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บทคัดย่อ 

 
งานวิจัยนี้ใช้มันเทศเป็นวัตถุดิบส าหรับการผลิตเอทานอล โดยมันเทศมีแป้งเป็นองค์ประกอบ

หลักที่ส าคัญ และยังเป็นพืชเศรษฐกิจที่หาได้ง่าย เจริญได้ดีในสภาพอากาศของประเทศไทย อีกทั้งยังเก็บ
เกี่ยวผลผลิตได้ตลอดทั้งปี จึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่น่าสนใจในการน ามาใช้พัฒนากระบวนการหมักใน
ระดับอุตสาหกรรม โดยงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือให้ได้ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจาก 
มันเทศที่ผ่านการย่อยแลว้ โดยใช้สายพันธุ์ยีสต์ที่มีประสิทธภิาพสูง คือ Saccharomyces carlsbergensis 
TISTR 5018 หมักในอาหารที่มีองค์ประกอบของยีสต์เหลือทิ้งจากการหมักไวน์ ซึ่งพบว่าภาวะการหมักที่
เหมาะสมคือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 170 รอบต่อนาที มีค่าความเป็นกรดด่างของอาหาร
เริ่มต้น 5.5 หมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง และศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมโดยศึกษา 3 
ปัจจัยคือ ยีสต์เหลือทิ้งจากการหมักไวน์ เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟตด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง 
(Response surface methodology) ใช้แผนการทดลอง Central Composite Design (CCD)  จากผล
การทดลองในระดับขวดเขย่าพบว่าได้ผลผลิตเอทานอลสูงสุด 15.25% (v/v) จากน้ าตาลกลูโคสเริ่มต้น
ประมาณ  250  กรัมต่อลิตร เมื่อมีองค์ประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ ยีสต์เหลือทิ้งจากการหมักไวน์ 30 
กรัมต่อลิตร  เปปโทน 15 กรัมต่อลิตร และแมกนีเซียมซัลเฟต 1.0 กรัมต่อลิตร หมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
และค่าเอทานอลที่ได้จากการท านายเป็น 15.27% (v/v) จากการทวนสอบมีค่าเอทานอลใกล้เคียงกับ
ค่าที่ได้จากการท านาย ส าหรับการทดลองในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ภาวะเดียวกับระดับขวดเขย่า  พบว่าในชั่วโมงที่ 72 และ 84 ได้ค่าเอทานอล 14.39% (v/v) และ 
15.61% (v/v) ตามล าดับ และมีค่าผลผลิตเอทานอลเป็น 0.478 และ 0.483 ตามล าดับ 
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1. ค าน า 
ในอดีตแหล่งพลังงานหลักของโลก คือแหล่งน้ ามันปิโตรเลียมที่เกิดจากการทับถมของซาก

ฟอสซิลใต้ทะเล ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานที่มีอยู่อย่างจ ากัด และมีการใช้หมดไปอย่างรวดเร็ว อีกท้ังการ
เผาไหม้น้ ามันปิโตรเลียมยังส่งผลกระทบต่อสภาพแวดล้อมให้มีสภาพที่เสื่อมโทรมลง รวมไปถึงราคา
น้ ามันดิบที่มีราคาพุ่งสูงขึ้น และปริมาณการสะสมน้ ามันดิบในโลกลดน้อยลง ส่งผลให้เกิดสภาวะวิกฤต
ทางน้ ามัน (ส านักวิจัยค้นคว้าพลังงาน กรมพัฒนาพลังงานทดแทน และอนุรักษ์พลังงาน กระทรวง
พลังงาน, 2553) ในปัจจุบันได้มีการศึกษาวิจัยและพัฒนาเชื้อเพลิงทางเลือกใหม่ขึ้นมาทดแทน
น้ ามันดิบโดยเฉพาะประเทศท่ีพัฒนาแล้ว เช่น สหรฐัอเมริกา เยอรมนี อังกฤษ และญี่ปุ่น โดยการน า
วัตถุดิบจากธรรมชาติมาใช้ในกระบวนการผลิต โดยเชื้อเพลิงทางเลือกใหม่ที่ได้รับความสนใจมากคือ 
เอทานอล ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานสะอาดที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม สามารถใช้ทดแทนน้ ามันเชื้อเพลิงได้ 
จากข้อมูลของสถาบันวิจัยพืชไร่ รายงานว่า เอทานอลจัดเป็นแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่ง ที่เกิดจากการหมัก
ของพืช เศษซากพืช เช่น อ้อย น้ าตาล กากน้ าตาล กากอ้อย บีทรูท แป้งมันส าปะหลัง มันเทศ และ
ธัญพืชต่าง ๆ โดยผ่านกระบวนการย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาล และเปลี่ยนน้ าตาลให้เป็นเอทานอลโดย
อาศัยจุลินทรีย์ (สถาบันวิจัยพืชไร่ และพืชทดแทนพลังงาน, 2555)  

