a)

(b)
(c)

4.  กระบวนการหมักแบบแบตช (Batch culture)  

  เปนกระบวนการหมักทีท่ําไดโดยการเพาะเลี้ยงจุลินทรียภายในระบบปด  การ
เลี้ยงเชื้อนิยมทําในขวดเขยาหรือในถังหมกั  โดยใชสารอาหารและภาวะตางๆเชน อุณหภูมิ ความ
เปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการเติบโต  สารอาหารที่ใชในระบบมีปริมาณจํากัด  เพราะไมมีการเติม
สารอาหาร  ภาวะในระบบมกีารเปลี่ยนแปลง  สารอาหารถูกใชหมดไป  ความเปนกรดดางเปลี่ยน
ไป  มีการสะสมสารพิษ เปนตน (Aiba และคณะ,1973  ; Scragg,1988) เมื่อเลี้ยงเชื้อแบบแบตช
จะมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น  โดยจุลินทรียจะใชสารอาหารที่มอียูจนหมด  และมีการสราง
ผลิตภัณฑและสารอื่นๆ ออกมา  ซึง่สามารถแสดงความสัมพันธระหวางมวลเซลลที่เปลี่ยนไปกบั
เวลาดังแสดงในรูปที่ 3 

 
       
 

 
 
 
 
 
 
 

        Time 
รูปที่ 3 ลักษณะการเลี้ยงเชื้อแบบแบตช (Wang และคณะ,1979) 

a) มวลเซลลไมเกิดการสลายตัว 
b) มวลเซลลเกิดการสลายตวัแลวเกิดการเจริญแบบคริปติก (cryptic 

growth) 
c) จํานวนเซลลมีชีวิตเมื่อเกิดการสลายตัว 
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4.1  จลนศาสตรการเลี้ยงเชื้อแบบแบตช (Kinetics of batch culture) 
 
อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate, µ) 

การเจริญของจุลินทรียเพิ่มข้ึนเปนสัดสวนกับน้ําหนักเซลลแหง (dry cell weight)   
เมื่อเทียบกับปริมาณเซลลเร่ิมตนในชวงการเจริญแบบทวคีูณของจุลินทรีย  น้าํหนกัเซลลแหงจะ
เพิ่มข้ึนเปนสองเทา  และเวลาที่ใชในการเพิ่มจํานวนเปนสองเทาทาํใหไดความสัมพนัธดังนี ้
(Scragg,1988) 
  n   =   t / td        (1) 

 เมื่อ n   คือ จํานวนของการแบงตัวเพิ่มเปนสองเทา (number of doublings) 
  t   คือ เวลา (ชั่วโมง) 
  td   คือ เวลาที่ใชในการแบงตัวเพิ่มจํานวน (ชั่วโมง) 
 ชีวมวลที่เกิดขึ้นหลังจากเวลา t คือ 

  Xt    =   X02n   =   X02t/td       (2) 
 ใส natural logarithm ในสมการ (2) 
  ln ( Xt / X0 )   =   ln 2 . t / td      (3) 

  เมื่อ Xt    คือ   ความเขมขนของชีวมวลที่เวลา t ใดๆ (กรัมตอลิตร) 
   X0   คือ   ความเขมขนของชีวมวลเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 

  ทําการจัดรูปแบบสมการ (3) ใหม   

  ln Xt – ln X0   =   ln 2   =   0.693   =   µ     (4) 
         t     td        td 
  ถาตองการหาอัตราการเจรญิจําเพาะที่เวลาใดๆในชวงระหวางการเจริญสามารถ
หาไดจาก  น้ําหนักเซลลแหงที่สะสม  =  เซลลที่เจริญ – เซลลออก – เซลลตาย 

  dX / dt   =   µ X  -  F.X  -  α X      (5) 
         V 
  เมื่อ F   คือ   อัตราการไหลออกของอาหาร (ลิตรตอช่ัวโมง) 
   V   คือ   ปริมาตรของอาหาร (ลิตร) 
   α   คือ   อัตราการตายจําเพาะ (ชั่วโมง-1) 

 เซลลไมมีการไหลออกจากระบบ  และ α  <<<   µ  สามารถเขียนสมการไดใหมคือ 
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  µ   =   1. dX / dt          (6) 
             X 
   

แบคทีเรียบางชนิดมีคา td ที่นอยมากเพียง 15-20 นาที  ภายใตภาวะที่เหมาะสม   
แตโดยทั่วไปแบคทีเรียจะมีคา td ประมาณ 45-60 นาท ี  สวนยีสตภายใตภาวะที่เหมาะสมจะมีคา 
td อาจสัน้เพียง 45 นาท ีแตโดยปกติจะมีคา td ประมาณ 90-120 นาที  และราซึ่งมีการเจริญชา
กวาแบคทีเรียและยีสต  หากเลี้ยงราภายใตภาวะที่เหมาะสมจะมีคา td เพียง 60-90 นาท ีซึง่โดย
ปกติราจะมีคา td  ประมาณ 4-8 ชั่วโมง 
 

4.2  จลนศาสตรของการใชอาหารและการสรางผลิตภัณฑ (Kinetics of nutrient utilisation 
and product formation)  

  เมื่อทําการเลีย้งจุลินทรียในอาหารที่เหมาะสม  จุลินทรียจะใชอาหารไปสําหรับ
การเจริญและสรางผลิตภัณฑออกมา  ความสมัพนัธระหวางการเจรญิและสรางผลิตภัณฑจําแนก
ไดเปน 3 ประเภท ไดแก 

1. การสรางผลิตภัณฑเกิดสัมพันธไปกับการเจริญ (growth associated  
      product formation) 
2. การสรางผลิตภัณฑไมสัมพันธกับการเจริญ (non growth associated  
      product formation) 
3. แบบผสมระหวางแบบ 1 และ แบบ 2 (mixed growth associated product  
      formation)   
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X 
or 
P 

 
              (a)         (b)       (c) 
        

    
 

 

           Time       Time      Time 
รูปที่ 4 รูปแบบของจลนศาสตรการเจริญและการสรางผลิตภัณฑ (Wang      
และคณะ, 1979) 

a) การสรางผลิตภัณฑเกิดสัมพันธไปกับการเจริญ 
b) การสรางผลิตภัณฑไมสัมพันธกับการเจริญ 
c) แบบผสมระหวางแบบ 1 และ แบบ 2 
 

  การหมกัทัว่ไปนั้น  ความสัมพันธระหวางการเจริญและการสรางผลิตภัณฑนั้น  
มักจะเปนแบบใดแบบหนึ่งของสองแบบแรก  เชน การหมักเอทานอลหรือกรดอะมโินเปนการหมกั
รูปแบบแรก  สวนการผลิตสารปฏิชีวนะหรือเอนไซมเปนการหมักรูปแบบที่สอง  แตก็มีการหมกับาง
ชนิดที่เปนไปในรูปแบบที่สาม  กลาวคือจุลินทรียจะเจริญขึ้นมากอนในระยะหนึง่  จากนัน้จงึเริ่ม
สังเคราะหผลิตภัณฑควบคูกันไปกับการเจริญซึ่งยังดาํเนินอยู  เชน การผลิตกรดนมหรือกรดแลก
ติก เปนตน  แบบการเจริญทั้ง 3 ประเภท แสดงในรูปที่ 4 

 
ผลไดเซลลตอสับสเตรต (biomass yield from substrate, Yx/s)  และผลไดผลิตภัณฑตอ
สับสเตรต (product yield from substrate) 

  การเลี้ยงจุลินทรีย  อาหารที่ถูกใชไปยอมมีความสมัพนัธกับการสรางมวลของเชื้อ 
(การเจริญ)  และการสรางผลิตภัณฑ   ความสัมพันธของผลไดเซลลตอสับสเตรต  และผลได
สารผลิตภัณฑตอสับสเตรต (Yx/s และ Yp/s)  คือ พารามิเตอรที่บอกถงึประสิทธิภาพการเปลีย่น
แปลงสารอาหารไปเปนชีวมวล หรือเปนสารผลิตภัณฑ  โดยสามารถอธิบายเปนชวีมวล  หรือมวล
ของสารผลิตภัณฑที่สรางขึ้นตอสารอาหารที่ใชไป ดังนี้ 

  dX / dt   =   - Yx/s. dS / dt       (7) 
 และ dP/ dt   =   - Yp/s. dS / dt         (8) 
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  คาผลผลิต (yield)  สามารถหาไดโดยการหาปริมาณชีวมวลรวม  หรือมวลของ
สารผลิตภัณฑ  และสารอาหารที่ใชไป 

  Yx/s   =   ∆X / ∆S       (9) 
  Yp/s   =   ∆P / ∆S                 (10) 
  Yp/x   =   Yp/s / Yx/s  
          =   ∆P / ∆X                 (11) 
   
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ(specific production rate, qp)  
 

การหาประสิทธิภาพของการหมัก  นอกจากจะแสดงในรูปของประสิทธิภาพการ 
สรางมวลและประสิทธิภาพการสรางผลิตภัณฑจากอาหารแลว  ยงัสามารถหาไดในรูปของ  อัตรา
การใชสารอาหารจําเพาะ (specific substrate uptake rate, qs) และอัตราการสรางผลิตภัณฑ
จําเพาะ ( specific product formation rate, qp) 
 

อัตราเร็วการสรางผลิตภัณฑ = ผลิตภัณฑที่สราง – ผลิตภัณฑที่ออกจากถังหมัก –  
ผลิตภัณฑที่ถูกทําลาย 

 dP  = (qp X) -   F0 P   -    kP              (12) 
     dt                      V  
  เนื่องจากการเลี้ยงแบบแบตชไมมีการแยกเอาผลิตภัณฑออกจากถังหมัก  ดังนั้น     
(F0 P)/V จึงเทากับศูนย  และผลิตภัณฑทีถู่กทาํลายมีคานอยมากเมื่อเทียบกบัการสรางผลิตภัณฑ
ในระหวางการหมัก  ดังนั้น kP จึงไมนํามาคิด  เมื่อเขียนสมการที่ (12) ใหมจะไดเปน 

 dP  = (qp X)                (13) 
     dt  

           qp   =  1 dP                (14) 
                X dt   
 

เมื่อ  qp   คือ   อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (specific substrate uptake  
         rate) (g g-1 h-1) 

          X    คือ   มวลของจุลินทรีย (g l-1) 
      dP   คือ   อัตราเร็วในการสรางผลิตภัณฑ (g l-1 h-1)  
      dt  
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6.  กระบวนการหมักแบบ รีพีท-แบตช (Repeated-batch culture) 

  การหมกัแบบ รีพีท แบตช เปนการหมกัแบบแบตชอยางหนึ่ง  แตการหมักแบบรี
พีท แบตช  จะมีการนําน้ําหมักออกจากถงัหมกัออกไปสวนหนึง่  และเหลือน้ําหมักอีกสวนสาํหรบั
เปนกลาเชื้อในการหมักรอบตอไป โดยมีการเติมอาหารเขาไปใหมดวยปริมาตรเทากับปริมาตรของ
น้ําหมักทีน่ําออกมา (Nishizawa และคณะ,1984 ; Rokas, 1996)  โดยมีการปรับปรุงกระบวนการ
หมักแบบ รีพที-แบตช ไปใชรวมกับวธิีอ่ืนๆ เชน การนําเซลลที่ถูกตรงึมาใชกับการหมักแบบรีพีท-
แบตช จะใหผลผลิตเอทานอลสูงกวาการใชเซลลปกติที่ไมถูกตรึง (Rokas, 1996)   

7.  กระบวนการหมักแบบ เฟด-แบตช (Fed-batch culture) 

  มีผูไดใหคําจํากัดความของการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช วาเปนกระบวนการหมัก
แบบเติมสารอาหารที่จาํเปนอยางตอเนื่องแลวหยุด  หรือใสเปนครั้งคราว  และไมมีการดึงเอาสาร
ผลิตภัณฑออกจากระบบจนกวาสิน้สุดการหมัก   วิธกีารเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช  เร่ิมตนใชใน
การผลิตยีสตตั้งแตประมาณป 1900  สําหรับควบคุมการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae  
ในการเลีย้งแบบแบตชโดยใชมอลทเปนแหลงคารบอน  การผลิตยีสตนี้มีปญหาอยูสองประการคอื  
ประการแรก  ถาความเขมขนของมอลทสูงเกนิไปในอาหารเลี้ยงเชื้อทําใหมีเอทานอลเกิดขึ้นแทน
การผลิตเปนชวีมวล  ประการที่สองคือ  ถาความเขมขนของมอลทถูกควบคุมใหนอยที่สุด การ
เจริญของยีสตก็จะถูกจํากัด  ปญหานี้ไดถกูแกโดยการหาวิธีควบคุมการเติมอาหารใหพอเหมาะกบั
การเจริญ  

7.1  วิธีการควบคุมสําหรับการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช 

  วิธีการที่จะควบคุมการเลี้ยวเชื้อแบบแบบ เฟด-แบตช เพื่อใหงายในการใชงาน  มี
การแบงไวเปนสองกลุมหลกั คือ with feedback control และ without feedback control ดัง
แสดงในรูปที ่5  การเลี้ยงเชือ้แบบแบบ เฟด-แบตช  จงึอาจมีการเรียกชือ่แตกตางกนั  บางครั้งเรียก
วา “semi-batch” ในอังกฤษ  ในเยอรมนัเรียก “zulaufverfahrem”   และในญี่ปุนเรยีก “ryukaho” 
(Asenjo และ Merchuk, 1995) 

 

 

 

 
 



     

     

24

      bioreactor     bioreactor 
         

 
 
     
        Sin                                                        V(x,s,p)              Sin                                                      V(x,s,p) 
substrate (s)     substrate (s) 
reservoir                    reservoir Sensor-Detector-Controller 

Without  Feedback  Control   With  Feedback  Control 
 

รูปที่ 5  แผนภาพการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช  (Asenjo และ Merchuk, 1995 ) 
 

การเลี้ยงเชื้อแบบ with feedback control แบงเปน 2 ประเภท คือ  
  1.  indirect feedback control  การควบคุมตองอาศยัขอมูล  หรือพารามเิตอรที่
เกี่ยวกับการหมัก  ซึง่เกีย่วกับสารตั้งตน เชน การละลายของออกซเิจน อัตราสวนของการหายใจ 
(เชน CO2/O2)  และความเปนกรดดาง 

 2.  direct feedback control  เปนวิธกีารติดตามความเขมขนของสารอาหารใน
การเลี้ยงเชื้อโดยตรงเฉพาะสารตั้งตนสามารถรักษาใหคงที่  หรือสามารถแปรผันเพื่อรักษาความ
เขมขนใหพอเหมาะ  และการควบคุมการเติมอาหารระบบ with feedback control สามารถจัด
การใหเปนระบบเปด (open-loop system) หรือระบบปด (closed-loop system)                       
  ในระบบ Without  Feedback  Control  การเติมสารอาหารสามารถเตมิดวย
อัตราที่คงที่ เชน ปรับอัตราการเติมของปม เติมแบบทวีคณู (exponential feeding)  ใหสัมพันธกับ
การเพิ่มของชีวมวล  หรือเติมทุกๆชั่วโมง 
 
7.2  ขอไดเปรียบของวิธีการเลี้ยงแบบ เฟด-แบตช  

1) สามารถใชสารที่ยับยัง้การเจริญหรือเปนพิษตอเซลลเชน กรดอินทรยี เมธา
นอล สารอโรมาติกบางชนิดเปนสารตั้งตนได 

2) สามารถเพิ่มชีวมวลไดมากกวาการเลี้ยงแบบ แบตช รวมทัง้สามารถเพิ่มผล
ผลิตโดยเฉพาะผลิตภัณฑที่เปน growth associated products 

3) การผลิตสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite)  ซึ่งมีการผลิตไม 
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สัมพันธกับการเจริญ (non growth-related production) เชน ผลิตสารเมื่อจุลินทรียเร่ิมเขาสูชวง
การเจริญแบบคงที ่ ในกรณนีี้อัตราการเตมิสารอาหารสามารถควบคุมในชวงเริ่มตนใหผลิตชวีมวล
สูง  หลังจากนั้นเมื่อจุลินทรยีเขาสูชวงการเจริญแบบคงที่  และเจริญชาลง  จึงเติมอาหารใหเพยีง
พอสําหรับเปนพลังงานเพื่อรักษากิจกรรมของเซลลไวขณะที่การสรางสารผลิตภัณฑกําลังเกิดขึ้น 

4) ไมเกิด catabolite repression 
5) ลดความหนืดของอาหาร เชน การผลิต dextran และ xanthan gum 
6) ไมเกิดปญหาการปนเปอน  การกลายพันธุ  และความไมคงตัวของพลาสมิด   

ซึ่งพบในการเลี้ยงแบบตอเนื่อง 
 
7.3  ขอเสียเปรียบของวิธีการเลี้ยงแบบ เฟด-แบตช  

1) อุปกรณการเลีย้งแบบ feed back control คอนขางมีความซบัซอนและมี
ราคาสูง   

2) ในระบบ without feed back control  การเติมอาหารจะตองมีการหารูปแบบ 
การเจริญไวกอนแลว  เพื่อเปนการคาดคะเนถึงรูปแบบของการเบี่ยงเบนการเจริญของเชื้อ เชน 
time course อาจไมเปนไปตามรูปแบบที่คาด  

 

 

 

 



บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. อุปกรณและเคมีภัณฑ 

1.1 อุปกรณ 
อุปกรณ บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

เครื่องกาซโครมาโตกราฟ  (gas chromatography)       
รุน 3400CX 

แพค คอลัมน (packed column)  ชนิด 10%OV-101 
Chromosorb W AW-DMCS ขนาด 2 m. x 
1/8”(I.D.) 

เครื่องผลิตกาซไฮโดรเจน (hydrogen generator)         
รุน 9200                         

เครื่องผลิตอากาศ (air compressor) รุน WL505000AJ     
 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิ                       

(psycrotherm incubator shaker) รุน G27      
แบบ rotary  

ถังหมัก (fermentor) ขนาด 5 ลิตร รุน MBF500-ME   
         ชุดควบคุม รุน EPC1000 และ 
         เครื่องอดัอากาศ รุน MAU-2 
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (digital Water Bath) รุน SB-651 
อุปกรณหลอเยน็ (circulation Cooler) รุน CA-1111 
เครื่องชั่งหยาบ (laboratory balance) รุน L2200P 
เครื่องชั่งละเอยีด (analytical balance) รุน PG2002-S 
เครื่องชั่งละเอยีด (analytical balance) รุน AG285   
เครื่องชั่งละเอยีด (analytical balance) รุน A200S            
เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P 
เครื่องปนเหวีย่งอุณหภูมิต่าํ รุน J-30I 

Varian, USA. 
 
