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 งานวิจัยน้ี ศึกษาการผลิตเอทานอลในกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ โดยใช้น้้าต้อยท่ีได้จาก
การย่อยปลายข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน จุลินทรีย์ท่ีใช้ในกระบวนการหมักเป็นเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ 
Zymomonas mobilis TISTR 405 การทดลองเริ่มจากการคัดเลือกลูกแป้งข้าวหมากท่ีรวบรวบ
จากแหล่งต่างๆ มาศึกษาความสามารถในการเปล่ียนปลายข้าวท่ีน่ึงจนสุก ให้กลายเป็นน้้าตาลท่ีมี
ความเข้มข้นสูงท่ีสุด โดยลูกแป้งท่ีมีความสามารถสูงสุดในการย่อยปลายข้าวให้เป็นน้้าต้อย คือ 
ลูกแป้งรหัสอุบลราชธานี 2 โดยสามารถผลิตน้้าต้อยท่ีมีความเข้มข้นของน้้าตาลท้ังหมด 400-420 
กรัมต่อลิตร จากน้ันหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล โดยเชื้อ  Z. mobilis ในอาหารเล้ียง
เชื้อสูตรอุดม ใช้น้้าตาลกลูโคส 20 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน จากการทดลองด้วยวิธีแฟคตอ
เรียล และน้ามาวิเคราะห์ผลโดยวิธี response surface methodology (RSM) พบว่า ภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล คือ ความเข้มข้นของน้้าตาลต้ังต้นท่ี 150 กรัมต่อลิตร ความเป็น
กรดเบสเร่ิมต้นท่ี 5.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และระยะเวลาในการผลิต 48 ชั่วโมง การทดลอง
กระบวนการหมักแบบกะในขวดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร ด้วยน้้าตาลเริ่มต้น 150 กรัมต่อลิตร 
พบว่า ได้ปริมาณเอทานอล และอัตราการผลิตเอทานอล เท่ากับ 49.72 กรัมต่อลิตร และ 1.03 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ เมื่อขยายขนาดการผลิตเอทานอลเป็นถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 
ลิตร โดยมีปริมาตรท้าการ 1.0 ลิตร ภายใต้ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีกล่าวมาแล้ว ได้ปริมาณเอทานอล 
และอัตราการผลิตเอทานอล เท่ากับ 59.73 กรัมต่อลิตร และ 2.13 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
ตามล้าดับ เมื่อผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ โดยให้ความเข้มข้นเริ่มต้นของ
น้้าตาลเป็น 150 กรัมต่อลิตร เมื่อเข้าสู่ชั่วโมงท่ี 24 ปริมาณน้้าตาลถูกใช้จนใกล้หมดจึงท้าการเติม
น้้าต้อยลงไปเพื่อให้ความเข้มข้นของน้้าตาลมีค่าเท่ากับ 150 กรัมต่อลิตรอีกครั้งหลังจากการเอา
อาหารออกและเติมอาหารใหม่ดังท่ีกล่าวมาแล้ว การหมักเป็นไปคล้ายเดิมแต่ช้าลงเล็กน้อย อัตรา 
การใช้น้้าตาลเหลือ 4.83 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงและอัตราการผลิตเอทานอล เท่ากับ 2.41 กรัมต่อ
ลิตรต่อชั่วโมง 
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 The ethanol production in batch and fed-batch fermentations by Zymomonas 
mobilis TISTR 405 using broken rice grains as a C-source for fermentation were 
investigated in this research. The experiments firstly selected the best loog-pang for 
digest the broken rice grains and produce the highest total sugar. Look pang code 
Ubonratchathani 2 give a highest sugar concentration 400-420 gL-1, was used in 
investigation for optimal ethanol production by Z. moblis with 20% glucose in the rich 
culture medium. From factorial design experiments, and analysis by response surface 
methodology (RSM), the optimal conditions for ethanol production were 150 gL-1 glucose 
initial pH of 5.5, 30 0C and 48 h incubation.  In 500 ml Erlenmeyer flask under the optimal 
conditions ethanol yield and productivity of 49.72 gL-1 and 1.03 gL-1h-1 were obtained. 
Scaling up to a 2 L bioreactor with the working volume of 1.0 L, the ethanol yield and 
productivity 59.73 gL-1  and 2.13 gL-1h-1,respectively. In fed-batch production, Initial  
sugar concentration of 150 gL-1. After the 24th h , sugar was almost depleted. Five 
hundred ml of the medium was taken out then one litre of the newly hydrolyzed broken 
rice grain was added to keep total sugar concentration close to 150 gL-1.  The 
fermentation was a little bit slower than the previous experiments.  The total sugar 
consumption rate and ethanol production rate were 4.83 gL-1h-1  and 2.41  gL-1h-1 
respectively. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 ประวัติความเป็นมา 
 
 ปัญหาเรื่องพลังงานทดแทน และเชื้อเพลิงก้าลังได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในปัจจุบัน 
เพราะเป็นปัญหาส้าคัญท่ีท่ัวโลกก้าลังเผชิญอยู่ ปริมาณของพลังงานเชื้อเพลิงท่ีมีส้ารองไว้ก้าลังจะ
หมดส้ินลง ท้าให้ประเทศท่ีต้องพึ่งพาน้้ามันจากต่างชาติต้องประสบกับราคาน้้ามันเพิ่มขึ้นและผัน
ผวนมาก ส่งผลกระทบต่อสภาพเศรษฐกิจ (Davis และคณะ, 2005) และประเทศไทยก็ยังขาด
เสถียรภาพทางด้านพลังงาน พลังงานทดแทนจึงได้รับความสนใจมากขึ้น ซึ่งพลังงานทดแทนท่ี
ก้าลังได้รับความสนใจอยู่ในขณะน้ี ได้แก่ พลังงานลม พลังงานแสงอาทิตย์ และพลังงานชีวมวล 
(Cazetta และคณะ, 2007) 
 ประเทศไทยได้ขึ้นชื่อว่าเป็นประเทศเกษตรกรรมจึงควรหันมาให้ความสนใจพลังงานท่ีมา
จากชีวมวลท่ีเป็นการแปรรูปผลผลิตทางการเกษตร กระบวนการท่ีน่าสนใจ ได้แก่ การหมักชีวมวล
ให้เป็นแอลกอฮอล์ กระบวนการน้ีจะมีผลเชิงเศรษฐกิจได้จะต้องใช้วัตถุดิบราคาถูก หมักได้ง่าย 
และไม่ส่งผลต่อราคาอาหารของคนเรา ซึ่งเป็นส่ิงส้าคัญอย่างยิ่ง (Tanaka และคณะ, 1999) พืชท่ี
ก้าลังได้รับความสนใจน้ามาแปรรูปเป็นเอทานอล ได้แก่ อ้อย มันส้าปะหลัง ข้าวฟ่างหวาน 
ข้าวโพด อย่างไรก็ตามวัตถุดิบเหล่าน้ีถูกน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมอื่นๆอีกหลายชนิด เช่น โรงงาน
น้้าตาล โรงงานผลิตกรดอินทรีย์ หรือเพื่อการส่งออก อาจส่งผลให้วัตถุดิบเหล่าน้ีไม่เพียงพอ ท้ังน้ี
วัตถุดิบท่ีเราให้ความสนใจคือ ปลายข้าว เน่ืองจากข้าวถือเป็นอาหารหลักของคนไทย และปลาย
ข้าวเป็นผลพลอยได้จากการสีข้าว ซึ่งมักถูกใช้เป็นอาหารสัตว์ เพราะเป็นแหล่งของคาร์โบไฮเดตรต 
โครงสร้างทางเคมีของแป้ง  ประกอบด้วยอะไมเลส และอะไมโลเพคติน  ดังน้ันจึงต้องมีการย่อยให้
ได้เป็นน้้าตาลกลูโคสก่อนแล้วจึงน้าไปหมักเป็นเอทานอลต่อไป (วราวุฒิ ครูส่ง, 2529) โดยในการ
เปล่ียนแป้งให้กลายเป็นน้้าตาลจะมี 2 ขั้นตอนหลัก คือ ขั้นตอนท่ีหน่ึง เป็นกระบวนการเปล่ียนแป้ง
เป็นน้้าตาลโดยในขั้นตอนน้ีจะประกอบด้วยการย่อยสองครั้ง โดยการย่อยครั้งแรกคือการท้าให้
เหลว (liquefaction) และการย่อยครั้งสุดท้ายเป็นน้้าตาลหรือการท้าให้หวาน (saccharification) 

การย่อยครั้งแรกน้ีเป็นการท้าให้แป้งเหลวโดยเอนไซม์ในกลุ่ม แอลฟาอะมิเลส (  - amylase) 
โดยเวลาในการใช้ย่อยจะขึ้นอยู่กับชนิดและความเข้มข้นของเอนไซม์  โดยจะย่อยแป้งให้มีขนาด
โมเลกุลเล็กลง ได้เป็นเด็กซ์ตริน (dextrin) จากน้ันจะเป็นการย่อยโดยเอนไซม์กลูโคอะมิเลส 
(Glucoamylase) เพื่อเปล่ียนเด็กซ์ตรินเป็นน้้าตาลกลูโคส เมื่อแป้งถูกย่อยเป็นน้้าตาลแล้วจึงจะถูก
น้ามาหมักโดยเชื้อจุลินทรีย์ให้เป็นแอลกอฮอล์ต่อไป การเปล่ียนปลายข้าวให้กลายเป็นน้้าตาลแทน
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การใช้เอนไซม์บริสุทธิ์ราคาแพง อาจใช้จุลินทรีย์สร้างเอนไซม์ขึ้นมาย่อย ซึ่งการใช้จุลินทรีย์ย่อย
แป้งให้กลายเป็นน้้าตาลได้มีการท้าเป็นอุตสาหกรรมพื้นบ้านมานานแล้ว คือ การท้าข้าวหมาก  

การท้าข้าวหมากจะต้องใช้ลูกแป้งข้าวหมาก ซึ่งมีลักษณะเป็นก้อนแป้งครึ่งวงกลม สีขาว
นวล น้้าหนักเบา ในลูกแป้งข้าวหมากจะประกอบไปด้วยเชื้อราท่ีสร้างเอนไซม์ amylase เช่น 
Amylomyces sp. Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Penicillium sp. (Sukumavasi และ
คณะ,1973) ราเหล่าน้ีจะสร้างเอนไซม์อะไมเลสออกมาย่อยคาร์โบไฮเดรตจากข้าวเหนียวให้เป็น
น้้าตาล ปัจจุบันมีการศึกษาเชื้อราที่มีอยู่ในลูกแป้ง เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์เชื้อราท่ีมีความสามารถ
ย่อยคาร์โบไฮเดรตได้ดีส้าหรับน้าไปเป็นวัตถุดิบต้ังต้นในการผลิตเอทานอล ในการผลิตเอทานอล
โดยกระบวนการทางชีวเคมีจะใช้การหมัก ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย์เปล่ียนน้้าตาลกลูโคส
ภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเพียงเล็กน้อย ให้เป็นเอทานอล หรือ
เอทิลแอลกอฮอล์ ซึ่งจุลินทรีย์ได้พลังงานจากกระบวนการเปล่ียนน้้าตาลเป็นเอทานอลเพื่อ
ด้ารงชีวิต ดังน้ันเชื้อจุลินทรีย์ ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอทานอลจึงค่อนข้างมีความ
เฉพาะเจาะจง โดยท่ัวไปจุลินทรีย์ท่ีมีบทบาทส้าคัญต่ออุตสาหกรรมการผลิตแอลกอฮอล์มักจะ
นิยมใช้เชื้อยีสต์ Saccharomyces sp. ยังมีจุลินทรีย์ชนิดอื่นท่ีมีความสามารถผลิตเอทานอล เช่น 
แบคทีเรีย Zymomonas sp. (Kositanont และคณะ, 1990) พบว่า Zymomonas mobilis เป็น
แบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอธานอลได้สูง และเร็วกว่ายีสต์ เมื่อเปรียบเทียบจุลินทรีย์สอง
ชนิดน้ี  พบว่าแบคทีเรีย Z. mobilis  จะผลิตมวลเซลล์ต้่ากว่าให้ผลได้ของเอทานอล   และการใช้
น้้าตาลสูงกว่า ทนต่อเอทานอลได้สูงกว่า รวมท้ังสามารถท่ีจะปรับปรุงพันธุ์ได้ง่ายกว่าเชื้อยีสต์ 
(Roger และคณะ, 1980)   

งานวิจัยน้ีมีความสนใจคัดเลือกลูกแป้งข้าวหมากท่ีรวบรวมจากแหล่งต่างๆท่ีมี
ความสามารถในการเปล่ียนปลายข้าวให้เป็นน้้าตาลได้สูงสุด โดยน้าน้้าตาลท่ีได้จากการย่อย
ปลายข้าวมาใช้เป็นสารต้ังต้นในการผลิตเอทานอลโดย Zymomonas mobilis TISTR405 และ
ศึกษาอิทธิพลระหว่างปัจจัย 4 ปัจจัย รวมถึงหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดยใช้ 
Factorial experimental design โดยปัจจัยท่ีเลือกในการศึกษาครั้งน้ีคือ ความเข้มข้นของน้้าตาล 
อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง และระยะเวลาในการผลิต ในกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 
 เพื่อผลิตเอทานอลจากแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR405 จากปลายข้าว ด้วยวิธีการหมัก
แบบกึ่งกะ 
 
1.3 ขั้นตอนการด าเนินงาน 

 

1. เก็บตัวอย่างลูกแป้งจากแหล่งต่างๆ และคัดเลือกลูกแป้งที่มีประสิทธิภาพในการผลิต

น้้าต้อยได้มากท่ีสุด 

2. หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลในระดับขวดทดลอง 

3. ศึกษาช่วงเวลาที่เหมาะสมในการเติมน้้าตาลในระหว่างกระบวนการผลิตเอทานอลใน

ถังหมักขนาด 2 ลิตร 

4. การน้าน้้าตาลท่ีได้จากการย่อยปลายข้าวมาเป็นสารตั้งต้นส้าหรับผลิตเอทานอลโดย 

Z. mobilis TISTR405 โดยการหมักแบบกึ่งกะ 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 

ได้เอทานอลท่ีผลิตจากปลายข้าวด้วยแบคทีเรีย และกระบวนการผลิตเอทานอลใน

งานวิจัยน้ีสามารถเป็นทางเลือกหน่ึงในการแปรรูปวัตถุดิบทางการเกษตรเพื่อใช้เป็นพลังงาน

ทดแทน เพื่อลดปัญหาเรื่องพลังงานและเชื้อเพลิงในปัจจุบัน 
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บทท่ี 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

 
 ปัญหาพลังงานท่ีก้าลังพบในปัจจุบัน คือปัญหาราคาน้้ามันท่ีส่งผลต่อราคาสินค้า ค่า
ครองชีพ ตลอดจนปัญหาความไม่สงบของโลกแถบตะวันออกกลางท่ีเป็นแหล่งผลิตน้้ามันเป็น
อันดับต้นของโลก เป็นเหตุปัจจัยท่ีท้าให้ราคาน้้ามันเพิ่มสูงขึ้น และประเทศไทยก็ยังไม่มีเสถียรภาพ
ด้านพลังงาน เพราะต้องใช้น้้ามันน้าเข้ามาเป็นส่วนใหญ่ ส่งผลกระทบทางด้านเศรษฐกิจ และ
สังคม ดังน้ันจึงควรมองหาพลังงานทางเลือก เพื่อน้ามาใช้ทดแทนพลังงานเชื้อเพลิงท่ีก้าลังจะหมด
ไป หรือเพื่อเป็นแหล่งพลังงานทางเลือกได้ในอนาคต 

2.1 เอทานอล (ethanol) 

 เอทานอล (ethanol) หรือเอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) เป็นสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนท่ีมีหมู่ ไฮดรอกซิล (OH) ต่ออยู่กับสายโซ่ของไฮโดรคาร์บอน มีสูตรทางเคมี คือ 
C2H5OH เอทานอลเป็นเชื้อเพลิงเหลวท่ีเกิดจากการหมักพืชท่ีมีสารประเภทแป้ง โดยจะเกิดจาก
การย่อยสลายแป้งด้วยเอนไซม์ให้เป็นน้้าตาลแล้วเปล่ียนจากน้้าตาลเป็นแอลกอฮอล์อีกครั้ง 

2.1.1 ประโยชน์ของเอทานอล 
  
 กระบวนการผลิตเอทานอลเปล่ียนแปลงไปตามความก้าวหน้าทางวิชาการและความ
แตกต่างของทรัพยากรในประเทศ การแข่งขันระหว่างผู้ผลิตเองก็มีส่วนผลักดันให้มีการปรับปรุง
กระบวนการผลิตให้ดีขึ้นตลอดเวลา มีการน้าเอทานอลมาใช้งานอย่างกว้างขวางและหลากหลาย 
เช่น ใช้เป็นเครื่องด่ืมแอกอฮอล์ เช่น เหล้า ไวน์ และเบียร์  ใช้ในอุตสาหกรรมยา  ใช้เป็นตัวท้า
ละลายในผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม เช่น   สี    แล็กเกอร์  ยาเคลือบน้้ามันและขี้ผ้ึง (ครีมขัด
รองเท้า)   เรซิน   ใช้เป็นวัตถุดิบในการสังเคราะห์สารเคมีและชีวเคมี  ใช้เป็นสารเพิ่มค่าออกเทนใน
น้้ามันเบนซินท่ีเรียกว่าแก๊สโซฮอล์  ใช้เป็นอาหาร เช่น น้้าส้มสายชู  เจลาติน  ใช้ทางด้านการแพทย์ 
เช่น ใช้เช็ดแผล  ใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องส้าอาง  ใช้เป็นตัวรีเอเจนต์ในห้องปฏิบัติการและอื่นๆ 
เป็นต้น   
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 2.1.2 กระบวนการสังเคราะห์เอทานอล 
 
 เมื่อเทคโนโลยีทางด้านเคมีสูงขึ้น จึงมีการสังเคราะห์เอทานอลจากสารเคมีพวกปิโตรเลียม 
(Petrochemical product) ดังน้ันในกระบวนการผลิตเอทานอลท่ีใช้กันอยู่จึงมี 2 ชนิดคือ
กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี  (Chemical synthesis) และกระบวนการหมักสารพวก
คาร์โบไฮเดรต (Alcoholic fermentation of carbohydrate) (ธีรภัทร ศรีนรคุตร, 2544) 

 
2.1.2.1 กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี (Chemical synthesis) 

2.1.2.1.1 เอทานอลจากกระบวนการแคตาไลติกไฮเดรชันของเอธิลีน 
(ethanol from ethylene by catalytic hydration ) ดังแสดงในรูปท่ี 2.1  

         
เป็นวิธีการผลิตเอทานอลโดยการสังเคราะห์ขึ้นจากเอทิลีนกับน้้า โดยมีกรด

ฟอสฟอริกเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาจะได้เอทานอลดังสมการ 
 

            H2PO4 
CH2 = CH2 + H2O           C2H5OH  

 
  เน่ืองจากเอทิลีนท่ีใช้มักจะมีอะเซทิลีนเป็นส่ิงเจือปนด้วย และ hydration ของ 
acethylene จะท้าให้มีอะเซทัลดีไฮด์ปนมากับสารละลายเอทานอลอีกด้วย หลังจากถูกท้าให้
เข้มข้นขึ้น เอทานอลท่ีมีอะเซทัลดีไฮด์ปนน้ีจะถูกท้าให้ระเหยเป็นไอแล้วผสมกับไฮโดรเจนก่อนผ่าน
ไปบน nickel hydrogenation catalyse ซึ่งอะเซทัลดีไฮด์จะถูกเปลี่ยนเป็นเอทานอล 
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รูปท่ี 2.1 แผนผังกระบวนการผลิตเอทานอลด้วยการท้าแคตาไลติกไฮเดรชันของเอธิลีน  

  (ธีรภัทร ศรีนรคุตร, 2544) 
 

2.1.2.1.2 เอทานอลจากกระบวนการเอสเทอริฟิเคชันและไฮโดรไลซีสของ
เอธิลีน (Ethanol from ethylene by esterification and hydrolysis) ดังแสดงในรูปท่ี 2.2 

 
เป็นวิธีการผลิตเอทานอล โดยการสังเคราะห์ขึ้นจากเอทิลีนกับน้้า โดยมีกรดซัลฟู

ริกเป็นตัวเร่งปฏิกริยา จะได้เอทานอลดังสมการ 
                           CH2 = CH2 + H2SO4                                C2H5OSO2OH 
 
                         2CH2 = CH2 + H2SO4                                C2H5OSO2OC2H5 
 
C2H5OSO2OH + C2H5OSO2OC2H5 + 3H2O                                  3C2H5OH + 2H2SO4 
 
            H2SO4 
                       2C2H5OH              C2H5OC2H5 + H2O 
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         นอกจากเอทานอลแล้วยังเกิด ethyl ether อีกด้วย ethyl ether เมื่อท้า 
catalytic hydration จะได้เอทานอล 

 

 
รูปท่ี 2.2 แผนผังกระบวนการผลิตเอทานอลด้วยการท้าเอสเทอริฟิเคชันและไฮโดรไลซีสของเอธิลีน 
 (ธีรภัทร ศรีนรคุตร, 2544) 

 
 วิธีการสังเคราะห์ทางเคมีของเอทานอล ท้ัง 2 วิธีท่ีกล่าวมาแต่เดิมนิยมใช้กันมากและนิยม
ใช้มากกว่าวิธีการหมัก ท้ังน้ีเพราะเป็นกระบวนการท่ีรวดเร็วและไม่ยุ่งยาก กระบวนการผลิตขึ้นอยู่
กับปัจจัย (factor) เพียงไม่กี่อย่าง แต่เน่ืองจากวิธีการสังเคราะห์ดังกล่าวต้องใช้สารเริ่มต้นท่ีเป็น
ผลผลิตจากปิโตรเลียม ซึ่งในช่วงระยะหลังท่ีมีการขึ้นราคาน้้ามันปิโตรเลียม จึงท้าให้ต้นทุนการ
ผลิตในวิธีท้ังสองน้ีสูงขึ้นมาก (แต่เดิมต้่ากว่าวิธีการผลิตแบบการหมัก) จนท้าให้มีผู้สนใจและหันเห
การผลิตเอทานอลมาทางด้านการหมักจากสารพวกคาร์โบไฮเดรตแทน 
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2.1.2.2 กระบวนการหมักสารพวกคาร์โบไฮเดรต (Alcoholic fermentation of 
carbohydrate) 

 
         การเปล่ียนสารพวกคาร์โบไฮเดรตอันได้แก่ แป้งและน้้าตาลให้เป็นเอทานอล
น้ัน ถ้าสารเริ่มต้นเป็นน้้าตาลก็สามารถจะใช้ยีสต์ท้าการหมักได้เลย ยีสต์ท่ีนิยมใช้กันเป็นยีสต์กลุ่ม 
Saccharomyces ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลท่ีต้องการความเข้มข้นเอทานอลสูงๆ ส่วน
ใหญ่ใช้ยีสต์ในสายพันธุ์ Saccharomyces cerevisiae 
 