เอทานอลมีลักษณะเป็นของเหลวใส ไม่มีสี ติดไฟง่าย มีความไวไฟและค่าออกเทนสูง  
ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน จุดหลอมเหลว -114.1 องศาเซลเซียส จุดเดือด 
78.5 องศาเซลเซียส สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้มากมาย อาทิ ใช้ผลิตอาหาร และเครื่องดื่ม ใช้เป็น
ตัวท าละลายในอุตสาหกรรม ใช้เป็นเชื้อเพลิง เป็นต้น (วิโรจน์ พุทธวิถี, 2553)  

 กระบวนการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม มีกระบวนการผลิต 2 แบบ คือ 
1. การสังเคราะห์เอทานอลด้วยวิธีทางเคมี โดยใช้เอทิลีนเป็นวัตถุดิบซึ่งเป็นผลพลอยได้ที่เกิด

จากปฏิกิริยาสังเคราะห์เมทานอล  
2. การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมัก โดยใช้วัสดุทางการเกษตรที่มีองค์ประกอบ

ประเภทแปง้ น้ าตาลหรือเซลลูโลส ผ่านกระบวนการทางชีวเคมีได้เป็นไบโอเอทานอล (Bio-ethanol) 
โดยกระบวนการเปลี่ยนแปลงวัตถุดิบที่ไม่ใช่น้ าตาล เช่น แป้งหรือเซลลูโลส ต้องผ่านกระบวนการ
เปลี่ยนวัตถุดิบให้เป็นน้ าตาลที่สามารถหมักได้ก่อนโดยอาศัยเอนไซม์หรือย่อยด้วยกรด จากนั้นจึงหมัก
ให้ได้เอทานอลโดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรีย์ (พูนศุข อัตถะสัมปุณณะ และคณะ, 2540) ซึ่งส่วน
ใหญ่อยู่ในกลุ่มยีสต์ 

  
เอนไซม์ส าคัญที่ใช้ในการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้ าตาลมี 2 ชนิด คือ 
1. แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase; E.C.3.2.1.1)    ท าหน้าที่ย่อยสลายแป้งโดยตัดแบบสุ่ม

ท าให้เกดิน้ าตาลสายสั้นลงคือ เด็กซ์ตรินและ oligosaccharides  เรียกขั้นตอนนี้ว่า Liquefaction 
เมื่อใช้แอลฟาอะไมเลสในการย่อยสารละลายแป้งจะท าให้มีความหนืดลดลง และย้อมติดสีไอโอดีนได้
ลดลง (Aehle, 2004) 



  

2. อะไมโลกลูโคไซเดส (Amyloglucosidase; E.C.3.2.1.3) มักถูกเรียกว่า กลูโคอะไมเลส 
(Glucoamylase) หรือชื่อทางอุตสาหกรรมว่า AMG เป็นเอนไซม์ที่ย่อยสลายเด็กซ์ตรินให้ได้น้ าตาล
กลูโคส เรียกกระบวนการนี้ว่า Saccharification (Oh et al., 2005) 