Varian, USA. 
 
 
Packard, USA. 
 
Campbell Hausfeld, USA. 
 
New Brunswick Scientific, USA. 
 
 
Eyela, Tokyo, Japan 
 
 
Eyela, Tokyo, Japan 
Tokyo Rikakikai, Japan 
Sartorius, Germany 
Beckman, USA 
Beckman, USA 
Hettich,Germany 
Kubota, Japan 
Beckman, USA 
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1.1  อุปกรณ (ตอ) 
อุปกรณ บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)        
รุน genesys 20 

อุปกรณหลอเย็น (circulation Cooler) รุน CA-1100 
เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน 2000 
ตูถายเชื้อแบบ laminar flow รุน BV-124  
ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UL-60 
ตูอบแหง (dryer oven) รุน UL60 
หมออบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325 
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน W760  

USA 
 
Tokyo Rikakikai, Japan 
Cyberscan, Singapore 
ISSCO, USA. 
Memmert, Germany 
Memmert, Germany 
Tomy, Japan 
Memmert, Germany 
 

  

1.2  เคมีภัณฑ 
สารเคมี บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

กากน้ําตาลออย 
กรดซัลฟวริก (H2SO4) 
กลูโคส (analytical grade) 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 
ซิงคซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 
ซูโครส (C12H22O11) 
ซูโครส (น้ําตาลทราย) 
โซเดียมกลูตาเมต (NaC5H8O4) 
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคาไฮเดรต 
(Na2HPO4.12H2O) 
บิวทานอล (C4H9OH) 
พอลิเปบโตน (polypeptone) 

หจก. ว.ภัทร, ประเทศไทย 
E. Merk Damstadt, Germany 
Fluka, Germany 
E. Merk Damstadt, Germany 
Carlo Erba, Italy 
E. Merk Damstadt, Germany 
มิตรผล  ประเทศไทย 
E. Merk Damstadt, Germany 
ปรุงทิพย  ประเทศไทย 
Carlo Erba, Italy 
E. Merk Damstadt, Germany 
 
E. Merk Damstadt, Germany 
Difco, USA 
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1.2 เคมีภัณฑ (ตอ) 
สารเคมี บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 
สารสกัดจากยสีต (yeast extract) 
เอทานอล (C2H5OH) 
เอนไซมอินเวอรเทส (gradeV EC3.2.1.26) 
แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 
แอมโมเนีมเฟอรัสซัลเฟตเฮกซาไฮเดรต 
(NH4)2Fe(SO4)2.6H2O 

Univar, Australia 
Carlo Erba, Italy 
Difco, USA 
E. Merk Damstadt, Germany 
Sigma Chemical, USA 
E. Merk Damstadt, Germany 
E. Merk Damstadt, Germany 

 

2. จุลินทรีย 

จุลินทรียที่ใช  คือ  Saccharomyces cerevisiae สายพนัธ ุ   SKP1 ดังรูปที่ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 6  ลักษณะรูปรางของ Saccharomyces cerevisiae สายพันธ ุ SKP1 ถายจาก
กลองจุลทรรศนกําลงัขยาย 1,000 เทา 
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3.  อาหารเลีย้งเชื้อ 

3.1  สูตรอาหารแข็งสําหรบัเก็บรักษาเชือ้ (stock culture medium) คือ YPD 
medium (Yeast peptone dextrose medium)  ใน 1 ลิตร  ประกอบดวย 

สารสกัดจากยสีต    10  กรัม 
พอลิเปปโตน     20  กรัม 
กลูโคส      20  กรัม 
วุนผง      18  กรัม 

ปรับ pH เปน 4.5 และนึง่ฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 15 นาที (การนึง่ฆาเชื้อแบบมาตรฐาน) 

3.2  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงกลาเชือ้  (seed culture medium) คือ  อาหาร 
BSM (Basal salt medium) ใชสูตรของ Winter, Luret  และ Uribelarrea (1989)  ใน 1 ลิตร  
ประกอบดวย 

แอมโมเนยีมซลัเฟต    3  กรัม 
โซเดียมกลูตาเมต    1  กรัม 
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   3  กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคาไฮเดรต 3  กรัม 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต   0.25  กรัม 
แมกนีเซยีมเฮปตาไฮเดรต   0.25  กรัม 
แอมโมเนีมเฟอรัสซัลเฟตเฮกซาไฮเดรต  1.5  มิลลิกรัม 
ซิงคซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต   5  มิลลิกรัม 

กลูโคส      40   กรัม 

ปรับ pH เปน 4.5 และนึง่ฆาเชื้อที่ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 10 นาท ี

3.3  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเพื่อการผลิตเอทานอล คือ 

กากน้ําตาลทีม่ีปริมาณน้าํตาลรวม  165  กรัม/ลิตร 
(วิธีการเตรียมดังภาคผนวก ก) 

ปรับ pH เปน 4.5 และนึง่ฆาเชื้อที่ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 10 นาท ี
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4.  วธิีการเกบ็รักษาเชื้อและเตรียมหัวเชื้อสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ 

4.1  การเก็บรักษาจุลินทรีย 

เขี่ยเชื้อจุลินทรียโดยใชลูปเขี่ยเชื้อลาก (streak)  ลงบนอาหารแข็งเอยีง (agar  
slant)  สําหรบัเก็บรักษากลาเชื้อ  บมเชื้อที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ชั่วโมง  แลว
นําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นํามาเขี่ยลากเชื้อลงบนอาหารใหม (sub culture) ทุก 3 
เดือน 
 
 4.2  การทําใหเชื้อบริสุทธิ ์

นําเชื้อที่เก็บรักษาไวมาเขี่ยลากเชื้อ (streak)  ลงบนอาหารแข็ง YPD medium  
ในจานเพาะเชือ้ (ทีม่ีการเตมิเอทานอล 95%(v/v)หลังจากนึ่งฆาเชื้อแลวทิ้งใหเยน็ 45-50 องศา
เซลเซียส ใหมเีอทานอลในอาหาร 5 เปอรเซ็นต (จรัญ เจตนะจิตร,  2525) )  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 18 ชั่วโมง   

 
4.3 การเตรียมหัวเชื้อสําหรับเลี้ยงกลาเชือ้ 

นําเชื้อบริสุทธิม์าเขี่ยลากเชือ้ลงบนอาหารใหม  บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศา 
เซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ถายเชื้อลงในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.9 เปอรเซ็นต  
กระจายเชื้อ (resuspend)  แลวนําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ 640 นาโนเมตร  ใหไดคาการดูดกลนื
แสงเทากับ 0.4 

5.  วธิีดําเนนิการวิจัย 
การหาภาวะที่เหมาะสมสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 เพื่อผลิตเอทานอล 

 5.1  อาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อและศกึษาอายุกลาเชื้อที่เหมาะสมเพื่อใหไดเชื้อที่
มีประสิทธิภาพในการผลติเอทานอล 

ถายกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 จากขอ 4.3 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  ลงในอาหาร 
เหลวสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (8 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ)  ใน
ขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร  ทีม่ีกลโูคสเปนแหลงคารบอนโดยแปรผันความเขมขน  20  40  
และ 60 กรัมตอลิตร  ปรับ pH เริ่มตนเทากับ 4.5 เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส ความเร็ว 100 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 6 ชัว่โมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง  นาํมาหา
น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกลูโคสที่เหลือ แลวเลือกอายกุลาเชื้อที่เหมาะสมในการเตรียมกลาเชื้อ  
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การผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ในถังหมักแบบแบตช 

5.2  pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลในถังหมกั 

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ตามขอ 5.1  โดยเปลี่ยนชนิดของแหลง 
คารบอนจากกลูโคสมาใชกากน้าํตาลที่มปีริมาณน้าํตาลรวมเทยีบเทากับปริมาณกลูโคสตามขอ 
5.1  ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงในถังหมกัขนาด 
5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล (มีกากน้ําตาลที่มีปริมาณน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 
กรัมตอลิตร) ปริมาตร 3 ลิตร  โดยปรับ pH เร่ิมตนตั้งแต 4.0 4.5 5.0 อัตราการกวน 100 รอบตอ
นาที  โดยไมมีการใหอากาศ  ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซยีส เก็บตัวอยางทุก 6 ชัว่โมง เปน
เวลา 48 ชัว่โมง  นาํมาหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของน้าํหมกั  และ
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได   

5.3  อัตราการกวนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

  เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา
นอล จากขอ 5.1 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ทีม่ีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล (มีกากน้าํตาลทีม่ีปริมาณน้ําตาลรวม
เทากับ 165 กรัมตอลิตร) ปริมาตร 3 ลิตร ปรับ pH เร่ิมตน จากผลการศึกษาในขอ 5.2  โดยแปร
ผันอัตราการกวนเทากับ 100 150 และ 200 รอบตอนาที  โดยไมมกีารใหอากาศ  เก็บตัวอยางทกุ 
6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชัว่โมง  นาํมาหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของ
น้ําหมัก  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 

5.4  อุณหภมูิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

  เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา
นอล จากขอ 5.1 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ทีม่ีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล (มีกากน้าํตาลทีม่ีปริมาณน้ําตาลรวม
เทากับ 165 กรัมตอลิตร) ปริมาตร 3 ลติร  ปรับ pH และอัตราการกวนที่ไดจากขอ 5.2 และ 5.3  
โดยแปรผันอุณหภูมิเทากับ  25  30  และ  35  องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางทกุ 6 ชั่วโมง เปนเวลา 
48 ชั่วโมง  นํามาหาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของน้าํหมกั    และ
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได  
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5.5  ความเขมขนน้าํตาลเริ่มตนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

  เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา
นอล จากขอ 5.1 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลติร  ปรับ pH ,อัตราการกวน 
และอุณหภูมิที่ไดจากขอ 5.2, 5.3 และ 5.4  โดยแปรผันความเขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ  165  
220  260  และ  280  กรัมตอลิตร เก็บตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง  นํามาหา
น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลอื  คา pHของน้ําหมัก  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 

 
การปรับปรุงการหมกัเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ดวยกระบวนการหมกัแบบ รีพที-
แบตช และเฟด-แบตช 

5.6 การผลิตเอทานอลในการหมักแบบ รพีีท-แบตช     

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา 
นอล จากขอ 5.5 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลิตร  อาหารที่ใชสําหรับปอนคือ 
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร การเลือกชวงเวลาของการเติมนัน้  
พิจารณาจากความเขมขนของกากน้าํตาลที่เหลือในน้าํหมัก  จงึไดปอนกากน้าํตาลที่เวลา 24 และ 
48 ชั่วโมง  โดยการปอนกากน้ําตาลทัง้สองชวงเวลาใหไดความเขมขนของน้าํตาลรวมในถังหมักให
ไดใกลเคียงกบัความเขมขนเมื่อเร่ิมตนเลี้ยงเชื้อ (165 กรัมตอลิตร) วิธีดังกลาวทําโดย  ชวงแรก
ปอนกากน้าํตาลที่มีความเขมขนของน้าํตาลรวม 672 กรัมตอลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ที่เวลา 
24 ชั่วโมง  ลงในถงัหมักทีม่ีปริมาตรของน้ําหมักเทากบั 3150 มิลลิลิตร (ไมไดนําน้ําหมักออก  
เนื่องจากปริมาตรน้ําหมักเวลานัน้ไมมากเกินไป  เมื่อเทยีบกับปริมาตรถังหมกั) ทําใหปริมาตรของ
น้ําหมักหลังจากปอนกากน้าํตาลเทากับ 3750 มิลลิลิตร และชวงเวลาที่สองปอนกากน้าํตาลที่มี
ความเขมขนของน้าํตาลรวมเทากับ 672 กรัมตอลิตร ปริมาตร 450 มลิลิลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง ลง
ในถังหมกัที่มปีริมาตรของน้าํหมกัเทากับ 3690 มิลลิลิตร  โดยกอนการปอนกากน้ําตาลมีการนํา
น้ําหมักออกจากถงัหมักเทากับปริมาตรที่เติม (450 มิลลิลิตร) ทําใหปริมาตรของน้าํหมักในถงัหมัก
หลังจากปอนกากน้ําตาลเทากับ 3690 มลิลิลิตร จากนัน้เก็บตัวอยางทุก 12 ชัว่โมง  เปนเวลา 120 
ชั่วโมง  โดยทีช่ั่วโมงทีม่ีการปอนกากน้าํตาล  มกีารเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คือ  กอนปอนกากน้าํตาล  
และหลังจากปอนกากน้าํตาล  นํามาหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของ
น้ําหมัก  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
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 5.7  การปรบัปรุงการผลติเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ดวยการหมกัแบบ 
เฟด-แบตช เมื่อใชกากน้ําตาลเปนอาหารสาํหรับปอนเขา 

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา 
นอล จากขอ 5.5 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลิตร  อาหารที่ใชสําหรับปอนคือ 
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร กรัมตอ  โดยปอนกากน้าํตาล
ปริมาตร  600 มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง  สําหรับที่เวลา 96 ชั่วโมง ปริมาตรของกากน้ําตาลที่เตมิ
พิจารณาจากปริมาณน้าํตาลที่เหลือและเอทานอลที่ผลิตได (เปนวิธีการควบคุมแบบ direct 
feedback control แบบ off-line) จากนัน้เก็บตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมง  เปนเวลา 120 ชั่วโมง  โดยที่
ชั่วโมงทีม่ีการปอนกากน้าํตาล  มีการเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คือ  กอนปอนกากน้าํตาล  และหลงัจาก
ปอนกากน้าํตาล  นาํมาหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของน้าํหมกั  และ
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
 

5.8  การปรบัปรุงการผลติเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ดวยการหมกัแบบ 
เฟด-แบตช เมื่อใชกลโูคสเปนอาหารสาํหรับปอนเขา 

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา 
นอล จากขอ 5.5 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลิตร  เนื่องจากพบวาขอจํากัด
ของความเขมขนของปริมาณน้ําตาลรวมในกากน้าํตาลสําหรับเติม  ไมสามารถเพิม่ข้ึนใหสูงกวานี้  
เพื่อลดปริมาตรของน้ําตาลทีใ่ชเติม  ซึ่งปริมาตรของน้าํตาลที่ใชเติมมีผลตอการเจือจางความ
เขมขนของเอทานอลในถงัหมัก  ดังนั้นจึงแกปญหาโดยเปลี่ยนอาหารที่ใชสําหรับเติมจาก
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร มาเปนกลูโคสเขมขน 800 กรัมตอ
ลิตร    ทําโดยปอนกากน้ําตาลปริมาตร  400 มิลลิตลิตร ที่เวลา 24  ชั่วโมง เก็บตัวอยางทกุ 12 
ชั่วโมง เปนเวลา 120 ชั่วโมง  โดยที่ชัว่โมงที่มกีารปอนกากน้ําตาล  มีการเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คอื  
กอนปอนกากน้ําตาล  และหลังจากปอนกากน้ําตาล  นํามาหาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้าํตาล
รวมที่เหลือ  คา pHของน้ําหมัก  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
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5.9  การปรบัปรุงการผลติเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ดวยการหมกัแบบ 
เฟด-แบตช เมื่อใชกากน้ําตาลเปนอาหารสาํหรับปอนเขารวมกับการปอนไบโอติน 
  

Winter และคณะ (1989)  รายงานวา S. cerevisiae 1 กรัมตองการไบโอติน 1.8  
ไมโครกรัม  และการใชไบโอตินเริ่มตน 3-4 ไมโครกรัมตอลิตร  เพียงพอใหเซลลมกีารเจริญและมี
อัตราการเจรญิจําเพาะสูงสดุ        Afenore และคณะ (2002)  ศึกษาวิธกีารเติมวติามิน  เพื่อชวย
ในดานการปรบัปรุงการมีชวีติของเซลล  เพื่อทาํใหสรางเอทานอลไดมากขึ้น  วธิกีารเติมวิตามิน
วิธีการหนึ่งคือ  การเติมแบบเอ็กโพเนนเชยีล (exponential feeding)  คือ การเตมิวิตามนิเพิ่มข้ึน
แบบทวีคูณจากปริมาณเริ่มตนที่เติม  โดยหาปรมิาณวติามินที่เซลลตองการจากความเขมขนของ
เซลลสูงสุด  จากนัน้คํานวณหาปริมาณวิตามนิที่ใชจากรายงานของ Winter และคณะ(1989)   
การคํานวณหาปริมาณวิตามินทัง้หมดที่เซลลตองการจงึเทากับ 10.15 ไมโครกรัมตอลิตร (5.64 
กรัมตอลิตร (คือน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดที่ไดจากกรเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช) x 1.8 ไมโครกรัม/
ยีสต 1กรัม (จากผลงานวิจยัของ Winter และคณะ 1989 พบวายีสต 1 กรัม ตองการไบโอตินใน
อาหารเลีย้งเชือ้ 1.8 ไมโครกรัม)  จากนัน้หาปริมาณไบโอตินที่จะในแตละชวง  ปริมาณไบโอตินที่
เหมาะสมดังแสดงในรูปที ่7 
 
 
 
   
 
 

 
 
 
 
รูปที่ 7 ปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมสําหรับปอนทีร่ะยะเวลาตางๆระหวางการ
เลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟด-แบตช 

 

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา 
นอล จากขอ 5.5 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลติร  อาหารที่ใชสําหรับปอนคือ 
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร โดยปอนกากน้าํตาลปริมาตร  600 
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มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง  และมีการเตมิไบโอตินแบบเอ็กโพเนนเชยีล ดังแสดงในรูปที่ 32    เก็บ
ตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 120 ชั่วโมง  โดยที่ชั่วโมงที่มีการปอนกากน้าํตาล  มกีารเก็บ
ตัวอยาง 2 คร้ัง คือ  กอนปอนกากน้าํตาล  และหลังจากปอนกากน้าํตาล  นํามาหาน้ําหนกัเซลล
แหง ปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลือ  คา pHของน้าํหมกั  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
 