   2.1.2.2.1 เมื่อสารเริ่มต้นเป็นพวกแป้ง เช่น มันส้าปะหลัง ข้าวโพด ข้าว 
สามารถใช้ malt enzyme หรือ maltase enzyme ซึ่งได้จากพวกราใน Class Phycomycetes และ 
Ascomycetes มาเปล่ียนแป้งให้เป็นน้้าตาล นอกจากเชื้อราแล้วยังสามารถใช้กรดเกลือไปรวมกับ
แป้งแล้วต้มให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ก็จะได้น้้าตาลท่ีมีโมเลกุลเล็กกว่าท่ีใช้ย่อยด้วย เอนไซม์ 
(ซึ่งสามารถใช้ท้าให้เกิดแอลกอฮอล์ได้ดีกว่าน้้าตาลโมเลกุลใหญ่) แต่การใช้กรดจะต้องควบคุม
ปริมาณให้พอเหมาะ โดยปริมาณกรดท่ีเหลือกจะต้องไม่ท้าให้น้้าตาลเสียไป (เน่ืองจากปฏิกิริยา
รุนแรงเกินไป) และจะต้องท้าการปรับความเป็นกรดเบสให้เหมาะสมในปฏิกิริยาการหมักท่ีจะ
ด้าเนินการต่อไป 
 
   การหมักกลูโคสจะเริ่มโดยปฏิกิริยาทางชีวเคมี  ซึ่งจะใช้  ATP 
(adenosine triphosphate) ซึ่งมีพันธะท่ีมีพลังงานสูงเพื่อเกิดเป็น กลูโคส-6-ฟอสเฟต ซึ่งจะ
เปล่ียนเป็นคีโตแอซิด, ไพรูวิกแอซิด 2 โมล ในท่ีสุดจะได้อะซิตัลดีไฮด์ ซึ่งจะแตกตัวเป็คาร์บอนได
ออกไซด์และเอธิลแอลกอฮอล์ ดังแสดงในรูปท่ี 2.3  
 
   2.1.2.2.2 เมื่อสารเริ่มต้นเป็นน้้าตาลโมเลกุลใหญ่ เช่น น้้าตาลจากอ้อย
สดกากน้้าตาล หรือผลไม้บางชนิด เอนไซม์ ต่างๆ ท่ีใช้ย่อยสลายน้้าตาลชนิดต่างๆ จนกลายเป็นเอ
ทานอลล้วนแล้วแต่ได้จากยีสต์ท้ังส้ิน 
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รูปท่ี 2.3 สมการเคมีแสดงกระบวนการหมัก 11 ขั้นตอน (ธีรภัทร ศรีนรคุตร, 2544) 
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รูปท่ี 2.3 สมการเคมีแสดงกระบวนการหมัก 11 ขั้นตอน (ต่อ) (ธีรภัทร ศรีนรคุตร, 2544) 

 
 นอกจากได้เอทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ แล้วยังมีพวก อัลดีไฮด์, เอสเทอร์ (เอทธิลอะซี
เตท) แอลกอฮอล์ท่ีมีคาร์บอนน้อยกว่า 2 ตัว และมากกว่า 2 ตัว ในโมเลกุล ซึ่งเรียกว่า น้้ามัน
เชื้อเพลิง, กรดไขมัน, สารประกอบอะโรมาติก 
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2.2 ปลายข้าว 
 

ข้าวเป็นอาหารหลักของคนไทย เป็นส่วนส้าคัญของวัฒนธรรมไทย และเป็นพืชเศรษฐกิจท่ี
ส้าคัญ ประเทศไทยสามารถผลิตข้าวเปลือกได้ปีละประมาณ 29 ล้านตัน (ส้านักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2550) และยังเป็นผู้ส่งออกข้าวไปจ้าหน่ายยังประเทศต่างๆเป็นอันดับต้นๆของโลก 
และผลพลอยได้จากการผลิตข้าว คือ ปลายข้าว โดยเป็นผลพลอยได้ท่ีเกิดขึ้นจากกระบวนการสี
ข้าว ซึ่งจะได้ส่วนของปลายข้าวประมาณ 15% ของปริมาณข้าวท่ีใช้สีในแต่ละครั้ง ปลายข้าวจัดได้
ว่าเป็นวัตถุดิบท่ีให้พลังงานสูงคล้ายกับข้าวเต็มเมล็ด โดยปกติปลายข้าวจะถูกน้าไปใช้เป็นอาหาร
สัตว์ หรือน้าไปใช้ท้าเครื่องด่ืมแอลกอฮอล์ เช่น การหมักสาโท หรือน้าไปบดเป็นส่วนผสมของแป้ง
ส้าหรับประกอบอาหาร  

   
ส่วนประกอบของปลายข้าว 
 

ปลายข้าวประกอบด้วยเศษข้าวท่ีหัก ท่ีเหลือเป็นคาร์โบไฮเดรตและส่วนของจมูกข้าว 
ปลายข้าวโดยท่ัวไปมีโปรตีนประมาณ 8 เปอร์เซ็น มีไขมันและเยื่อใยต้่า ปลายข้าวมี 3 ขนาด คือ
ขนาดเล็ก ขนาดกลางและ ขนาดใหญ่หรือท่ีเรียกกันว่าข้าวท่อน ปลายข้าวขนาดเล็กมักมีส่วนของ
จมูกข้าวซึ่งเป็นต้นอ่อนท่ีมีโปรตีน ไขมัน วิตามิน และแร่ธาตุมากกว่าส่วนอื่นของเมล็ดจึงเหมาะกับ
การเล้ียงสัตว์มากกว่าเพราะสัตว์สามารถย่อยและใช้ประโยชน์ได้ดีกว่า ดังน้ันปลายข้าวขนาดเล็ก
จึงเป็นท่ีนิยมใช้เล้ียงสัตว์มากกว่า และมักมีราคาแพงและหาซื้อได้ยาก 

 

           
 

รูปท่ี 2.4 แสดงลักษณะของปลายข้าว  
ท่ีมา : http://www.rakbankerd.com/kaset/openweb.php?id=811&s=tblrice 

 
 

http://www.rakbankerd.com/kaset/openweb.php?id=811&s=tblrice
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2.3 ลูกแป้ง  
 
ลูกแป้ง คือ กล้าเชื้อจุลินทรีย์ท่ีเก็บในรูปเชื้อแห้ง เพื่อใช้ในการผลิตอาหารหมัก ลูกแป้งมี

หลายชนิด เช่น ลูกแป้งข้าวหมาก ลูกแป้งเหล้า ลูกแป้งน้้าส้มสายชู ลูกแป้งขนมถ้วยฟู  แม้ลูกแป้ง
แต่ละชนิดมีจุลินทรีย์แตกต่างตามวัตถุประสงค์การใช้ แต่ก็มีส่วนท่ีเหมือนกัน คือ มีจุลินทรีย์ท่ี
เปล่ียนแป้งในวัตถุดิบให้เป็นน้้าตาล เพื่อให้จุลินทรีย์กลุ่มอื่นเปล่ียนน้้าตาลเป็นผลผลิตท่ีต้องการ 
เช่น ข้าวหมาก น้้าส้มสายชู สุรา และเมรัย  (นภา โล่ทอง, 2535) 

เข้าใจกันว่าลูกแป้งมีแหล่งก้าเนิดท่ีประเทศจีน และได้ถ่ายทอดไปยังประเทศเพื่อนบ้าน 
เช่น กลุ่มประเทศเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ รวมท้ังประเทศไทยและมีชื่อเรียกต่างกันไปในแต่ละ
ประเทศ เช่น อินโดนีเซียเรียก  ragi หรือ raggi  ฟิลิปปินส์ เรียก  bubod ไต้หวัน เรียก pekka 
ทิเบต เรียก phab เกาหลี เรียก nuruk ส่วนประเทศไทยเรียก ลูกแป้ง ( นภา โล่ทอง, 2535; สุ
มัลลิกา โมรากุล, 2545 ) 

ลูกแป้งข้าวหมาก คือ แป้งเชื้อท่ีเป็นแหล่งจุลินทรีย์ และเอนไซม์ท่ีมีบทบาทต่อการหมัก
ข้าวเหนียวน่ึงให้มีรสหวาน ลูกแป้งข้าวหมากท่ีดีควรมีสีขาวนวล น้้าหนักเบาและมีกล่ินหอม ไม่มี
รอยแตกร้าว ก้อนแป้งเป็นรูพรุนซึ่งเกิดจากการฟูของแป้งขณะบ่ม เมื่อบิออกภายในค่อนข้างโปร่ง
เห็นเส้นใยของราเกาะกับแป้งอยู่ท่ัวไป เน้ือแป้งร่วนเป็นผุยไม่มีกล่ินเหม็นเปรี้ยว สีของลูกแป้ง
ขึ้นกับปัจจัย 3 ประการคือ อายุของลูกแป้ง ชนิดเครื่องเทศ และปริมาณเครื่องเทศท่ีใช้ ลูกแป้งที่ท้า
เสร็จใหม่ๆ มีสีขาวปนน้้าตาลในขณะท่ีลูกแป้งที่เก็บไว้นานอาจมีสีเข้มขึ้น (พจนีย์ จันทมาลี, 2539) 

 
2.3.1 จุลินทรีย์ในลูกแป้ง 
 
ลูกแป้งข้าวหมากเป็นแป้งเชื้อ (mold bran) ชนิดหน่ึง มีลักษณะภายนอกเป็นก้อนแป้ง

ครึ่งวงกลม เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 เซนติเมตร การท้าลูกแป้งข้าวหมากเป็นการเพาะเชื้อ
และขยายพันธุ์ราและยีสต์ โดยอยู่ในรูปของสปอร์หรือเซลล์คงทน  องค์ประกอบท่ีส้าคัญของลูก
แป้งคือ ปลายข้าว ซึ่งใช้ได้ท้ังข้าวเหนียวและข้าวเจ้า น้ามาผสมกับเครื่องเทศหรือสมุนไพรต่างๆ 
โดยคุณภาพของลูกแป้งขึ้นอยู่กับคุณภาพของข้าวและเครื่องเทศ การใส่เครื่องเทศและสมุนไพร
ต่างกันท้ังชนิดและปริมาณเป็นเหตุให้เกิดความแตกต่างของลูกแป้งซึ่งเป็นผลให้เกิดความ
หลากหลายของจุลินทรีย์ในลูกแป้งด้วย  การผลิตลูกแป้งมักท้ากันเป็นอุตสาหกรรมในครัวเรือน 
โดยมีกรรมวิธีคล้ายคลึงกันแตกต่างกันเพียงองค์ประกอบของวัตถุดิบ ขนาด รูปร่าง ตลอดจนสาย
พันธุ์ของจุลินทรีย์เท่านั้น (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) 
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รูปท่ี 2.5 แสดงลักษณะตัวอย่างลูกแป้ง 
ท่ีมา : http://www.bansuanporpeang.com/node/7200 

 
เครื่องเทศและสมุนไพรท่ีเป็นส่วนผสมของลูกแป้งเป็นตัวจ้ากัดชนิดและปริมาณของ

จุลินทรีย ์จึงท้าให้จุลินทรีย์ท่ีพบในลูกแป้งมีจ้านวนไม่กี่ชนิด โดยเฉพาะจุลินทรีย์ท่ีมีบทบาทส้าคัญ
ในลูกแป้งข้าวหมากและลูกแป้งเหล้า คือยีสต์และราซึ่งพบเพียงไม่กี่สกุล ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 

 
ตารางท่ี 2.1 ลูกแป้งชนิดต่างๆ และจุลินทรีย์ในลูกแป้งของแต่ละประเทศ  
(ชุลี ยมภักดี และคณะ, 2550) 
ประเทศ ชื่อหัวเชือ้ ส่วนผสมหลัก รูปร่าง เชื้อ 

จีน Chu Wheat, Barley, 
Millet, Rice (Whole 
grain, Grits or Flour) 

ก้อน หรือก้อน
เค้ก 

Rhizopus sp. 
Amylomyces sp. 
 

เกาหลี 
 
 
 
 

Nuruk Wheat, Rice, Barley 
(Whole grain, Grits 
or Flour) 

ก้อนเค้กขนาด
ใหญ่ 

Aspergillus sp. 
Rhizopus sp. 
Yeast 

Meju Soybean (Whole 
seed) 

ก้อนขนาดใหญ่ Aspergillus sp. 
Bacillus sp. 

ญี่ปุ่น Koji Wheat, Rice (Whole 
gain, Grits or Flour 

ก้อนเล็ก-ผง Aspergillus sp. 

อินโดนีเซีย Ragi Rice (Flour) ก้อนเค้กขนาด
เล็ก 

Amylomyces sp. 
Endomycopsis sp. 

 
 

http://www.bansuanporpeang.com/node/7200
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ตารางท่ี 2.1 ลูกแป้งชนิดต่างๆ และจุลินทรีย์ในลูกแป้งของแต่ละประเทศ (ต่อ) 
(ชุลี ยมภักดี และคณะ, 2550) 
ฟิลิปปินส์ Bubod Rice, Glutinous 

rice (Flour) 
ก้อนเค้กขนาด
เล็ก 

Mucor 
Rhizopus 
Saccharomyces 

ไทย Lookpang Rice bran ก้อนเล็ก-ผง Amylomyces 
sp. 
Aspergillus sp. 

อินเดีย Marcha, 
Murcha 

Rice ก้อนเค้กชนิด
แบน 

Hansenula 
anomala 
Mucor frragilis 
Rhizopus 
arrhizus 

 
สมพร  สินธารา  (2544)  รายงานว่า  จากตัวอย่างลูกแป้งข้าวหมาก 38 ตัวอย่าง  และลูก

แป้งสุรา 19 ตัวอย่าง  สามารถแยกยีสต์ได้ 43 ไอโซเลต  แยกราได้ 91 ไอโซเลตจากตัวอย่างลูก
แป้งข้าวหมาก  และสามารถแยกยีสต์ได้ 49 ไอโซเลต  ราได้ 35 ไอโซเลตจากตัวอย่างลูกแป้งสุรา  
และพบว่ายีสต์ท่ีแยกได้ส่วนใหญ่เป็น Saccharomycopsis fibuligera  ราท่ีแยกได้ส่วนใหญ่เป็น  
Rhizopus spp.  และ  Amylomyces spp.  และยังพบอีกว่ายีสต์และราดังกล่าวสามารถสร้าง
เอนไซม์ย่อยแป้งได้   

 
ทศพร ทศนานนท์ (2547) คัดแยกเชื้อราจากลูกแป้งเหล้า จากแหล่งต่างๆ 15 ตัวอย่าง 

สามารถคัดแยกราได้ 22 ไอโซเลต มี Actinomucor sp., Amylomyces sp., Aspergillus 
sp.,Chlamydomucor sp., Mucor sp., Penicillium sp. และ Rhizopus sp. และพบว่า 
Rhizopus sp.ท่ีแยกได้จากลูกแป้งเหล้าจังหวัดศีรสะเกษสามารถเจริญและสร้างเอนไซม์อะมิเลส
ไดสู้งท่ีสุด 
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2.3.2 บทบาทของจุลินทรีย์ในลูกแป้ง 
 

 บทบาทของจุลินทรีย์ในลูกแป้งมี 2 ประการคือ 
 

2.3.2.1     การเปล่ียนแป้งในเม็ดข้าวให้เป็นน้้าตาลโดยจุลินทรีย์ท่ีสร้างเอนไซม์อะไมเลส 
มาย่อยแป้งภายนอกเซลล์ ซึ่งเป็นคาร์โบไฮเดรตโมเลกุลใหญ่ให้เป็นคาร์โบไฮเดรตโมเลกุลเล็กพอท่ี
จุลินทรีย์จะน้าเข้าสู่เซลล์เพื่อเข้าสู่กระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ส้าหรับการสร้างพลังงาน
และสารประกอบอินทรีย์อื่นๆ ท่ีจ้าเป็นส้าหรับการด้ารงชีวิตของเซลล์  

 2.3.2.2 การหมักน้้าตาลท่ีเกิดขึ้นให้เป็นเอธิลแอลฮอล์กับคาร์บอนไดออกไซด์โดยยีสต์ 
โดยบทบาทของจุลินทรีย์ท้ังสองประเภทน้ีจะเกิดขึ้นต่อเน่ืองกันตลอดระยะเวลาการหมัก (สมพร 
สินธารา, 2544) 
 

เอนไซม์อะไมเลสซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีถูกปล่อยออกมานอกเซลล์ (Extracellular enzyme) ซึ่ง
แบ่งตามการท้างานได้เป็น 2 ประเภท คือ  

 
- Endoamylase ไฮโดรไลซ์แป้งแบบสุ่มท่ีพันธะอัลฟา-1, 4-ไกลโคซิดิก ถ้าเกิดการย่อยไม่

สมบูรณ์จะได้ กลูโคส มอลโตส และเด็กซ์ตริน ถ้าเกิดการย่อยอย่างสมบูรณ์จะได้มอลโตสและ

กลูโคส ได้แก่ อัลฟาอะไมเลส 

- Exoamylase ไฮโดรไลซ์แป้งจากปลายด้าน non-reducing เข้าไป โดยจะย่อยท่ีพันธะ
อัลฟา-1, 4-ไกลโคซิดิก และพันธะอัลฟา-1, 6-ไกลโคซิดิก ได้ D-glucoseได้แก่ เบต้าอะไมเลส และ
กลูโคอะไมเลส (จันทนา เก่าก่อน, 2535) 

 
ชนิดของอะไมเลส 
 

1. อัลฟาอะไมเลส  หรือ  α-1,4-glucan 4-glucanohydrolase, EC3.2.1.1 พบท่ัวไปใน
อาณาจักรพืชและสัตว์ ในคนจะพบในส่วนของน้้าลาย ตับอ่อน ซึ่งมีบทบาทส้าคัญในการย่อย
สลายแป้ง เป็นโอลิโกและไดซัคคาไรด์ ซึ่งจะถูกย่อยต่อในล้าไส้เล็กก่อนท่ีจะซึมผ่านผนังล้าไส้สู่
ร่างกาย มีมวลโมเลกุลประมาณ 50,000 มี ca2+ 1 ตัวต่อเอนไซม์ 1 โมเลกุล จะถูกกระตุ้นด้วย
ฮาโลเจนไอออนเช่น cl- Br- และ F- ลักษณะส้าคัญของเอนไซม์ในการย่อยสลายคือ เจาะจงต่อการ
ย่อยสลายพันธะไกลโคซิลของแป้งที่ อัลฟา-1,4 ในลักษณะตัดภายในของสายโพลิเมอร์อย่างอิสระ 
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ได้ผลเป็น glucan และ limit dextrin ท่ีมีหน่วยกลูโคสประมาณ 2-6 หน่วย และยังมี 
configuration เดิม (ปราณี อ่านเปรื่อง, 2535) 

 
2. เบต้าอะไมเลส  หรือ β-1,4-glucan maltohydrolase, EC 3.2.1.2 ซึ่งพบได้ท่ัวไปใน

พืชชั้นสูง เช่น ข้าวบาร์เลย์ในลักษณะก้าลังงอกเป็นข้าวมอลท์ ข้าวสาลี ข้าวไรย์ ถั่วเหลือง และมัน
เทศ และมักพบร่วมกับอัลฟาอะไมเลส มีมวลโมเลกุล 152,000 (กรณีมันเทศ) มีสารพวกซัลไฟดริล 
(sulfhydryl reagent) เป็นตัวยับยั้ง หรือกล่าวได้ว่ามีหมู่ซัลไฟดริลอยู่ในบริเวณเร่ง ปฏิกิริยาการ
ย่อยสลายของเบต้าอะไมเลสจะเจาะจงต่อพันธะไกลโคซิลของแป้งที่อัลฟา-1,4 ในลักษณะการตัด
สายโพลิเมอร์อย่างเป็น ระเบียบจากปลายสายด้านท่ีไม่มีหมู่รีดิวซ์เข้าสู่ภายในสายไปทีละหน่ึง
หน่วยของมอลโตส หรือทีละสองหน่วยของกลูโคส และจะหยุดปฏิกิริยาท่ีพันธะไกลโคซิลท่ีอัลฟา -
1,6 ดังน้ันผลผลิตท่ีได้จากปฏิกิริยาย่อยสลายแป้งหรือไกลโคเจนจะเป็น glucan limit dextrin และ
ส่วนใหญ่เป็นมอลโตสท่ีมี configuration ต่างไปจากเดิมคือได้  β-configuration หรือ β-moltose 

 

3. แกมมาอะไมเลส  หรือ -1,4-glucan glucohydrolase, EC 3.2.1.3 หรือ กลูโคอะ
ไมเลส เป็นเอนไซม์ท่ีพบท่ัวไปในจุลินทรีย์เช่นแบคทีเรีย รา ลักษณะท่ีส้าคัญของปฏิกิริยาการย่อย

สลายแป้งคือสามารถย่อยสลายได้หลายพันธะไม่ว่าจะเป็นพันธะไกลโคซิลท่ีเป็น -1,4, -1,6 

และ -1,3 แต่จะช้ากว่า -1,4 การตัดสายโพลิเมอร์จะเหมือนกับเบตาอะไมเลสแต่ตัดปลายสาย
เข้าไปทีละ 1 หน่วยของกลูโคส ดังน้ันผลผลิตท่ีได้ส่วนใหญ่จะเป็นกลูโคสท่ีมี configuration ต่าง
ไปจากเดิม คือได้ β- configuration หรือ β-D-glucose และส่วนของ glucan และ limit dextrin  

 

จุลินทรีย์ท่ีผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลส โดยท่ัวไปมีราหลายชนิดท่ีสามารถผลิตเอนไซม์
กลูโคอะไมเลส แต่ท่ีนิยมน้ามาผลิตในทางการค้าได้แก่ เชื้อราพวก Aspergillus sp. และ
Rhizopus sp. (Underkofler และ Hickey, 1954) ในปี 1982 Calmette ได้มีการศึกษา 
Amylomyces โดยทดลองแยกเชื้อราหลายชนิดจากลูกแป้งของจีน และจากการศึกษาเพื่อหา
อัตราเร็วในการ saccharify แป้งของเชื้อราที่กล่าวมา พบว่า เชื้อราในสกุล Amylomyces สามารถ
ย่อยแป้งให้เป็นน้้าตาลได้เร็วกว่าเชื้อราชนิดอื่นท่ีแยกได้ (Ellis และคณะ, 1976) และจาก
การศึกษาความสามารถในการย่อยแป้งของเชื้อราในสายพันธุ์น้ี  พบว่า Amylomyces ท่ีแยกได้
จากลูกแป้ง และลูกแป้งเหล้าของไทย เป็นเชื้อราที่มีความสามารถในการเปล่ียนแป้งเป็นน้้าตาลได้
สูงสายพันธุ์หน่ึง (ชัยวัฒน์ จาติกเสถียร, 2520; มนตรี เชาว์สังเกต, 2521; กฤติกานต์ มหาวรรณ, 
2523) พบว่าเมื่อลูกแป้งถูกย่อยด้วยอะไมเลส จะมีคุณสมบัติเปล่ียนไปคือ มีความเป็นน้้าตาล
รีดิวซ์สูงขึ้น การให้สีกับสารละลายไอโอดีนเปล่ียนไป ความหนืดลดลง ความสามารถในการ
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เบี่ยงเบนแสงลดลง (Bernfeld, 1995) ซึ่งจากปรากฏการณ์ท่ีเกิดขึ้น น้ามาใช้ในการตรวจหา
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ได้ เช่น ดูการเปล่ียนแปลงจากโมเลกุลใหญ่เป็นโมเลกุลเล็กโดยสังเกต
จากการเปล่ียนสีของไอโอดีน และการตรวจหากลูโคสจากการวัดหาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี
ต่างๆเช่น วิธีของ A.O.A.C. (1975) วิธีของ Nelson-Somogyi (Nelson, 1944) เป็นต้น 
 