มันเทศ (Ipomoea batatas L) เป็นพืชที่มีคาร์โบไฮเดรตสูง และจัดเป็นพืชเถาเลื้อยที่อยู่ใน
ตระกูลเดียวกับผักบุ้ง เป็นพืชที่ปลูกง่ายเจริญได้ดีในอากาศค่อนข้างร้อน ทนความแห้งแล้งได้ดี  
(ไสว พงษ์เก่า และโสภณ สินธปุระมา, 2552) ดินที่เหมาะแกก่ารปลูกมันเทศมากที่สุดคือ ดนิร่วนปนทราย
ซึ่งมีการระบายน้ าได้ดี ในประเทศไทยสามารถปลูกมันเทศได้ทั่วทุกภาค ในปัจจุบันการน ามาใช้
ประโยชน์ในเชิงอุตสาหกรรมยังไม่มากเท่าที่ควร ทั้งนี้มันเทศมีแป้งเป็นองค์ประกอบหลัก ใช้
ระยะเวลาในการปลูกที่สั้นกว่ามันส าปะหลัง และให้ผลผลิตที่สูงใกล้เคียงกัน อีกท้ังยังสามารถปลูกได้
ในทุกฤดู ซึ่งเป็นการช่วยแก้ไขปัญหาในกรณีท่ีมันส าปะหลังไม่เพียงพอต่อการป้อนโรงงานผลิตเอทานอล 
การน ามันเทศมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ นอกจากจะ
ช่วยแก้ปัญหาในกรณีการขาดแคลนมันส าปะหลัง ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าของมันเทศให้สูงขึ้นด้วย 
(สิริวุทธ์ เสียมภักดี, 2552)  เอทานอลที่ผลิตได้สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้อย่างกว้างขวางในระดับ
อุตสาหกรรม ได้แก่ อุตสาหกรรมยา เป็นวัตถุดิบในการสังเคราะห์สารเคมีและชีวเคมี เป็นสารเพิ่มค่า
ออกเทนในเชื้อเพลิงเบนซิน ใช้เป็นตัวท าละลายในอุตสาหกรรม เป็นต้น (คณะกรรมาธิการ
การพลังงาน, 2545)  

 ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาและพัฒนาการหมักเอทานอลโดยใช้มันเทศเป็นวัตถุดิบ เพ่ือเป็น
แนวทางส าหรับการพัฒนาต่อยอดในระดับอุตสาหกรรม โดยศึกษาถึงปัจจัยและภาวะที่เหมาะสมต่อ
กระบวนการหมักเอทานอล เช่น อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง ความเร็วรอบในการเขย่า ระยะเวลา
ในการหมัก และองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้ยังมีการน ายีสต์ที่เหลือทิ้งจากการหมัก
ไวน์ซึ่งเป็นของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมมาประยุกต์ใช้ในการศึกษาองค์ประกอบของอาหารหมักโดย
ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน ซึ่งนอกจากจะเป็นการช่วยก าจัดของเหลือทิ้งแล้ว ยังเป็นการช่วยลดต้นทุน 
ทดแทนการใช้องค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีราคาแพงในการผลิตเอทานอลได้ 

 
2. วิธีด าเนินการ 

- วัสดุและอุปกรณ์ 
1. มันเทศพันธุ์ไต้หวัน 
2. ยีสต์ที่เหลือจากการหมักไวน์ 
3. แอลฟา-อะไมเลสชนิดทนความร้อน (thermostable α-amylase) ที่ใช้คือ BANTM 240L 

(Novozymes A/S, Denmark) ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens โดยมี
กิจกรรม ≥ 250 หน่วยต่อกรัม ซ่ึงท างานได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 70-90 องศาเซลเซียส 

4. กลูโคอะไมเลส (Amyloglucosidase, บริษัท SIGMA-ALDRICH, Novozymes A/S, Denmark
ผลิตจาก Aspergillus niger มีกิจกรรมเอนไซม์ 300 units/ml 

5. สารเคมีอ่ืนๆ 
6. อุปกรณ์และเครื่องมือในห้องทดลอง 

 
- วิธีการ 



  