6. การวิเคราะห 

6.1 การวัดการเจริญเติบโตของ S. cervisiae SKP1 โดยการหาน้าํหนักเซลลแหง 

 ปนแยกเซลลออกจากน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ทีค่วามเร็ว 4,000 รอบตอ 
นาที  เปนเวลา 10 นาท ี จากนัน้ปนลางเซลลดวยน้าํกลั่น 2 คร้ัง  ทีค่วามเร็วรอบและเวลาเทาเดิม  
นําไปอบแหงที่อุณหภูม ิ50-60 องศาเซลเซียส นาน 24 - 48 ชัว่โมง จนกระทั่งน้ําหนักคงที ่  ชัง่หา
น้ําหนกัเซลลแหง  คํานวณหาปริมาณน้ําหนักเซลลแหง (ภาคผนวก ข)  หนวยเปนกรัมตอลิตร 

 
6.2 การหาปริมาณน้ําตาลรวมในรูปน้ําตาลรีดิวซ 

  นําน้ําหมักหลงัจากปนแยกเซลลแลวมาเจอืจางดวยน้าํกลั่นตามความเหมาะสม
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายอินเวอรเทส 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ปรับคา pH เทากับ 4.5 บมในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิเทากับ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 นาท ี จากนัน้นาํมาวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธีของ Bernfeld (1955) โดยเตมิ
สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid, DNSA) ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ผสมให
เขากัน   นําไปตมในอางน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาท ีทิง้ไวใหเยน็แลวเตมิน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากนั นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร นําคาที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และน้ําตาลซูโครส (ภาคผนวก ค) หนวยเปนกรัมตอ
ลิตร   

 
 6.3 การหาคา pH 

  นําน้ําหมักหลงัจากปนแยกเซลลแลววัดคา pH ดวยเครื่องวัดคา pH (pH meter) 

 

 
 



     36

6.4 การหาปริมาณเอทานอลโดยวธิ ีGas Chromatography (GC) 

  นําน้ําหมักหลงัจากปนแยกเซลลแลวมาเจอืจางดวยน้าํกลั่นตามความเหมาะสม
ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร  ใสในหลอด  eppendoff  เติมสารละลาย internal standard (บิวทนอล) 
1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนัดวย vortex  จากนัน้ฉีดตัวอยาง 1 ไมโครลิตร  วิเคราะหหาปริมาณโดย
วิธีกาซโครมาโตรกราฟภายใตภาวะดังนี ้

ชนิดของ column : แพคคอลัมน ( packed column) ชนิด  
10%OV-101 Chromosorb W  AW-DMCS   
60/60 mesh  ขนาด 2 m. x 1/8” 

อุณหภูมิของ column : 50 องศาเซลเซยีส 
อุณหภูมิของ injector : 120 องศาเซลเซยีส 
ชนิดของ detector : FID  
กาซตัวพา (carrier gas) : N2 (อัตราการไหล 7.5 psi) 
ปริมาตรฉีด  : 1  ไมโครลิตร 

นําคาที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟ (เอทา 
นอล/บวิทานอล) และความเขมขนของเอทานอล (ภาคผนวก ค) หนวยเปนกรัมตอลิตร  
คํานวณหาปรมิาณเอทานอล (ภาคผนวก ข)  หนวยเปนกรัมตอลิตร 
 
6.5  การคาํนวณหาคาพารามิเตอรและคาประสิทธภิาพการหมกั (fermentation efficiency) 

นําขอมูลที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ไดแก  น้ําหนกัเซลลแหง  
ปริมาณเอทานอล  และปริมาณน้าํตาลทีเ่หลือ  มาพลอตกราฟหาคาพารามเิตอร µ  YX/S YP/S,  และ 
qP  โดยใชโปรแกรม Excel 2000 จากสูตรดังนี้       
 

  µ = lnXt – lnXo 
                     t 
   YX/S = Xt  - X0 
    S0 - St             
  YP/S = Pt  - P0 
    S0 - St             
  qp =  Pt  - P0 
           xdt 
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สําหรับคา Qp  และคา fermentation efficiency  คํานวณไดจากสมการดังนี ้

 
   Qp  = ปริมาณเอทานอลสูงสุด (กรัมตอลิตร) 
                      เวลา (ชั่วโมง) 

Fermentation efficiency = Yp/s 
      0.51 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 

การหาภาวะที่เหมาะสมสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 เพื่อผลิตเอทานอล 
  

อาหารสําหรบัเลี้ยงกลาเชื้อและศกึษาอายุกลาเชือ้ที่เหมาะสมเพื่อใหไดเชือ้ที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล 

  
  เนื่องจากคุณภาพของกลาเชื้อเปนปจจยัที่ชวยสงเสริมใหกระบวนการหมักมี
ประสิทธิภาพดีขึ้น  คุณสมบัติของกลาเชือ้ที่ดีเชน  เซลลอยูในลักษณะที่แข็งแรงและมีกิจกรรมทีด่ี
สงผลใหมีระยะ lag phase ในขั้นตอนการผลิตสั้นลง  นอกจากนี้กลาเชื้อที่ดีควรมีปริมาณเพียงพอ
สําหรับการผลิตในระดับถังหมักและปราศจากการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอื่น  ซึ่งปจจยัที่
สําคัญที่สงผลตอคุณภาพของกลาเชื้อคือ   อาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ  พบวาการพัฒนาสตูร
อาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อใหเหมาะสมตอการเจริญของกลาเชื้อสามารถชวยลดระยะ lag phase 
ใหสั้นลงได   สําหรับอายุของกลาเชื้อนัน้มีความสาํคัญตอคุณภาพของกลาเชื้อ  เพราะกลาเชื้อที่
อยูในชวงที่มีกจิกรรมของเซลลที่ดี (active)   สงผลตอการเจริญและการผลิตสารผลิตภัณฑไดดีใน
ขั้นตอนการผลิต โดยกลาเชื้อที่อยูในระยะการเจริญชวง exponential จะมีอัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ) สูง (Mansi และ Charlie, 1999) 

 
ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาอาหารที่เหมาะสมสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อเพื่อการผลิตเอทา 

นอล  ทาํโดยเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1  ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  อาหารที่ใชมี 3 
สูตร คือ BSM medium ที่เติมกลูโคสใหมีความเขมขนเริ่มตนเทากบั 20 40 และ 60 กรัมตอลิตร
ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 8  เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 โดยเลี้ยงใน
อาหารเลีย้งเชือ้ BSM medium ที่มีกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 20 40 และ 60 กรัม/ลิตร  
พบวาอัตราการเจริญจําเพาะของ S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BSM 
medium ที่มกีลูโคสเริ่มตนเทากับ 20 กรัมตอลิตร (µ = 0.0974 h-1)  มีคามากกวาในอาหารทีม่ี
กลูโคสเริ่มตน 40  กรัมตอลิตร (µ = 0.0821 h-1) และในอาหารทีม่ีกลูโคสเริ่มตนเทากับ 60  (µ = 
0.0797 h-1) กรัม/ลิตร  ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 9    ปริมาณกลโูคสที่เหลือเมื่อเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ BSM medium ที่มีกลูโคสเริ่มตนเทากับ  20 กรัมตอลิตร (กลูโคสที่เหลือ =0.31 กรัมตอ
ลิตร)  มีคานอยกวาทีม่ีกลูโคสเริ่มตน 40  กรัมตอลิตร (กลูโคสที่เหลือ =17.2 กรัมตอลิตร)  และทีม่ี
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กลูโคสเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร (กลูโคสที่เหลือ =33.3กรัมตอลิตร)  ตามลําดับ   ดังตารางที่ 5  
สาเหตุดังกลาวเปนไปไดวาความเขมขนของน้าํตาลรวมเริ่มตนในอาหารสูตร 2 และ 3  อาจทําให
เกิดการยับยั้งการเจริญมากกวาอาหารสูตรที่ 1  ปรากฎการณดังกลาวมกัพบในการเพาะเลี้ยง S. 
cerevisiae (Baker และ Ariff, 1992)   ดังนัน้ในการวจิัยจึงเลือกอาหาร BSM medium ทีม่กีลโูคส 
20 กรัม/ลิตร เปนอาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ  โดยเลือกกลาเชื้ออาย ุ12 ชั่วโมง เนือ่งจากใหอัตรา
เจริญจําเพาะสูงที่สุด (µmax = 0.176 h-1) ดังตารางที่ 6 สําหรับการวิจยัขั้นตอไป   
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รูปที่ 8  การเจริญของ S. cerevisiae SKP1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BSM medium 
ที่มีกลูโคสเริ่มตนเทากับ 20 40 และ 60 กรัม/ลิตร   
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ตารางที ่5 ปริมาณกลูโคสที่เหลือเมื่อเลีย้ง S. cerevisiae SKP1 ในอาหารเลีย้งเชือ้ BSM 
medium ที่มีกลูโคสเริ่มตนเทากับ 20 40 และ 60 กรัม/ลิตร   
 

Residual glucose (g/l) Time (h) 
Initial glucose 20 (g/l) Initial glucose 40 (g/l) Initial glucose 60 (g/l) 

0 22.36 41.83 59.60 
6 18.92 40.2 57.60 

12 11.35 35.74 51.68 
18 12.05 32.75 45.04 
24 9.21 31.28 42.84 
30 8.64 24.02 41.20 
36 3.39 21.76 40.39 
42 2.72 21.34 33.34 
48 0.31 17.2 33.30 

  
 
 
ตารางที ่6 อัตราการเจริญจําเพาะของ S. cerevisiae SKP1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BSM medium ที่
มีกลูโคสเริ่มตนเทากับ 20 กรัม/ลิตร   
 

Time (h) Cell dry weight (g/l)  Specific growth rate (h-1) 
0 0.09 - 
6 0.16 0.0959 

12 0.38 0.1760 
18 0.46 0.0328 
24 0.56 -0.0061 
30 0.54 0.0090 
36 0.57 -0.0029 
42 0.56 0.0058 
48 0.58 0.0000 
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µ = 0.0797 h-1 

 
 

µ = 0.0974 h-1 

                                                                   ก.                                                                                    ข.                                                                              ค.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9 เปรียบเทียบอัตราการเจริญจําเพาะของ S. cerevisiae SKP1 ในอาหารเลีย้งเชื้อ BSM medium ที่มีกลูโคสความเขมขนตางกัน 

ก. กลูโคส 20 กรัม/ลิตร  
ข. กลูโคส 40 กรัม/ลิตร   
ค. กลูโคส 60 กรัม/ลิตร   

             (NH4)2SO4  3  กรัม/ลิตร  เปน N-source 

User
Text Box
41
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การผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ในถังหมักแบบแบตช 
 

1.  pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 
 

เนื่องจาก pH มีผลตอการเจริญของยีสต  โดยทั่วไปยีสตเจริญไดดีในชวง pH 3.5- 
4.5   เนื่องจากในระหวางกระบวนการหมกัเอทานอลจะมีการสรางกรดโดยยีสตและแบคทีเรียบาง
ชนิดที่เจริญอยูดวย (Rose และ Harrison, 1970)  โดยพบวากากน้ําตาลใหมๆ จะมีแบคทีเรีย
ปนเปอนอยูประมาณ 102 เซลลตอมิลลิลิตร  ถาเปนกากน้ําตาลเกาทีเ่ก็บคางไวนานเปนปจะตรวจ
พบแบคที่เรียมากถงึ 8.4 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  แบคทีเรียปนเปอนจํานวนมากเหลาที่จะเจรญิ
และสรางกรด  ทาํใหเกิดสภาพความเปนกรดสูง  เปนเหตุใหประสิทธิภาพในการหมักเอทานอล
ของยีสตลดลง  ผลผลิตเอทานอลจงึต่ํากวาปกติ (จรูญ คํานวนตา และคณะ, 2525)  จึงตองมีการ
ปรับ pH เพื่อใหอยูในชวงที่เหมาะสมและเพื่อเปนการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียบางชนิดที่
เจริญอยูดวย  ดังนั้นจึงปรับ pH ใหอยูระหวาง 4.0-4.5 (Bazas และคณะ, 1989 ; Sitton และ 
Goddy, 1980 )  หรือ 4.0-5.0 (Paturau, 1987) 
 
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล  โดยแปรคา pH 
เร่ิมตนเทากับ 4.0 4.5 และ 5.0  เลี้ยง S. cerevisiae SKP1 ใชอัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี 
โดยไมมีการใหอากาศ  ใชกลาเชื้อที่มีอายุ 12 ชั่วโมง และเลี้ยงในอาหารสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อทีไ่ด
จากการศึกษาในผลการทดลองขางตน คือ  อาหารเลี้ยงกลาเชื้อ BSM medium ปอนกากน้าํตาล
ใหมีน้าํตาลรวมเริ่มตนเทากบั 20 กรัมตอลิตร  เลี้ยงในอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อการผลิตที่ประกอบดวย
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากบั 165 กรัมตอลิตร  รูปแบบการหมกัดัง
แสดงในรูปที ่ 10-12 และ ตารางที่ 7-9 พบวาในภาวะการเลี้ยงเชื้อที ่ pH เร่ิมตนเทากับ 4.0  S. 
cerevisiae SKP1 สามารถผลิตเอทานอลสูงสุดที่ชัว่โมงที่ 48  เทากับ 45.40 กรัมตอลิตร คิดเปน 
4.54%(w/v) หรือ 5.75% (v/v) ไดน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 3.55 กรัมตอลิตร และมีน้ําตาล
เหลือเทากับ 55.41 กรัมตอลิตร  ดังแสดงในรูปที ่10  และตารางที ่7  เมื่อเปรียบเทยีบกับการเลีย้ง
เชื้อที่ pH เร่ิมตน 4.5 และ 5.0  (ดังแสดงในรูปที่ 11 และ 12 ตารางที ่8 และ 9)  พบวา ปริมาณเอ
ทานอลที่ผลิตไดสูงสุดเทากบั 53.02 กรัมตอลิตร และ 53.25 กรัมตอลิตร ที่ 48 ชั่วโมง   ไดน้ําหนกั
เซลลแหงสงูสดุเทากับ 3.73 และ 4.71 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  และมีน้ําตาลเหลือเทากับ 49.23 
และ 47.28 กรัมตอลิตร และพบวาคา pH คอนขางคงทีร่ะหวางการหมัก   
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รูปที่ 10  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่ pH เร่ิมตน
เทากับ 4.0 
 

 
ตารางที่ 7 การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่ 
pH เร่ิมตนเทากับ 4.0 
 

Ethanol 
Time (h) Cell dry weight (g/l) Total sugar (g/l) 

(g/l) %(w/v) %(v/v) 
0 0.27 167.83 0.55 0.06 0.07 
6 0.44 142.44 3.39 0.34 0.43 
12 0.83 137.61 4.19 0.42 0.53 
18 2.14 101.20 9.48 0.95 1.20 
24 2.19 97.69 16.99 1.70 2.15 
30 3.11 85.40 28.2 2.82 3.57 
36 3.17 71.77 35.16 3.52 4.45 
42 3.41 65.30 43.69 4.37 5.53 
48 3.55 55.41 45.4 4.54 5.75 
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รูปที่ 11  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที ่ pH เร่ิมตน
เทากับ 4.5 
 

 
ตารางที ่8  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที ่
pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 

Ethanol 
Time (h) Cell dry weight (g/l) Total sugar 

(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 
0 0.23 160.73 0.66 0.07 0.08 
6 0.46 144.80 9.57 0.96 1.21 

12 0.94 134.67 14.22 1.42 1.80 
18 2.09 92.67 24.66 2.47 3.12 
24 2.48 85.43 35.34 3.53 4.47 
30 2.99 75.30 43.10 4.31 5.46 
36 2.95 66.61 48.02 4.80 6.08 
42 3.23 56.47 50.17 5.02 6.35 
48 3.73 49.23 53.02 5.30 6.71 
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รูปที่ 12  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที ่ pH เร่ิมตน
เทากับ 5.0 
 

ตารางที ่9  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที ่
pH เร่ิมตนเทากับ 5.0 
 

Ethanol 
Time (h) Cell dry weight (g/l) Total sugar (g/l) 

(g/l) %(w/v) %(v/v) 
0 0.21 163.11 0.64 0.06 0.08 
6 0.47 137.04 8.51 0.85 1.08 

12 1.51 130.25 15.55 1.56 1.97 
18 2.14 97.67 26.48 2.65 3.35 
24 2.87 82.42 32.14 3.21 4.07 
30 3.19 69.26 42.4 4.24 5.37 
36 3.44 60.47 49.43 4.94 6.26 
42 3.59 51.29 51.79 5.18 6.56 
48 4.71 47.28 53.25 5.33 6.74 
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รูปที่ 13  เปรยีบเทียบผลของ pH เร่ิมตน 4.0 4.5 และ 5.0 ทีม่ีตอการผลิตเอทานอล  การ
เจริญ  และการใชน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงในภาวะอัตราการกวน
เทากับ 100  รอบตอนาท ี  น้าํตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  อุณหภมูิ  30  
องศาเซลเซยีส   

 
 
  เมื่อเปรียบเทยีบรูปแบบการผลิตเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้าํตาล  ดงั 
รูปที่ 13  พบวาในภาวะที่เลี้ยงในอาหารที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 และ 5.0 การผลิตเอทานอล    
และการใชน้าํตาลพบวาใกลเคียงกนั   โดยการเลี้ยงในภาวะที่เลีย้งในอาหารทีม่ี pH เร่ิมตนเทากับ 
4.0 เชื้อผลิตเอทานอลไดปริมาณนอยกวาที่ pH 4.5 และ 5.0 ตั้งแตชวงเวลาแรกของการหมัก
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จนกระทั่งสิน้สุดการหมกั  และปริมาณน้ําตาลรวมที่เหลือชวงหลงัของการเลี้ยงเชื้อที่ pH 4.0 
พบวาสูงกวาที่คา pH 4.5 และ 5.0 เล็กนอย     ในขณะที่การเจริญพบวาน้าํหนักเซลลแหงที ่pH 
5.0 มีคามากกวาที่ pH4.0 และ 4.5  เพื่อแสดงผลของ pH ที่มีตอการผลิตเอทานอล  การเจริญ  
และการใชน้าํตาลของ S. cerevisiae SKP1 จึงนําคาเอทานอลสงูสุด  น้าํหนักเซลลแหงสงูสดุ 
และปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ มาเปรยีบเทียบ  โดยอาศัยหลักการคํานวณทางสถติิดังตารางที ่10 
พบวา  ปริมาณเอทานอลสงูสุดที ่ S. cerevisiae SKP1 ผลิตไดและปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือที่ 
pH เร่ิมตนเทากับ 4.0 แตกตางกบัที ่ pH 4.5 และ 5.0   อยางมีนัยสาํคัญทีค่วามเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต  ในขณะที่การเจริญเติบโตพบวาน้ําหนกัเซลลแหงที่ pH 5.0 มีคามากกวาเมื่อเลีย้งเชือ้
ที่ pH 4.5 และ 5.0   
 