2.4 Zymomonas mobilis 
 
 Z. mobilis เป็นแบคทีเรียแกรมลบ จัดอยู่ในกลุ่มของ facultative anaerobic bacteria 
ลักษณะเป็นเซลล์รูปแท่งท่ีมีปลายโค้ง ขนาดกว้าง 1-1.4 ไมโครเมตร และยาว 2-6 ไมโครเมตร อยู่
เป็นคู่หรือเด่ียวๆ ติดสีแกรมลบไม่สร้างสปอร์ เคล่ือนท่ีโดยอาศัย flagella เป็นแบคทีเรียท่ีไม่
ต้องการออกซิเจนในการเจริญแต่ได้เจริญได้ถ้ามีออกซิเจนเล็กน้อย สามารถหมักน้้าตาลกลูโคส 
(glucose) แ ล ะ ฟ รั ก โ ท ส  (fructose) ไ ด้ ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ เ ป็ น เ อ ท า น อ ล  (ethanol) แ ล ะ
คาร์บอนไดออกไซด์ ส่วนการใช้น้้าตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอทานอล โดย Z. 
mobilis จะใช้เอนไซม์ Levansucrase และ Invertase ในการย่อยน้้าตาลซูโครสให้กลายเป็น 
กลูโคสและฟลุกโตสท่ีบริเวณภายนอกเมมเบรน จากน้ันจะล้าเลียงเข้าสู่เซลล์ซึ่ง Z. mobilis เป็น
แบคทีเรียท่ีมีความส้าคัญในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล เมื่อเปรียบเทียบกับยีสต์ ซึ่งเป็นเชื้อ
ด้ังเดิมท่ีใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลแล้ว สามารถผลิตเอทานอลในระดับท่ีสูงกว่า (Tao 
และคณะ, 2005) และพบว่าเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis สามารถเจริญได้ในค่าความเป็นกรดเบสท่ี
กว้าง คือต้ังแต่ 3.5-7.5 แต่ค่าความเป็นกรดเบสท่ีเหมาะสมท่ีสุดจะอยู่ท่ี 5-7 (ตารางท่ี 2.3) และ
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญของเชื้อ Z. mobilis จะอยู่ในช่วง 30-38 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 
2.4) (swings และDeley, 1977) 
 

 
 

รูปท่ี 2.6 ลักษณะเซลล์ของ Zymomonas mobilis 
ท่ีมา : http://phonehealth.info/index.php?tp=81350e0ebb536599 

http://phonehealth.info/index.php?tp=81350e0ebb536599
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ตารางท่ี 2.2 ส่วนประกอบภายในเซลล์ Zymomonas mobilis (Swings และ Deley, 1977) 
Component Content (dry wt) 

Proteins  
     Growth phase 65-69% 
     Stationary phase 54% 
RNA 17-22% 
DNA 2.7% 
Carbohydrates 4-5% 
Poly-/3-hydroxybutyrate 0% 
Polyphosphate 0% 
Sulfur 0.5% 
Ammonia 0.1-0.5,mol/mg 
Amino acids 0.02-0.2 ,umol/mg 
ATP  
     Exponential phase 1-5 ,ug/mg 
     Starvation 0-0.4 pg/mg 
 

ตารางท่ี 2.3 ความสามารถในการเจรญิของ Z.mobilis ท่ี pH ต่างๆ (Swings และ Deley, 1977) 
Initial pH % of strains growing 

3.05 0 
3.5 43 
3.7 71 
3.85 90 
5-7 100 
7.50 87 
8.0 0 
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ตารางท่ี 2.4 ความสามารถในการเจริญ ของ Z.mobilis ท่ีอุณหภูมิต่างๆ (Swings และ Deley, 
1977) 

Incubation temp (oC) % of strains growing 
30 100 
34 97 
36 97 
38 74 
40 5 

 
ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบไคเนติกส์พารามิเตอร์ของเชื้อ Z. mobilis ในการผลิตในถังหมักแบบกะ 
(250 g 1-1 glucose media, pH = 5.0, T = 30 °C) (Roger, 1980) 
 

Kinetic parameters Z. mobils S. uvarum S. uvarum 
(non-aerated) (non-aerated) (aerobic) 

Specific growth rate, p 0.133 0.055 0.12 
Specific ethanol productivity, qp 2.53 0.87 0.61 
Specific glucose uptake rate, qs 5.45 2.08 1.47 

Cell yield, Yx/s 0.019 0.033 0.045 
Ethanol yield, Yp/s 0.472 0.438 0.395 

Ethanol yield, (% of theoretical) 92.5 85.9 77.5 
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รูปท่ี 2.7 แสดงการใช้น้้าตาลกลูโคสของ Zymomonas mobilis  
   (Jeffries, 2005) 

 
 กระบวนการผลิตเอทานอลใน Z. mobilis จะท้าการเปล่ียนกลูโคสให้เป็น 2 โมลของเอทา
นอลและ 1 โมล ATP Z. mobilis จะใช้ในกระบวนการสังเคราห์ท่ีไม่มีออกซิเจน ซึ่งจะใช้พลังงาน
ต้่า และให้ผลผลิตเอทานอลท่ีสูง 
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คุณสมบัติท่ีเหมาะสมของ Zymomonas ส้าหรับการผลิตเอทานอล มีดังน้ี (Swings และ 

Deley, 1977; Roger, 1985) 

1. ความสามารถผลิตเอทานอลได้ปริมาณสูง 

จากรายงานพบว่า Zymomonas สามารถผลิตเอทานอลได้ 1.5-1.9 โมลต่อกลูโคส 1 

โมล โดยใช้น้้าตาล 98 เปอร์เซ็นต์ เพื่อสร้างเอทานอล ส่วนอีก 2 เปอร์เซ็นต์ท่ีเหลือใช้ส้าหรับการ

เจริญ ในขณะท่ียีสต์ Saccharomyces สามารถผลิตเอทานอลได้ 1.55 โมลต่อกลูโคส 1 โมล และ

ใช้น้้าตาล 90 เปอร์เซ็นต์ ส้าหรับผลิตเอทานอล ดังน้ัน ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตจาก Zymomonas 

จึงมีปริมาณมากกว่าที่ผลิตจาก Saccharomyces 

2. คุณภาพของเอทานอลท่ีผลิตได้ 

เอทานอลท่ีผลิตจาก Zymomonas จะมีเอทานอลโมเลกุลใหญ่ (คือ เอทานอลท่ีมี

คาร์บอนอะตอมต้ังแต่ 3 คาร์บอนขึ้นไป เช่น propanol, butanol) เจือปนอยู่ 0.6 มิลลิลิตรต่อ

น้้าตาลกลูโคส 1 กรัม ซึ่งน้อยกว่ายีสต์ท่ีหมักในสภาพเดียวกันถึง 40 เท่า แต่การหมักโดย 

Zymomonas จะมีอะเซทัลดีไฮด์ถูกเปลี่ยนไปเป็นเอทานอลไม่สมบูรณ์ 

3. ความสามารถในการเจริญในน้้าตาลท่ีมีความเข้มข้นสูง 

Zymomonas ส่วนใหญ่สามารถเจริญ และหมักเอทานอลในสภาพท่ีมีน้้าตาลเข้มข้น

ถึง 25 เปอร์เซ็นต์ และบางสายพันธุ์ถึง 30 เปอร์เซ็นต์ 

4. ความสามารถเจริญในท่ีมีเอทานอลสูง 

Zymomonas ทุกสายพันธุ์สามารถเจริญได้ในเอทานอล 5.5 เปอร์เซ็นต์ และมีบาง

สายพันธุ์ท่ีทนได้ถึง 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับความสามารถในการเจริญและการ

หมักในสภาพท่ีมีความเข้มข้นของน้้าตาลสูง 

5. ความสามารถในการเจริญในท่ีมีอุณหภูมิสูง 

โดยท่ัวไป Zymomonas สามารถเจริญในช่วงอุณหภูมิ 30-39 องศาเซลเซียส แต่มี

บางสายพันธุ์สามารถเจริญในช่วงอุณหภูมิ 40-42 องศาเซลเซียส 

6. ความสามารถเจริญในสภาพท่ีมีกรดสูง 

Zymomonas สามารถเจริญในสภาพท่ีมีความเป็นกรดด่าง เท่ากับ 3.4-4.0 ซึ่งจัดว่า

เป็นค่าความเป็นกรดด่างท่ีต้่ามาก ส้าหรับแบคทีเรียท่ัวๆไป ลักษณะเช่นน้ีดีส้าหรับป้องกันการ

ปะปนของเชื้ออื่น 



22 
 

 

7. ความทนทานต่อซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (SO2) 

พบว่า Zymomonas ทน SO2 ได้ถึง 500 ppm. ซึ่งเป็นปริมาณท่ีแบคทีเรีย และ

จุลินทรีย์หลายชนิดถูกยับยั้ง ลักษณะเช่นน้ีเป็นประโยชน์ เมื่อใช้ SO2 เป็นตัวท้าละลายเชื้อท่ี

ปะปนมาและการมี SO2 ตกค้างอยู่จะไม่มีผลต่อการเจริญของ Zymomonas 

8. ลักษณะการตกตะกอนของเซลล์ 

เซลล์  Zymomonas เมื่ อ เจริญจะมีการจับ ตัวตกตะกอน เรียกลักษณะน้ีว่ า 

flocculation ซึ่งเหมาะและสะดวกในการแยกเซลล์หลังจากการหมัก 

2.5 ประเภทของการหมัก 
 

2.5.1 กระบวนการหมักแบบกะ (Batch fermentation) 
 

 กระบวนการหมักแบบกะ เป็นกระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์ในระบบปิดท่ีมีสารอาหาร
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ และเล้ียงเชื้อภายใต้ภาวะท่ีเหมาะสม เป็นกระบวนการหมัก
ท่ีไม่มีการเติมสารอาหารเพิ่มลงไปในระหว่างกระบวนการหมัก เซลล์จะเจริญจนกระท่ัง
องค์ประกอบของสารอาหารท่ีจ้าเป็นหมดไปหรือเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพแวดล้อม เน่ืองจากเกิด
การสะสมของสารพิษที่เกิดขึ้นในกระบวนการผลิตหรือค่าความเป็นกรดเบสมีการเปล่ียนแปลงเป็น
ต้น การเจริญของเซลล์เมื่อเพาะเล้ียงแบบกะ แบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ  

1. ระยะพักตัว (lag phase) ระยะน้ีจะเริ่มเมื่อมีการใส่จุลินทรีย์ลงไปในอาหารเล้ียงเชื้อ 
เป็นระยะท่ีเซลล์ยังไม่มีการเจริญ เน่ืองจากจุลินทรีย์ก้าลังท้าการปรับตัว เพื่อให้
สามารถเจริญได้ในส่ิงแวดล้อมใหม่ ระยะน้ีจะใช้เวลานานเท่าใดขึ้นอยู่กับลักษณะ
และความสามารถของจุลินทรีย์แต่ละชนิด 

2. ระยะการเจริญแบบทวีคูณ ( log phase) เป็นระยะท่ีเซลล์หลังจากท้าการปรับสภาพ
เข้ากับส่ิงแวดล้อมได้แล้วจะมีการเจริญเพิ่มจ้านวนเซลล์ตามล้าดับจนกระทั่งคงท่ี  

3. ระยะการเจริญคงท่ี (stationary phase) เมื่อส้ินสุดระยะการเจริญแบบทวีคูณ อัตรา
การเจริญจะลดลงจนกระท่ังเป็นศูนย์ ระยะน้ีความหนาแน่นของเซลล์ค่อนข้างคงท่ี 
และไม่มีการเจริญของเซลล์ หรือเซลล์อาจมีการเจริญแต่มีอัตราเจิญเท่ากับอัตราการ
ตาย ซึ่งการท่ีเซลล์หยุดการเจริญเน่ืองจากสารอาหารท่ีจ้าเป็นถูกใช้จนหมดไป การ
สะสมสารพิษในกระบวนการท่ีจ้าเป็นถูกใช้จนหมดไป การสะสมสารพิษในระหว่าง
กระบวนการหมัก หรือสภาพแวดล้อมในการเล้ียงเชื้อเกิดการเปล่ียนแปลง เช่น ค่า
ความเป็นกรดเบส  
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4. ระยะการเจริญแบบลดลง (death phase) เป็นระยะท่ีจุลินทรีย์มีระดับการตาย
มากกว่าอัตราการเจริญ 
 

2.5.2 กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ (กึ่งกะfermentation) 
 

 กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ คือกระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์ โดยมีการเติมสารอาหาร 
1 ครั้งหรือมากกว่าลงไปในระหว่างกระบวนการหมักในระหว่างการเพาะเล้ียงเชื้อ แต่ไม่มีการน้า
ของเหลวท่ีได้จากการเล้ียงเชื้อออกจากระบบจนส้ินสุดการหมัก ปริมาตรของของเหลวใน
กระบวนการหมักแบบน้ีจะเพิ่มขึ้น ความเข้มข้นของสารอาหารท่ีเติมลงไปในระหว่างกระบวนการ
หมักสามารถควบคุมได้โดยการเปล่ียนอัตราการเติมอาหาร และความเข้มข้นของสารอาหารท่ีจะ
เติมลงไป ดังน้ันกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ จึงได้เปรียบกว่ากระบวนการหมักแบบกะ  

กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ สามารถแบ่งได้ 2 ประเภทโดยเทคนิคการเติมสารอาหาร โดย
จุดประสงค์หลักของการเพาะเล้ียงแบบกึ่งกะ คือการควบคุมความเข้มข้นของสารอาหารในอาหาร
เล้ียงเชื้อ ดังน้ันวิธีการป้อนสารอาหารให้เหมาะสมจะมีผลต่อประสิทธิภาพในการหมัก  
 
 ข้อดีของกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบกะ 

1. กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ สามารถแก้ปัญหาการเกิด substrate inhibition หรือ
อาหารมีความเข้มข้นมากเกินไปจนท้าให้เซลล์ไม่สามารถเจริญได้โดยทยอยเติม
สารอาหารดังกล่าวลงไป ซึ่งท้าให้ความเข้มข้นของสารอาหารไม่สูงเกินไป 

2. สามารถเพาะเล้ียงเพื่อให้ได้เซลล์ท่ีมีความหนาแน่นสูง เน่ืองจากการเพาะเล้ียงแบบ 
กะ ท่ีมีความเข้มข้นของสับสเตรทสูง อาจไปยับยั้งการเจริญของเซลล์ ท้าให้ได้ความ
เข้มข้นของเซลล์ต้่า 

3. ป้องกันการเกิด catabolite repression คือเมื่อท้าการเล้ียงจุลินทรีย์ท่ีให้พลังงาน
อย่างรวดเร็ว เช่น กลูโคส อาจจะไปยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์เอนไซม์ ท้าให้เมตา
บอลิซึมของแหล่งพลังงานเกิดขึ้นได้ช้าลง ดังน้ันกระบวนการหมักแบบ กึ่งกะสามาร
ควบคุมความเข้มข้นของสารอาหารให้ต้่าโดยแบ่งความเข้มข้นของสารท่ีน้าเข้าแล้ว
ทยอยเติม จะช่วยให้กระบวนการสังเคราะห์เอนไซม์ไม่ถูกยับยั้ง 

4. สามารถเพาะเล้ียงจุลินทรีย์สายพันธุ์กลาย(mutant strain) ซึ่งอาจไม่สามารถสร้าง
สารบางชนิดได้ ให้เจริญภายใต้การควบคุมการป้อนสารอาหารท่ีจ้าเป็น เพื่อให้
สามารถสะสมเมตาบอไลท์ท่ีต้องการในปริมาณมากได้  ในการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์
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การให้สารอาหารท่ีจ้าเป็นในปริมาณท่ีมากเกินไปจะส่งผลให้มีการเจริญสูงแต่การ
สร้างผลิตภณัฑ์ต้่า เน่ืองจากการยับยั้งแบบ feedback inhibition  

5. สามารถเพาะเล้ียงจุลินทรีย์เพื่อผลิตสารท่ีต้องการเมื่อเปล่ียนภาวะการเล้ียงเชื้อได้
อย่างมีประสิทธิภาพ 
 

2.5.3 กระบวนการหมักแบบกึ่งต่อเน่ือง (Semi-continuous fermentation) 
 
กระบวนการหมักแบบกึ่งต่อเน่ืองจะเร่ิมต้นแบบการเพาะเล้ียงแบบกะก่อน เมื่ออาหารท่ีให้

ในระบบใกล้จะหมด จะมีการดึงน้้าหมักบางส่วนออกจากระบบเพื่อเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ โดยจะ
เหลือน้้าหมักส่วนหน่ึงไว้ในถังหมัก หลังจากน้ันจะมีการป้อนสารอาหารใหม่เข้าไปในระบบใน
ปริมาตรเท่ากับท่ีดึงน้้าหมักออก เพื่อให้ปริมาตรท้างานคงท่ี และเมื่ออาหารในระบบใกล้จะหมด
อีก ก็จะมีการดึงน้้าหมักออกและป้อนสารอาหารเข้าไปใหม่อีกครั้ง ท้าเช่นน้ีไปเรื่อยๆ คล้ายเป็น
การเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ือง ระบบจะเข้าสู่สภาวะท่ีเรียกว่า สภาวะคงท่ีเทียม (Pseudo-steady 
state) ข้อดีของกระบวนการหมักแบบน้ี คือ สามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ได้ต่อเน่ือง ระบบไม่แพง
เท่าระบบการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ือง และสารอาหารท่ีให้เข้าไปมีการใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
ส่วนข้อเสีย คือ ต้องระมัดระวังเรื่องการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ตัวอื่นๆ ท่ีไม่ต้องการ และต้องใช้
แรงงานคนคอยดูแลติดตามการใช้อาหารของจุลินทรีย์ และการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์พร้อมกับการ
ให้อาหารชุดใหม่ 

 
2.5.4 กระบวนการหมักแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) 
 
กระบวนการหมักแบบน้ีจะมีการเติมอาหารให้แก่ระบบอย่างต่อเน่ือง พร้อมๆกับการมีการ

ไหลออกของน้้าหมักอย่างต่อเน่ือง โดยมีอัตราการไหลเข้าและออกของระบบต้องไม่สูงกว่าอัตรา
การเจริญจ้าเพาะของจุลินทรีย์ เพื่อป้องกันการชะจุลินทรีย์ออกจากระบบ ท้าให้ไม่มีจุลินทรีย์ใน
ระบบการเพาะเล้ียง การเพาะเล้ียงในช่วงหลังจะคงท่ี (Steady state) และไม่ขึ้นกับเวลา ระบบ
การเพาะเล้ียงแบบน้ีเหมาะกับระบบท่ีต้องการการผลิตสูง  
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ข้อดีของการหมักแบบต่อเน่ือง 
 1. สามารถควบคุมและรักษาอัตราการเจริญของจุลินทรีย์ได้ 
 2. สามารถศึกษาถึงผลของการเปล่ียนพารามิเตอร์ทางเคมีและกายภาพต่อการเจริญและ
 การก่อเกิดผลิตภัณฑ์ท่ีอัตราการเจริญคงท่ี 
 3. สามารถรักษาระดับความเข้มข้นของมวลชีวภาพให้คงท่ีโดยการแปรค่าอัตราเจือจาง 
 (dilution rate) 
 
ข้อเสียของการหมักแบบต่อเน่ือง 
 1. ไม่เหมาะกับการผลิตผลิตภัณฑ์ท่ีไม่มีความสัมพันธ์กับการเจริญ 
 2. การเจริญแบบต่อเน่ืองในช่วงเวลานานอาจท้าให้เกิดการกลายพันธุ์ 
 เกิดจากการแทนท่ีของสายพันธุ์อื่นท่ีเจริญได้เร็วกว่า 
 3. การเจริญในช่วงเวลานานอาจเกิดปัญหาการปนเปื้อน 

 
 Shene และ Bravo (2001) ได้ศึกษาการผลิตเอทานอลและซอบิทอล โดย Z. mobilis 
CP4 โดยกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ ซึ่งมีการแปรผันปัจจัย คือปริมาณความเข้มข้นของน้้าตาล
กลูโคส น้้าตาลฟลุคโตส อัตราการให้อากาศและอัตราการเติมอาหาร พบว่าถ้ามีการให้อากาศใน
ระหว่างกระบวนการหมักจะส่งผลในการเพิ่มจ้านวนเซลล์ แต่ในทางตรงกันข้ามความเข้มข้นของ
เอทานอลจะต้่าเมื่ออยู่ในภาวะท่ีมีการให้อากาศ โดยจะมีค่าการน้าน้้าตาลไปใช้ในการเจริญและ
ผลิตเอทานอล 0.032 กรัมต่อกรัม และ 0.411กรัมต่อกรัม ตามล้าดับ และในการศึกษาของ Toma 
(2002) ท้าการศึกษาผลของอัตราการกวนต่อการผลิตเอทานอลโดยท้าการแปรผันอัตราการกวน 
เป็น 300 500 700 900 1100 รอบต่อนาที ตามล้าดับ พบว่าจ้านวนเซลล์เมื่อท้าการกวน 1100 
รอบต่อนาที จะมีจ้านวนเซลล์เพิ่มขึ้นเป็น 2 เท่าของอัตราการกวนท่ี 300 รอบต่อนาที แต่ก็พบว่า
ภายใต้อัตราการกวนท่ีสูงอัตราการน้ากลูโคสไปใช้และการสังเคราะห์เอทานอลมีอัตราที่ต้่า 

 
 Cazetta และคณะ (2007) ได้ศึกษาการผลิตเอทานอลโดย Z. mobilis จาก sugarcane 
molasses โดยการหมักแบบกะและ ใช้การทดลองแบบแฟคตอเรียล มาใช้ในการหาภาวะท่ี
เหมาะสมโดยแปรผันปัจจัยในการศึกษา 4 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของโมลาสต้ังต้น อุณหภูมิ 
อัตราการกวน และระยะเวลาในการหมัก ซึ่งผลจากการทดลองแบบแฟคตอเรียลพบว่าอัตราการ
กวนให้อากาศเป็นผลเสียต่อการผลิตเอทานอล ส่วนภาวะท่ีดีท่ีสุดส้าหรับการผลิตเอทานอลจะอยู่
ท่ี ความเข้มข้นของน้้าตาลโมลาส 200 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส และระยะเวลาท่ี
ใช้ในการหมัก 48 ชั่วโมง จะสามารถผลิตเอทานอลได้ 55.8 กรัมต่อลิตร และจากการทดลองยัง
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พบว่าค่าความเป็นกรดด่างไม่มีการเปล่ียนแปลงตลอดการทดลอง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าโมลาสมี
คุณสมบัติเป็นบัฟเฟอร์ 
 