1. ปลูกมันเทศพันธุ์ไต้หวันและเก็บเก่ียวหัวมันเทศเม่ืออายุ 120 วัน คัดเลือกหัวมันเทศที่มีคุณภาพ
ดี น้ าหนักไม่น้อยกว่า 300 กรัม น ามาล้างและนึ่งให้สุก ปอกเปลือกและบดผสมเนื้อมันเทศที่นึ่ง
สุกให้เป็นเนื้อเดียว เพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบในการทดลองต่อไป 

2. การเตรียมสารละลายน้ าตาลจากมันเทศ ย่อยมันเทศในข้อ 1 ด้วยเอนไซม์ตามวิธีการของ 
Adthalungrong (2012) โดยน ามันเทศมาล้างและนึ่งให้สุกเป็นเวลา 30 นาที ปอกเปลือกและ
บดผสมเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าไปใช้ในขั้นตอนการย่อยมันเทศให้ได้น้ าตาลกลูโคส โดยใช้มัน
เทศต่อน้ ากลั่น 50:50 (น้ าหนักตอ่น้ าหนัก) ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้เท่ากับ 6.0 น ามาย่อย
ด้วยแอลฟา-อะไมเลสโดยเติมเอนไซม์ 0.10% ของน้ าหนักมันเทศ ควบคุมอุณหภูมิที่ 75 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 120 นาท ีจากนั้น ปรับลดอุณหภูมิลงมาท่ี 65 องศาเซลเซียส ค่าความเป็น
กรดด่าง 4.5 เติมกลูโคอะไมเลส 0.10% ของน้ าหนักมันเทศ และย่อยต่อไปอีก 48 ชั่วโมง ซ่ึง
เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการย่อยมันเทศแล้ว จะได้สารละลายที่มีความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคสและ
น้ าตาลรีดิวซ์ที ่ 95-98 กรัมต่อลิตร และ 105-112 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ น าสารละลาย
น้ าตาลที่ได้ไปต้มที่ 100 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที เพ่ือหยุดกิจกรรมของเอนไซม์ แยกตะกอน
ทิ้งโดยน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 6,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เมื่อได้
สารละลายน้ าตาลที่ใสแล้วท าให้เข้มข้นขึ้น โดยน าไปต้มหรือระเหยน้ าออกด้วยวิธี evaporation 
ซึ่งจะได้สารละลายน้ าตาลที่พร้อมส าหรับใช้เป็นแหล่งคาร์บอน หรืออาจเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาใช้ 

3. เตรียมหัวเชื้อส าหรับการหมักเอทานอล โดยเลี้ยงบนหลอดอาหารแข็ง YM ซึ่งใน 1 ลิตร
ประกอบด้วย กลูโคส 20 กรัม สารสกัดจากยีสต์ 3 กรัม โพลีเปปโทน 5 กรัม สารสกัดจาก
มอลต์ 3 กรัม วุ้นผง 20 กรัม เติมน้ ากลั่นให้ได้ 1 ลิตร (Pereira et al., 2010) บ่มให้เจริญดีที่ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

จากนั้นเตรียมอาหารเหลว YPD ซึ่งใน 1 ลิตรประกอบด้วย กลูโคส 20 กรัม สารสกัด
จากยีสต์ 10 กรัม เปปโทน 20 กรัม เติมน้ ากลั่นให้ได้ 1 ลิตร (Pereira et al., 2010) เตรียม
ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด
ด่างของอาหารเป็น 5.5 และฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้องและถ่ายหัวเชื้อที่ต้องการ
ทดสอบจากหลอดอาหารแข็ง YM 1-2 ลูป ลงในอาหารเหลว YPD บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที  

เมื่อครบเวลาในการบ่ม น ามาปั่นแยกเซลล์ที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 7500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที (ทิ้งส่วนใส) ล้างตะกอนด้วย 0.1% peptone สองครั้ง จากนั้น
ปรับค่า OD660 ให้ได้ประมาณ 1.0 ด้วย 0.1% peptone ซึ่งจะได้หัวเชื้อเริ่มต้นประมาณ 107 

CFU/ml ที่พร้อมใช้ในการหมักเอทานอล โดยใช้หัวเชื้อ 10% ของอาหารที่ใช้หมัก เพ่ือให้มีเชื้อ
เริ่มต้นในอาหารหมักประมาณ 106 CFU/ml 