ตารางที ่10  ผลการทดสอบทางสถิติของการศึกษาคา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทา
นอลโดย S. cerevisiae SKP1 

 

pH เอทานอลสูงสดุ 
(g/l) 

น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุด 
(g/l) 

น้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
 (g/l) 

4.0 45.40a 3.55a 55.41a 

4.5 53.02b 3.73a 49.23b 

5.0 53.25b 4.71b 47.28b 

 
หมายเหต ุ a  และ b  บอกความแตกตางอยางมีนยัสําคัญที่ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ง) 
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ตารางที ่11  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1ที ่pH 
เร่ิมตนตางกัน 
 

PH µ  (h-1) Yx/s  (gx/gs) Yp/s  (gp/gs) qp (gp/gx.h)    Qp (gp/l.h) 

4.0 0.081 0.033 0.430 0.466 0.95 
4.5 0.079 0.033 0.470 0.465 1.10 
5.0 0.096 0.035 0.469 0.429 1.11 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล  
 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ไดผลแสดงในตารางที ่ 11  พบวาในดานการเจรญิเติบโตของ S. cerevisiae SKP1 เมื่อ
พิจารณาจากคา µ ในการเลี้ยงเชื้อที่ pH เร่ิมตนเทากบั 5.0 มีคามากกวาการเลีย้งที ่ pH เร่ิมตน
เทากับ 4.0 และ 4.5  สําหรบัคา Yx/s  ในการเลี้ยงที่ pH เร่ิมตน 4.0 4.5 และ 5.0 มคีาใกลเคียงกนั  
ธวัชชัย  สุมประดิษฐ(2540)  ไดศึกษาการเลี้ยง S. cerevisiae ทั้งหมด 9 สายพนัธุ  เพื่อหมักเอทา
นอลจากกลูโคสที่ pH เร่ิมตน 3.7 และ 4.1 โดยใชกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล  สําหรับ
ควบคุมคา pH ระหวางการหมัก  พบวาทุกสายพันธุสามารถเจริญไดทั้งในภาวะการเลี้ยงที่ pH 
3.7 และ 4.1 และพบวาทัง้ 9 สายพันธุมีคา µ ที่แตกตางกัน 
 
  ในดานการผลติเอทานอลเมือ่พิจารณาคา Yp/s qp และ Qp  พบวาในการเลีย้งที ่
pH เร่ิมตนเทากับ 4.0 4.5 และ 5.0 มคีาใกลเคียงกนั    งานวิจยัของ Pramanik (2004) ที่
ทําการศึกษาผลของ pH ตอการหมกัเอทานอลโดย Saccharomyces ซึ่งใชซโูครส 100 กรัมตอ
ลิตร เปนสับสเตรตที่ pH 3.75  4.25  5.0 และ 5.5 ไดคา Yp/s ใกลเคียงกัน 
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เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการหมกัในดานผลไดของเอทานอลตอน้ําตาล(Yp/s)   
ของผลที่ไดจากงานวจิัยนี้กบัคาทางทฤษฎี ดังแสดงในรูปที่ 14  พบวาประสทิธิภาพการใชน้ําตาล
เพื่อผลิตเอทานอลในการเลีย้งเชื่อที่ pH เร่ิมตนเทากับ 4.50  ใหผลดีที่สุดคือ  92.16 เปอรเซ็นต  
ดังนัน้ในงานวจิัยนี้จงึเลือกภาวะการเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 ไป
ศึกษาขั้นตอไป  นอกจากนี้กากน้าํตาลที่นาํมาใชสาํหรับการเพาะเลีย้งเมื่อเตรียมเปนอาหารเลี้ยง
เชื้อมีคา  pH เร่ิมตนประมาณ 4.5 อยูแลว   
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รูปที่ 14  คา YP/S ของการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1เมื่อคิดเปน
เปอรเซ็นตของคาจากทฤษฎี (YP/S=0.51)  เมื่อเลีย้งเชื้อที่ pH เร่ิมตน 4.0 4.5 และ 
5.0  อัตราการกวนเทากับ 100  รอบตอนาท ีน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัม
ตอลิตร  และอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส   
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2.  อัตราการกวนทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอทานอล 
   
  การศึกษาผลของอัตราการกวนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล  ในภาวะการ
เลี้ยงเชื้อที ่  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5    โดยใชอัตราการกวน 100 
150 และ 200 รอบตอนาท ี  โดยไมมีการใหอากาศ  รูปแบบการหมกัดังแสดงในรปูที่ 15-17 และ 
ตารางที ่ 12-14    ไดพบวา  ภาวะการเลีย้งเชื้อที่อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี  S. cerevisiae 
SKP1 สามารถผลิตเอทานอลสูงสุดที่ชัว่โมงที ่48  เทากบั 53.02 กรัมตอลิตร คิดเปน 5.30%(w/v) 
หรือ 6.71% (v/v) ไดน้ําหนักเซลลแหงสงูสุดเทากับ 3.73 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลเหลือเทากับ 
49.23 กรัมตอลิตร  การผลิตเอทานอลเกดิขึ้นพรอมกับการเจริญ  โดยชวง 24 ชัว่โมงแรกการผลติ
เอทานอลเกิดขึ้นอยางรวดเรว็และเพิ่มข้ึนตามเวลาการหมัก  ซึ่งมีแนวโนมเพิ่มข้ึนไดอีกหลังชั่วโมง
ที่ 48  ดงัแสดงในรูปที ่15  และตารางที่ 12  เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อที่อัตราการกวน 150 
และ 200 รอบตอนาท ี  (ดังแสดงในรูปที ่16 และ 17  ตารางที่ 13 และ 14)  พบวา ปริมาณเอทา
นอลที่ผลิตไดสูงสุดเทากับ 38.94 กรัมตอลิตร และ 34.3 กรัมตอลิตร ที่ 48 ชั่วโมง   ไดน้ําหนัก
เซลลแหงสงูสดุเทากับ 3.70 และ 4.33 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลเหลอืเทากบั 53.85 และ 56.82 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ   
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รูปที่ 15  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่อัตราการกวน 
100 รอบตอนาท ี
 

 
ตารางที ่12  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.23 160.73 0.66 0.07 0.08 
6 0.46 144.80 9.57 0.96 1.21 
12 0.94 134.67 14.22 1.42 1.80 
18 2.09 92.67 24.66 2.47 3.12 
24 2.48 85.43 35.34 3.53 4.47 
30 2.99 75.30 43.10 4.31 5.46 
36 2.95 66.61 48.02 4.80 6.08 
42 3.23 56.47 50.17 5.02 6.35 
48 3.73 49.23 53.02 5.30 6.71 
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รูปที่ 16  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่อัตราการกวน 
150 รอบตอนาท ี
 

 
ตารางที ่13  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อัตราการกวน 150 รอบตอนาท ี
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.45 169.31 0.29 0.03 0.04 
6 0.49 145.47 9.02 0.90 1.14 
12 1.13 132.78 11.69 1.17 1.48 
18 2.22 105.38 20.74 2.07 2.63 
24 2.61 92.23 33.06 3.31 4.18 
30 2.79 75.20 35.15 3.52 4.45 
36 3.15 71.80 37.78 3.78 4.78 
42 3.46 71.81 38.51 3.85 4.87 
48 3.70 53.85 38.94 3.89 4.93 
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 รูปที่ 17  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่อัตรา
การกวน 200 รอบตอนาท ี
 

 
ตารางที ่14  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อัตราการกวน 200 รอบตอนาท ี
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.21 169.05 0.49 0.05 0.06 
6 0.24 161.73 8.39 0.84 1.06 
12 0.73 154.07 11.86 1.19 1.50 
18 2.09 126.74 15.37 1.54 1.95 
24 2.59 100.53 25.93 2.59 3.28 
30 3.36 101.41 27.96 2.80 3.54 
36 3.75 89.41 30.93 3.09 3.92 
42 3.75 79.55 32.04 3.20 4.06 
48 4.33 56.82 34.30 3.43 4.34 
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รูปที่ 18  เปรียบเทียบผลของอัตราการกวนที่ 100 150 และ 200 รอบตอนาที  ทีม่ตีอการ
ผลิตเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงในภาวะ
น้ําตาลรวมเริม่ตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  อุณหภูม ิ 30  องศาเซลเซยีส  และ pH เร่ิมตน
เทากับ 4.5 

   
เมื่อเปรียบเทยีบรูปแบบการผลิตเอทานอลของเชื้อที่อัตราการกวนเทากับ 100  

150 และ 200 รอบตอนาที ดังแสดงในรูปที่ 18  พบวา  ในชวง 12 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ   S. 
cerevisiae SKP1 ผลิตเอทานอลไดปริมาณใกลเคียงกนั  หลังจากนัน้ปริมาณเอทานอลที่สรางขึน้
ที่อัตราการกวนเทากับ 100  รอบตอนาท ี  มากกวาที่อัตราการกวนเทากับ 150 และ 200 รอบตอ
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นาท ี อยางชดัเจน   การเจริญเติบโตพบวาน้ําหนกัเซลลแหงที่อัตราการกวน 200 รอบตอนาท ี
หลังจาก 24 ชั่วโมง สูงกวา 100 และ 150 รอบตอนาท ี เล็กนอย      และพบวาที่อัตรากวน 200 
รอบตอนาที มนี้ําตาลรวมเหลือสูงกวา 100 และ 150 รอบตอนาท ี เพื่อแสดงผลของอัตราการกวน
ที่มีตอการผลติเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้าํตาล ของ S. cerevisiae SKP1 จึงนําคาเอทา
นอลสูงสุด  น้ําหนกัเซลลแหงเฉลีย่สูงสุด และปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลือ มาเปรียบเทียบ  โดย
อาศัยหลกัการคํานวณทางสถิติดังตารางที่ 15 พบวา  ปริมาณเอทานอลเอทานอลสูงสุดที ่ S. 
cerevisiae SKP1 ผลิตไดที ่ อัตราการกวน 100 150 และ 200 รอบตอนาท ี แตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญที่ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต  น้าํหนักเซลลแหงสูงสุดที่อัตรากการกวน 200 รอบตอนาท ี
มีคามากกวาที่อัตราการกวน 100 และ 150 รอบตอนาที และปริมาณน้ําตาลรวมเหลือที่อัตราการ
กวน 100  มีคานอยกวาเมื่อเลี้ยงในภาวะการกวน  150 และ 200 รอบตอนาที   
 
 
ตารางที ่15  ผลการทดสอบทางสถิติของการศึกษาอัตราการกวนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทา
นอลโดย S. cerevisiae SKP1 

 

  อัตราการกวน 
(rpm) 

เอทานอลสูงสดุ 
(g/l) 

น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุด 
(g/l) 

น้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
(g/l) 

100 53.02a 3.73a 49.23a 

150 38.94b 3.70a 53.85b 

200 34.30c 4.33b 56.82b 

 
หมายเหต ุ a, b และ c  บอกความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ง) 
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ตารางที ่16  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae  SKP1 ที่อัตรา
การกวนตางกนั 
 

  stirring speed 
(rpm) 

µ  (h-1) Yx/s  (gx/gs) Yp/s  (gp/gs) qp (gp/gx.h)    Qp (gp/l.h) 

100 0.079 0.033 0.470 0.465 1.10 
150 0.095 0.031 0.372 0.335 0.81 
200 0.138 0.040 0.354 0.323 0.71 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล  
 

เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ  
Qp  ไดผลแสดงในตารางที ่16  ในดานการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 เมื่อพิจารณาจากคา µ  
และ Yx/s พบวาการเลี้ยงเชือ้ที่ภาวะการกวน 200 รอบตอนาท ีมีคามากกวาการเลี้ยงในภาวะการ
กวน 150 และ 100 รอบตอนาท ี และพบวาในดานการผลิตเอทานอลเมื่อพิจารณาจากคา  Yp/s  qp  
และ Qp  ในการเลี้ยงเชื้อที่ภาวะการกวน 100 รอบตอนาท ีคาพารามเิตอรทั้ง 3 มีคามากกวาเมื่อ
เลี้ยงในภาวะการกวนที่ 150 และ 200 รอบตอนาท ี  อยางเห็นไดชัด  แสดงใหเห็นวาเซลล S. 
cerevisiae SKP1 สามารถนาํสับสเตรตไปใชเพื่อการผลิตเอทานอลไดดีที่อัตราการกวนเทากับ 
100 รอบตอนาท ี    การเพิม่อัตราการกวนมีผลใหการเจริญเติบโตของเซลลดีขึ้น   สาเหตุที่เปน
เชนนี้อาจเปนไปไดวา  การกวนมีความสาํคัญตอการผสม(mixing)ระหวางเซลล  อาหารเลีย้งเชือ้  
และปริมาณออกซิเจน (เทาที่ม)ี   โดยการกวนชวยใหฟองอากาศแตกเปนเม็ดเล็กๆ ซึ่งชวยให
ออกซิเจนเขากับเซลลไดดี  และยังสงผลให CO2 ที่เชือ้สรางขึ้นอยูหางจากเซลลมากขึ้น  Jones 
และ Greenfield (1982)  รายงานวาคารบอนไดออกไซดมีผลยับยัง้การเกิดปฏิกิริยาดีคารบอก
ซิเลชั่น (decarboxylation)  โดยยับยัง้การทํางานของเอนไซม pyruvate decarboxylase ที่เรง
ปฏิกิริยาการดงึ CO2 จาก pyruvate ไดเปน acetaldehyde  ดังสมการ 

   Pyruvate  Acetaldehyde   Ethanol 

                    CO2 
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เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพในการใชน้าํตาลเพื่อผลิตเอทานอลของผลที่ไดจาก 
งานวิจยันีก้ับคาทางทฤษฎ ี  ดังแสดงในรูปที่ 19 พบวาประสทิธิภาพในการหมกัในการเลีย้งเชื้อที่
อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี ใหผลดทีี่สุดคือ 92.16  เปอรเซน็ตของคาทางทฤษฎี  ดังนัน้จงึ
เลือกใชภาวะการกวน 100 รอบตอนาท ีสําหรับการทดลองขั้นตอไป 
 

92.16 72.94 69.41
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รูปที่ 19  คา YP/S ของการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1เมื่อคิดเปน
เปอรเซ็นตของคาจากทฤษฎี (YP/S=0.51)  เมื่อเลี้ยงเชื้อที่อัตราการกวนเทากับ 
100  150 และ 200 รอบตอนาท ี น้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  
อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 
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3. อุณหภูมทิีเ่หมาะสมตอการผลิตเอทานอล 
 

เนื่องจาก S. cerevisiae  เปนยีสตสายพนัธุที่เจริญไดดีทีอุ่ณหภูมิปานกลาง  
(mesophilic strain)  มีอัตราการเจริญสงูสุดที่อุณหภมูิปานกลาง  อุณหภูมิต่ําสดุที่สามารถเจริญ
ได คือ  5-10 องศาเซลเซยีส  และไมมีการเจริญที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  ความทนตออุณหภมูิ
สูงมากขึ้นเมื่อเชื้อเจริญในอาหารที่สมบูรณ  สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการหมักเอทานอล  
พบวาสูงกวาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญประมาณ 5-10 องศาเซลเซียส  (Rose และ 
Harison, 1970) 
  

 Nagodawithana และคณะ (1974) รายงานวา อุณหภูมิมีผลตอการมีชีวิต และ
การตายของเซลล S. cerevisiae ยีสตมีการเจริญเตบิโตชาและหมกัเอทานอลไดต่ําที่อุณหภูมสูิง  
ดังนัน้ในการหมักควรควบคมุอุณหภูมิการหมักไวไมใหเกิน 37 องศาเซลเซียส  เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น
เปน 40 องศาเซลเซียส  และ 43 องศาเซลเซยีส ปริมาณเอทานอลที่ไดจะลดลงอยางมาก  
นอกจากอุณหภูมิจะมีผลตอการหมกัแลว  ยังมีผลทําใหจํานวนเซลลลดลง  ในอุตสาหกรรมการ
ผลิตเอทานอลจะใชอุณหภูมใินชวง 25-35 องศาเซลเซียส  ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม อยางไรก็
ตามอุณหภูมทิี่เหมาะสมและที่เชื้อทนไดสงูสุดสําหรับการเจริญและการหมักเอทานอลพบวาขึ้นกับ
สายพนัธุของเชื้อจุลินทรยี (Pramanik, 2004) 
 
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแปรอุณหภูมิ
เทากับ 25  30 และ 35 องศาเซลเซยีส  เลี้ยง S. cerevisiae  SKP1 ในอาหารที่มนี้ําตาลรวม
เร่ิมตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  ใชอัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี(จากผลการศึกษาในขอ 2) pH 
เร่ิมตนเทากับ 4.5 รูปแบบการหมักเอทานอลดังแสดงในรูปที่ 20-22  และตารางที่ 17-19    พบวา
ในภาวะการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากบั 
68.04 กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ คิดเปน 6.80%(w/v) หรือ 8.61% (v/v) ได
น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุดเทากบั 5.23 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลรวมเหลอืเทากบั 20.10 กรัมตอลิตร    
การผลิตเอทานอลเพิม่ข้ึนอยางตอเนื่อง  และพบวาสามารถเพิ่มข้ึนไดอีกหลังชัว่โมงที ่ 48 (ขอมูล
ไมไดแสดง) เมื่อเปรียบเทยีบกับการเลีย้งเชื้อที่อุณหภูม ิ 25  และ 30 องศาเซลเซียส  พบวา
ปริมาณเอทานอลสูงสุดที่เชือ้ผลิตไดเทากบั 49.48 กรัมตอลิตร และ 53.02 กรัมตอลิตร ที่ 48 
ชั่วโมง  ไดน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 3.46 และ 3.73 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลเหลือเทากับ 
57.2 และ 49.23 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  งานวิจยัของ ปนิดา  กิตติรัตน (2546)  ศึกษาการผลิตเอ
ทานอลของ S. cerevisiae M30 จากกากน้ําตาลทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 180 กรัมตอลิตร   
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โดยศึกษาในระดับฟลาสกพบวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลอยูในชวง 33- 35 องศา
เซลเซียส  และเมื่อศึกษาในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร พบวาการหมกัที่อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส  
เปนภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae M30 โดยไดเอทานอลเทากับ 
70.39 กรัมตอลิตร          
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รูปที่ 20  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซยีส 
 