2.6 Factorial design  
  
 การทดลองแบบแฟคตอเรียล (factorial experiment) เป็นการทดลองหลายปัจจัยประเภท
หน่ึง ซึ่งนอกจากจะท้าให้สามารถศึกษาอิทธิพลของแต่ละปัจจัยตามต้องการได้แล้ว ยังท้าให้ทราบ
ข้อมูลท่ีส้าคัญท่ีไม่สามารถจะหาได้จากการทดลองปัจจัยเดียว น่ันคือ รู้เกี่ยวกับอิทธิพลร่วม หรื
อปฎิสัมพันธ์ (interaction) ระหว่างปัจจัย 
 ทรีทเมนต์ท่ีใช้ในการทดลองแบบแฟคตอเรียล เกิดจากการน้าระดับ (levels) ของปัจจัย
ต้ังแต่สองปัจจัยขึ้นไปมาใช้รวมกัน ท้าให้เกิดเป็นทรีทเมนต์คอมบิเนชั่น (treatment combination) 
ดังน้ันการทดลองแบบแฟคตอเรียล จึงเป็นเพียงการจัดรูปของทรีทเมนต์ท่ีใช้ทดลองใหม่เท่านั้น  
 
สัญลักษณ์ท่ีใช้ในการทดลองแบบแฟคตอเรียล 
 
 การทดลองแบบแฟคตอเรียลเป็นการทดลองท่ีมีปัจจัยท่ีต้องการศึกษาต้ังแต่ 2 ปัจจัยขึ้น
ไป โดยปัจจัยแต่ละปัจจัยจะมีจ้านวนระดับต้ังแต่ 2 ระดับ สัญลักษณ์ท่ีใช้ในการทดลองแบบแฟค
ตอเรียลท่ีนิยมใช้โดยท่ัวไปอาจก้าหนดได้ดังน้ี 

1. อักษรตัวใหญ่ (A , B , C ,…) แทนชื่อของปัจจัย (factor) เช่น ใช้ A แทนปัจจัย

เกี่ยวกับความเข้มข้น และใช้ B แทนปัจจัยเกี่ยวกับระยะเวลา ในบางกรณีผู้ทดลอง

อาจใช้ตัวอักษรท่ีส่ือความหมายของปัจจัยน้ันๆแทน เช่น ใช้ C แทนปัจจัยเกี่ยวกับ

ความเข้มข้น (concentration) และใช้ T แทนปัจจัยเกี่ยวกับระยะเวลา (time) 

2. ใช้อักษรตัวเล็กพร้อมท้ังมีตัวเลขเป็นตัวห้อย (subscript) แทนระดับของปัจจัย 

3. ถ้าก้าหนดให้ปัจจัย A มีจ้านวนระดับเท่ากับ a และปัจจัย B มีจ้านวนระดับ b จะ

เรียกชื่อการทดลองเป็น a*b แฟคตอเรียล ดังน้ันการทดลองแบบ 2*3 แฟคตอเรียลจึง

หมายถึงการทดลองท่ีมี 2 ปัจจัย โดยปัยจัยแรกมี 2 ระดับและปัจจัยท่ีสองมี 3 ระดับ 

โดยมีทรีทเมนต์คอมบิเนชั่นเป็น a1b1 , a1b2 , a1b3 , a2b1 , a2b2 และ a2b3 ซึ่ง

จะมีจ้านวนทรีทเมนต์คอมบิเนชั่นท่ีใช้ทดลองเท่ากับ 6 ทรีทเมนต์ ซึ่งได้จากผลคูณ

ระดบัของแต่ละปัจจัย 
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อิทธิพลหลักและอิทธิพลร่วม 
 
 อิทธิพลของทรีทเมนต์ท่ีเกิดขึ้นในการทดลองแบบแฟคตอเรียล ท่ีเรียกว่า อิทธิพลของแฟค
ตอเรียล (factorial effects) อาจแยกได้เป็น 2 ประเภทคือ  

1. อิทธิพลหลัก (main effects) ซึ่งเป็นอิทธิพลของปัจจัยแต่ละปัจจัย เช่น อิทธิพลหลัก

ของปัจจัย A (A effect) จะหมายถึงความแตกต่างระหว่างระดับของปัจจัย A 

2. อิทธพลร่วม (interactions) ซึ่งเป็นอิทธิพลของปัจจัยต้ังแต่ 2 ปัจจัยขึ้นไปซึ่งเกิด

ร่วมกันหรือมีปฎิกิริยาสัมพันธ์ต่อกัน เช่น อิทธิพลร่วมของ 2ปัจจัย (two-factor 

interactions) 

2.7 การออกแบบพื้นที่การตอบสนอง (Response Surface Design)  
 

 การออกแบบพื้นท่ีการตอบสนองเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีนับว่ามีประโยชน์อย่างมากต่อการ
ออกแบบในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ เป็นวิธีการท่ีสามารถประยุกต์ได้กับการพัฒนาท้ังสูตรการผลิต
และกระบวนการผลิตของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการพัฒนา สามารถหาจุดท่ีเหมาะสมจากข้อมูลท่ีได้
จากการทดลองในรูปแบบการวางแผนการทดลองต่างๆ ท้าให้นักพัฒนาผลิตภัณฑ์สามารถ
ตัดสินใจจุดท่ีเหมาะสมเพื่อใช้เป็นแนวทางในการปฏิบัติในงานการผลิตในอุตสาหกรรม รวมท้ังใช้
เป็นแนวทางในการปรับสูตร และกระบวนการผลิตท่ีเกิดจากการผลิตท่ีมีการเปล่ียนแปลงกลไ ก
บางอย่างในอุตสาหกรรม (ไพโรจน์ วิริยจารี, 2544) 

 
 ปัจจุบันมีความสนใจในการออกแบบเพื่อหาความสอดคล้องกับพื้นท่ีการตอบสนอง และ
ประเมินความเหมาะสมในการทดลอง การออกแบบท่ีเรียกว่า Response Surface Design (RSD) 
และการวิเคราะห์ได้ถูกน้ามาใช้เพื่อค้นหาค้าตอบของการทดลองท่ีประกอบด้วยจ้านวนปัจจัยร่วม
การทดลองหลายปัจจัย ซึ่งจะน้าไปสู่การค้นพบการตอบสนองท่ีเหมาะสมท่ีสุด  
 
 การตอบสนองท่ีเหมาะสมสามารถพิจารณาได้ใน 2 ลักษณะ คือ การตอบสนองท่ีมาก
ท่ีสุด (Maximum) หรือการตอบสนองท่ีต้่าท่ีสุด (Minimum) ขึ้นอยู่กับการทดลอง วิธีน้ีได้ถูก
พัฒนาขึ้นครั้งแรกและอธิบายโดย Box และ Wilsen (1951) ต่อมา Bradley (1958) ได้เขียน
อธิบายเป็นเครื่องมือทางคณิตศาสตร์ และสถิติท่ีใช้ในการก้าหนดวิธีการของพื้นท่ีการตอบสนอง 
(Response surface methodology)  
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 วิธีการของพื้นท่ีการตอบสนอง ประกอบด้วย กลุ่มของเทคนิคท่ีใช้ ในการศึกษาจากค่า
สังเกตเพื่อก้าหนดความสัมพันธ์ระหว่างค่าตอบสนอง (Response variable) ท่ีวัดได้ 1 หรือ 2 ค่า 
เช่น ผลผลิต ดัชนีค่าสี และความหนืด กับตัวแปรท่ีใช้ในการทดลอง (Input variables) เช่น เวลา 
อุณหภูมิ ความเป็นกรดเบส และความเข้มข้นของน้้าตาล เทคนิคดังกล่าว ได้ใช้เพื่อให้ค้าตอบ
ต่างๆ เช่น  
 

1. ค่าตอบสนองได้รับผลกระทบจากชุดส่ิงทดสอบบนพื้นท่ีเฉพาะท่ีน่าสนใจบางอย่างได้
อย่างไร 

2. ถ้าจ้าเป็น ชุดของส่ิงทดลองอะไรท่ีจะให้ผลิตภัณฑ์หน่ึงเป็นท่ีน่าพอใจตรงตาม
ข้อก้าหนดจ้าเพาะพร้อมๆกัน 

3. ค่าอะไรของส่ิงทดลองท่ีจะให้ผลผลิตในจุดสูงสุดของพื้นท่ีเฉพาะหน่ึงๆ และพื้นท่ีการ
ตอบสนองอะไรที่ใกล้กับค่าสูงสุดน้ีได้ 

  
2.8 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตเอทานอล 

 
2.8.1 สารตั้งต้น  
 
ส่ิงท่ีใช้เป็นวัตถุดิบต้ังต้นในกระบวนการหมัก สามารถแบ่งออกเป็น 3 ชนิดหลักๆตามชนิด

ของวัตถุดิบ คือ 
1. วัตถุดิบจ้าพวกน้้าตาล เช่น อ้อย โมลาส และผลไม้ต่างๆ ซึ่งจะสามารถถูกน้าไปใช้ใน

การสร้างเอทานอลได้โดยตรง 
2. วัตถุดิบจ้าพวกแป้ง เช่น ข้าวโพด มันส้าปะหลัง ข้าว ปลายข้าว ซึ่งจะต้องถูกน้าไป

เปล่ียนจากแป้งให้กลายเป็นน้้าตาล (hydrolyzed) โดยเอนไซม์ หรือรา เสียก่อน
เพื่อให้ง่ายแก่การน้าไปใช้ในการผลิตเอทานอล 

3. วัตถุดิบจ้าพวกเซลลูโลส เช่น ไม้ กากวัตถุดิบทางการเกษตร ซึ่งจะต้องมีการเป ล่ียน
เซลลูโลสให้กลายเป็นน้้าตาลโดยกรด ซึ่งค่อนข้างนุ่งยากและมีค่าใช้จ่ายเพิ่มขึ้น 
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2.8.2 ความเป็นกรดเบส 
 
จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า ความเป็นกรดเบส มีผลอย่างมากในการผลิตเอทานอลโดย 

Z. mobilis ซึ่งค่าความเป็นกรดเบสท่ีเหมาะสมในการผลิตจะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของ Z. mobilis 
รวมถึงสารตั้งต้นท่ีใช้อีกด้วย เพราะเมื่อเร่ิมกระบวนการหมักจนถึงส้ินสุดกระบวนการหมัก จะมีค่า
ความเป็นกรดเพิ่มขึ้น ซึ่งจะส่งผลต่อเซลล์ในการผลิตเอทานอล ผลการศึกษาของ (Cazetta และ
คณะ, 2007 ) ได้ผลิตเอทานอล โดยใช้ molass เป็นสารต้ังต้น พบว่า molass มีความเป็นเบส 
เพราะในระหว่างกระบวนการผลิต ความเป็นกรดเบส ไม่มีการเปล่ียนแปลงมากนัก แต่โดยท่ัวไป 
Z. mobilis จะสามารถผลิตเอทานอลได้อยู่ในช่วงที่มีค่าความเป็นกรดเบสเท่ากับ 4.0-7.0 และจะ
ไม่สามารถผลิตได้เลยเมื่อค่าความเป็นกรดเบสต้่ากว่า 3.5 (Torres และ Baratti, 1987) 
 
 Tao (2005) ได้ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยเชื้อ Z. mobilis ท่ีน้าไปท้าการกลายพันธุ์ให้มี
ความทนต่อความเป็นกรด และน้าไปเล้ียงท่ี pH เท่ากับ 4.5 โดยท้าการเปรียบเทียบถึงปัจจัยของ
อาหารท่ีใช้เล้ียงโดยน้าไปเล้ียงในอาหารท่ีผ่านการฆ่าเชื้อ อาหารท่ีผ่านการกรอง และอาหารท่ีไม่
ผ่านการฆ่าเชื้อ โดยผลการทดลองปรากฏว่า ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้มีค่าใกล้เคียงกันคือ
อาหารท่ีไม่ผ่านการฆ่าเชื้อผลิตเอทานอลได้ 73.1กรัมต่อลิตร และอาหารท่ีผ่านการฆ่าเชื้อผลิตเอ
ทานอลได้ 70.3 กรัมต่อลิตร 
 

2.8.3 แหล่งไนโตรเจน 
 

 ในรายงานต่างๆพบว่า แหล่งไนโตรเจนน้ันมีผลต่อการเพิ่มการเจริญของเซลล์ โดย Zhang 
และคณะ (2010) ได้ศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อ
กระบวนการผลิตเอทานอลโดย Z. mobilis พบว่า การให้แหล่งคาร์บอนท่ีมีปริมาณท่ีเพียงพอ และ
ให้แหล่งไนโตรเจนในปริมาณมาก มีผลช่วยเพิ่มการเจริญของ Z. mobilis และมีผลต่อการผลิตเอ
ทานอล   
 

2.8.4 อัตราการกวนให้อากาศ 
 

 Toma และคณะ (2003) ได้ศึกษาถึงผลของอัตราการกวนต่อการเจริญและการผลิตของเอ
ทานอลของ Z. mobilis 113s โดยท้าการแปรผันอัตราการกวนต้ังแต่ 300 ถึง 1,100 รอบต่อนาที 
พบว่า เมื่ออัตราการกวนเพิ่มมากขึ้น อัตราของน้้าตาลกลูโคสท่ีถูกน้าไปใช้ก็จะลดลง และพบว่า
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ปริมาณเซลล์ท่ีอัตราการกวน 1,100 รอบต่อนาที มีค่าเป็นสองเท่าของอัตราการกวนท่ี 300 รอบต่อ
นาที ในขณะท่ีอัตราการใช้น้้าตาลกลูโคสและการผลิตเอทานอลมีค่าต้่ากว่าอัตราการกวนท่ี 300 
รอบต่อนาที และจากการศึกษาของ (Cazetta และคณะ, 2007) ท่ีผลิตเอทานอลโดย Z. mobilis 
โดยศึกษาความเข้มข้นของสารตั้งต้น ค่าความเป็นกรดเบส อัตราการกวนให้อากาศ และเวลาท่ีใช้
ในการเล้ียงเชื้อ พบว่า อัตราการกวนให้อากาศส่งผลต่อการเจริญของเชื้อ และการผลิตเอทานอล 
 
 Bandaru (2005) ไดศึ้กษาหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากแป้งสาคูโดยน้า
กระบวนการค้านวณทางสถิติเข้ามาช่วยในการทดลอง โดยในการทดลองก้าหนดปัจจัยท่ีจะหา
ภาวะคือ อุณหภูมิ ความเป็นกรดเบส และเวลาในการผลิต โดยในการทดลองใช้ Z. mobilis 
MTCC92 โดยเอทานอลท่ีผลิตได้มีความเข้มข้นสูงสุดท่ี 55.3 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้แป้งสาคูความ
เข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 32.4 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดเบสเท่ากับ 4.93 และเวลาใน
การผลิต 17.24 ชั่วโมง  
  
 Hazgzhi (2008) ได้ทดลองใช้ Z. mobilis GZNS1 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ท่ีทนความเป็นกรด ใน
การหมักเศษอาหารท่ีได้จากโรงอาหารโดยไม่น้าเศษอาหารไปผ่านการฆ่าเชื้อ และท้าการ
เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ปกติท่ีถูกน้ามาหมักกับเศษอาหารท่ีผ่านการฆ่าเชื้อท่ี pH เท่ากับ 6 จะได้
เอทานอล 52 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีปริมาณใกล้เคียงกับ Z. mobilis GZNS1 ท่ีน้าไปหมักกับเศษ
อาหารท่ีผ่านการฆ่าเชื้อและหมักท่ี pH เท่ากับ 4 คือ 48 กรัมต่อลิตร และมีค่ามากกว่า Z. mobilis 
GZNS1 ท่ีหมักในอาหารท่ีไม่ผ่านการฆ่าเชื้อเล็กน้อย คือ ได้เอทานอล 46 กรัมต่อลิตร 
 
2.9 การวิเคราะห์เอทานอล โดยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography ;GC) 

 
 ก๊าซโครมาโทกราฟี เป็นวิธีแยกสารผสมท่ีสามารถระเหยกลายเป็นไอได้โดยผ่านเข้าไปใน
คอลัมน์ท่ีใช้แยก ซึ่งภายในบรรจุเฟสอยู่กับท่ี (Stationary phase) ซึ่งเป็นของแข็ง หรือของเหลวก็
ได้ ส่วนประกอบต่างๆของเครื่องก๊าซโครมาโทกราฟี แสดงดังรูปที่ 2.8 
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รูปท่ี 2.8 แสดงระบบการท้างานของเครื่องก๊าซโครมาโทกราฟี 
ท่ีมา : http://www.nap.edu/books/0309075556/xhtml/media/p20004753g94001.jpg 
  
 2.9.1 หลักการของก๊าซโครมาโทกราฟี 
 

 หลักการของก๊าซโครมาโทกราฟี คือ ก๊าซซึ่งเป็นเฟสเคล่ือนท่ี หรือตัวพา จะถูกปล่อยออก
จากถังท่ีควบคุมความดัน สารตัวอย่างท่ีเป็นของเหลวจะถูกฉีดเข้า ก๊าซจะพาสารตัวอย่างซึ่งจะ
ระเหยเป็นก๊าซเข้าไปในคอลัมน์ จะเกิดการแยกของสารตัวอย่างน้ัน แล้วมายังเครื่องตรวจวัด
สัญญาณ (detector) จากน้ันสัญญาณท่ีได้จะถูกส่งไปยังเครื่องบันทึกสัญญาณ เขียนออกมาเป็น
โครมาโทแกรม 
 

2.9.2 เครื่องมือก๊าซโครมาโทกราฟี 
 

1. ก๊าซตัวพา (carrier gas) เป็นก๊าซท่ีใช้พาสารตัวอย่างท่ีฉีดเข้าไปยังคอลัมน์ 
แล้วออกไปสู่เครื่องตรวจวัดสัญญาณ (detector) ก๊าซท่ีใช้จะต้องเฉ่ือยต่อ
ปฏิกิริยา ไม่ท้าให้สารตัวอย่าง หรือสารในคอลัมน์เปล่ียนไป เหมาะสมกับ
เครื่องตรวจวัดสัญญาณท่ีมีค่าการกระจายตัวต้่า หรือมีน้้าหนักโมเลกุลสูง มี
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ความบริสุทธิ์สูง และราคาถูก ก๊าซท่ีนิยมใช้ได้แก่ ไฮโดรเจน ฮีเลียม และ
ไนโตรเจน 

2. ช่องฉีดสาร (injector port) สารตัวอย่างจะถูกฉีดเข้าสู่คอลัมน์ด้วยเข็มฉีด
ผ่านทางส่วนน้ี โดยผ่านยางกันรั่ว (septum) ส่วนของช่องฉีดสารน้ี จะให้
ความร้อนสูงพอท่ีจะระเหยสารตัวอย่างท่ีฉีดเข้าไปได้ ในกรณีท่ีตัวอย่างเป็น
ของเหลว 

3. คอลัมน์ (column) คอลัมน์ท่ัวไปเป็นท่อยางท้าด้วยโลหะ หรือแก้ว ภายใน
บรรจุสารที่ช่วยในการแยก (stationary phase) ปลายข้างหน่ึงติดกับช่องฉีด
สาร (injector port) ส่วนอีกด้านหน่ึงต่อกับ detector และคอลัมน์ต้องอยู่ใน
ตู้ให้ความร้อน (oven) เพื่อให้สารเป็นไออยู่ตลอดเวลา 

4. เครื่องตรวจวัดสัญญาณ (detector) เป็นเครื่องมือท่ีใช้วัดปริมาณสาร
ตัวอย่างท่ีได้จากการแยกของคอลัมน์ และถูกพาโดยก๊าซตัวพา ในเครื่อง
ตรวจวัดสัญญาณ ต้องให้ความร้อนสูงพอท่ีจะไม่ให้ตัวอย่างตกค้างในเครื่อง 
โดยปกติอุณหภูมิต้องสูงกว่าในคอลัมน์ประมาณ 10 องศาเซลเซียส ส่วน
สมบัติของเครื่องตรวจวัดสัญญาณท่ีดีต้องมีความว่องไวสูง ตรวจวัดสาร
ปริมาณน้อยๆได้ดี วัดสารได้มากชนิด มีการตอบสนองท่ีถูกต้อง ไม่ไวต่อการ
เปล่ียนแปลงความดันของก๊าซ และอุณหภูมิ และต้องมีราคาถูก ท่ีนิยมใช้กัน
มากมี 2 ชนิดได้แก่ Flame Ionization Detector (FID) และ Thermal 
Conductivity Detector (TCD) 

5. เครื่องบันทึกสัญญาณ (recorder) ท้าหน้าท่ีแปลงสัญญาณจากเครื่อง
ตรวจวัดสัญญาณ (detector) ออกมาเป็นโครมาโทแกรม สามารถหาความ
สูง หรือค้านวณพื้นท่ีได ้
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บทท่ี 3 
 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์และวิธีด าเนินงานวจิัย 
 
3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 

1. กล้องจุลทรรศน์คอมพาวด์ไมโครสโคป (compound microscope) Olympus รุ่น BX51 
ของบริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 

2. กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุ่น SZ60 ของ
บริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 

3. กล้องดิจิตอล Olympus รุ่น DP71 ของบริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 
4. ลูปเข่ียเชื้อ 
5. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREX 
6. หลอดทดลอง (test tube) ของบริษัท PYREX 
7. กระบอกตวง (Cylinder) ของบริษัท PYREX 
8. บีกเกอร์ (Beaker) ของบริษัท PYREX 
9. หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) ของบริษัท PYREX 
10. เครื่องก้าเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอ่าง รุ่น Soronex RK 100 ของบริษัท Bandelin 

Electronic, Germany  
11. เครื่องเขย่า รุ่น Innova 2300 ของบริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, 

N.J., USA 
12. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Innova 4330 ของบริษัท New Brunwick Scientific Co., 

Inc., Edison, N.J., USA และรุ่น Gyromax 707R ของบริษัท Amerex Instruments, 
Inc., USA 

13. เครื่องชั่งหยาบ (laboratory balance) รุ่น PG 2002-S และรุ่น PG 6002-S ของบริษัท 
Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 

14. เครื่องชั่งละเอียด (analytical balance) รุ่น AG 204 และรุ่น AG 285 ของบริษัท Mettler 
Toledo Co., Ltd., Switzerland 

15. เครื่องดูดอากาศ รุ่น A3-S ของบริษัท Eyela, Japan  
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16. เครื่องน่ึงอบฆ่าเชื้อ (autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy Seiko 
Ltd., Japan รุ่น MLS 3020 ของบริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุ่น HV-25 ของ
บริษัท Hirayama Co., Ltd., Japan 

17. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (High speed refrigerated centrifuge) 
รุ่น 6500 ของบริษัท Kubota Corp., Tokyo, Japan 

18. เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (micro centrifuge) รุ่น Spectrafuge ของบริษัท National 
Labnet, Co., Edison, USA 

19. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดต้ังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น Mikro20 ของบริษัท Hettich 
zentrifugen, Germany 

20. เครื่องวัดความเป็นกรดเบส (pH meter) รุ่น Cuberscan 1000 ของบริษัท Eutech 
Cybermatics, Singapore 

21. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของ
บริษัท Spectronic Unicam, USA, รุ่น Gensys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic, 
USA และรุ่น Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer ของบริษัท 
PerkinElmer, Inc., USA 

22. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries, USA 
23. ตู้เขี่ยเชื้อ ISSCO รุ่น BV-124, ของบริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุ่น Clear รุ่น V3-4 ของบริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 
Bosstech รุ่น HVB 120S ของบริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

24. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต้่า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ของบริษัท Forma 
Scienctific, USA และ Sanyo Electric, Japan 

25. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต้่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo 
Electric, Japan 

26. ตู้แช่เย็น (freezer) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo, Japan 
27. ตู้อบความร้อนแห้ง (Hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
28. ตู้อบฆ่าเชื้อ (Hot air oven) รุ่น D06063 ของบริษัท Memmert, Germany 
29. ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) รุ่น BE800 ของบริษัท Memmert, Germany 
30. โถดูดความชื้น (desiccator) 
31. อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
32. ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น P20, P100, P200, P1000, P5000 และP10000 ของ

บริษัท Gilson, France 
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33. ปิเปตทิป (Pipette tip) ขนาด 1-200 ไมโคลิตร, 1 ml, 5 ml และ 10 ml ของบริษัท 
Axygen Scientific, USA 

34. หัวกรองชนิดเซลลูโลสอะซิเตต ขนาดความกว้างของรูกรอง 0.20 ไมครอน รุ่น SF-W13 
ของบริษัท Gat Asia, Ltd., Hong Kong 

35. ฮีมาไซโทมิเตอร์ ของบริษัท Schott Duran, Germany 
36. ชุดเครื่องก๊าซโครมาโตรกราฟี (Gas Chromatography) รุ่น 3400C ของบริษัท Varian, 

USA 
37. แคปพิลลาลีคอลัมน์ (capillary column) ชนิด cabowax-PEG ขนาด 60 m×25 mm ID× 

25 μm Df 
38. ชุดเครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) ส้าหรับวิเคราะห์น้้าตาล กรด

ออร์แกนิค และแอลกอฮอล์ ของบริษัท Bio-Rad. 
39. คอลัมน์ชนิด HPX-42C ขนาด 300 x 7.8 มิลลิเมตร ของบริษัท Bio-Rad. 
40. เข็มฉีดสารตัวอย่าง ขนาด 100 ไมโครลิตร รุ่น EXMSR 100 ของบริษัท ITO Corporation, 

Japan 
41. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท นิโปร (ประเทศไทย) จ้ากัด 
42. ถังหมัก (Fermentor) ขนาด 2 ลิตร ของบริษัท B.E. Marubishi. Japan 

 

3.2 เคมีภัณฑ์ 

 
1. กลูโคส (Glucose) ของบริษัท Merk, Germany 
2. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 
3. แบคโตเพปโตน (Bacto peptone) ของบริษัท Difco Laboratory, USA 

4. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO47H2O) บริษัท Merck, Germany 
5. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
6. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 
7. สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 
8. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
9. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4) 2SO4 ) บริษัท Merck, Germany 
10. กรดซัลฟูริก (H2SO4) บริษัท Merck, Germany 
11. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 
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12. กรดซัลฟูริกเข้มเข้น (H2SO4) ของบริษัท Merck, Germany 
13. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
14. เมทานอล (Methanol) ของบริษัท Merk, Germany 
15. เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท J.T. Baker. USA 
16. บิวทานอล (Butanol) ของบริษัท Merk, Germany 
17. กรดไดไนโตรสาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid) ของบริษัท Fluka Chemika, 

Switzerland 
18. วุ้นผง (agar) ของบริษัท บิกเบน โปรดัคตอรา เดอ อะการ์ เอส.เอ., Chile 
19. ก๊าซไฮโดรเจน (H2) ของบริษัท PRAXAIR, Thailand 
20. ก๊าซออกซิเจน (O2) ของบริษัท TIG (Thai Industrial Gas), Thailand 
21. ก๊าซไนโตรเจน (N2) ของบริษัท PRAXAIR, Thailand 

 
3.3 วิธีด าเนินงานวิจัย 
  
 3.3.1   การเลี้ยงและการเก็บรักษาจุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
  3.3.1.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
   จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจัย คือ Zymomonas mobilis TISTR 405 จากศูนย์
รวมพันธุ์จุลินทรีย์ สถาบันวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ  (TISTR Culture Collection 
Bangkok MIRCEN) เล้ียงเชื้อจุลินทรีย์โดยใช้ลูปเขี่ยเชื้อลาก (streak) ลงบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง
เอียง Z (Zymomonas medium) (ภาคผนวก ก) ท่ีมีน้้าตาลกลูโคสความเข้มข้น 200 กรัมต่อลิตร 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท้าการถ่ายเชื้อทุก 3 สัปดาห์ 
  
  3.3.1.2 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
   เข่ียเชื้อแบคทีเรีย สายพันธุ์ Z. mobilis TISTR 405 ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว Z medium (ภาคผนวก ก) แล้วน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนกระท่ังวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.2 น้าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที น้ามาละลายเซลล์กลับในอาหารเหลวชนิดเดียวกับข้างต้น ท่ีมีกลีเซอรอลอยู่ 15% 
และน้าไปเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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 3.3.2 การเก็บตัวอย่างลูกแป้ง 
 
 รวบรวมตัวอย่างลูกแป้งจากแหล่งต่างๆท่ัวประเทศ ได้แก่ จังหวัดแพร่ เพชรบุรี 

สุพรรณบุรี สระบุรี เชียงใหม่ ชุมพร อุบลราชธานี กรุงเทพมหานคร และศรีสะเกษ โดยเก็บรักษาใน
ถุงพลาสติกซิปล็อค แยกไม่ให้ปะปนกัน และน้าไปเก็บที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และก่อน
น้าลูกแป้งไปทดลองต้องน้าตัวอย่างลูกแป้งออกมาตั้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง จากน้ันน้ามาบดให้เป็นผง
ละเอียดโดยใช้โกร่งท่ีฆ่าเชื้อแล้ว น้าไปชั่งตัวอย่างตามท่ีระบุเพื่อเตรียมใช้ในการทดลองขั้นตอน
ต่อไป  

 
3.3.3 การเตรียมปลายข้าวเหนียวนึ่งและการหมักปลายข้าวเหนียวนึ่งกับลูกแป้ง 

 
ใช้ปลายข้าวเหนียว 50 กรัม น้าไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที จากน้ันท้ิงไว้ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วน้าไปคลุกเคล้ากับตัวอย่างลูกแป้ง
บดละเอียด ปริมาณ 1 กรัม  
 
 3.3.4 การเตรียมตัวอย่างน้ าต้อยส าหรับน าไปวิเคราะห์ความเข้มขน้ของน้ าตาล 

 
ท้าการเก็บตัวอย่างเพื่อวัดความเข้มข้นของน้้าตาล โดยน้าตัวอย่างน้้าต้อยไปปั่น

เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที แล้วน้าส่วนน้้าใสไปวิเคราะห์ความเข้มข้นของน้้าตาล
ตามวิธีดังข้อ 3.3.5 และ 3.3.6  

 
  3.3.5 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (Miller, 1959) 
    
   น้าน้้าต้อยท่ีผลิตได้มาเจือจางด้วยน้้ากล่ันจนมีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม จากน้ัน
น้าตัวอย่างน้้าต้อยปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic 
acid หรือ DNSA reagent, ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปต้มในอ่าง
น้้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากน้ันท้าให้เย็นทันทีโดยแช่ในอ่างน้้าแข็ง แล้วเติมน้้ากล่ัน 10 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร แล้วน้าค่าท่ี
ได้มาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหว่างกลูโคสและค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 
(ภาคผนวก ค) หน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อลิตร 
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3.3.6 ศึกษาผลของปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อการผลิตเอทานอลโดยวิธี 2n factorial design 
analysis (Cazetta และคณะ 2005) 
 
  3.3.6.1 การเตรียมหัวเชื้อ  
 
   เตรียมหัวเชื้อโดยถ่ายแบคทีเรียสายพันธุ์ Z. mobilis TISTR 405 จาก
หลอดอาหารเล้ียงเชื้อแข็งเอียงจากข้อ 3.3.1.1 ลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว Z medium (ภาคผนวก 
ก) ท่ีมีน้้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนความเข้มข้น 200 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่ง
บรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไม่มีการ
เขย่าให้อากาศ เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากน้ันน้ามาปรับค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 550 นาโนเมตร ให้มี
ค่า 0.2 ด้วยอาหารเล้ียงเชื้อท่ีไม่มีแหล่งคาร์บอนเป็นส่วนประกอบ เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อต้ังต้นในการ
ทดลองต่อไป 
 
  3.3.6.2 ระดับความเข้มข้นของน้ าตาลที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล 
  
   ถ่ายเชื้อจากหัวเชื้อต้ังต้นท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ Z. medium 
(ภาคผนวก ก) ท่ีมีน้้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 200 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ให้มีปริมาตรรวมเป็น 50 มิลลิลิตร ซึ่งคิดเป็น 10เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร โดยแปรผันระดับความเข้มข้นของน้้าตาลในช่วง 100 และ 200 กรัมต่อลิตร แล้วน้าไปบ่ม
ในอุณหภูมิต่างๆ ตามตารางท่ีออกแบบโดยใช้ 2n factorial design analysis (ภาคผนวก ง)  
 

3.3.6.3 ค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล 
 
   ถ่ายเชื้อจากหัวเชื้อต้ังต้นท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ Z. medium 
(ภาคผนวก ก) ท่ีมีน้้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 200 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ให้มีปริมาตรรวมเป็น 50 มิลลิลิตร ซึ่งคิดเป็น 10เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร โดยแปรผันค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้นเป็น 5.5 – 6.5 แล้วน้าไปบ่มในอุณหภูมิต่างๆ 
ตามตารางท่ีออกแบบโดยใช้ 2n factorial design analysis (ภาคผนวก ง)  
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  3.3.6.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล 
 
   ถ่ายเชื้อจากหัวเชื้อต้ังต้นท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ Z. medium 
(ภาคผนวก ก) ท่ีมีน้้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 200 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ให้มีปริมาตรรวมเป็น 50 มิลลิลิตร ซึ่งคิดเป็น 10เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร โดยแปรผันอุณหภูมิท่ีใช้ในการบ่มในช่วง 25 – 35 องศาเซลเซียส แล้วน้าไปบ่มใน
อุณหภูมิต่างๆ ตามตารางท่ีออกแบบโดยใช้ 2n factorial design analysis (ภาคผนวก ง)  
 
  3.3.6.5 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล 
 
   ถ่ายเชื้อจากหัวเชื้อต้ังต้นท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ Z. medium 
(ภาคผนวก ก) ท่ีมีน้้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 200 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ให้มีปริมาตรรวมเป็น 50 มิลลิลิตร ซึ่งคิดเป็น 10เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร โดยแปรผันระยะเวลาท่ีใช้ในการหมักในช่วง 24 – 48 ชั่วโมง แล้วน้าไปบ่มในอุณหภูมิ
ต่างๆ ตามตารางท่ีออกแบบโดยใช้ 2n factorial design analysis (ภาคผนวก ง)  
   
  3.3.6.6 วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 
   น้าข้อมูลท่ีได้จากการทดลอง 2n factorial design analysis จากข้อ 
3.3.6.1 ถึงข้อ 3.3.6.4 ไปวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม statistica version 8 

 
 3.3.7 การเตรียมหัวเชื้อส าหรับผลิตเอทานอลในระดับขวดทดลอง 
   
  เตรียมหัวเชื้อโดยถ่ายแบคทีเรียสายพันธุ์ Z. mobilis TISTR 405 จากหลอด
อาหารเล้ียงเชื้อแข็งเอียงจากข้อ 3.3.1.1 ลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว Z medium (ภาคผนวก ก) ท่ีมี
น้้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนความเข้มข้น 200 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุ
อยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไม่มีการเขย่าให้
อากาศ เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากน้ันน้ามาปรับค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 550 นาโนเมตร ให้มีค่า 0.2 
ด้วยอาหารเล้ียงเชื้อท่ีไม่มีแหล่งคาร์บอนเป็นส่วนประกอบ เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อต้ังต้นในการทดลอง
ต่อไป 
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 3.3.8 การเตรียมหัวเชื้อส าหรับผลิตเอทานอลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 
  เตรียมหัวเชื้อตามวิธีการทดลองในข้อ 3.3.5 โดยเปล่ียนระดับความเข้มข้นของ
น้้าตาลกลูโคสในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว Z medium (ภาคผนวก ก) เป็น 150 กรัมต่อลิตร และ
อุณหภูมิท่ีใช้ในการบ่มเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส และปรับค่าความเป็นกรดเบสเท่ากับ 6.5 
 
 3.3.9 วิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้งของ Z. mobilis 

 
  น้าน้้าหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปั่นแยกเซลล์ โดยการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ปั่นล้างเซลล์ด้วยน้้ากล่ัน 2 ครั้ง จากน้ันน้าเซลล์ท่ีได้ไปใส่ใน
ถ้วยพลาสติกท่ีทราบน้้าหนักแน่นอนแล้ว อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ชั่งน้้าหนักถ้วยที่มีเซลล์อบแห้ง และค้านวณปริมาณน้้าหนักเซลล์แห้งในหน่วยกรัมต่อลิตร 
 
  3.3.10 วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ตามวิธีของ Miller (1959) 

   
  น้าน้้าหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปั่นแยกเซลล์ โดยการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันน้าส่วนใสไปท้าการวิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ 
ตามวิธีดังข้อ 3.3.3.4  
 
  
 3.3.11 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด โดยวิธี Phenol sulfuric acid (Dubois 
และคณะ, 1956) 
 
  น้าน้้าหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปั่นแยกเซลล์ โดยการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันน้าส่วนใสไปท้าการวิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ 
ตามวิธีดังข้อ 3.3.3.5  
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3.3.12 การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล 
 
3.3.12.1 การเตรียมสารเคมี 

      ปิเปต absolute ethanol (99.8 %, 0.7908 กรัมต่อมิลลิลิตร) 0.253, 
0.507, 0.760, 1.014 และ 1.267 ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 10 
มิลลิลิตร จะได้สารละลายมาตรฐานเอทานอลความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ 100 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ จากน้ันปิเปตโพรพานอลมาตรฐาน (99.8 %, 0.8040 กรัมต่อมิลลิลิตร) มา 1.875 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

 
3.3.12.2  การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

ปิเปตสารละลายมาตรฐานความเข้มข้นต่างๆที่เตรีมไว้ตามข้อ 3.3.13.1 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายโพรพานอลท่ีเตรียมไว้หลอดละ 1 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน น้าไปวิเคราะห์ด้วย (Gas chromatography; GC) 
 
  3.3.12.3 วิธีการวิเคราะห์ 
     น้าน้้าหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปั่นแยกเซลล์ โดยการปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันน้าส่วนน้้าใสมา 1 มิลลิลิตร เติมโพรพา
นอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร เป็น internal standard ผสมให้เข้ากัน วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอล
โดยวิธีก๊าซโครมาโตรกราฟี (Gas chromatography) ภายใต้สภาวะดังน้ี 
 
 ชนิดของคอลัมน์                       : แคปพิลลารีคอลัมน์ ชนิด cabowax-PEG  
                                                             ขนาด 60 m×25 mm ID× 25 μ m Df 
             อุณหภูมิของ injector               : 120 องศาเซลเซียส (isothermal) 
             อุณหภูมิของ column               : 50 องศาเซลเซียส 
              ก๊าซตัวพา (carrier gas)          : N2 อตัราการไหล 7.5 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
              ปรมิาตรฉีด                             : 1 ไมโครลิตร 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 

4.1 การคัดเลือกตัวอย่างลูกแป้งที่มีประสิทธิภาพในการผลิตน้ าต้อย 
 
 4.1.1 เก็บตัวอย่างลูกแป้งเพื่อคัดเลือกลูกแป้งที่มีประสิทธิภาพในการผลิตน้้าต้อย 
 
  ตัวอย่างลูกแป้งจากแหล่งต่างๆจ้านวน  10 แหล่ง สามารถรวบรวมลูกแป้งได้
ท้ังหมด 26 ตัวอย่าง จากน้ันก้าหนดรหัสลูกแป้ง ดังแสดงในตารางท่ี 4.1ลูกแป้งท้ัง 26 ตัวอย่าง 
พบว่ามีลักษณะคล้ายกันท้ังหมด คือ มีลักษณะครึ่งวงกลม สีขาวนวล ขนาดประมาณ 1.5-3.5 x 
3-4 ลูกบาศก์เซนติเมตร (รูปท่ี 4.1) 
 
 

      
 

รูปท่ี 4.1 แสดงตัวอย่างลักษณะลูกแป้ง 
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      ตารางท่ี 4.1 จ้านวนตัวอย่างลูกแป้งที่รวบรวมได้จากแหล่งต่างๆ 
แหล่งท่ีมาของลูกแป้ง (จังหวัด) รหัสลูกแป้ง 

 
แพร่ 

แพร่ 1 
แพร่ 2 
แพร่ 3 
แพร่ 4 

 
 

เพชรบุรี 

เพชรบุรี 1 
เพชรบุรี 2 
เพชรบุรี 3 
เพชรบุรี 4 

 
สุพรรณบุรี 

สุพรรณบุรี 1 
สุพรรณบุรี 2 
สุพรรณบุรี 3 

สระบุร ี สระบุรี 1 
สระบุรี 2 

เชียงใหม่ เชียงใหม่ 1 
เชียงใหม่ 2 

 
ชุมพร 

ชุมพร 1 
ชุมพร 2 
ชุมพร 3 

 
อุบลราชธานี 

อุบลราชธานี 1 
อุบลราชธานี 2 
อุบลราชธานี 3 

กทม กทม 1 
กทม 2 

ศรีสะเกษ ศรีสะเกษ 1 
ศรีสะเกษ 2 

ห้องทดลอง LAB 
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4.1.2 การคัดเลือกลูกแป้งที่มีประสิทธิภาพในการผลิตน้้าต้อย 
 

หมักปลายข้าวโดยใช้ปลายข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 ใช้ลูกแป้งจากแหล่งตัวอย่างท้ัง 26 
แหล่ง โดยบดตัวอย่างลูกแป้ง 1 กรัม ใส่ในปลายข้าวเหนียวน่ึง 50 กรัม ท่ีบรรจุในขวดขนาด 400 
มิลลิลิตร คลุกเคล้าให้เข้ากัน แล้วบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อคัดเลือกลูกแป้งท่ีมีความสามารถใน
การเปล่ียนของแข็ง (ปลายข้าวเหนียวน่ึง) ให้กลายเป็นของเหลว (น้้าต้อย) และให้ความเข้มข้น
ของน้้าตาลสูง (กรัมต่อลิตร) โดยเก็บตัวอย่างทุกวันเป็นเวลา 5 วัน เพื่อน้ามาวิเคราะห์ความ
เข้มข้นของน้้าตาล จากการทดลองพบว่าลูกแป้งจากทุกตัวอย่างจะให้ความเข้มข้นของน้้าต้อย
สูงสุดในวันท่ี 3 (ตารางท่ี 4.2)  เมื่อทราบปริมาณน้้าต้อยท่ีผลิตได้ และทราบความเข้มข้นของ
น้้าตาลแล้ว จึงคัดเลือกเอาลูกแป้งท่ีให้ความเข้มข้นของน้้าตาลสูงกว่า 400 กรัมต่อลิตร ซึ่งใน
ตารางท่ี 4.2 จะพบว่าลูกแป้งท่ีมีความเข้มข้นของน้้าตาลท่ีสูงเกิน 400 กรัมต่อลิตร มีท้ังหมด 8 
ตัวอย่าง 
 
ตารางท่ี 4.2 ความสามารถในการผลิตน้้าต้อยของลูกแป้งจากแหล่งต่างๆ 
ล้าดับ ตัวอย่างลูกแป้ง ปริมาณน้้าต้อย 

(มิลลิลิตร) 
ความเข้มข้นน้้าตาลในน้้าต้อย 

(กรัมต่อลิตร) 
1 แพร่ 1 21.33 418.33 
2 แพร่ 2 21.00 252.00 
3 แพร่ 3 17.00 276.33 
4 แพร่ 4 16.00 220.00 
5 เพชรบุรี 1 21.33 395.00 
6 เพชรบุรี 2 19.33 411.00 
7 เพชรบุรี 3 21.66 376.00 
8 เพชรบุรี 4 16.66 277.00 
9 สุพรรณบุรี 1 25.33 270.00 
10 สุพรรณบุรี 2 16.33 378.66 
11 สุพรรณบุรี 3 22.33 445.33 
12 สระบุรี 1 23.00 260.66 
13 สระบุรี 2 18.66 382.66 
14 เชียงใหม่ 1 20.33 390.66 
15 เชียงใหม่ 2 21.00 347.33 
16 ชุมพร 1 23.33 390.66 
17 ชุมพร 2 23.33 443.33 
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ตารางท่ี 4.2 ความสามารถในการผลิตน้้าต้อยของลูกแป้งจากแหล่งต่างๆ (ต่อ) 
18 ชุมพร 3 23.66 410.33 
19 อุบลราชธานี 1 24.33 416.33 
20 อุบลราชธานี 2 26.33 443.66 
21 อุบลราชธานี 3 22.00 354.33 
22 กทม 1 17.33 342.33 
23 กทม 2 21.66 404.66 
24 ศรีสะเกษ 1 14.66 376.66 
25 ศรีสะเกษ 2 22.00 385.33 
26 LAB 15.00 375.33 

หลังจากการทดลองหมักปลายข้าวโดยใช้ลูกแป้งจากสถานท่ีต่างๆ จากน้ันคัดเลือกลูก
แป้งที่ให้ความเข้มข้นของน้้าตาลสูงท่ีสุด 8 อันดับแรกมาท้าการทดลองซ้้า พบว่าตัวอย่างลูกแปง้ท่ี
สามารถผลิตน้้าต้อย(ของเหลวที่เกิดขึ้นหลังจากการผสมลูกแป้งกับปลายข้าวเหนียวน่ึง) ท่ีให้
ความเข้มข้นของน้้าตาลสูงท่ีสุดท้ัง 8 ตัวอย่าง ได้แก่ลูกแป้งรหัส แพร่ 1 เพชรบุรี 2 สุพรรณบุรี 3 
ชุมพร 2 ชุมพร 3 อุบลราชธานี 1 อุบลราชธานี 2 และ กทม 2 จากน้ันน้าตัวอย่างลูกแป้งดังกล่าว
มาทดลองอีกครั้งภายใต้ภาวะเดิม ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 4.3 พบว่า ลูกแป้งรหัส 
อุบลราชธานี 2 สามารถผลิตน้้าต้อยได้ 25.66 และให้ความเข้มข้นของน้้าตาลสูงสุด เท่ากับ 
446.33 กรัมต่อลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยา่งจากแหล่งอื่นๆแล้ว ลูกแป้งรหัสอุบลราชธาน ี2 มี
ความสามารถในการผลิตน้้าต้อยได้ดีท่ีสุด และให้ปริมาณน้้าตาลมากท่ีสุด จึงเลือกลูกแป้งรหัส 
อุบลราชธานี 2 ใช้ส้าหรับการทดลองในขั้นตอนต่อไป 
 