4. การเก็บรักษาหัวเชื้อ โดยวิธีแช่แข็งในอาหารเหลวที่เติม 15% (v/v) glycerol โดยเลี้ยงหัวเชื้อ
ให้เจริญเต็มจานเพาะเชื้อ จากนั้นใช้ cotton swab ป้ายเชื้อมาให้มากพอสมควรน ามาใส่หลอด 
cryotube ที่มีอาหาร YM broth ผสมกับ 15% (v/v) glycerol ท าให้เชื้อกระจายในอาหาร
อย่างดี แล้วเก็บที่ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส และในถังไนโตรเจนเหลว และเก็บแบบชั่วคราว
เพ่ือใช้งานบนอาหารแข็ง YM ที่ 4 องศาเซลเซียส โดยถ่ายเชื้อทุกเดือน 



  

5. การผลิตเอทานอลจากมันเทศที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ ด าเนินการดังนี้ 
น าสายพันธุ์ยีสต์ Saccharomyces carlsbergensis TISTR 5018 ซ่ึงได้มาจาก 

ศูนย์จุลินทรีย์สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) จังหวัดปทุมธานี มา
หมักเอทานอล โดยใช้สารละลายน้ าตาลที่ได้จากกระบวนการย่อยแป้งในมันเทศเป็นแหล่ง
คาร์บอนส าหรับการหมัก 

อาหารส าหรับการหมักเอทานอลที่ใช้ในงานวิจัยนี้เลือกใช้อาหารเหลวสูตร 2YP 
อ้างอิงจากงานวิจัยของ Pereira และคณะ (2010) ซ่ึงเป็นสูตรอาหารที่มีน้ าตาลกลูโคสสูงถึง 
290-330 กรัมต่อลิตร โดยยีสต์สามารถเจริญเติบโตและหมักเอทานอลได้ดี (ใน 1 ลิตรของ
อาหารเหลวสูตร 2YP ประกอบด้วย กลูโคส 300 กรัม สารสกัดจากยีสต์ 20 กรัม เปปโทน 40 
กรัม เติมน้ ากลั่นให้ได้ 1 ลิตร) 

การเตรียมอาหารหมักจะใช้สารละลายน้ าตาลที่เตรียมได้จากการย่อยมันเทศ น ามา
ค านวณหาความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสในสารละลาย และปรับความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส
ให้ได้ 300 กรัมต่อลิตร ตามสูตรอาหารหมักข้างต้น เติมอาหารหมักที่ปรับค่าความเป็นกรดด่าง
เป็น 5.5 ปริมาตร 54 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นถ่ายหัวเชื้อที่
เตรียมปริมาตร 6 มิลลิลิตร ลงในอาหารหมักดังกล่าวผสมเชื้อและอาหารให้เข้ากัน ปิดปากขวด
รูปชมพู่ให้แน่นด้วยจุกยางที่มี air lock และบ่มในสภาวะที่ระบุของแต่ละการทดลอง 

6. การวิเคราะห์ตัวอย่าง ปั่นเก็บตัวอย่างน้ าหมักแยกระหว่างส่วนของน้ าหมักและตะกอนออกจากกัน 
โดยน าส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์ดังนี้ 
- วิเคราะห์ %เอทานอล โดยใช้ Ebulliometer ซึ่งอาศัยความแตกต่างของจุดเดือดระหว่างน้ า

บริสุทธิ์กับสารสะลายตัวอย่าง โดยเทียบค่าแอลกอฮอล์ที่ได้จากแถบวัดแอลกอฮอล์ จะได้ค่า 
%เอทานอล (v/v) 

- วัดค่าความเป็นกรดด่างโดยใช้เครื่อง pH-meter 
- วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ด้วยวิธี DNS method (Miller, 1959) 
- วิเคราะห์ปริมาณกลูโคสโดยใช้ พีจีโอเอนไซม์ (SIGMA-ALDRICH) 
- หาน้ าหนักเซลล์แห้ง โดยปั่นล้างด้วยน้ ากลั่น 2 ครั้งเพ่ือล้างเอาส่วนอาหารออกจากเซลล์ 