 
ตารางที ่17  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.10 167.80 0.32 0.03 0.04 
6 0.15 143.35 15.15 1.52 1.92 
12 0.48 116.20 26.05 2.61 3.30 
18 0.98 86.88 35.63 3.56 4.51 
24 1.68 75.48 41.68 4.17 5.28 
30 2.22 72.76 42.27 4.23 5.35 
36 2.97 69.50 46.05 4.61 5.83 
42 3.19 69.50 48.80 4.88 6.18 
48 3.46 57.20 49.48 4.95 6.26 
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รูปที่ 21  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส 
 

 
ตารางที ่18  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.23 160.73 0.66 0.07 0.08 
6 0.46 144.80 14.57 1.46 1.85 
12 0.94 134.67 24.22 2.42 3.06 
18 2.09 92.67 32.66 3.27 4.14 
24 2.48 85.43 40.34 4.03 5.10 
30 2.99 75.30 45.10 4.51 5.71 
36 3.23 66.61 48.02 4.80 6.08 
42 3.43 56.47 50.17 5.02 6.35 
48 3.73 49.23 53.02 5.30 6.71 
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รูปที่ 22  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซยีส 
 

 
ตารางที ่19  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.13 167.98 0.56 0.06 0.07 
6 0.25 114.03 14.78 1.48 1.87 
12 1.11 91.23 29.98 2.60 3.29 
18 2.13 81.45 39.40 3.44 4.35 
24 2.48 74.94 49.54 4.25 5.38 
30 3.25 51.04 52.61 5.26 6.66 
36 3.81 43.44 57.70 5.77 7.30 
42 4.54 23.89 65.46 6.55 8.29 
48 5.23 20.10 68.04 6.80 8.61 
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รูปที่ 23  เปรียบเทียบผลของอุณหภูมิ  25  30 และ35  องศาเซลเซียส  ที่มีตอการผลติเอ
ทานอล  การเจริญ  และการใชน้ําตาลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงในภาวะน้าํตาล
รวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร อัตราการกวนเทากับ 100 รอบตอนาท ี และ pH 
เร่ิมตนเทากับ 4.5 

 
เมื่อเปรียบเทยีบรูปแบบการผลิตเอทานอลในการเลีย้งเชื้อที่อุณหภูม ิ25  30 และ  

35 องศาเซลเซียส  ดังแสดงในรูปที่ 23  ผลการวิจยันี้แสดงใหเห็นวา  การผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เพิ่มสูงขึ้นมากกวาเมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส  การ
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เจริญเติบโตพบวาน้ําหนกัเซลลแหงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เพิ่มสูงขึ้นมากกวาที่อุณหภูมิ 25 
และ 30 องศาเซลเซียส หลังจาก 24 ชัว่โมง ของการเลี้ยงเชื้อ  และปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส ต่ํากวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส     เพื่อแสดงผลของ
อุณหภูมิที่มีตอการผลิตเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้ําตาล ของ S. cerevisiae SKP1 จึงนาํ
คาเอทานอลสงูสุด  น้ําหนกัเซลลสูงสุด  และปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลือ มาเปรยีบเทียบ  โดย
อาศัยหลกัการคํานวณทางสถิติดังตารางที่ 20 พบวา  ปริมาณเอทานอลเอทานอลสูงสุดที่เชื้อผลิต
ไดแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญที่ความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต   โดยอณุหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ
ผลิตเอทานอลคือ 35 30 และ 25 องศาเซลเซียส ตามลาํดับ   เชนเดยีวกับน้ําหนักเซลลแหงสงูสดุ
ที่พบวาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดมีคามากกวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 
องศาเซลเซยีส   และปรมิาณน้าํตาลรวมเหลือที่อุณหภูมิ 25  องศาเซลเซยีส  มีคามากกวาที่
อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ดงันั้นจงึเลือกภาวะการเลี้ยงทีท่ี่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส  
ในการศึกษาข้ันตอไป 
 
 
ตารางที ่20  ผลการทดสอบทางสถิติของการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย 
S. cerevisiae SKP1 

 

  อุณหภูมิ (oC) เอทานอลสูงสดุ 
(g/l) 

น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุด 
(g/l) 

น้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
(g/l) 

25 49.48a 3.46a 57.20a 

30 53.02b 3.73a 49.23b 

35 68.04c 5.23b 20.10c 

 
หมายเหต ุ a, b และ c  บอกความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ง) 
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ตารางที ่21  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อุณหภูมิตางกนั 
 

อุณหภูมิ (oC) µ  (h-1) Yx/s  (gx/gs) Yp/s  (gp/gs) qp (gp/gx.h)    Qp (gp/l.h) 

25 0.075 0.030 0.438 0.418 1.03 
30 0.079 0.033 0.470 0.465 1.10 
35 0.081 0.037 0.482 0.712 1.42 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 

 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 21  พบวาในดานการเจริญเติบโตของ S. cerevisiae SKP1 เมือ่
พิจารณาจากคา µ และ  Yx/s  ในภาวะการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส  มีคาสงูกวาเมื่อ
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส เล็กนอย   เชนเดียวกับในดานการผลิตเอทานอล  
เมื่อพิจารณาคา Yp/s qp   และ Qp พบวามคีาสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิของการเพาะเลีย้งเชือ้เพิ่มสูงขึน้  
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เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการหมกัของผลที่ไดจากงานวิจยันีก้ับคาทางทฤษฎี   
ดังแสดงในรูปที่ 24 พบวาประสิทธิภาพในการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลในการเลีย้งเชื้อที่
อุณหภูมิเทากบั 35 องศาเซลเซียส  ใหผลดีที่สุดคือ 94.51 เปอรเซ็นต  ดังนัน้จงึเลือกใชอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส  สําหรับการเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในการทดลองขั้นตอไป 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

   
รูปที่ 24  คา YP/S ของการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1เมือ่คิดเปนเปอรเซ็นต
ของคาจากทฤษฎี (YP/S=0.51)  เมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 25  30  และ 35 องศาเซลเซียส  
น้ําตาลรวมเริม่ตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  อัตราการกวน และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 
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4. ผลของความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน 
 
  กากน้ําตาลเปนผลิตภัณฑพลอยไดสุดทายจากกระบวนการแปรรูปน้ําตาลออย
เปนน้าํตาลทราย  น้ําตาลรวมที่เหลือในกากน้ําตาลมปีระมาณ 50-60 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอ
ปริมาตร)   60 เปอรเซ็นตของน้าํตาลรวมอยูในรูปของซูโครส (Gough และคณะ, 1996)  ดังนัน้จึง
ตองเจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมกอนการนาํไปใช  เนื่องจากเมื่อความเขมขนของน้าํตาล
สูงมีผลยับยั้งการเจริญของยีสตและการผลิตเอทานอล  การยับยั้งสวนหนึ่งเกิดจากแรงดันออสโม
ติก (osmotic pressure)  ทําใหเซลลเกดิพลาสโมไลซสิ (plasmolysis) เมื่ออยูในอาหารที่มีความ
เขมขนของน้าํตาลมากกวา 14 เปอรเซ็นต (โดยน้ําหนกั)  สําหรับปริมาณความเขมขนของน้าํตาลที่
ยับยั้งการหมกัขึ้นอยูกับลักษณะเฉพาะของสายพันธุของยีสต  โดยผลการยับยัง้เนื่องมาจากเอทา
นอลความเขมขนสูงมีมากกวาผลจากความเขมขนน้าํตาลสูง  และผลการยับยัง้จากน้ําตาลและเอ
ทานอลที่ความเขมขนสูงเปนปจจัยรวมทีส่งเสริมใหเกิดการยับยัง้มากขึ้น (สาวิตรี ลิม่ทอง, 2536) 
 
  Gough และคณะ (1996) ศึกษาผลของความเขมขนของกากน้าํตาลตอการผลิต
เอทานอลโดย Kluyveromyces marxianus IMB3  พบวาเมื่อใชกากน้ําตาลเขมขนเปน 23 
เปอรเซ็นตปริมาตรตอปริมาตร   ซึง่มนี้ําตาลรวม 140-180 กรัมตอลิตร  สามารถผลติเอทานอลได
มากที่สุดเทากบั 58.46 กรัมตอลิตร  ใหประสิทธิภาพการหมกัเทากบั 84 เปอรเซน็ต  และอัตรา
การผลิตเอทานอลเทากับ 1 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  นอกจากนีห้ากเพิ่มความเขมขนของ
กากน้ําตาลมากกวา 23 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)  จะสงผลใหปริมาณเอทานอลสงูสุดและ
ความเขมขนของเซลลลดลง 
 
  ในงานวิจัยนี้ศึกษาผลของความเขมขนน้าํตาลเริ่มตนตอการหมกัเอทานอล  ทาํ
โดยเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae SKP1  ในอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล  โดยแปรผันปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนใหมนี้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165  220 260 และ 280 กรัมตอลิตร   เลี้ยงเชือ้ที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซยีส  อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี และจากการศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การผลิตเอทานอล  พบวาการสรางเอทานอลเกิดขึ้นอยางตอเนื่อง  และยังมีแนวโนมสามารถ
เพิ่มข้ึนไดอีกหลังชั่วโมงที ่ 48  ดังนั้นการทดลองนี้จึงใชระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อนานขึ้นเปน 72 
ชั่วโมง  โดยทาํการเก็บตัวอยางทุก 12 ชัว่โมง  รูปแบบของการหมักที่เกิดขึ้นดังแสดงในรูปที ่25-28 
และ ตารางที ่22-25 
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  พบวาในภาวะการเลี้ยงเชื้อในอาหารเพื่อการผลิตเอทานอลที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 
165 กรัมตอลิตร  S. cerevisiae SKP1 ผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 72.7 กรัมตอลิตร ที ่ 72 
ชั่วโมง  คิดเปน 7.27%(w/v) หรือ 9.20% (v/v) ไดน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.47 กรัมตอลิตร 
เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้าํตาลรวมเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 220 260 และ 280 กรัมตอลิตร  
พบวาปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดมีคาต่ําลง  โดยผลติเอทานอลสูงสุดไดเทากับ 68.18 62.73   
และ 52.73 กรัมตอลิตร  ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.54  5.05 และ 4.09 กรัมตอลิตร   
และปริมาณน้าํตาลทีเ่หลือจากการเลี้ยงเชือ้ในทัง้ 4 การทดลอง  เทากับ 12.11  72.37  107.07  
และ 125.3 กรัมตอลิตร ตามลําดับ   
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รูปที่ 25  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เพื่อการผลิตที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร 
 

 
ตารางที ่22  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.3 165.14 0.21 0.02 0.03 
12 1.16 102.09 31.30 3.13 3.96 
24 2.89 64.90 51.60 5.16 6.53 
36 3.9 39.09 58.05 5.81 7.35 
48 5.12 21.72 66.60 6.66 8.43 
60 5.47 16.29 70.80 7.08 8.96 
72 5.30 12.11 72.70 7.27 9.20 
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รูปที่ 26  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เพื่อการผลิตที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 220 กรัมตอลิตร 
 

 
ตารางที ่23  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตน 220 กรัมตอลิตร 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.27 219.44 0.31 0.03 0.04 
12 1.48 206.22 20.45 2.05 2.59 
24 3.14 139.30 40.69 4.07 5.15 
36 3.84 102.12 56.23 5.62 7.12 
48 4.79 82.84 66.00 6.60 8.35 
60 5.54 78.98 68.18 6.82 8.63 
72 5.49 72.37 65.82 6.58 8.33 
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รูปที่ 27  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เพื่อการผลิตที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร 
 

 
ตารางที ่24  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.28 261.57 0.41 0.04 0.05 
12 0.22 249.02 11.09 1.11 1.40 
24 1.65 214.48 29.1 2.91 3.68 
36 3.25 161.6 42.73 4.27 5.41 
48 4.35 135.16 51.82 5.18 6.56 
60 5.05 118.64 59.09 5.91 7.48 
72 4.23 107.07 62.73 6.27 7.94 
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รูปที่ 28  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เพื่อการผลิตที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร 
 

 
ตารางที ่25  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) (g/l) %(w/v) %(v/v) 

0 0.31 277.26 0.23 0.02 0.03 
12 0.25 261.32 13.11 1.31 1.66 
24 0.43 231.11 25.09 2.51 3.18 
36 1.77 189.7 37.73 3.77 4.78 
48 3.12 161.6 44.55 4.46 5.64 
60 4.09 148.4 50.91 5.09 6.44 
72 3.81 125.3 52.73 5.27 6.67 
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รูปที่ 29  เปรียบเทียบเทยีบผลของน้ําตาลเริ่มตน 165  220  260  และ 280 กรัมตอลิตร 
ที่มีตอการผลติเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อ
เลี้ยงในภาวะอุณหภูมิเทากบั 35 องศาเซลเซียส อัตราการกวนเทากับ 100 รอบตอนาที 
และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 

 
 
เมื่อเปรียบเทยีบรูปแบบการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงใน 

อาหารที่มนี้ําตาลทั้งหมดเริม่ตนเทากับ 165  220  260  และ 280 กรัมตอลิตร ดังแสดงในรูปที่ 29 
พบวาการเลีย้งในอาหารที่มนี้ําตาลรวมเริม่ตนเทากับ 165 และ 220 กรัมตอลิตร  เชื้อสามารถผลติ
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เอทานอลไดมากกวาการเลีย้งในอาหารทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 260 และ 280 กรัมตอลิตร 
เชนเดียวกับการเจริญเติบโตพบวาน้ําหนกัเซลลแหงเมือ่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําตาลรวม
เร่ิมตน 165 และ 220 กรัมตอลิตร มีคามากกวา 260 และ 280 กรัมตอลิตร  และปริมาณน้าํตาล
รวมที่เหลือเมือ่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําตาลรวมเริม่ตน 260 และ 280 กรัมตอลิตร มีคา
มากกวา 165 และ 220 กรัมตอลิตร   
 

การยับยัง้การผลิตเอทานอลเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีความเขมขนของน้าํตาลสูง 
อาจเปนผลจากแรงดันออสโมติก  ทีเ่กิดจากความเขมขนของน้าํตาลและเกิดจากการทนตอเอทา
นอล (ethanol tolerance) (Golias และคณะ, 2002) ที่เซลลผลิตขึ้น  โดยยับยัง้การเจริญและการ
หมักเอทานอล (Takeshige และ Ouchi, 1995)  การเลี้ยงในอาหารที่มนี้ําตาลเริ่มตน 260 และ 
280 กรัมตอลิตร  พบวาปรมิาณเอทานอลที่เซลลผลิตขึ้นนอยมาก  เนือ่งจากการเจรญิเติบโตลดลง 
โดยสาเหตุดังกลาวอาจเกิดมาจากเซลลเกิดพลาสโมไลซิสจากความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตนที่สูง  
ขอสัณนิษฐานดังกลาวยืนยันไดจากรูปเซลลที่ถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron 
microscope)  ดังแสดงในรูปที่ 30-31     พบวาเซลลเกดิการแตกที่เวลา 72 ชั่วโมง ของการเลีย้ง
เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร  ซึ่งอาจเกิดจากเซลลเกิด autolysis 
ดังแสดงในรูปที่ 32 
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รูปที่ 30  ลักษณะเซลล S. cerevisiae SKP1  ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอน เมื่อ

เลี้ยงในอาหารที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ของการเลีย้งเชือ้ 
(กําลังขยาย 10,000 เทา) 
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รูปที่ 31  ลักษณะเซลล S. cerevisiae SKP1  ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอน  เมื่อ
เลี้ยงในอาหารที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ของการเลีย้งเชือ้ 
(กําลังขยาย 10,000 เทา) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 32  ลักษณะเซลล S. cerevisiae SKP1  ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอน  เมื่อ

เลี้ยงในอาหารที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 72 ชั่วโมง ของการเลีย้งเชือ้ 
(กําลังขยาย 15,000 เทา) 
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เพื่อแสดงผลของน้าํตาลเริ่มตนที่มีตอการผลิตเอทานอล  การเจริญ  และการ 
ใชน้ําตาล ของ S. cerevisiae SKP1   จึงนําคาเอทานอลสงูสุด  น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุด และ
ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ มาเปรียบเทียบ  โดยอาศยัหลักการคํานวณทางสถิตสิถิติดังตารางที่ 
26 พบวาปริมาณเอทานอลสูงสุดที่เชื้อผลิตไดแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญที่ความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต  โดยพบวาเชื้อสามารถผลติเอทานอลเมือ่เลี้ยงในอาหารที่มนี้ําตาลรวมเริ่มตน 165 
กรัมตอลิตร ไดมากกวาเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีน้าํตาลเริม่ตน 220 260 และ 180 กรัมตอลิตร  
ในขณะทีน่้ําหนักเซลลแหงสงูสุดเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําตาลเริ่มตน 165 และ 220 กรัม
ตอลิตร มีคามากกวา 260 และ 280 กรัมตอลิตร  และปริมาณน้าํตาลรวมเหลือที่เลีย้งในอาหารที่มี
น้ําตาล 280 กรัมตอลิตร มีคามากกวา 165 220 และ 260 กรัมตอลิตร   
 
ตารางที ่26  ผลการทดสอบทางสถิติของการศึกษาผลของความเขมขนน้ําตาลเริ่มตนตอการผลติ
เอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 

 

  น้ําตาลเริ่มตน 
(กรัมตอลิตร) 

เอทานอลสูงสดุ 
(g/l) 

น้ําหนกัเซลลแหงเฉลีย่ 
(g/l) 

น้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
(g/l) 

165 72.70a 5.47a 12.11a 

220 65.82b 5.54a 72.37b 

260 62.73c 5.05b 107.07c 

280 52.73d 4.09c 125.30d 

 
หมายเหต ุ a, b, c และ d  บอกความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ง) 
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ตารางที ่27  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตนตางกัน 
 