ตารางท่ี 4.3 ความสามารถในการผลิตน้้าต้อยของตัวอย่างลูกแป้งทั้ง 8 ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง ปริมาณน้้าต้อย 
(มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นน้้าตาลในน้้าต้อย 
(กรัมต่อลิตร) 

แพร่ 1 22.66 ±0.57 421.33 ±4.04 
เพชรบุรี 2 26.33 ±0.57 411.66 ±2.08 

สุพรรณบุรี 3 22.66 ±0.57 435.00 ±4.16 
ชุมพร 2 25.33 ±0.57 418.66 ±2.08 
ชุมพร 3 23.33 ±1.15 425.33 ±3.05 

อุบลราชธานี 1 27.00 ±1.00 405.00 ±2.64 
อุบลราชธานี 2 25.66 ±0.57 446.33 ±1.15 

กทม 2 20.33 ±0.57 400.33 ±2.08 
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4.2 หาภาวะที่ดีที่สุดในการหมักปลายข้าวให้เป็นน้ าตาลโดยลูกแป้งรหัส อุบลราชธานี 2 
 
 4.2.1 ปริมาณน้้าที่เหมาะสมในการน่ึงปลายข้าวเหนียว 
 

การทดลองท้าโดยแปรผันปริมาณน้้าเป็น 55, 60, 65, 70, 75 และ 80 มิลลิลิตร ต่อปลาย
ข้าวปริมาตร 50 กรัม จากน้ันน้าไปอบฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้ิง
ให้เย็น แล้วน้าปลายข้าวน่ึงคลุกเคล้าให้เข้ากับลูกแป้ง ด้วยอัตราส่วนลูกแป้ง 1 กรัมต่อปลายข้าว
น่ึง 50 กรัม หลังจากคลุกเคล้ากับลูกแป้งแล้วน้าไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง จากน้ันเก็บน้้าต้อย โดย
การกรองผ่านผ้าขาวบาง ติดตามผลโดยการวัดปริมาณน้้าต้อยท่ีเกิดขึ้น และวัดความเข้มข้นของ
น้้าตาลตามวิธีในข้อ 3.3.4 ท้าการทดลอง 3 ซ้้า ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 4.4 พบว่าปริมาณ
น้้าท่ีใช้ในการน่ึงข้าวท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตน้้าต้อย คือ ปริมาณน้้า 65 มิลลิลิตร 
สามารถผลิตน้้าต้อยได้ในปริมาณมากท่ีสุด คือ 27 มิลลิลิตร และให้ความเข้มข้นของน้้าตาลสูงสุด 
เท่ากับ 448.33 กรัมต่อลิตร สามารถให้ปลายข้าวน่ึงท่ีมีลักษณะเหมาะสม คือ มีความชื้น
พอสมควร แต่ไม่มากจนข้าวเละติดกัน ซึ่งลักษณะดังกล่าวน้ีเป็นภาวะท่ีเหมาะแก่การเจริญของ
เชื้อรา และการผลิตน้้าต้อยของเชื้อรา ในขณะท่ีข้าวท่ีน่ึงโดยใช้น้้าในปริมาณอื่นๆ จะให้ข้าวท่ีมี
ลักษณะท่ีแตกต่างออกไปคือ ข้าวท่ีน่ึงโดยเติมน้้าในปริมาณน้อยกว่า 65 มิลลิลิตร พบว่า ข้าวมี
ลักษณะสุกก้าลังพอดี หรือข้าวบางส่วนยังมีลักษณะแข็ง ท้าให้ในข้าวน้ันมีความชื้นต้่า ซึ่งเป็น
ภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อราในการผลิตน้้าต้อย ส่วนข้าวท่ีเติมน้้าในปริมาณท่ี
มากกว่า 65 มิลลิลิตรน้ัน พบว่า ข้าวมีลักษณะอ่อนน่ิมแฉะเกินไป จึงไม่เหมาะสมในการผลิตน้้า
ต้อย 
 
ตารางท่ี 4.4 ผลของการแปรผันปริมาณน้้าที่ใช้ในการน่ึงข้าวเพื่อผลิตน้้าต้อย 

ปริมาณน้้า  
(มิลลิลิตร) 

ปริมาณน้้าต้อย  
(มิลลิลิตร) 

ปริมาณน้้าตาลในน้้าต้อย  
(กรัมต่อลิตร) 

55 น้อยกว่า 5 ไม่สามารถวัดได้ 
60 21.66 ±1.52 431.33 ±4.04 
65 27.00 ±1.00 448.33 ±2.08 
70 26.66 ±0.57 400.33 ±2.51 
75 27.33 ±0.57 344.33 ±2.51 
80 28.33 ±0.57 293.66 ±3.05 
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4.2.2 ผลของวิธีการน่ึงต่อการย่อยแป้ง 
 
อุณหภูมิและความดันสูงในการน่ึงใน Autoclave อาจ มีผลท้าให้ราย่อยสลายแป้งได้ดีขึน้

กว่าการนึ่งด้วยไอน้้าตามปกติ การทดลองน้ีจึงเปรียบเทียบการย่อยปลายข้าวเหนียวท่ีน่ึงด้วยไอ
น้้าตามปกติกับปลายข้าวเหนียวท่ีน่ึงใน autoclave การย่อยใช้วิธีการเดียวกับการทดลองอื่นๆ คือ 
คลุกข้าวท่ีน่ึงแล้วกับผงลูกแป้งด้วยอัตราส่วนลูกแป้ง 1 กรัม ต่อปริมาณข้าวเหนียว 50 กรัม   แล้ว
น้าไปบ่มท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากน้ันเก็บน้้าต้อยไปวิเคราะห์ความ
เข้มข้นของน้้าตาล ท้าการทดลอง 3 ซ้้า ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.5 

 
ตารางที่ 4.5 ความเข้มข้นน้้าตาลในน้้าต้อยจากปลายข้าวเหนียวท่ีน่ึงด้วยวิธีต่างกัน 
น่ึงข้าวด้วยความร้อน  

(องศาเซลเซียส) 
15 นาท ี

ปริมาณกลูโคส 
(กรัมต่อลิตร) 

(HPLC) 

ค่าเฉล่ียกลูโคส 
(กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณกลูโคส
(กรัมต่อลิตร) 

(DNSA) 

ค่าเฉล่ียกลูโคส 
(กรัมต่อลิตร) 

100 225.35  
231.39 ± 5.32 

234.76  
247.64 ± 11.23 100 235.39 252.84 

100 233.44 255.33 
121 265.45  

266.33 ± 1.95 
298.54  

304.40 ± 5.14 121 268.57 308.12 
121 264.98 306.56 

 
จากตารางจะเห็นว่ากลูโคสท่ี เกิดจากปลายข้าวเหนียวท่ีน่ึงในเครื่องน่ึงอบฆ่าเชื้อ 

(autoclave) สูงกว่าการน่ึงด้วยไอน้้าธรรมดา อย่างชัดเจน ท้ังน้ีอาจเป็นเพราะเครื่องน่ึงอบฆ่าเชื้อ
ท้าให้โครงสร้างของแป้งเปล่ียนแปลงไปจึงถูกย่อยได้ง่ายขึ้น การเปล่ียนแปลงน้ันอาจเป็นการพอง
ตัวของสายแป้งแบบเดียวกับท่ีเซลลูโลสพองขึ้นเมื่อผ่านกระบวนการ steam explosion หรืออาจ
เกิดจากองค์ประกอบอื่นๆ เช่นโปรตีนเสียสภาพ (denatured) ไปก็ได้ ท้ังน้ียังต้องการการพิสูจน์
ต่อไป เป็นท่ีสังเกตว่าวิธีการวัดก็มีผลต่อความเข้มข้นท่ีอ่านได้ โดยการวัดด้วย HPLC มีค่าต้่ากว่า
การวัดด้วยวิธี DNSA อยู่ 6.6-12.5% 
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4.2.3 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตน้้าต้อย 
 
  ชั่งปลายข้าวเหนียว 50 กรัม บรรจุในขวดแก้วปริมาตร 400 มิลลิลิตร แล้วเติมน้้า
ลงไปในปริมาณ 65 มิลลิลิตร จากน้ันน้าไปอบฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที ท้ิงให้เย็นแล้วน้าไปคลุกกับลูกแป้งข้าวหมากท่ีเตรียมไว้ตามข้อ 3.3.2 น้าไปบ่มในตู้ควบคุม
อุณหภูมิ โดยแปรผันอุณหภูมิในการบ่มเป็น 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส จากน้ันเก็บน้้าต้อย  
โดยการกรองผ่านผ้าขาวบาง ติดตามผลโดยการวัดปริมาณน้้าต้อยท่ีเกิดขึ้น และวัดความเข้มข้น
ของน้้าตาลตามวิธีในข้อ 3.3.4 ท้าการทดลอง 3 ซ้้า 
  
ตารางท่ี 4.6 ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตน้้าต้อย 

อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซียส) 

ปริมาณน้้าต้อย 
(มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของน้้าตาลในน้้าต้อย 
(กรัมต่อลิตร) 

30 27.66 ±1.52 447.66 ±3.05 
35 22.33 ±1.52 400.66 ±3.05 
40 14.33 ±2.08 272.00 ±5.29 

 
ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 4.6 พบว่า อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการหมักข้าวหมาก คือ 

30 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิโดยท่ัวไปท่ีเชื้อราสามารถเจริญเติบโตได้ดี และจากผลการ
ทดลองเป็นอุณหภูมิท่ีสามารถผลิตน้้าต้อยได้ในปริมาณมากท่ีสุด คือ 27.66 ±1.52มิลลิลิตร และ
ให้ปริมาณน้้าตาลสูงสุด เท่ากับ 447.66 ±3.05กรัมต่อลิตร 

 
4.2.4 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตน้้าต้อย 

 
 ชั่งปลายข้าวเหนียว 50 กรัม บรรจุในขวดแก้วปริมาตร 400 มิลลิลิตร แล้วเติมน้้าลงไปใน
ปริมาณ 65 มิลลิลิตร จากน้ันน้าไปอบฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้ิง
ให้เย็นแล้วน้าไปคลุกกับลูกแป้งข้าวหมากท่ีเตรียมไว้ตามข้อ 3.3.2 น้าไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส มาแปรผันระยะเวลาในการหมักข้าวหมากในช่วง 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ7 วัน 
จากน้ันเก็บน้้าต้อย  โดยการกรองผ่านผ้าขาวบาง ติดตามผลโดยการวัดปริมาณน้้าต้อยท่ีเกิดขึ้น 
และวัดความเข้มข้นของน้้าตาลตามวิธีในข้อ 3.3.4 ท้าการทดลอง 3 ซ้้า 
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ตารางท่ี 4.7 ผลของระยะเวลาในการหมักน้้าต้อย 
ระยะเวลา 

(วัน) 
ปริมาณน้้าต้อย 

(มิลลิลิตร) 
ความเข้มข้นของน้้าตาลในน้้าต้อย 

(กรัมต่อลิตร) 
1 15.33 ±3.51 187.33 ±2.51 
2 20.33 ±0.57 346.00 ±4.00 
3 28.00 ±1.00 422.00 ±2.00 
4 24.66 ±0.57 372.33 ±3.21 
5 25.33 ±0.57 299.66 ±2.51 
6 24.00 ±2.00 311.33 ±3.51 
7 21.66 ±1.15 294.66 ±2.08 

 
ผลการทดลองในตาราง 4.7 แสดงให้เห็นว่า ระยะเวลาที่ใช้ในการหมัก 3 วัน สามารถผลิต

น้้าต้อยได้ในปริมาณมากท่ีสุด คือ 28 มิลลิลิตร และให้ความเข้มข้นของน้้าตาลสูงสุด เท่ากับ 422 
กรัมต่อลิตร เน่ืองจากลูกแป้งเป็นกล้าเชื้อผสม ท่ีประกอบด้วยจุลินทรีย์ท่ีส้าคัญในการเปล่ียน
สภาพแป้งให้กลายเป็นน้้าตาลหรือแอลกอฮอล์ (กฤษฎา ขุนแหลม, 2542) ในระหว่างการหมัก
ปลายข้าวด้วยลูกแป้งเชื้อราจะเจริญได้ในช่วง 2-3 วันแรก ของการหมัก ซึ่งเป็นสภาพการหมักท่ีใช้
อากาศ เน่ืองจากการบรรจุข้าวในขวดหมักจะบรรจุเพียง 1ใน 4 ของปริมาตรขวด ท้าให้ราได้รับ
ออกซิเจนจากอากาศอย่างท่ัวถึง จากน้ันเมื่อเกิดน้้าต้อยขึ้น และยีสต์เริ่มการหมัก ท้าให้มีปริมาณ
แอลกอฮอล์ และสภาพไร้อากาศ ซึ่งเกิดจากการท่ียีสต์ปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ออกมา ท้า
ให้ราตายไป (ชุลี ยมภักดี และคณะ, 2550) และน้้าตาลบางส่วนถูกใช้ไป ท้าให้พบว่าหลังจากวันท่ี 
3 จะมีความเข้มข้นของน้้าตาลลดลง ดังน้ัน ระยะเวลาที่เหมาะสม คือในช่วง 3 วันแรก แต่ในวันท่ี 
1 และวันท่ี2 เชื้อรายังเจริญได้ไม่เต็มท่ี ท้าให้มีปริมาณน้้าต้อยน้อย และความเข้มข้นของน้้าตาล
ไม่สูงเท่ากับวันท่ี 3 

 
 จากผลการทดลองในการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน้้าต้อยจากปลายข้าวโดยลูก
แป้งข้าวรหัสอุบลราชธานี 2 พบว่า ปริมาณน้้าต่อปริมาณปลายข้าว 50 กรัมท่ีใช้ในการน่ึงปลาย
ข้าวท่ีเหมาะสม คือ 65 มิลลิลิตร ท้าการหมักปลายข้าวโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 3 วัน เป็นภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตน้้าต้อย จึงใช้ภาวะในการผลิตน้้าต้อย
ดังกล่าวน้ีส้าหรับการย่อยปลายข้าวเพื่อน้าน้้าต้อยไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
 



50 
 

 

4.3 ศึกษาผลของปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อการผลิตเอทานอลโดย Zymomonas mobilis 
TISTR 405 ในระดับขวดทดลองโดยวิธี 2n factorial design analysis (Cazetta และคณะ 
2005) 
 

ศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตเอทานอล 4 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของน้้าตาลเริ่มต้น ค่า
ความเป็นกรดเบส อุณหภูมิ และระยะเวลาท่ีใช้ในการผลิต มาหาภาวะท่ีเหมาะสมโดยวิธี 2n 
factorial design analysis โดยก้าหนดค่าของปัจจัยต่างๆ โดยให้ความเข้มข้นของน้้าต้อยเป็น 
100-300 กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรดเบส 4-8 อุณหภูมิ 25-35 องศาเซลเซียส และระยะเวลาท่ี
ใช้ในการผลิต 24-72 ชั่วโมง โดยแปรผันปัจจัยต่างๆตามตาราง (ภาคผนวก ง) เมื่อพิจารณาเอทา
นอลท่ีผลิตได้จากผลของปัจจัยในแต่ละปัจจัย ได้ผลการทดลองตามตารางท่ี 4.8 

 
ตารางท่ี 4.8 แสดงผลการผลิตเอทานอลจากปัจจัย 4 ปัจจัย โดยวิธี 2n factorial design analysis 
ล้าดับ ปัจจัย ปริมาณเอทานอล (กรัมต่อลิตร) 

1 A-/B-/C-/D- 2.85±3.24 
2 A-/B-/C-/D+ 34.24±3.31 
3 A-/B-/C+/D- 1.71±4.22 
4 A-/B-/C+/D+ 15.94±3.56 
5 A-/B+/C-/D- 36.78±2.08 
6 A-/B+/C-/D+ 50.10±1.80 
7 A-/B+/C+/D- 51.78±3.45 
8 A-/B+/C+/D+ 45.65±4.46 
9 A+/B-/C-/D- 4.19±3.87 
10 A+/B-/C-/D+ 4.39±4.32 
11 A+/B-/C+/D- 4.17±2.33 
12 A+/B-/C+/D+ 3.33±1.21 
13 A+/B+/C-/D- 7.20±4.36 
14 A+/B+/C-/D+ 3.90±3.44 
15 A+/B+/C+/D- 46.03±2.31 
16 A+/B+/C+/D+ 21.99±4.37 
17 A0/B0/C0/D0 65.69 
18 A0/B0/C0/D0 64.80 
19 A0/B0/C0/D0 60.15 
20 A0/B0/C0/D0 55.40 
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หมายเหตุ  
 

 A 
+ ความเข้มข้นน้้าตาล 300 กรัมต่อลิตร 
0 ความเข้มข้นน้้าตาล 200 กรัมต่อลิตร 
- ความเข้มข้นน้้าตาล 100 กรัมต่อลิตร 

 
B 

+ pH = 8 
0 pH = 6 
- pH = 4 

 
C 

+ อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
- อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 
D 

+ ระยะเวลา 72 ชั่วโมง 
0 ระยะเวลา 48 ชั่วโมง 
- ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ตารางท่ี 4.9 เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล โดยดูผลของปัจจัยทีละ 1 ปัจจัย 

หมายเหตุ  
A + ความเข้มข้นน้้าตาล 300 กรัมต่อลิตร 

- ความเข้มข้นน้้าตาล 100 กรัมต่อลิตร 
B + pH = 8 

- pH = 4 
C + อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

- อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
D + ระยะเวลา 72 ชั่วโมง 

- ระยะเวลา 24 ชัว่โมง 

ปัจจัย หมายเลขการทดลอง ค่าเฉล่ียเอทานอล (กรัมต่อลิตร) 
A- 1-8 239.13 
A+ 9-16 95.24 
B- 1-4 , 9-12 70.85 
B+ 5-8 , 13-16 263.52 
C- 1,2,5,6,9,10,13,14 140.14 
C+ 3,4,7,8,11,12,15,16 190.64 
D- 1,3,5,7,9,11,13,15 127.40 
D+ 2,4,6,8,10,12,14,16 206.97 
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จากตารางท่ี 4.9 เมื่อพิจารณาปริมาณเอทานอลท่ีได้จากผลของปัจจัยจะพบว่า การใช้
ปริมาณน้้าตาลกลูโคสเร่ิมต้นท่ี 100 กรัมต่อลิตร  จะให้ผลของการผลิตเอทานอลได้ค่าท่ีสูงกว่าท่ี
ความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคส 300 กรัมต่อลิตรเท่ากับ 60.25 เปอร์เซนต์ ส่วนค่าความเป็นกรด
เบส พบว่าท่ีค่าความเป็นกรดเบส 8 จะให้ผลการผลิตเอทานอลได้ดีกว่าค่าความเป็นกรดเบส 4 
เท่ากับ 73.38 เปอร์เซ็นต์ ส่วนท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จะให้ผลผลิตเอทานอลมากกว่าท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยให้ผลผลิตเอทานอลท่ีมากกว่า 26.31 เปอร์เซ็นต์ และในการเพิ่ม
เวลาในการหมักจาก 24 ชั่วโมงเป็น 72 ชั่วโมง จะสามารถให้ผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นเป็น 38.34 
เปอร์เซ็นต์  

 
ดังน้ันจากผลการทดลอง เมื่อน้ามาพิจารณาในแต่ละปัจจัยแสดงให้เห็นว่าภาวะในการ

ผลิตเอทานอล คือ น้้าตาลความเข้มข้นเริ่มต้น 100 กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรดเบส เท่ากับ 8 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และระยะเวลาที่ใช้ในการผลิต 72 ชั่วโมง เป็นภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน
การผลิตเอทานอล 

 
เมื่อพิจารณาถึงผลของปัจจัย 2 ปัจจัย ได้ใช้โปรแกรมทางสถิติ คือ โปรแกรม statistica 

มาช่วยในการวิเคราะห์ผลของความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย โดยการสร้างภาพพื้ นท่ีผิวท่ีแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยขึ้น (Response surface methodology; RSM) เพื่อท้านายค่าท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอทานอล ซึ่งเมื่อท้าการสร้างภาพพื้นผิวตอบสนองจากข้อมูลท่ีได้ จากตาราง
ท่ี 4.8 ผลปรากฏว่าได้ค่า R2 เท่ากับ 0.794 (ภาคผนวก จ)  
  
 จากค่าสมการท้านายการผลิตเอทานอล เมื่อน้ามาค้านวณผลของสมการเปรียบเทียบกับ
ผลของเอทานอลท่ีผลิตได้ตามการทดลองในข้อ 4.8 จะได้ผลตามตาราง 4.10 
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ตารางท่ี 4.10 ผลการผลิตเอทานอลจากการทดลอง 2n factorial design analysis และค่าเอทา
นอลท่ีได้จากสมการท้านาย 

หมายเลขการทดลอง 
 

ปริมาณเอทานอลจากการ
ทดลอง(กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณเอทานอลจากสมการ 
(กรัมต่อลิตร) 

1 (A-/B-/C-/D-) 2.85 3.51 
2 (A-/B-/C-/D+) 34.24 30.53 
3 (A-/B-/C+/D-) 1.71 3.14 
4 (A-/B-/C+/D+) 15.94 17.47 
5 (A-/B+/C-/D-) 36.78 37.01 
6 (A-/B+/C-/D+) 50.15 47.57 
7 (A-/B+/C+/D-) 51.78 52.37 
8 (A-/B+/C+/D+) 45.65 49.91 
9 (A+/B-/C-/D-) 4.19 5.09 

10 (A+/B-/C-/D+) 4.39 3.51 
11 (A+/B-/C+/D-) 4.17 4.58 
12 (A+/B-/C+/D+) 3.33 3.72 
13 (A+/B+/C-/D-) 3.90 3.56 
14 (A+/B+/C-/D+) 7.20 6.51 
15 (A+/B+/C+/D-) 21.99 18.47 
16 (A+/B+/C+/D+) 46.03 49.91 

 
 จากตารางท่ี 4.8 เมื่อน้าผลการผลิตเอทานอลท่ีได้จากการทดลอง 2n factorial design 
analysis ไปหาความสัมพันธ์ของปจัจัยแต่ละปัจจัย โดยโปรแกรม statistica เพื่อสร้างพื้นท่ีผิวการ
ตอบสนอง (Response surface methodology) จะได้ความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัย ดังรูปที่ 4.2-
4.13 
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รูปท่ี 4.2 แสดงภาพ Response surface ของค่าความเป็นกรดเบส และความเข้มข้นของน้้าตาล
กลูโคสในการผลิตเอทานอล 
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รูปท่ี 4.3 แสดงภาพ Contour plot ของค่าความเป็นกรดเบส และความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคส        
ในการผลิตเอทานอล 
 