  อัตราการกวน 
(rpm) µ  (h-1) Yx/s  (gx/gs) Yp/s  (gp/gs) qp (gp/gx.h)    Qp (gp/l.h) 

165 0.072 0.035 0.465 0.292 1.01 
220 0.073 0.032 0.421 0.224 0.91 
260 0.060 0.030 0.377 0.169 0.87 
280 0.063 0.028 0.336 0.125 0.73 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 
 
 

เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ  
Qp  ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 27  พบวาในดานการเจริญเติบโตของ S. cerevisiae SKP1 เมือ่
พิจารณาจากคา µ  ของการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มนี้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 และ 220 กรัมตอ
ลิตร  มีคาสูงกวาการเลี้ยงในอาหารทีม่ีน้าํตาลรวมเริ่มตน 260 และ 280 กรัมตอลิตร  สําหรับ Yx/s 
พบวามีคาต่ําสุดเมื่อเลี้ยงในอาหารทีม่ีน้าํตาลรวมเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร  แสดงใหเห็นวาเมื่อ
ปริมาณน้าํตาลรวมเริ่มตนสงูกวา 220 กรัมตอลิตร อัตราการเจริญของเชื้อ S. cerevisiae SKP1 มี
คาลดลง และผลการใชน้าํตาลเพื่อการเจรญิต่ํากวาเมื่อความเขมขนของน้าํตาลเทากับ 165 และ 
220 กรัมตอลิตร   
 

ในดานการผลติเอทานอลเมือ่พิจารณาจากคา Yp/s  qp และ Qp พบวามีคาลดลง    
เมื่อปริมาณน้าํตาลรวมเริ่มตนเพิ่มข้ึน  อาจกลาวไดวาเมื่อปริมาณน้ําตาลรวมเริ่มตนมากเกนิไป  
นอกจากเชื้อไมนําน้ําตาลไปใชเพื่อการเจริญแลว  ยังไมนาํไปใชเพื่อผลิตเอทานอลดวย  ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาวิจัยที่มีรายงานวา  เมื่อมีปริมาณน้ําตาลมากเกินไป  มีผลยับยั้งการเจรญิ
และการผลิตเอทานอล อาจเนื่องจาก catabolite repression (Roukas และคณะ, 1996)   
Thatipamala และคณะ (1992)  ไดศึกษาผลของความเขมขนของสับสเตรตตอ Yp/s  ใน
กระบวนการหมักเอทานอลแบบขั้นตอนเดยีวดวยเชื้อ S. cerevisiae  พบวาการเพิม่ความเขมขน
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ของกลูโคสเริ่มตนในการหมักจาก  150 เปน 280 กรัมตอลิตร  ทําใหผลไดของเอทานอลลดลงจาก 
0.45 กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคส  เหลือเพียง 0.30 กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคส  

 
เมื่อพิจารณาคา Yp/s  จากการทดลองของการใชน้าํตาลรวมเริ่มตน 165 กรัม 

ตอลิตร มีคา 0.465  กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล  ซึง่สูงกวาผลการวิจัยของ  เทพปญญา เจริญ
รัตน (2545)  ซึ่งศึกษาการหมักเอทานอลโดย S. cerevisiae  จากกากมันสาํปะหลังที่มีความ
เขมขนของกลโูคสเริ่มตน 164.54 กรัมตอลิตร  ไดคา Yp/s เทากับ  0.427 กรัมเอทานอลตอกรัม
กลูโคส  และการทดลองของ   Thatipamala และคณะ (1992) ไดคา Yp/s เทากับ  0.45 กรัมเอทา
นอลตอกรัมกลูโคส  จากการเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae  ในอาหารทีม่ีน้าํตาลเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร  
เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการหมกัของผลที่ไดจากงานวิจยันีก้ับคาทางทฤษฎี  ดังแสดงในรูปที่ 
33 ประสิทธิภาพในการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มนี้ําตาลรวมเริ่มตน
เทากับ 165 กรัมตอลิตร ใหผลดีที่สุดคือ 91.18  ดังนั้นจงึเลือกภาวะการเลี้ยงเชือ้ในอาหารที่มี
น้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร สําหรับการวจิัยตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 33  คา YP/S ของการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1เมือ่คิดเปนเปอรเซ็นต
ของคาจากทฤษฎี (YP/S=0.51)  ของการเลี้ยงในภาวะทีใ่ชน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165  
220  260  และ 280 กรัมตอลิตร  อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 
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5.  การปรบัปรุงการหมกัเอทานอลดวยกระบวนการหมักแบบ รีพีท-แบตช และ เฟด-
แบตช 
 

จากผลการวิจยัที่ผานมา  พบวาปริมาณน้าํตาลรวมเริ่มตนที่เหมาะสมเทากับ  
165 กรัมตอลิตร  ตามทฤษฎีกลูโคส 100 กรัมตอลิตร  สามารถเปลี่ยนเปนเอทานอลได 51.1 กรัม
ตอลิตร (ดังหนาที่ 8)  ดังนั้นการเพิม่ปริมาณน้าํตาลเริม่ตน  จงึนาจะเปนการเพิม่ปริมาณเอทา
นอลที่ผลิตได   Bravo, Mahn และ Shene (2000)  พบวา  การเลีย้ง Z. mobilis เมื่อเพิม่ความ
เขมขนของกลโูคสเริ่มตนในการหมกัแบบเฟดแบตชจาก 40 กรัมตอลิตร  เปน 52 กรัมตอลิตร  
สงผลใหความเขมขนของเอทานอลสูงสุดเพิ่มข้ึนจาก 27 กรัมตอลิตร เปน 33 กรัมตอลิตร  
เชนเดียวกับผลงานวิจยัของ เทพปญญา เจริญรัตน (2545) ที่พบวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
กลูโคสเริ่มตนจาก 104.70 กรัมตอลิตร  เปน 164.32 กรัมตอลิตร  สงผลใหความเขมขนของเอทา
นอลสูงสุดที่หมักเพิม่ข้ึนจาก 55.46 เปน 70.37 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 64 ชั่วโมง  แตสําหรับงานวิจยั
นี้  พบวาเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 โดยเพิ่มความเขมขนของน้าํตาลรวมเริ่มตนจาก 165 กรัม
ตอลิตร เปน 220  260  280 กรัมตอลิตร  ปริมาณเอทานอลสูงสดุที่ผลิตไดลดลงเมื่อปริมาณ
น้ําตาลเพิ่มข้ึนเทากับ  72.27  68.16  62.73  และ 52.33 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  (ไดคา Yp/s 
เทากับ 0.499  0.421  0.377  และ 0.336 ตามลําดับ)  ซึ่งไดผลเชนเดียวกับ  Koshimizu และ
คณะ (1984) ที่พบวา  การเพิ่มความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตนในชวง 200-300 กรัมตอลิตร  สงผล
ใหผลไดของเอทานอลตอสับสเตรตลดลง     ซึ่งอาจเกิดจาก catabolite repression  และการ
เกิดพลาสโมไลซิสของเซลล (Roukas และคณะ, 1996)   การวิจยันี้ใชความเขมขนของน้ําตาลรวม
เร่ิมตนสูงกวางานวิจยัทีก่ลาวมา  เพื่อปรับปรุงประสิทธภิาพการหมักเอทานอล  โดยพิจารณาจาก
ปริมาณเอทานอลสูงสดุ (กรัมตอลิตร) วิธีการทีน่าํมาใชคือ  การเพาะเลี้ยงแบบ รีพีท-แบตช และ 
เฟดแบตช  ทีม่ีการเติมอาหารเปนครั้งคราว  ขอดีของวธิีการหมักแบบรีพีท-แบตช และเฟดแบชต  
คือ  สามารถลดปญหาการยับยัง้ทีเ่กดิจากความเขมขนของสับสเตรตที่สูงตอเมตาบอลิซึมของ
เซลล       และใหอัตราการผลิตเอทานอลสงู (Echegaray และคณะ, 2000 ; Nishizawa และคณะ
, 1984 ) 
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  การศึกษาการเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 โดยวิธ ี รีพที-แบตช ทาํโดยการปอน
สับสเตรต คือ กากน้าํตาล  ระหวางระยะเวลาของการเลีย้งเชื้อ  การเลอืกชวงเวลาของการเติมนั้น  
อาศัยขอมูลจากการเลี้ยงเชือ้แบบแบตช (ตารางที่ 24) โดยพิจารณาจากความเขมขนของน้าํตาลที่
เหลือในน้ําหมกั  จึงไดปอนกากน้าํตาลที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง  ซึ่งพบวาการเลี้ยงเชื้อแบบแบตช  
ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง  มีน้าํตาลรวมเหลือเพียง 64.90 และ 21.72 กรัมตอลิตร ตามลําดบั  
โดยการปอนกากน้าํตาลทั้งสองชวงเวลาใหไดความเขมขนของน้าํตาลรวมในถงัหมักใกลเคียงกับ
ความเขมขนเมื่อเร่ิมตนเลี้ยงเชื้อ (165 กรัมตอลิตร) วิธดีังกลาวทาํโดย  ชวงแรกปอนกากน้าํตาลที่
มีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชัว่โมง  ลงในถัง
หมักที่มีปริมาตรของน้ําหมกัเทากับ 3150 มิลลิลิตร (ไมไดนําน้าํหมกัออก  เนื่องจากปริมาตรน้าํ
หมักเวลานัน้ไมมากเกินไป  เมื่อเทียบกับปริมาตรถังหมกั) ทําใหปริมาตรของน้ําหมกัหลังจากปอน
กากน้ําตาลเทากับ 3750 มิลลิลิตร และชวงเวลาที่สองปอนกากน้าํตาลที่มีความเขมขนของน้าํตาล
รวมเทากับ 672 กรัมตอลิตร ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ทีเ่วลา 48 ชัว่โมง ลงในถงัหมักที่มปีริมาตร
ของน้ําหมกัเทากับ 3690 มลิลิลิตร  โดยกอนการปอนกากน้ําตาลมกีารนาํน้าํหมกัออกจากถังหมัก
เทากับปริมาตรที่เติม (450 มิลลิลิตร) ทําใหปริมาตรของน้าํหมกัในถังหมักหลงัจากปอน
กากน้ําตาลเทากับ 3690 มิลลิลิตร จากนัน้เก็บตัวอยางทุก 12 ชั่วโมง  เปนเวลา 120 ชั่วโมง  โดย
ชั่วโมงทีม่ีการปอนกากน้าํตาล  มีการเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คือ  กอนปอนกากน้าํตาล  และหลงัจาก
ปอนกากน้าํตาล  ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 34 และตารางที่ 28  
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รูปที่ 34  รูปแบบการหมกัเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ รีพีท-แบตช โดยใชความ
เขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 165 กรัม/ลิตร  มีการเติมน้าํตาล 2 ชวง คือช่ัวโมงที่ 24 และ 
ชั่วโมงที ่48 ของการเลีย้งเชือ้ 
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ตารางที ่28  การเปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล โดย S. cerevisiae SKP1 ในการเลี้ยงแบบ รีพที-แบตช  เมื่อใชความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน
เทากับ 165 กรัม/ลิตร  มกีารปอนกากน้าํตาล 2 ชวง คือชั่วโมงที ่24 และ 48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ethanol Time(h) Cell dry weight(g/l) Total sugar(g/l) 
(g/l) %(w/v) %(v/v) 

Volume of  
medium(ml) 

Volume of feeding 
nutrient (ml) 

0 0.17 165.13 0.45 0.05 0.06 3240 - 
12 1.97 107.32 33.43 3.34 4.23 3210 - 

24กอนเติม 2.48 58.75 52.19 5.22 6.61 3150 600 
24หลังเติม 1.94 161.14 48.28 4.83 6.11 3750 - 

36 3.11 137.80 54.18 6.42 8.13 3690 - 
48กอนเติม 4.33 99.10 72.98 7.30 9.24 3240 450 
48หลังเติม 3.50 163.61 68.80 6.88 8.71 3690 - 

60 3.30 137.54 70.34 7.03 8.90 3630 - 
72 3.73 129.71 73.75 7.38 9.34 3600 - 
84 3.94 110.03 74.42 7.44 9.42 3570 - 
96 5.48 88.72 77.56 7.76 9.82 3540 - 

108 4.79 87.59 80.19 8.02 10.15 3510 - 
120 4.57 84.70 80.96 8.10 10.25 3480 - 

User
Text Box
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  จากผลการทดลองพบวา ในการเลีย้งเชื้อแบบ รีพีทแบตฃ ที่มีการปอน
กากน้ําตาล 2 ระยะคือ ที่ชัว่โมงที่ 24 และ 48 ปริมาณเอทาอลสงูสุดที่ S. cerevisiae SKP1 ผลิต
ได คือ 80.96 กรัมตอลิตร คิดเปน 8.09 %(w/v) หรือ 10.25% (v/v) ที่เวลา 120 ชั่วโมงของการ
เลี้ยงเชื้อ น้าํหนักเซลลแหงสงูสุดเทากับ 5.48 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลเหลือเทากับ 84.70 กรัม
ตอลิตร (ดังตารางที่ 28) พบวาขอดีของการปอนกากน้ําตาลในการทดลองนี้ คือ S. cerevisiae 
SKP1 สามารถผลิตเอทานอลไดในเวลาเรว็ขึ้น กลาวคือได 72.98 กรัมตอลิตร ในเวลา 48 ชัว่โมง  
ในขณะที่การเลี้ยงเชื้อแบบแบตชไดเอทานอลเทากับ 72.70 กรัมตอลิตร ที่เวลา 72 ชั่วโมง    การ
ปอนกากน้าํตาลไมสงผลตอการเพิม่การผลิตเอทานอลหลังจาก 48 ชั่วโมง   ปริมาณเอทานอล
คอยๆเพิ่มข้ึนเมื่อเลี้ยงเชื้อนานขึ้น โดยไดเอทานอลสูงสดุเทากับ 80.96 กรัมตอลิตร ที่เวลา 120 
ชั่วโมง  ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากเชื้อสามารถทนความเขมขนของเอทานอลไดในระดับหนึง่  ถึงแมจะ
ยังมนี้ําตาลเหลืออยู  แสดงวาการทนตอความเขมขนเอทานอลของเซลลเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผล
ตอการผลิตเอทานอลจากจลุินทรีย  
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ในป 2002  Alfenore และคณะ  ไดศึกษาการปรับปรุงการผลิตเอทานอลโดย     
S. cerevisiae  ดวยวิธกีารปอนวิตามินระหวางการหมักแบบ เฟด-แบตช  โดยใชกลโูคสในถังหมกั
เร่ิมตน 100 กรัมตอลิตร และกลูโคสสําหรับปอนเขา 700 กรัมตอลิตร  วิธีที่ใชควบคุมการปอน
กลูโคสระหวางการหมักใชวธิีออนไลน คือ เมื่อความเขมขนของกลูโคสนอยกวา 20 กรัมตอลิตร  
กลูโคสถูกปอนเขาถงัหมักอยางตอเนื่อง  ใหมีความเขมขนของกลูโคสในถังหมกัเทากับ 100 กรัม
ตอลิตร  และเมื่อความเขมขนของเอทานอลมากกวา 90 กรัมตอลิตร  กลูโคสถูกปอนในอัตราต่ําลง
ใหมีความเขมขนของกลูโคสในถังหมกัเพยีง 50 กรัมตอลิตร   สวนในงานวิจัยนี้พบวา  การเตมิ
น้ําตาลใหมีความเขมขนของน้าํตาลรวมในถังหมกัเทากบัเริ่มตนชวยให S. cerevisiae SKP1 ผลิต
เอทานอลไดเร็วขึ้น  และไดเอทานอลเพิม่ข้ึนตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ  แตปริมาณเอทานอล
สูงสุดไมเพิ่มข้ึนมากนกั  ทั้งนี้อาจเนื่องจากเชื้อสามารถทนเอทานอลไดในระดับหนึง่  ซึ่งสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Golias และคณะ (2002)  
 
  การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟดแบตช ทาํโดยปอนกากน้ําตาล 2 ระยะ คือ 
ที่เวลา 24 และ 96 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ   โดยใชกากน้ําตาลสาํหรับปอนเขาที่มีความเขมขน
ของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร  ปริมาตร 600 มิลลิลิตร สําหรับเติมที่ชั่วโมงที่ 24   และ 35 
มิลลิลิตร สําหรับเติมที่ชั่วโมงที ่96    ผลการทดลองดังแสดงในรูปที ่35 และตารางที่ 29 
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รูปที่ 35  รูปแบบการหมกัเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟดแบตช โดยใชความ
เขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 165 กรัม/ลิตร  มีการเติมน้าํตาล 2 ชวง คือช่ัวโมงที่ 24 และ 
ชั่วโมงที ่96 ของการเลีย้งเชือ้ 
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ตารางที ่29 การเปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล โดย S. cerevisiae SKP1 ในการเลี้ยงแบบ เฟด-แบตช เมื่อใชความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน
เทากับ 165 กรัม/ลิตร  มกีารปอนกากน้าํตาล 2 ชวง คือชั่วโมงที ่24 และ 96 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ethanol Time(h) Cell dry weight(g/l) Total sugar(g/l) 
(g/l) %(w/v) %(v/v) 

Volume of  
  medium(ml) 

Volume of feeding 
nutrient (ml) 

0 0.18 167.39 0.98 0.10 0.12 3240 - 
12 1.69 103.39 33.56 3.36 4.25 3210 - 

24กอนเติม 2.65 63.67 51.09 5.11 6.47 3150 600 
24หลังเติม 1.79 167.34 48.13 4.81 6.09 3750 - 

36 1.86 135.02 56.50 5.65 7.15 3690 - 
48 3.46 104.60 72.63 7.26 9.19 3660 - 
60 5.38 99.75 79.31 7.93 10.04 3630 - 
72 5.64 85.49 86.38 8.64 10.94 3600 - 
84 5.60 78.04 91.12 9.11 11.53 3570 - 

96กอนเติม 5.51 77.07 88.87 8.90 11.26 3510 35 
96หลังเติม 4.67 86.45 85.35 8.54 10.81 3545 - 

108 4.44 82.09 85.77 8.58 10.86 3485 - 
120 4.23 76.20    83.62 8.36 10.58 3455 - 
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  จากการศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยเติมกากน้ําตาล 2 ชวง  
พบวาสามารถเพิ่มความเขมขนของเอทานอลใหสูงขึ้นไดอยางมีนยัสําคัญ  โดยไดสูงสุดเทากับ 
91.12 กรัมตอลิตร คิดเปน 11.53% (v/v) ในเวลา 84 ชัว่โมง  น้าํหนักเซลลแหงสงูสดุเทากับ 5.64 
กรัมตอลิตร  และมีน้าํตาลเหลือ 76.2 กรัมตอลิตร   
 
ตารางที ่30 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟด
แบตช มีการปอนกากน้าํตาล 2 ชวง คือช่ัวโมงที ่24 และ 96 
 

Cultivation time (h) µ  (h-1) Yx/s  (gx/gs) Yp/s  (gp/gs) qp (gp/gx.h)    Qp (gp/l.h) 

0-24 0.112 0.024 0.486 1.227 2.01 
24-96 0.030 0.043 0.476 0.100 0.93 

96-120 -0.004 -0.043 0.096 -0.008 0.70 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 

 
 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ผลแสดงในตารางที ่30    ในดานการนําน้ําตาลมาใชเพื่อการเจริญและการผลิตเอทานอลจาก
คา Yx/s  และYp/s  พบวา Yx/s  มีคาเพิ่มข้ึนหลงัจากปอนกากน้าํตาลที่ชั่วโมงที ่ 24  และ Yp/s  มีคา
คอนขางคงที่แสดงใหเห็นวาเซลลยังคงสามารถสามารถนาํน้าํตาลมาใชในการเจริญและผลิตเอทา
นอลเมื่อมกีารเติมน้ําตาล  ในขณะ µ  qp และ Qp มีคาลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ  
 

เนื่องจากพบวาขอจํากัดของความเขมขนของปริมาณน้ําตาลรวมในกากน้ําตาล 
สําหรับเติมไมสามารถเพิ่มข้ึนใหสงูกวานี้สาํหรับปริมาตรของกากน้ําตาลตอปริมาตรถังหมักที่ใช  
เพื่อลดปริมาตรของกากน้ําตาลที่ใชเติม   จึงทดลองเปลีย่นอาหารที่ใชสําหรับเติมจากกากน้าํตาล
มาเปนกลูโคสบริสุทธิ์  การเลือกใชกลูโคสเปนสับสเตรตสําหรับปอนเขาเนื่องมาจาก  สามารถเพิ่ม
ความเขมขนของกลูโคสที่ใชสําหรับเติมไดโดยปริมาตรไมมากเทากับการใชกากน้าํตาล 
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  การทดลองขัน้ตอไป  ศึกษาการลดปริมาตรของอาหารทีใ่ชปอนเพื่อแกปญหาการ
เจือจางของน้าํหมกัและเอทานอล  ทําโดยเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 ในอาหารทีม่ีความเขมขน
ของน้ําตาลรวมเทากับ 165 กรัมตอลิตร  มีการปอนอาหาร 2 ระยะ คือที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง และ 
96 ชั่วโมง  อาหารสาํหรับปอนเขาไดแกกลูโคสเขมขน 800 กรัมตอลิตร  ปริมาตรเทากับ 400 
มิลลิลิตร  ผลการทดลองดงัแสดงในรูปที่ 36 และตารางที่ 31 
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 36  รูปแบบการหมกัเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟดแบตช โดยใชความ
เขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 165 กรัม/ลิตร  มีการปอนกลูโคสบริสุทธิ ์ 2 ชวง คือช่ัวโมงที่ 
24 และ ชั่วโมงที ่96 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที ่31    การเปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตเอทานอลจากกากน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 ในการเลีย้งแบบ เฟด-แบตช เมื่อใชความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน
เทากับ 165 กรัม/ลิตร  มกีารปอนกลูโคสบริสุทธิ์ 2 ชวง คือชั่วโมงที ่24 และ 96 

Ethanol Time(h) Cell dry weight(g/l) Total sugar(g/l) 
(g/l) %(w/v) %(v/v) 

Volume of  
  medium(ml) 

Volume of feeding 
nutrient (ml) 

0 0.19 164.68 0.45 0.55 0.69 3240 - 
12 1.42 110.54 34.58 3.46 4.38 3210 - 

24กอนเติม 2.88 59.72 50.92 4.99 6.32 3150 400 
24หลังเติม 1.10 168.42 49.71 4.97 6.29 3550 - 

36 1.48 134.71 64.62 6.46 8.18 3490 - 
48 1.92 108.25 76.83 7.68 9.72 3460 - 
60 2.77 99.84 81.73 8.17 10.34 3430 - 
72 3.53 91.43 87.50 8.75 11.08 3400 - 
84 3.59 88.91 88.46 8.85 11.20 3370 - 

96กอนเติม 4.15 86.75 89.42 8.94 11.32 3310 35 
96หลังเติม 4.00 92.18 84.10 8.31 10.52 3345 - 

108 4.04 87.13 85.04 8.40 10.63 3285 - 
120 4.09 84.77 85.13 8.50 10.76 3255 - 
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การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยเติมกลูโคสบริสุทธิ์  พบวา 
ความเขมขนของเอทานอลสงูสุดที่ S. cerevisiae SKP1 ผลิตไดคือ 89.42 กรัมตอลิตร คิดเปน 
8.94%(w/v) หรือ 11.32% (v/v) ที่เวลา 96 ชั่วโมง  น้าํหนักเซลลแหงสูงสุดเทากบั 4.15 กรัมตอ
ลิตร และมีน้ําตาลเหลือเทากับ 84.77 กรัมตอลิตร  สวนการใชกากน้าํตาลสําหรับปอนเขา  ความ
เขมขนของเอทานอลสงูสุดที่เชื้อผลิตไดคือ 92.12 กรัมตอลิตร คิดเปน 9.21%(w/v) หรือ 11.66% 
(v/v)  ที่เวลา 84 ชั่วโมงลิตร  น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.64 กรัมตอลิตร  และมีน้าํตาลเหลอื
เทากับ 76.20 กรัมตอลิตร  พบวาเมื่อเติมกลูโคสไดมวลเซลลต่ํากวาการปอนกากน้ําตาล  ทัง้นี้
อาจเปนผลจาก catabolite repression ของน้ําตาลกลโูคสบริสุทธิ์  และ S. cerevisiae SKP1 
สามารถผลิตเอทานอลไดเร็วขึ้นตั้งแตเวลาที่ 36 ชั่วโมง และมากกวาการปอนกากน้ําตาลเล็กนอย  
แตไดเอทานอลสูงสุดนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับการปอนกากน้าํตาล   
 
ตารางที ่32  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟด
แบตช มีการปอนกลูโคสบรสุิทธิ์ 2 ชวง คอืช่ัวโมงที ่24 และ 96 

  

cultivation time (h) µ  (h-1) Yx/s  (gx/gs) Yp/s  (gp/gs) qp (gp/gx.h)    Qp (gp/l.h) 

0-24 0.113 0.026 0.483 1.260 2.12 
24-96 0.025 0.035 0.490 0.123 0.93 

96-120 0.001 0.015 0.146 0.002 0.71 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 
 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ผลแสดงในตารางที่ 32    ในดานการนําน้ําตาลมาใชเพื่อการเจริญและการผลิตเอทานอลจาก
คา Yx/s  และYp/s  พบวา Yx/s  มีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอยหลังจากปอนกากน้าํตาลทีช่ั่วโมงที่ 24  และ Yp/s  

มีคาคอนขางคงที่แสดงใหเห็นวาเซลลยังคงสามารถสามารถนาํน้ําตาลมาใชในการเจริญและผลิต
เอทานอลเมื่อมีการปอนกลูโคสบริสุทธิ์  ในขณะ µ  qp และ Qp มีคาลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยง
เชื้อ 
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Winter และคณะ (1989)  รายงานวายีสต (S. cerevisiae) 1 กรัมตองการไบโอ 
ติน 1.8 ไมโครกรัม  และการใชไบโอตินเริ่มตน 3-4 ไมโครกรัมตอลิตร  เพียงพอใหเซลลมีการเจริญ
มีอัตราการเจรญิจําเพาะสูงสดุ  และเซลลสามารถนําไบโอตินไปใชไดดีที่ความเขมขนของเอทา
นอลต่ํา  การนาํไบโอตินไปใชลดลงเมื่อความเขมขนของเอทานอลมากกวา 84 กรัมตอลิตร   
Alfenore และคณะ (2002)  ศึกษาวธิีการเติมวิตามิน  เพื่อชวยปรับปรุงการมีชีวิตของเซลล  
เพื่อใหสรางเอทานอลไดมากขึ้น  วิธีการเติมวิตามนิวิธกีารหนึ่งคือ  การเติมแบบเอ็กซโพเนนเชยีล 
คือ การเติมวิตามนิเพิม่ข้ึนแบบทวีคูณจากปริมาณเริ่มตนที่เตมิ  โดยหาปริมาณวิตามนิที่เซลล
ตองการจากความเขมขนของเซลลสูงสุด  จากนั้นคํานวณหาปริมาณวิตามนิที่ใชจากรายงานของ 
Winter และคณะ(1989)    
 
  จากรายงานดงักลาวจงึตั้งสมมุติฐานวาการเติมวิตามนิแบบเอ็กซโพเนนเชยีล
อาจจะชวยเพิม่ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล ในงานวิจัยนี้จากผลการทดลองในการเลีย้งเชือ้
แบบ เฟด-แบตช ที่ใชกากน้าํตาลเปนอาหารปอนเขาที่ชัว่โมงที ่ 24 และ 96  พบวาปริมาณเซลล
สูงสุดเทากับ 5.64 กรัมตอลิตร  (การปอนกากน้าํตาลที่ชั่วโมงที่ 96  ไมเพิ่มการผลิตเอทานอล  
ดังนัน้ในการศึกษาขัน้นี้จงึไมมีการเติมน้ําตาลที่ชัว่โมงที ่ 96)  การคํานวณหาปริมาณวิตามนิ
ทั้งหมดทีเ่ซลลตองการจงึเทากับ 10.15 ไมโครกรัมตอลิตร (5.64 กรัมตอลิตร x 1.8 ไมโครกรัมตอ1
กรัมยีสต)  แลวจึงหาปริมาณไบโอตินที่เติมในแตละชวง  ปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมทีห่าไดแสดง
ในรูปที่ 37 
 
 
 
 
 
   
 
 

 
 
 
รูปที่ 37 ปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมสําหรับปอนระหวางการเลีย้ง S.cerevisiae 
SKP1 แบบ เฟด-แบตช 
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รูปที่ 38  รูปแบบการหมกัเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟดแบตช โดยใชความ
เขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 165 กรัม/ลิตร  โดยปอนกากน้าํตาลที่เวลา 24 ชั่วโมง และ
เติมไบโอตินแบบเอ็กซโพเนนเชียล 

 
การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช  ทีม่ีการปอนกากน้าํตาลที่ระยะ 

เวลา 24 ชั่วโมง  และเติมไบโอตินแบบเอก็ซโพเนนเชียล  ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 38 และ
ตารางที่ 33 
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ตารางที ่33  การเปลี่ยนแปลงนระหวางการผลิตเอทานอลจากกากน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 ในการเลีย้งแบบ เฟด-แบตช เมื่อใชความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน
เทากับ 165 กรัม/ลิตร  โดยเติมกากน้ําตาลที่เวลา 24 ชัว่โมง และเติมไบโอตินแบบเอ็กซโพเนนเชยีล 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Ethanol Time(h) Cell dry weight(g/l) Total sugar(g/l) 
(g/l) %(w/v) %(v/v) 

Volume of  
  medium(ml) 

Volume of feeding 
nutrient (ml) 

0 0.16 166.42 0.79 0.08 0.1 3240 - 
12 3.35 95.59 32.28 3.23 4.09 3210 - 

24กอนเติม 4.60 56.18 55.38 5.54 7.01 3150 600 
24หลังเติม 2.78 165.14 52.82 5.28 6.69 3750 - 

36 3.47 130.55 64.75 6.48 8.20 3690 - 
48 4.54   121.77 75.48 7.55 9.55 3660 - 
60 5.12 105.00 80.29 8.03 10.16 3630 - 
72 4.81 85.55 84.41 8.44 10.68 3600 - 
84 4.67 84.41 89.08 8.91 11.28 3570 - 
96 4.58 84.17 87.65 8.77 11.09 3510 - 
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การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยเติมกากน้าํตาลรวมกับไบโอติน  
พบวาความเขมขนของเอทานอลสูงสุดที่ผลิตไดคือ 89.08 กรัมตอลิตร คิดเปน 8.91%(w/v) หรือ 
11.28% (v/v) ที่เวลา 84 ชั่วโมงลิตร  น ำหนกัเซลลแหงสงูสุดเทากบั 5.12 กรัมตอลิตร  และมี
น้ําตาลเหลือ 84.17 กรัมตอลิตร  เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองระหวางการเติมไบโอติน  และไม
เติมไบโอติน  พบวาการเติมไบโอตินสงผลใหการเจริญของเซลล ดีขึ้นในชวงตนของการเจริญ (12  
และ 24 ชั่วโมง)    และ S. cerevisiae SKP1 สามารถผลิตเอทานอลไดเร็วขึ้นที่ 36 ชั่วโมง     สวน
ปริมาณเอทานอลสูงสุดที่ไดเมื่อเติมและไมเติมไบโอตินใกลเคียงกนั   
 
ตารางที ่34 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ fed-batch ที่มีการปอน
กากน้ําตาล 1 คร้ัง คือ  ที่เวลา 24 ชั่วโมง และเติมไบโอติน 
  

cultivation time (h) µ  (h-1) Yx/s  (gx/gs) Yp/s  (gp/gs) qp (gp/gx.h)    Qp (gp/l.h) 

0-24 0.140 0.041 0.489 0.741 2.31 
24-96 0.012 0.024 0.430 0.080 0.91 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 
  
 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ผลแสดงในตารางที่ 34  การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยเติมกลูโคสบริสุทธิ ์ 
จากคา Yx/s  และYp/s  พบวา พารามิเตอรทั้งสองคามคีาลดลงเล็กนอยหลังจากปอนกากน้าํตาล
รวมกับไบโอตนิ   ในขณะ µ  qp และ Qp มคีาลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ   

 
เมื่อนําผลงานวิจัยนี้เปรียบเทียบกับงานวจิัยอื่น  สามารถแสดงไดดังตารางที่ 36 

 
 
 
 



ตารางที ่35  เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากงานวิจยักับงานวิจัยอื่น 
 

Substrate Type of fermentation Microorganism Yield (Yp/s) Ethanol %(v/v) References 

cane molasses fed-batch S. cerevisiae SKP1 0.48 11.53 งานวิจัยนี้ 

cane molasses repeated-batch S. cerevisiae M30 - 9.0 ปนิดา กิตติรัตน (2546) 

cassava fed-batch S. cerevisiae TISTR 5013 0.42 10.93 เทพปญญา เจริญรัตน (2545) 

glucose batch  S. cerevisiae 0.31 12.5 
Najafpour, Younesei และ Ismail 
(2004) 

sucrose batch  
Saccharomyces yeast 
extracred from toddy  palm 0.46 11.39 Pramanik (2004) 

glucose fed-batch S. cerevisiae 0.43 18.61 Alfenore (2003) 

acid-hydrolyzed cellulosic 
pyrolysate 

batch  S. cerevisiae 0.44 5.09 Yu และ Zhang (2003) 
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ตารางที ่35 (ตอ)   

 

Substrate Type of fermentation Microorganism Yield (Yp/s) Ethanol %(v/v) References 

cheese whey (lactose) continuous  genetically modified S.cerevisiae - 6.33 
Domingues, Lina และ
Teixeira (2001) 

pineapple cannery continuous  S. cerevisiae ATCC 24553 0.47 4.75 Nigam (1999) 

beet molsses 
fed-batch (immobilized 
cells) S. cerevisiae - 6.71 Roukas (1996) 

tamarind waste and cane 
molasses batch  S. cerevisiae NCIM 3526 - 9.7 Patil (1998) 

glucose fed-batch Zymomonas mobilis - 14.3 Silman (1984) 
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   บทที่  5 

สรุปผลการทดลอง 

 
การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลในถังหมักแบบแบตช 
 
1.  ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1  คือ pH เร่ิมตนเทากับ  4.5  
อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี โดยไมมีการใหอากาศ  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส  และความ
เขมขนของน้าํตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร 
 
2.  เมื่อผลิตเอทานอลโดยใชภาวะที่เหมาะสมจากการศกึษาขอที ่ 1  ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได
สูงสุดเทากับ 72.7 กรัมตอลิตร  คิดเปน 9.20 %(ปริมาตร/ปริมาตร) ที่เวลา 72 ชั่วโมง  ไดผลได
ของเอทานอลตอการใชน้ําตาล (Yp/s) เทากับ 0.465 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล และมีอัตราการ
ผลิต (Qp) เทากับ 1.01 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 
3. เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลรวมเริม่ตนเทากับ 220-280 กรัมตอลิตร  สงผลใหปริมาณเอทา
นอลที่ผลิตไดลดลง  โดยไดเอทานอลเทากับ 52.73 กรัมตอลิตร  คิดเปน 6.67 %(ปริมาตร/
ปริมาตร) เมื่อความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 280 กรัมตอลิตร  
 
 
การปรับปรุงการผลิตเอทานอลในถงัหมักแบบ รพีทีแบตช 
 
1. การปอนกากน้าํตาลที่ชัว่โมงที ่ 24 สงผลใหผลิตเอทานอลไดในเวลาเร็วขึ้นโดยไดเทากับ 72.98 
กรัมตอลิตร ทีเ่วลา 48 ชั่วโมง 
 
2. เมื่อเปรียบเทียบกับการเลีย้งเชื้อแบบแบตช  ซึ่งไดเอทานอลสงูสุดเทากับ 72.7 กรัมตอลิตร คิด
เปน 9.20 %(ปริมาตร/ปริมาตร)  การเติมกากน้ําตาลมผีลใหการผลิตเอทานอลเพิม่ข้ึนโดยไดเอทา
นอลสูงสุดเทากับ 80.96 กรัมตอลิตร คิดเปน 10.25 %(ปริมาตร/ปริมาตร) ที่เวลา 120 ชั่วโมง  
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การปรับปรุงการผลิตเอทานอลในถงัหมักแบบ เฟด-แบตช 