 จากรูปท่ี 4.2 แสดงผลความสัมพันธ์ของค่าความเป็นกรดเบส และความเข้มข้นของ
น้้าตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอล เมื่อพิจารณาจากภาพพบว่าความเป็นกรดเบสท่ีอยู่ในช่วง 5.5 
- 8 และค่าความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคสท่ีอยู่ระหว่าง125 - 230 กรัมต่อลิตร เป็นภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอทานอล และพบว่าท่ีค่าความเป็นกรดเบสสูง ถ้าระดับความเข้มข้นของ
น้้าตาลสูงกว่า 230 กรัมต่อลิตร หรือต้่ากว่า 125 กรัมต่อลิตร การผลิตเอทานอลจะลดลง ซึ่งเมื่อ
น้าผลของปัจจัยท่ีมีการวิเคราะห์ทีละปัจจัยมาวิเคราะห์ร่วมด้วย (ตารางท่ี 4.9) จะมีความ
สอดคล้องกันท่ีว่า ท่ีค่าความเป็นกรดเบสท่ี 8 จะมีผลท้าให้ผลิตเอทานอลได้มากกว่าค่าความเป็น
กรดเบสท่ี 4 มากถึง 73.38 เปอร์เซ็นต์  
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รูปท่ี 4.4 แสดงภาพ Response surface ของอณุหภูมิ และความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคสในการ
ผลิตเอทานอล 
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รูปท่ี 4.5 แสดงภาพ Contour plot ของอณุหภูมิ และความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคสในการ 
ผลิตเอทานอล 
 
 เมื่อพิจารณาดูความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยของความเข้มข้นของน้้า ตาลกลูโคส และ
อุณหภูมิ จากรูปท่ีแสดงในรูปท่ี 4.4 พบว่า ความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคสท่ีเหมาะสมจะอยู่ในช่วง 
145 - 230 กรัมต่อลิตร และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือช่วง 34- 36 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นช่วงท่ีแสดง
การผลิตเอทานอลได้สูงท่ีสุดของความสัมพันธ์ 2 ปัจจัยน้ี 
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รูปท่ี 4.6 แสดงภาพ Response surface ของเวลา และความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคสในการ 
ผลิตเอทานอล 
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รูปท่ี 4.7 แสดงภาพ Contour plot ของเวลา และความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคสในการ 
        ผลิตเอทานอล 

 
 จากรูปท่ี 4.6 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาล และระยะเวลาท่ีใช้ใน
การผลิตเอทานอล พบว่าความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคสเริ่มต้นจะมีค่าท่ีเหมาะสมอยู่ในช่วง 140 
220 กรัมต่อลิตร และระยะเวลาที่เหมาะสมท่ีใช้ในการผลิตเอทานอลจะอยู่ในช่วง 38 – 70 ชั่วโมง 
จะมีความเหมาะสมในการผลิตเอทอลได้สูงท่ีสุดส้าหรับปัจจัย 2 ปัจจัยน้ี 
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รูปท่ี 4.8 แสดงภาพ Response surface ของความเป็นกรดเบส และอุณหภูมิในการ 
ผลิตเอทานอล 
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รูปท่ี 4.9 แสดงภาพ Contour plot ของความเปน็กรดเบส และอุณหภูมิในการผลิตเอทานอล 
 
 เมื่อพิจารณาถึงปัจจัยระหว่างค่าความเป็นกรดเบส และอุณหภูมิ แสดงให้เห็นว่า จากรูป 
4.8 ช่วงอุณหภูมิ 27 – 33 องศาเซลเซียส และท่ีช่วงของค่าความเป็นกรดเบส 5.5 - 7.7 จะเป็น
ภาวะท่ีสามารถผลิตเอทานอลได้ดีท่ีสุด จากแนวโน้มท่ีปรากฏบนพื้นผิวตอบสนองระหว่าง 2 
ปัจจัยน้ี 
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รูปท่ี 4.10 แสดงภาพ Response surface ของความเป็นกรดเบส และเวลาในการผลิตเอทานอล 
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รูปท่ี 4.11 แสดงภาพ Contour plot ของค่าความเป็นกรดเบส และระยะเวลาในการผลิตเอทานอล 
 
 จากรูปท่ี 4.10 แสดงให้เห็นว่าระยะเวลาและค่าความเป็นกรดเบสในการผลิตเอทานอล 
พบว่า เมื่อระยะเวลาที่ใช้ในการผลิตท่ีเหมาะสมจะอยู่ในช่วง 23 – 55 ชั่วโมงและค่าความเป็นกรด
เบสจะอยู่ในช่วง 4.2 - 6.1 ตามล้าดับ จะเป็นค่าท่ีให้ผลผลิตเอทานอลสูงท่ีสุดในการผลิตเอทา
นอลเมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธ์ของท้ังสองปัจจัยน้ี 
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รูปท่ี 4.12 แสดงภาพ Response surface ของอณุหภูมิ และระยะเวลาในการผลิตเอทานอล 
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รูปท่ี 4.13 แสดงภาพ Contour plot ของค่าความเป็นกรดเบสและระยะเวลาในการผลิตเอทานอล 
 

 จากรูปท่ี 4.12 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิ และระยะเวลาท่ีใช้ในการผลิตเอทา
นอล มีความเหมาะสมในการผลิตเอทอลได้สูงท่ีสุด พบว่า เมื่ออุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะอยู่ในช่วง 
27 – 33 องศาเซลเซียสและระยะเวลาท่ีเหมาะสมจะอยู่ในช่วง 40 – 60 ชั่วโมง จะเป็นค่าท่ีให้
ผลผลิตเอทานอลสูงท่ีสุดในการผลิตเอทานอลเมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธ์ของท้ังสองปัจจัยน้ี 
 จากแผนภาพเมื่อน้ามาหาความสัมพันธ์ของทุกปัจจัยและหาช่วงของความเหมาะสมใน
การผลิตเอทานอลสามารถสรุปได้ตามตารางท่ี 4.11 
 
ตารางท่ี 4.11 แสดงความสัมพันธ์ของทุกปัจจัยและการหาช่วงเวลาที่เหมาะสมในการผลิต 
เอทานอล 

ความเข้มข้นของน้้าตาล 
(กรัมต่อลิตร) 

อุณหภูม ิ
 ( องศาเซลเซียส) 

เวลา ( ชั่วโมง) กรดเบส 

125 – 230 - - 5.5 – 8 
145 – 230 26 – 34 - - 
140 – 220 - 38 – 70 - 

- 24 – 33 - 5.5 – 7.7 
- - 23 – 55 4.2 – 6.1 
- 27-33 40 – 60 - 

145-230 27-33 40-55 5.5-6.1 
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จากการวิเคราะห์ด้วย RSM ของปัจจัยต่างๆทีละคู่ แล้วเลือกช่วงท่ีจะให้ผลดีร่วมของท้ัง 4 
ปัจจัยจะพบว่า ช่วงของสภาวะท่ีเหมาะสม ส้าหรับการผลิตแอลกอฮอล์ของ Zymomonas mobilis 
คือ ความเข้มข้นน้้าตาล 145-230 กรัมต่อลิตร ความเป็นกรดเบส 5.5-6.1 อุณหภูมิ 27-33 องศา
เซลเซียส และเวลา 40-55 ชั่วโมง 

 
เพื่อให้การผลิตเอทานอลเป็นไปอย่างสะดวกและยังได้ผลผลิตสูงจึงเลือกภาวะท่ีเหมาะสม

ดังน้ี 
ความเข้มข้นน้้าตาล 150 กรมัต่อลิตร  
ความเป็นกรดเบส 5.5  
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
เวลา 48 ชั่วโมง 

 
และเมื่อน้าค่าที่เลือกมาท้าการค้านวณตามสมการท้านายพบว่า  
 
ปริมาณเอทานอล [กรัมต่อลิตร] =   -0.001464X1

2-1.864237X2
2-0.151331X3

2- 
0.011620X4

2-0.017856X1X2+0.016841X1X3+0.001212X1X4+0.891470X2X3+ 
0.085123X2X4+0.021328X3X4+34.086116 
เมื่อก้าหนด  X1 = 150, X2 = 5.5, X3= 30 และ X4 = 48 
 
ซึ่งได้ปริมาณเอทานอล จากการสมการท้านายเท่ากับ  51.83 กรัมต่อลิตร 
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4.4 การผลิตเอทานอลในระดับขวดทดลองจากน้ าต้อยความเข้มข้น 150 300 และ 400 
กรัมต่อลิตร  
 
 น้้าต้อยมาจากการย่อยแป้งในปลายข้าวด้วยเอนไซม์ซึ่งอาจมีสารอาหารจากข้าวปะปนมา
ช่วยให้สามารถผลิตเอทานอลได้ดีขึ้น จึงลองแปรผันความเข้มข้นของน้้าต้อยให้สูงกว่า 150 กรัม
ต่อลิตร 
 การทดลองน้ีเพื่อศึกษาผลของความเข้มข้นของน้้าต้อยเริ่มต้นต่อผลของการผลิตเอทา
นอล โดยท้าการแปรผันความเข้มข้นของน้้าต้อยเร่ิมต้นเป็น 150 300 และ 400 กรัมต่อลิตร  พบว่า
การใช้น้้าต้อยเริ่มต้นท่ีความเข้มข้น 300 กรัมต่อลิตร ซึ่งสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุด คือ 56 
กรัมต่อลิตร รองลงมา คือ ท่ีความเข้มข้น 150 และ 400 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตเอทานอลได้ 
52.11 และ 40 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ (ตารางท่ี4.12) ซึ่งพบว่า ท่ีความเข้มข้นของน้้าต้อยเริ่มต้น 
150 กรัมต่อลิตร ถึงจะผลิตเอทานอลได้ในปริมาณน้อยกว่าการทดลองท่ีมีความเข้มข้นน้้า ต้อย
เร่ิมต้น 300 กรัมต่อลิตร แต่สามารถผลิตเอทานอลได้ภายในระยะเวลา 48 ชั่วโมง (รูปท่ี4.16) และ
พบว่าท่ีความเข้มข้นของน้้าต้อยเริ่มต้น 150 กรัมต่อลิตร จะมีอัตราการลดลงของน้้าตาลอย่าง
ต่อเน่ืองต้ังแต่ชั่วโมงท่ี 6  ซึ่งแตกต่างกับความเข้มข้นน้้าต้อยเริ่มต้นท่ี 300 และ 400 กรัมต่อลิตรท่ี
มีช่วงระยะเวลา lag phase ยาวถึงชั่วโมงท่ี 12 (รูปท่ี 4.15) จากการทดลองของ Loos และคณะ 
(1994) พบว่าการเจริญของ Z. mobilis จะมีช่วง lag phase ยาวขึ้นเมื่อเจริญในอาหารท่ีมีความ
เข้มข้นสูงขึ้น และจะมีการสะสมของสารผลิตภัณฑ์ เพื่อต้านแรงดันออสโมติกท่ีเกิดจากความ
เข้มข้นของน้้าตาล (Silverira และคณะ, 1999) ซึ่งอาจเป็นเพราะท่ีความเข้มข้นของสารต้ังต้นท่ีสูง
มากๆ จะไปมีผลยังยั้งต่อกระบวนการหมักท่ีใช้ Z. mobilis (Roger และคณะ, 1979) 
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รูปท่ี 4.14 แสดงน้้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ท่ีช่วงเวลาต่างๆของ Z. mobilis TISTR                  
405 โดยการแปรผันความเข้มข้นต้ังต้นเป็น 150 300 และ 400 กรัมตอ่ลิตร ในระดับขวดทดลอง 
 

 
 
รูปท่ี 4.15 แสดงการการเปล่ียนแปลงของน้้าตาล (กรัมต่อลิตร) ท่ีช่วงเวลาต่างๆของ Z. mobilis 
TISTR 405 โดยการแปรผันความเข้มข้นต้ังต้นเป็น 150 300 และ 400 กรัมต่อลิตร ในระดับขวด
ทดลอง 
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รูปท่ี 4.16 แสดงการผลิตเอทานอล (กรัมต่อลิตร) ท่ีช่วงเวลาต่างๆของ Z. mobilis TISTR 405 โดย
การแปรผันความเข้มข้นต้ังต้นเป็น 150 300 และ 400 กรัมต่อลิตร ในระดับขวดทดลอง 
 
ตารางท่ี 4.12 ผลความเข้มข้นของน้้าต้อยต้ังต้นต่อการผลิตเอทานอลจากปลายข้าวโดยการหมัก
แบบกะในระดับขวดทดลอง 
ความเข้มข้นน้้าต้อยต้ังต้น (กรัมต่อลิตร) 150 300 400 

ปริมาณน้้าตาลท่ีใช้ไป (กรัมต่อลิตร) 113 135 206 

ความเข้มข้นเอทานอล (กรัมต่อลิตร) 49.72 56.23 42.78 

อัตราการผลิตเอทานอล (กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) 1.03 0.93 0.71 

ผลได้ของเอทานอล (กรัมของเอทานอลต่อกรัมของน้้าตาลท่ีถูกใช้) 0.432 0.421 0.207 

ระยะเวลาที่ใช้ในการผลิต (ชั่วโมง) 48 72 72 
 

 จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าท่ีระดับความเข้มข้นของน้้าต้อย 150 กรัมต่อลิตรมีความ
เหมาะสมท่ีสุดในการผลิตเอทานอล เพราะเมื่อพจิารณาถึงอัตราการผลิตเอทานอล และผลได้ของ
เอทานอล คือ 1.03 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 0.432 กรัมของเอทานอลต่อกรัมของน้้าตาลท่ีถูกใช้ 
(ตารางท่ี 4.12) ซึ่งมีค่ามากท่ีสุดจากท้ัง 3 ความเข้มข้น 
 
 



70 
 

 

4.5 การผลิตเอทานอลจากน้ าต้อยที่ได้จากการย่อยปลายข้าวด้วยลูกแป้งข้าวหมากโดยใช้ 
Z. mobilis ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 
 
 การผลิตเอทานอลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร โดยการน้าภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตเอทานอลจากการศึกษาในระดับขวดทดลองมาใช้ในการผลิตในปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 
โดยใช้ความเข้มข้นของน้้าต้อยท่ีได้จากการย่อยปลายข้าวด้วยลูกแป้งข้าวหมาก โดยปรับปริมาณ
น้้าต้อยเร่ิมต้นเป็น 150 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้นเป็น 5.5 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ใช้หัวเชื้อคิดเป็น 10 เปอร์เซ็นต์ และมีอัตราการกวน 60 รอบต่อนาที เพื่อให้เชื้อได้สัมผัส
กับอาหารอย่างท่ัวถึง และท้าการหมักโดยให้มีปริมาตรท้าการในถังเท่ากับ 1 ลิตร โดยผลการผลิต
เอทานอลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แสดงดังรูปที่ 4.15 พบว่า เมื่อความเข้มข้นของน้้าตาลมีการลดลง
อย่างต่อเน่ืองจนถึงชั่วโมงท่ี 24 ก่อนท่ีจะเริ่มมีค่าคงท่ี ส่วนของปริมาณเอทานอลมีอัตราการ
เพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ืองและสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดชั่วโมงท่ี 28 ซึ่งสอดคล้องกับความเข้มข้น
ของปริมาณน้้าตาลท่ีลดลง 
 

 
 

รูปท่ี 4.17 แสดงการเปล่ียนแปลงของความเข้มข้นน้้าตาล ความเข้มข้นของเอทานอล และการ
เจริญของเซลล์ท่ีช่วงเวลาต่างๆ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร โดยการเล้ียงแบบกะท่ีมี
ปริมาตรท้าการเท่ากับ 1 ลิตร 
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 จากผลการศึกษา เมื่อเปรียบเทียบกับในระดับขวดทดลอง พบว่า สามารถผลิตเอทานอล
ได้ 59.73 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีอัตราการผลิต 2.13 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และผลได้ของเอทานอล 
เท่ากับ 0.49 กรัมของเอทานอลต่อกรัมของน้้าตาลท่ีถูกใช้ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองใน
ระดับขวดทดลอง จะพบว่าเมื่อน้ามาทดลองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพจะให้ผลผลิตเอทานอลท่ีดีกว่า 
ดังแสดงในตารางท่ี 4.13 
 
ตารางท่ี 4.13 เปรียบเทียบผลการผลิตเอทานอลในระดับขวดทดลองและถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
แบบกะ 
ระดับการทดลอง ขวดทดลอง ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ความเข้มข้นน้้าต้อยต้ังต้น (กรัมต่อลิตร) 150 150 
ปริมาณน้้าตาลท่ีใช้ไป (กรัมต่อลิตร) 113 126 
ความเข้มข้นเอทานอล (กรัมต่อลิตร) 49.72 59.73 
อัตราการผลิตเอทาอนล (กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) 1.03 1.24 
ผลได้ของเอทานอล (กรัมของเอทานอลต่อกรัมของ
น้้าตาลท่ีถูกใช้) 

0.43 0.46 

ระยะเวลาในการผลิต (ชั่วโมง) 48 48 
 
 จากตารางท่ี 4.13 เมื่อเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลในระดับขวดทดลองและในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของน้้าต้อยเริ่มต้นเท่ากันท่ี 150 กรัมต่อลิตร 
ความเป็นกรดเบสเริ่มต้น เท่ากับ 5.5 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แต่ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพมี
การควบคุมความเป็นกรดเบสให้มีค่าคงตลอดการทดลอง และมีอัตราการกวน 60 รอบต่อนาที ซึ่ง
แตกต่างจากในระดับขวดทดลองท่ีไม่มีการควบคุมค่าความเป็นกรดเบส และไม่มีการกวนให้
อากาศ ซึ่งเมื่อส้ินสุดการทดลอง พบว่าในระดับขวดทดลอง ค่าความเป็นกรดเบสจะลดลงจาก 5.5 
ไปอยู่ท่ี 3.8-3.95 ซึ่งเป็นค่าความเป็นกรดเบสท่ีไม่เหมาะแก่การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis 
และในถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีการกวน 60 รอบต่อนาที จะช่วยให้แบคทีเรียสัมผัสกับอาหารเล้ียง
เชื้อได้อย่างท่ัวถึง ซึ่งตรงกับการทดลองของ (Toma และคณะ, 2002) ท่ีศึกษาผลของการกวนต่อ
การผลิตเอทานอล พบว่าการกวนมีผลต่อการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลของเชื้อ Z. 
mobilis เพราะการกวนน้ันจะท้าให้มีอากาศละลายในอาหารมากขึ้น ซึ่งมีผลต่อการท้างานของเชื้อ 
(Abate และคณะ, 1996) 
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4.6 การผลิตเอทานอลจากปลายข้าวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร ด้วยการหมัก
แบบก่ึงกะ 
 
 จากการทดลองผลิตเอทานอลแบบกะสามารถสรุปได้ว่าความเข้มข้นของน้้าต้อยเริ่มต้น
ควรเป็น 150 กรัมต่อลิตร ในการทดลองน้ีจึงผลิตเอทานอลโดยแบ่งการเติมน้้าตาลออกเป็น 2 ช่วง 
ให้มีค่าปริมาณน้้าตาลรวมประมาณ 150 กรัมต่อลิตร โดยการทดลองน้ีจะเร่ิมต้นด้วยการเล้ียงเชื้อ
ด้วยน้้าตาลความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรดเบส 5.5 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
และเมื่อเชื้อเข้าสู่ประมาณชั่วโมงท่ี 24 ซึ่งพบว่าน้้าตาลถูกใช้ไปจนเกือบหมด จึงท้าการเติมน้้าต้อย
ลงไปเพื่อให้ความเข้มข้นของน้้าตาลมีค่าเท่ากับ 150 กรัมต่อลิตร ซึ่งเหมาะแก่การผลิตเอทานอล 
(การทดลองน้ีน้าน้้าหมักออก 1/2 ลิตร ก่อนเติมอาหาร 1.0 ลิตรจึงมีปริมาตรสุดท้าย 1.5 ลิตร) ซึ่ง
จะช่วยลดการเกิด end-product inhibition เพราะมีการน้าน้้าหมักออกจากถังหมักจ้านวนหน่ึง 
และลดเวลาและต้นทุนการเตรียมหัวเชื้อ 

 
 
รูปท่ี 4.18 แสดงน้้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ท่ีช่วงเวลาต่างๆของ Z. mobilis TISTR 405 ใน
การหมักแบบกึ่งกะ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 
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รูปท่ี 4.19 แสดงความเข้มข้นของน้้าตาล (กรัมต่อลิตร) ท่ีช่วงเวลาต่างๆของ Z. mobilis TISTR 
405 ในการหมักแบบกึ่ง ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 
 

 
 
รูปท่ี 4.20 แสดงการผลิตเอทานอล (กรัมต่อลิตร) ท่ีช่วงเวลาต่างๆของ Z. mobilis TISTR 405 ใน
การหมักแบบกึ่ง ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 
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 ตารางท่ี 4.14 ผลของการเติมน้้าตาลในการผลิตเอทานอลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกึ่งกะ 
ปริมาณน้้าตาลท่ีใช้ไป (กรัมต่อลิตร) 230 
ความเข้มข้นเอทานอล (กรัมต่อลิตร) 54.07 
อัตราการผลิตเอทาอนล (กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) 2.25 
ผลได้ของเอทานอล (กรัมของเอทานอลต่อกรัมของน้้าตาลท่ีถูกใช้) 0.51 
น้้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) 0.24 
ระยะเวลาในการผลิต (ชั่วโมง) 48 

 
 ในส่วนของการผลิตเอทานอลน้ันจากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นว่า เมื่อความเข้มข้น

ของน้้าตาลมีค่าสูงเกินไปจะไปกระตุ้นให้มีแรงดันออสโมติกมาก ท้าให้เชื้อ Z. mobilis มีช่วง lag 
phase ท่ียาวขึ้น และจะมีการน้าน้้าตาลไปสร้างผลผลิตอย่างอื่นร่วมด้วย นอกเหนือจากการผลิต
เอทานอล เช่น ซอร์บิทอล ท้าให้เซลล์สูญเสียพลังงานบางส่วนไป ส่งผลให้การสร้างเอทานอลมี
ปริมาณลดลง (Doelle และ Green, 1985) ซึ่งสามารถแก้ปัญหาดังกล่าวได้โดยท้าการเล้ียงแบบ
กึ่งกะ จากภาวะเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองก่อนหน้าน้ีได้แก่ ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้น 150 
กรัมต่อลิตร ความเป็นกรดเบส 5.5 อุณหภูมิ 30  น้าภาวะดังกล่าวมาทดลองผลิตเอทานอลแบบกึ่ง
กะ เพราะการหมักแบบกึ่งกะ ช่วยลดการเกิด end-product inhibition เพราะมีการน้าน้้าหมักออก
จากถังหมักจ้านวนหน่ึง (การทดลองน้ีน้าน้้าหมักออก 1/2 ลิตร ก่อนเติมอาหาร 1.0 ลิตรจึงมี
ปริมาตรสุดท้าย 1.5 ลิตร) ซึ่งจะช่วยลดในเร่ืองของเวลาและต้นทุนการเตรียมหัวเชื้อ 