การปอนกากน้ําตาลที่ชัว่โมงที ่ 24  เพื่อใหไดความเขมขนของน้าํตาลรวมในถัง
หมักใกลเคียงกับเริ่มตน  พบวาไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 91.12 กรัมตอลิตร คิดเปน 11.53 
%(ปริมาตร/ปริมาตร)  ที่เวลา 84 ชั่วโมง น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.64 กรัมตอลิตร คา Yp/s 

เทากับ 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล คิดเปนคาประสิทธิภาพการหมักโดยเทยีบกับคาทฤษฎี
เทากับ 94.12% และ QP เทากับ 1.08 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  ซึ่งการปอนกากน้าํตาลเปนวิธทีีด่กีวา
การปอนกลูโคสบริสุทธิ ์ และการปอนกากน้ําตาลและไบโอติน  

 

 

ขอสรุปของการปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลออยโดยวิธกีารเลี้ยง
เชื้อแบบ เฟด-แบตช  พบวาสามารถเพิ่มปริมาณเอทานอลจาก 53.02 กรัมตอลิตร คิดเปน 
6.71%(ปริมาตร/ปริมาตร) ไดสูงขึ้นถงึ 91.12 กรัมตอลิตร  คิดเปน 11.53 %(ปริมาตร/ปริมาตร) 
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ภาคผนวก  ก 

การเตรียมวัตถุดิบและสารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

1. การเตรียมกากน้ําตาล 
1.1 นํากากน้ําตาลมาเจือจางดวยน้าํอุนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในอตัรา 

สวน 1 : 1  
1.2  แบงกากน้ําตาลที่เจือจางแลวใสในหลอดเซนตริฟวกดังแสดงในรปูที่ 39 
1.3  นาํไปปนแยกตะกอนทีค่วามเร็ว 10,000 รอบตอนาท ีนาน 10 นาท ี
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 39 กากน้ําตาลเจือจางดวยน้ําอุนบรรจุในหลอดเซนตริฟวก 
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1.4 กากน้ําตาลทีผ่านการปนแยกตะกอนดังแสดงในรูปที่ 40 นํามาเทแยกเอา
ตะกอนออก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 40 กากน้ําตาลหลงัการปนแยกตะกอน  กอนแยกตะกอนออก 
 
 
นํากากน้ําตาลที่ผานการแยกเอาตะกอนออกมาวเิคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด   

แลวเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม   
 

2.  การเตรียมสารละลายมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล 

  2.1  การเตรียมสารละลายเอทานอลมาตรฐาน  โดย ปเปตสารละลาย absolute 
ethanol (99.8%,0.7908 กรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 0.5  0.9  1.4  2.0  และ 2.6 มิลลิลิตร  จะได
สารละลายเอทานอลมาตรฐานความเขมขน 37.58  65.16  96.92  131.54  และ 162.85 กรัมตอ
ลิตร  ตามลาํดับ 
  2.2  การเตรียมสารละลาย internal standard  โดย ปเปตสารละลาย n-butanol 
(99.5%) ปริมตร 0.01 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลล ิลิตร  ดวยน้าํกลัน่  
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3.  การเตรียมสารละลายอินเวอรเทส (invertase) 

  3.1  สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร  เตรียมจากการละลายโซเดียมอะซิเตตปริมาณ 
9.10 กรัม  ในน้ํากลัน่ 800 มิลลิลิตร  เติมกรดอะซิติก 1.90 มิลลิลิตร  ปรับ pH เปน 4.5  ปรับ
ปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลัน่ 

  3.2  สายละลายเอนไซมอินเวอรเทส  เตรยีมจากการละลายเอนไซมอินเวอรเทสป
ริมาณ 0.15 กรัม  ในสารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร 100 มลิลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวกรองดวย
กระดาษกรองเบอร 1 

4.  การเตรียมสารละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

  สารละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก  เตรียมจากการละลายกรดกรดไนโตรซาลิไซลิกป
ริมาณ 1.0 กรัม  ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร  ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  ผสมใหเขา
กัน  เติมน้ํากลัน่ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  เติมโพแตสเซียมโซเดียมตารเตรต 30 กรัม  ปรับปริมาตรให
เปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลั่นปลอดประจุ  เก็บไวในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ข 

สูตรคํานวณ และการประเมินคาพารามิเตอร 

1.  การคํานวณหาน้าํหนกัเซลลแหง 

 น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) =  A     -     B   x 1000 
           10 

  A คือ น้ําหนกักระทงที่มีเซลล  + ตะกอนในกากน้ําตาล 
  B คือ น้ําหนกักระทงเปลา + ตะกอนในกากน้ําตาล    

2.  การคํานวณหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 

 ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (กรัมตอลิตร) =      1       x   OD540  x  คาการเจอืจาง   
                                                                       ความชนั                                               

3.  การคํานวณหาปริมาณเอทานอล 

 ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร)   =      1         x   อัตราสวนของพืน้ที่ใตกราฟ   
                                                                       ความชัน  
           
 ปริมาณเอทานอล %(น้ําหนกั/ปริมาตร)  =    ปริมาณเอทานอล(กรัมตอลิตร) / 10 
 
 ปริมาณเอทานอล %(ปริมาตร/ปริมาตร) =    ปริมาณเอทานอล %(น้ําหนกัตอปริมาตร)  
       คาความถวงจาํเพาะของเอทานอล 

(0.79 กรัม/มิลลิลิตร) 

4.  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 
            xdt     
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5.  การคํานวณหา µ  YX/S YP/S,  และ qP   จากกราฟ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

µ  = 0.081 h-1               Yx/s = 0.033 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

q p = 0.466 g ethanol / g cell . h                 Yp/s = 0.430 g ethanol / g sugar 
 
 
รูปที่ 41  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช pH เร่ิมตน 4.0 อัตราการกวน 100 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  
น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร   
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y = 0.0786x + 0.436
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 µ  = 0.079 h-1              Yx/s = 0.033 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q p = 0.465 g ethanol / g cell . h                  Yp/s = 0.470 g ethanol / g sugar 
 
 
รูปที่ 42  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช pH เร่ิมตน 4.5 อัตราการกวน 100 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  
น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร   
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µ  = 0.096 h-1               Yx/s = 0.035 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

q p = 0.429 g ethanol / g cell . h                 Yp/s = 0.469 g ethanol / g sugar 
 
 
 
รูปที่ 43  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช pH เร่ิมตน 5.0 อัตราการกวน 100 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  
น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร   
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y = 0.0946x - 0.3177
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µ  = 0.095 h-1              Yx/s = 0.031 g cell / g sugar 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

q p = 0.335 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.372 g ethanol / g sugar 
 
 
 
รูปที่ 44  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชอัตราการกวน 150 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  น้ําตาลทัง้หมด
เร่ิมตน 165 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5 
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y = 0.1375 x - 0.4946

0

1

2

3

0 5 10 15 20 25 30
time (h)

lnX
t-ln

X0
y = 0.04x - 0.0118

0
1
2
3
4
5

0 20 40 60 80 100 120
So-St (g sugar / l)

Xt-
Xo

 (g
 ce

ll / 
l)

y = 0.3539 x + 2.6903

0
10
20
30
40
50

0 20 40 60 80 100 120
So-St (g sugar / l)

Pt-
P0

 (g
 et

ha
no

l/ l
)y = 0.3225 x + 8.8764

0
10
20
30
40
50

0 20 40 60 80 100 120

integrate of xdt (g cell.h / l)

Pt-
Po

 (g
 et

ha
no

l / 
l)

          
 
 
 
 
 
 
 
 

 
µ  = 0.138 h-1               Yx/s = 0.040 g cell / g sugar 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

q p = 0.323 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.354 g ethanol / g sugar 
 
 
 
รูปที่ 45  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชอัตราการกวน 200 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  น้ําตาลทัง้หมด
เร่ิมตน 165 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5 
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µ  = 0.075 h-1              Yx/s = 0.030 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
q p = 0.418 g ethanol / g cell . h     Yp/s = 0.438 g ethanol / g sugar 

 
 
 
รูปที่ 46  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร  pH 
เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 100 rpm   
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µ  = 0.812 h-1               Yx/s = 0.037 g cell / g sugar  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
q p = 0.712 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.482 g ethanol / g sugar 

 
รูปที่ 47  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร  pH 
เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 100 rpm   
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µ  = 0.072 h-1               Yx/s = 0.035 g cell / g sugar 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

q p = 0.292 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.465 g ethanol / g sugar 
 
 
รูปที่ 48  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชน้าํตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 
100 rpm  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
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µ  = 0.073 h-1               Yx/s = 0.032 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q p = 0.224 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.421 g ethanol / g sugar 

 
 
รูปที่ 49  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชน้าํตาลทัง้หมดเริ่มตน 220 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 
100 rpm  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
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µ  = 0.060 h-1               Yx/s = 0.030 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q p = 0.169 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.377 g ethanol / g sugar 

 
 
รูปที่ 50  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชน้าํตาลทัง้หมดเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 
100 rpm  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
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µ  = 0.063 h-1             Yx/s = 0.028 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q p = 0.125 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.336 g ethanol / g sugar 
 

 
รูปที่ 51  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชน้าํตาลทัง้หมดเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 
100 rpm  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
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    0-24 h, µ  = 0.112 h-1              0-24 h,Yx/s = 0.024 g cell / g sugar 
  24-96 h, µ  = 0.030 h-1                    24-96 h,Yx/s = 0.043 g cell / g sugar 
96-120 h, µ  = µ  = -0.0041 h-1                 96-120 h,Yx/s= -0.043 g cell / g sugar  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
    0-24 h, q p = 1.227 g ethanol / g cell . h     0-24 h, Yp/s = 0.486 g ethanol / g sugar              
  24-96 h, q p = 0.100 g ethanol / g cell . h   24-96 h, Yp/s = 0.476 g ethanol / g sugar 
96-120 h, q p = -0.041 g ethanol / g cell . h 96-120 h, Yp/s = 0.096 g ethanol / g sugar 
 
รูปที่ 52  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ 
เฟด-แบตช ที่มีการเติมกากน้ําตาล 2 ชวง คือ  ที่เวลา 24 ช่ัวโมงและ 96 ช่ัวโมง    
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    0-24 h, µ  = 0.113 h-1              0-24 h,Yx/s = 0.026 g cell / g sugar 
  24-96 h, µ  = 0.025 h-1                    24-96 h,Yx/s = 0.035 g cell / g sugar 
96-120 h, µ  = 0.001 h-1                 96-120 h,Yx/s = 0.015 g cell / g sugar 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    0-24 h, q p = 1.260 g ethanol / g cell . h     0-24 h, Yp/s = 0.483 g ethanol / g sugar              
  24-96 h, q p = 0.123 g ethanol / g cell . h   24-96 h, Yp/s = 0.490 g ethanol / g sugar 
96-120 h, q p = 0.002 g ethanol / g cell . h 96-120 h, Yp/s = 0.146 g ethanol / g sugar 
 
รูปที่ 53  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ 
เฟด-แบตช ที่มีการเติมน้ําตาลกลูโคส 2 ชวง คือ  ที่เวลา 24 ช่ัวโมง และ 96 ช่ัวโมง 
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    0-24 h, µ  = 0.140 h-1              0-24 h,Yx/s = 0.041 g cell / g sugar 
  24-96 h, µ  = 0.012 h-1                    24-96 h,Yx/s = 0.024 g cell / g sugar 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   0-24 h, q p = 0.741 g ethanol / g cell . h     0-24 h, Yp/s = 0.489 g ethanol / g sugar              
  24-96 h, q p = 0.080 g ethanol / g cell . h   24-96 h, Yp/s = 0.430 g ethanol / g sugar  
 
รูปที่ 54  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ 
เฟด-แบตช ทีมี่การเติมกากน้ําตาล 1 ชวง คือ  ที่เวลา 24 ช่ัวโมง และเติมไบโอตินแบบเอ็กซโพเนน   
เชียล 
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ภาคผนวก  ค 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหปริมาณเอทานอล 
 
 
 
      

     
 
 
 
 
 
 
 

 รูปที่ 55  กราฟมาตรฐานสาํหรับวเิคราะหปริมาณเอทานอล 
 
2.  กราฟมาตรฐานสําหรบัวิเคราะหปริมาณซูโครส 
 
      
   
      
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 

รูปที่ 56  กราฟมาตรฐานสาํหรับวเิคราะหปริมาณซูโครส 
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3.  โครมาโตแกรมของเอทานอลมาตรฐานและ internal standard 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 57  โครมาโตรแกรมของเอทานอลมาตรฐานและ internal standard (บิวทานอล) 
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ethanol

Duncana

3 45.4000
3 53.0167
3 53.2500

1.000 .706

pH
pH 4.0
pH 4.5
pH 5.0
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 

ภาคผนวก ง 

การวิเคราะหทางสถิติ 
 

การทดสอบทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS version 10.01 

1.  pH เร่ิมตนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

1.1  การทดสอบผลของ pH เร่ิมตนที่มีตอปริมาณเอทานอลสูงสุด 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ANOVA

ethanol

119.691 2 59.845 114.871 .000

3.126 6 .521

122.816 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.
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1.2  การทดสอบผลของ pH เร่ิมตนที่มีตอการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANOVA

cell dry weight

2.338 2 1.169 57.596 .000

.122 6 2.0E-02

2.460 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

cell dry weight

Duncana

3 3.5500
3 3.7300
3 4.7100

.173 1.000

pH
pH 4.0
pH 4.5
pH 5.0
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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1.3  การทดสอบผลของ pH เร่ิมตนที่มีตอปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

total sugar

108.092 2 54.046 19.471 .002

16.655 6 2.776

124.746 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

total sugar

Duncana

3 47.2800
3 49.2300
3 55.4100

.202 1.000

pH
pH 5.0
pH 4.5
pH 4.0
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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2.  อัตราการกวนทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

2.1  การทดสอบผลของอัตราการกวนที่มีตอปริมาณเอทานอลสูงสุด 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANOVA

ethanol

569.996 2 284.998 8186.98 .000

.209 6 3.5E-02

570.205 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ethanol

Duncana

3 34.3000
3 38.9400
3 53.0167

1.000 1.000 1.000

stirring
200 rpm
150 rpm
100 rpm
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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2.2   การทดสอบผลของอัตราการกวนที่มีตอการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

cell dry weight

.758 2 .379 108.257 .000

2.1E-02 6 3.5E-03

.779 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

cell dry weight

Duncana

3 3.7000
3 3.7300
3 4.3300

.557 1.000

stirring
150 rpm
100 rpm
200 rpm
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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2.3  การทดสอบผลของอัตราการกวนที่มีตอปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
 
 

 

 
 

 
 

 
 
 

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

total sugar

87.703 2 43.852 15.679 .004

16.781 6 2.797

104.484 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

total sugar

Duncana

3 49.2300
3 53.8500
3 56.8167

1.000 .073

stirring
100 rpm
150 rpm
200 rpm
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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3.  อุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

3.1 การทดสอบผลของอุณหภูมิที่มีตอปริมาณเอทานอลสูงสุด 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

ethanol

582.682 2 291.341 1160.82 .000

1.506 6 .251

584.188 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ethanol

Duncana

3 49.4800
3 53.0167
3 68.0400

1.000 1.000 1.000

temperature
25 C
30 C
35 C
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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3.2 การทดสอบผลของอุณหภูมิที่มีตอการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

cell dry weight

5.456 2 2.728 62.855 .000

.260 6 4.3E-02

5.716 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

cell dry weight

Duncana

3 3.4600
3 3.7300
3 5.2300

.164 1.000

temperature
25 C
30 C
35 C
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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3.3 การทดสอบผลของอุณหภูมิที่มีตอปริมาณน้ําตาลรวมที่เหลือ 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANOVA

total sugar

2288.49 2 1144.24 742.694 .000

9.244 6 1.541

2297.73 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

total sugar

Duncana

3 20.1000
3 49.2300
3 57.2000

1.000 1.000 1.000

temperature
35 C
30 C
25 C
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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4.  น้ําตาลเริม่ตนเหมาะสมตอการผลติเอทานอล 
 

 4.1  การทดสอบผลของน้ําตาลเริ่มตนทีมี่ตอปริมาณเอทานอลสูงสุด 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

ethanol

677.304 3 225.768 152.610 .000

11.835 8 1.479

689.139 11

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ethanol

Duncana

3 52.7300
3 62.7300
3 65.8200
3 73.7000

1.000 1.000 1.000 1.000

initial
sugar
280.0
260.0
220.0
165.0
Sig.

N 1 2 3 4
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 



     137

4.2 การทดสอบผลของน้ําตาลเริ่มตนที่มีตอการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ANOVA

cell dry weight

4.542 3 1.514 221.036 .000

5.5E-02 8 6.8E-03

4.597 11

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

cell dry weight

Duncana

3 4.0000
3 5.0500
3 5.4700
3 5.5400

1.000 1.000 .331

initial sugar
280.00
260.00
165.00
220.00
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 



     138

4.3 การทดสอบผลของน้ําตาลเริ่มตนที่มีตอปริมาณน้ําตาลรวมที่เหลือ 

 
 
 
 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

total sugar

22349.0 3 7449.66 744.778 .000

80.020 8 10.003

22429.0 11

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

total sugar

Duncana

3 12.1100
3 72.3700
3 107.070
3 125.300

1.000 1.000 1.000 1.000

initial sugar
165.00
220.00
260.00
280.00
Sig.

N 1 2 3 4
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
  นายปริษฎางค  วงศปราชญ  เกิดวนัที ่21 มกราคม 2522  ที่อําเภอเมือง  จงัหวัด
ปราจีนบุรี  สาํเร็จการศึกษาระดับปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต  เกียรตินิยม  สาขาวิชาเทคโนโลยี
อุตสาหกรรมเกษตร  คณะวิทยาศาสตรประยุกต  สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาพระนครเหนือ  
เมื่อปการศึกษา 2544  และไดเขาศึกษาตอในระดับบัณฑิตศึกษา  หลักสูตรจุลชีววิทยา
อุตสาหกรรม  คณะวทิยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั  ในปการศึกษา 2544  ระหวาง
การศึกษาไดรวมเสนอผลงานในงานจุฬาฯวิชาการครั้งที ่9     ผลการทดลองสวนหนึง่ไดเผยแพรใน
งานประชุมวิชาการครั้งที่ 12  ณ จฬุาลงกรณมหาวิทยาลยั 
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