 
 การหมักแบบกะในเวลา 24 ชั่วโมงแรกให้ผลคล้ายกับการทดลองท่ีผ่านมา Zymomonas 

mobilis เจริญอย่างดีใน 12 ชั่วโมงแรกหลังจากน้ันน้้าหนักแห้งก็ค่อนข้างคงท่ี ท่ี 5.8 - 6.2 กรัมต่อ
ลิตร คิดเป็นอัตราการเจริญ 0.24 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ในขณะท่ีการใช้น้้าตาลเป็นไปอย่าง
สม่้าเสมอ ตลอด 24 ชั่วโมงด้วยอัตรา 5.63 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง การผลิตเอทานอลเกิดได้
สม่้าเสมอต้ังแต่ชั่วโมงท่ี 4 และยังคงเกิดขึ้นแม้น้้าหนักเซลล์ไม่เพิ่มขึ้นแล้วก็ตาม อัตราการผลิตเอ
ทานอลในช่วงเวลาดังกล่าวเท่ากับ 2.43 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  

 
หลังจากการเอาอาหารออกและเติมอาหารใหม่ดังท่ีกล่าวมาแล้ว การหมักเป็นไปคล้ายเดิม

แต่ช้าลงเล็กน้อย อัตราการเจริญลดลงเหลือ 0.19 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง การใช้น้้าตาลเหลือ 4.83 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงและการผลิตเอทานอลเท่ากับ 2.33 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  

เมื่อคิดรวมอาหารท้ังหมด 2 ลิตร เป็นการใช้น้้าตาลไปท้ังหมด 230 กรัมได้เอทานอลท้ังหมด 
118.15 กรัมดังน้ันประสิทธิภาพการผลิตจึงเท่ากับ 0.51กรัมเอทานอลต่อกรัมน้้าตาล 
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บทท่ี 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
  
 5.1.1 การคัดเลือกตัวอย่างลูกแป้งที่มีประสทิธิภาพในการผลิตน้ าต้อย 
 
  ลูกแป้งรหัสอุบลราชธานี 2 เป็นลูกแป้งที่มีความสามารถในการย่อยปลายข้าวได้
ดีท่ีสุด และสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยปลายข้าว คือ มีอัตราส่วนของปลายข้าว 50 กรัม ต่อน้้า 
65 มิลลิลิตร โดยน้าไปน่ึงท่ีความร้อน 121 องศาเซลเซียส ท้ิงไว้ให้เย็น เมื่อน้าไปคลุกเคล้าให้เข้า
กัน และน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จะได้น้้าต้อยท่ีมีความเข้มข้นของ
น้้าตาลสูงท่ีสุด โดยจะมีความเข้มข้นของน้้าตาลท้ังหมดประมาณ 446 กรัมต่อลิตร และมีค่าความ
เป็นกรดเบสอยู่ท่ี 3.84 ถึง 3.92  
 
 5.1.2 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดย Z. mobilis TISTR 405 
 
  จากการศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดย Z. mobilis โดยการ
หมักแบบกะ ในระดับขวดทดลองพบว่า ช่วงการเจริญสูงสุดของเชื้อโดยใช้น้้าตาลกลูโคส 150 กรัม
ต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า เชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุดท่ีชั่วโมงท่ี 12 เมื่อทดสอบผลของ
ปัจจัยต่างๆที่มีต่อการผลิตเอทานอลโดยใช้ 24 central composite factorial design และน้าผลท่ี
ได้มาวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรมทางสถิติเพื่อสร้างภาพพื้นท่ีผิว (Response surface 
methodology) เพื่อดูความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยและหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
ซึ่งจากการศึกษาพบว่า  สภาวะท่ีเหมาะสมส้าหรับการผลิตเอทานอล คือ ความเข้มข้นของน้้าตาล
ต้ังต้น 150 กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้น เท่ากับ 5.5 อุณหภูมิในการผลิตเท่ากับ 30 
องศาเซลเซียส และระยะเวลาในการผลิต 48 ชั่วโมง โดยค่าที่ได้จากการทดลองมีความสอดคล้อง
กับท่ีมีการรายงานก่อนหน้าท่ีว่า Z. mobilis สามารถเจริญได้ในค่าความเป็นกรดเบสท่ีกว้าง คือ
ต้ังแต่ 3.5-7.5 แต่ค่าความเป็นกรดเบสท่ีเหมาะสมท่ีสุดจะอยู่ท่ี 5-7 และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมใน
การเจริญของเชื้อ Z. mobilis จะอยู่ในช่วง 30-38 องศาเซลเซียส (Swings และDeley, 1977) 
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 จากการศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้้าต้อยท่ีย่อยได้จากปลายข้าว ศึกษาโดยการแปร
ผันความเข้มข้นของน้้าตาลต้ังต้นเป็น 150 300 และ 400 กรัมต่อลิตร พบว่า ท่ีความเข้มข้น 300 
กรัมต่อลิตร จะสามารถผลิตเอทานอลได้สูงกว่าท่ีความเข้มข้นของน้้าตาลต้ังต้น 150 กรัมต่อลิตร 
เล็กน้อย แต่จะใช้ระยะเวลาในการผลิตท่ีมากกว่า เพราะมีช่วง lag phase ท่ีนาน ซึ่งเป็นผลมาจาก
ความเข้มข้นของน้้าตาลท่ีสูงเกินไป ท้าให้เชื้อต้องเผชิญภาวะท่ีมีความดันออสโมติกสูงกว่าปกติ 
จึงต้องใช้พลังงานบางส่วนไปในการรักษาสภาพเซลล์ก่อน จึงส่งผลให้ช่วง lag phase มีเวลานาน 
(Barros และCelligio, 2006) ซึ่งปริมาณเอทานอลในระยะเวลา 48 ชั่วโมง ความเข้มข้นของ
น้้าตาลท่ีผลิตเอทานอลได้สูงสุด คือ 150 300 และ400 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ จะให้ความเข้มข้น
ของเอทานอลสูงท่ีสุดท่ี 56.23 กรัมต่อลิตร แต่ต้องใช้ระยะเวลาในการผลิตถึง 72 ชั่วโมง ซึ่งจะให้
ค่าความเข้มข้นของเอทานอล อัตราการผลิตเอทานอล และผลได้ของเอทานอล คือ 56.23 กรัมต่อ
ลิตร 0.78 ต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 0.41 ตามล้าดับ ดังน้ันความเข้มข้นของน้้าตาลท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตเอทานอล คือ 150 กรัมต่อลิตร ซึ่งจะให้ความเข้มข้นของเอทานอล อัตราการผลิตเอทานอล 
และผลได้ของเอทานอล คือ 49.72 กรัมต่อลิตร 1.03 ต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 0.43 ตามล้าดับ 
 
 การศึกษาการผลิตเอทานอลจากปลายข้าวโดยใช้ Z. mobilis ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 
2 ลิตร ด้วยการหมักแบบกะ จากการน้าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลท่ีได้จากการศึกษา
ในระดับขวดทดลอง โดยใช้ความเข้มของน้้าตาลต้ังต้นท่ี 150 กรัมต่อลิตร ควบคุมความเป็นกรด
เบสท่ี 5.5 บ่มท่ีอุณภูมิ 30 องศาเซลเซียส และมีการกวนท่ี 60 รอบต่อนาที โดยมีปริมาตรท้าการ
เป็น 1 ลิตร และเติมหัวเชื้อเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์ พบว่าสามารถผลิตเอทานอลได้ความเข้มข้น 
59.73 กรัมต่อลิตร อัตราการผลิตเอทานอล 2.48 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และผลได้ของเอทานอล 
เท่ากับ 0.49 ซึ่งพบว่าปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้น้ันสูงกว่าในระดับขวดทดลอง ซึ่งเป็นเพราะมีการ
กวนท้าให้เชื้อแบคทีเรียใช้อาหารในถังหมักได้อย่างท่ัวถึง ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ  
(Nowak และคณะ, 2000) ท่ีท้าการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยการหมักแบบกะ และมีอัตราการ
กวน 150 รอบต่อนาที พบว่า การกวนช่วยให้สามารถผลิตเอทานอลได้สูงขึ้น และ (Toma และ
คณะ, 2002) ท่ีศึกษาผลของการกวนต่อการผลิตเอทานอล พบว่าการกวนมีผลต่อการเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลของเชื้อ Z. mobilis แต่ถ้ามีอัตราการกวนท่ีสูงเกินไปจะส่งผลไป
ยับยั้งการเจริญและการผลิตเอทานอลของเชื้อ เพราะการกวนน้ันจะท้าให้มีอากาศละลายใน
อาหารมากขึ้น ซึ่งมีผลต่อการท้างานของเชื้อ (Abate และคณะ, 1996) 
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 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของน้้าตาลท่ีสูงเกินไปมีผลต่อการผลิตเอ
ทานอล จากปลายข้าวโดยเชื้อ Z. mobilis TISTR 405 จึงสามารถแก้ปัญหานี้ได้โดยการหมักเอทา
นอลแบบกึ่งกะ ซึ่งเป็นวิธีการโดยท่ัวไปท่ีมีการน้ามาใช้ในการแก้ปัญหาในเรื่องความเข้มข้นของ
สารอาหาร การเพิ่มอัตราการผลิต และผลผลิต (Yamame และ Simizu, 1984) ซึ่งในการเล้ียง
แบบกึ่งกะนอกจากจะสามารถแก้ปัญหาในเรื่องข้อจ้ากัดของสารต้ังต้นแล้วยังช่วยในการลดผล
ของการยับยั้งโดยผลิตภัณฑ์ เช่น การสะสมของเอทานอลในระหว่างการผลิต ท่ีอาจมีผลอันตราย
ต่อเซลล์  
 

  การทดลองการผลิตเอทานอลแบบกึ่งกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร โดย
เล้ียงเชื้อด้วยน้้าตาลความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร เมื่อเชื้อเข้าสู่ชั่วโมงท่ี 24 ซึ่งปริมาณน้้าตาลถูก
ใช้จนใกล้หมดจึงท้าการน้าน้้าหมักออกจากระบบปริมาณ 500 มิลลิลิตร เพื่อช่วยลดการเกิด end-
product inhibition หลังจากน้ันท้าการเติมน้้าต้อยปริมาณ 1 ลิตร ลงไปเพื่อให้มีปริมาณของ
น้้าตาลในระบบเป็น 150 กรัมต่อลิตรอีกครั้งเพื่อท่ีจะสามารถผลิตเอทานอลได้อย่างต่อเน่ืองและ
ช่วยในการลดเวลาและต้นทุนการเตรียมหัวเชื้อ ลงไปแล้วปรับค่าความเป็นกรดเบสให้เป็น 5.5 ผล
ท่ีได้พบว่า 

 
การหมักแบบกะในเวลา 24 ชั่วโมงแรกให้ผลคล้ายกับการทดลองในการหมักแบบ

กะท่ีผ่านมา Zymomonas mobilis เจริญอย่างดีใน 12 ชั่วโมงแรกหลังจากน้ันน้้าหนักแห้งก็
ค่อนข้างคงท่ี ท่ี 5.8-6.2 กรัมต่อลิตร คิดเป็นอัตราการเจริญ 0.24 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ในขณะท่ี
การใช้น้้าตาลเป็นไปอย่างสม่้าเสมอ ตลอด 24 ชั่วโมงด้วยอัตรา 5.63 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง การ
ผลิตเอทานอลเกิดได้สม่้าเสมอต้ังแต่ชั่วโมงท่ี 4 และยังคงเกิดขึ้นแม้น้้าหนักเซลล์ไม่เพิ่มขึ้นแล้วก็
ตาม อัตราการผลิตเอทานอลในช่วงเวลาดังกล่าวเท่ากับ 2.61 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  เมื่อถึงชัว่โมง
ท่ี 24 ท้าการเอาน้้าหมักออกปรมิาตร 500 มิลลิลิตร แล้วท้าการเติมน้้าต้อยเข้าไปในระบบเพื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของน้้าตาลให้มีค่าเท่ากับ 150 กรัมต่อลิตร โดยเมื่อเติมน้้าต้อยลงไปพบว่าปริมาณ
เชื้อ และควาเข้มข้นของเอทานอลมีปริมาณลดลงจนเกือบเท่ากับปริมาณเชื้อและความเข้มข้นของ
เอทานอลเมื่อเร่ิมท้าการทดลอง ซึ่งเป็นเพราะเชื้อและปรมิาณเอทานอลส่วนหน่ึงถูกน้าออกไป
พร้อมกับน้้าหมักที่เอาออกจากระบบและยังถูกเจือจางด้วยปริมาณของน้้าต้อยท่ีถูกเติมเข้าไปใน
ระบบ 
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หลังจากการเอาอาหารออกและเติมอาหารใหมดั่งท่ีกล่าวมาแล้ว การหมักเป็นไปคล้ายเดิม
แต่ช้าลงเล็กน้อย อัตราการเจริญลดลงเหลือ 0.19 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง การใช้น้้าตาลเหลือ 4.83 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงและการผลิตเอทานอลเท่ากับ 2.33 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 

 
เมื่อคิดรวมอาหารท้ังหมด 2 ลิตร เป็นการใช้น้้าตาลไปท้ังหมด 230 กรัมได้เอทานอลท้ังหมด 

118.15 กรัมดังน้ันประสิทธิภาพการผลิตจึงเท่ากับ 0.51 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้้าตาล ซึ่งดีกว่า
ในช่วงที่เป็นการเล้ียงแบบกะ ซึ่งมปีระสิทธิภาพการผลิต 0.46 กรัมเอทานอลต่อกรมัน้้าตาลอีกท้ัง
ในการเล้ียงแบบกึ่งกะสามารถท้าการผลิตเอทานอลได้อย่างต่อเน่ืองซึ่งช่วยลดต้นทุนในเตรียมหัว
เชื้อและระยะเวลาที่ใช้ในการผลิตก็น้อยกว่า 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
  

1. คุณสมบัติของลูกแป้งมีความไม่แน่นอนของจุลินทรีย์ท่ีมีในลูกแป้ง ท้าให้ผลผลิตน้้า
ต้อยในการย่อยปลายข้าวในแต่ละครั้งมีค่าไม่คงท่ี ซึ่งควรมีการปรับปรุงลูกแป้ง 
รวมท้ังจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ในลูกแป้งให้มีความคงท่ี และมีสายพันธุ์ท่ีมีความสามารถสูง 

2. การศึกษาครั้งน้ี ศึกษาเฉพาะความเข้มข้นของน้้าตาลท่ีได้จากปลายข้าว จึงควรมีการ
วิเคราะห์สารอื่นๆท่ีมีในปลายข้าว ซึ่งอาจมีผลต่อการผลิตเอทานอลด้วย 

3. ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงกระบวนการเพิ่มผลผลิตเอทานอล เช่น การหมัก
แบบต่อเน่ือง เป็นต้น 

4. ควรมีการศึกษาถึงปัจจัยอื่นท่ีมีผลต่อการผลิตเอทานอลจากปลายข้าว เช่น แหล่ง
ไนโตรเจน และแร่ธาตุต่างๆเป็นต้น 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 

1. สูตรอาหารแข็ง Z-medium ส าหรับเก็บรักษาเชื้อ (stock culture medium)  

ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย 
   
  แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4    2 กรัม 
  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2 กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)    2 กรัม 
  สารสกัดจากยีสต์ (Yeast Extract)   2 กรัม 
  Bacto peptone      5 กรัม 
  กลูโคส       200 กรัม 
  วุ้นผง       15 กรัม 
 
 ละลายส่วนผสมท้ังหมดด้วยน้้ากล่ัน และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ลิตร โดยแยกน่ึงฆ่า
เชื้อน้้าตาลด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
ส่วน mineral น่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที แล้วจึงน้ามาผสมกันในภายหลัง 
 

2. สูตรอาหารเหลว Z-medium ส าหรับเลี้ยงหัวเชื้อ (seed culture medium)  

ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย 
   
  แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)    2 กรัม 
  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2 กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)    2 กรัม 
  สารสกัดจากยีสต์ (Yeast Extract)   2 กรัม 
 
  Bacto peptone      5 กรัม 
  กลูโคส       200 กรัม 
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 ละลายส่วนผสมท้ังหมดด้วยน้้ากล่ัน และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ลิตร โดยแยกน่ึงฆ่า
เชื้อน้้าตาลด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
ส่วน mineral น่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที แล้วจึงน้ามาผสมกันในภายหลัง 
 

3. สูตรอาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เพื่อการผลิตเอทานอล (Production medium) 

ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย 
 

  แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)    2 กรัม 
  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2 กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)    2 กรัม 
  สารสกัดจากยีสต์ (Yeast Extract)   2 กรัม 
  Bacto peptone      5 กรัม 
  กลูโคส       150 กรัม 
 
 ละลายส่วนผสมท้ังหมดด้วยน้้ากล่ัน และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ลิตร โดยแยกน่ึงฆ่า
เชื้อน้้าตาลด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
ส่วน mineral น่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที แล้วจึงน้ามาผสมกันในภายหลัง 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีและวิธีเตรยีมท่ีใช้ในการทดลอง 

 
 

1. กลีเซอรอล 10 % 

 เตรียมโดยน้ากลีเซอรอล 87 % ปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร ละลายในน้้ากล่ันปลอดประจุ 
ปริมาตร 88.5 มิลลิลิตร น้าไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

2. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 2 โมลาร์ 

กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (conc. HCl)    20 มิลลิลิตร 
น้้ากล่ัน (Distilled water)     100 มิลลิลิตร 
 

3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      5.84 กรัม 
น้้ากล่ัน (Distilled water)     100 มิลลิลิตร 

4. Sodium phosphate buffer ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ 

Disodium phosphate       13.8 กรัม 
น้้ากล่ัน        80 มิลลิลิตร 
ปรับค่า pH เป็น 7.0 แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

5. เอทานอล 70% 

เอทานอล 99%       700 มิลลิลิตร 
น้้ากล่ันปลอดประจุ      300 มิลลิลิตร 
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6. สารละลายฟีนอล (Phenol reagent) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ 

ฟีนอล       5.0 กรัม  
น้้ากล่ัน       100 มิลลิลิตร 

7. สารละลาย Coomassie blue 

ชั่ง Coomassie blue G250 100 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอลความเข้มข้น 95 
เปอร์เซนต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คนจนละลายให้หมด แล้วจึงเติมกรดฟอสฟอริก ความเข้มข้น 85 
เปอร์เซนต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรของสารละลายด้วยน้้ากล่ันจนได้ปริมาตร เป็น 
1000 มิลลิลิตร 

 
8. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

 
 เตรียมโดยละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
2 โมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เติมน้้ากล่ัน 50 มิลลิลิตร ละลายบนเครื่องกวนสาร
แบบให้ความร้อน (Hotplate Stirrer) เติมโปแทสเซียมตาร์เตรต 30 กรัม จากน้ันปรับปริมาตร
สุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน้้ากล่ันปลอดประจุ เก็บไว้ในขวดสีชา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



89 
 

 

ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 

1. กราฟมาตรฐานน้ าตาลทั้งหมดเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี Phenol-Sulfuric acid (Dubois 
และคณะ, 1956) 

y = 0.01x

R2 = 0.9957
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กราฟมาตรฐานแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร กับน้้าตาลกลูโคสความ
เข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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2. กราฟมาตรฐานคาร์โบไฮเดรตเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี Protein Dye Binding 
(Bradford, 1976) 

 

y = 0.0004x

R2 = 0.9922
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กราฟมาตรฐานแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร กับโปรตีนมาตรฐาน 
โบวีนซีรัมอัลบูมินความเข้มข้น 0-2500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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3. กราฟมาตรฐานน้ าตาลรีดิวซ์เมื่อวิเคราะหด์ว้ยวิธี Dinitrosalicylic acid (Miller, 

1959) 

 

 
กราฟมาตรฐานแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร กับน้้าตาลกลูโคสความ
เข้มข้น 0-1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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4. กราฟอัตราการเจริญจ าเพาะของ Zymomonas mobilis TISTR 405 
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5. กราฟมาตรฐานเอทานอล 
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ภาคผนวก ง 
 

ตารางที ่ 1 24 Factorial experimental designs เพื่อศึกษาผลของความเข้มข้นของน้้าตาล ค่า
ความเป็นกรดเบส อุณหภูม ิ และระยะเวลา ท่ีมีผลต่อการผลิตเอทานอลของ Z. mobilis TISTR 
405   

 
Run no. 

Variables in Condition Production yield 

X1 X2 X3 X4 Ethanol (g L-1) 
 

Biomass (g L-1) 

1 - - - - 2.85 1.16 

2 - - + - 1.71 1.22 

3 - + - - 36.78 2.60 

4 - + + - 51.78 3.56 

5 - - - + 34.24 2.86 

6 - - + + 15.94 1.28 

7 - + - + 50.10 2.80 

8 - + + + 45.65 5.12 

9 + - - - 4.19 0.96 

10 + - + - 4.17 1.06 

11 + + - - 7.20 5.70 

12 + + + - 46.03 5.50 

13 + - - + 4.39 1.98 

14 + - + + 3.33 4.63 

15 + + - + 3.90 2.62 

16 + + + + 21.99 5.52 

 
Variables 

Coded levels 

- + 

X1 Glucose concentration (g L-1) 100 300 

X2 pH 4 8 

X3 Temperature (oC) 25 35 

X4 Time of cultivation (h) 24 72 
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ภาคผนวก จ 

(Response surface methodology) 

แสดงค่า R2 และค่าสัมประสิทธิ์ของ RSM 
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ภาคผนวก ฉ 
แผนผังงานวจิัย 

 
ลูกแป้งข้าวหมากท่ีรวบรวมจากท่ีต่างๆ              เชื้อแบคทีเรีย Zymomonas mobilis TISTR 405 

 
 

หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน้้าต้อย                      หาภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงแบคทีเรีย 
            จากลูกแป้งข้าวหมาก                                    เพือ่ผลิตเอทานอลโดยวิธี factorial design 
 
 
คัดเลือกลูกแป้งข้าวหมากท่ีมีประสิทธิภาพ 
           ในการผลิตน้้าต้อยท่ีดีท่ีสุด 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ท ำกำรเลี้ยงแบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 405 ในถังหมักปฏิกรณ์ เพื่อ

ผลิตเอทำนอล 
 

น ำน้ ำต้อยที่ไดม้ำเป็นแหล่งคำร์บอนในกำรผลิต 
เอทำนอลของเช้ือ Z. mobilis TISTR 405 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
 
 นายเกษมชัย ทิวากรศศิธร เกิดวันจันทร์ ท่ี  29 ตุลาคม พ.ศ.2527 ได้รับปริญญา
วิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ในปีการศึกษา 
2550 และส้าเร็จการศึกษาในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2553 ปัจจุบันอาศัยอยู่บ้านเลขท่ี 1169/16 
ถ.กรุงเทพฯ-นนทบุร ี39 เขตบางซื่อ กรุงเทพมหานครฯ 10800 
ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 
 
 ส่วนหน่ึงของงานวิจัยน้ีได้เข้าร่วมเสนอผลงานในการประชุมทางวิชาการระดับชาติ “The 
3rd Biochemistry and Molecular Biology International Conference” ระหว่างวันท่ี 6-8 
เมษายน 2554 ณ The Empress Convention Centre จังหวัดเชียงใหม่ ในหัวข้อเรื่อง
“Optimization of fermentation condition for the production of ethanol by Zymomonas 
mobilis using response surface methodology” 
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