จากนั้นหาน้ าหนักเซลล์แห้งโดยใช้ชุดกรองเซลล์ รุ่น FAVORIT® FILTRATION APPARATUS 
ซึ่งกรองเอาเฉพาะส่วนของตัวเซลล์ยีสต์ไว้บนกระดาษกรอง GF/C แล้วน ากระดาษกรองไปอบ
ให้แห้งที่อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส ข้ามคืนเป็นเวลา 15 ชั่วโมง แล้วใส่ในโถดูดความชื้น 
(desicater) 1 ชั่วโมง ก่อนน าไปชั่งหาน้ าหนักแห้ง 

 
จากนั้นน าค่า %เอทานอล (w/v) [ค านวณจากค่า %เอทานอล (v/v) คูณกับค่าความ

หนาแน่นของเอทานอล (0.789 g/cm3)] ค่าน้ าตาลกลูโคสที่ใช้ไป (กรัมต่อลิตร) และน้ าหนัก
เซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ที่ได้ ไปค านวณหาค่าผลผลิตเอทานอลต่อหน่วยน้ าตาลที่ใช้ (Yp/s ; กรัม
ของเอทานอลต่อกรัมของน้ าตาลกลูโคสที่ใช้) และผลผลิตเอทานอลต่อชั่วโมง (Productivity ; 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) หลังเสร็จสิ้นการหมักค านวณหาผลผลิตที่ได้เมื่อเทียบกับค่าทางทฤษฎี ดัง
สมการ 

 



  

   ผลผลิตที่ได้เมื่อเทียบกับค่าทางทฤษฎี (%)   =  [(Pf – Pi) / (Si – Sf)] ×100/0.511  สมการที่ 
1 

เมื่อ Pf = เอทานอลสุดท้าย (g/L) 
 Pi  = เอทานอลเริ่มต้น (g/L) 
 Si = น้ าตาลกลูโคสเริ่มต้น (g/L) 
 Sf = น้ าตาลกลูโคสสุดท้าย (g/L) และ 
 ค่าทางทฤษฎีของเอทานอล = 0.511 กรัมต่อ 1 กรัมกลูโคส 

 
หมายเหตุ : ค่าทางทฤษฎีของผลผลิตเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคส สามารถค านวณไดจ้ากสมการการเปลี่ยน

น้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล (180 กรัม) ไปเป็นเอทานอล 2 โมเลกุล (2×46 กรัม) และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์ 2 โมเลกุล จากสมการน้ าตาลกลโูคส 180 กรัม เมื่อเกิดการหมักจะถูก
เปลี่ยนเป็นเอทานอลได้ 96 กรัม ดังนั้นถ้ามีน้ าตาลกลูโคส 1 กรัม จะเปลีย่นเป็นเอทานอลได้ 
0.511 กรัม ดังสมการ 

                                  C6H12O6   →   2C2H5OH + 2CO2 สมการที่ 2 

7. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยทางกายภาพต่อการผลิตเอทานอลจากมันเทศที่ผ่านการย่อย
แล้วในระดับขวดเขย่า ทุกการทดลองในหัวข้อนี้ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด และท าซ้ า 3 ซ้ า 
 
การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอทานอล 

น าหัวเชื้อยีสต์มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 2YP โดยปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้น
เป็น 5.5 บ่มที่อุณหภูมิต่างกันคือ 25, 27, 30 และ 32 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 150 รอบต่อ
นาที จากนั้นเก็บตัวอย่างที่ 0, 72 และ 168 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์ผลดังหัวข้อที่ 5.5 จากนั้น
น าอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดไปใช้ในการทดลองต่อไป 
 
การศึกษาผลของค่าความเป็นกรดด่างต่อการผลิตเอทานอล 

น าหัวเชื้อยีสต์มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 2YP  โดยปรบัค่าความเป็นกรดด่างเป็น 
4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 5.5.1 เขย่าที่ 
150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างที่ 0, 72 และ 168 ชัว่โมง น ามาวิเคราะห์ผลดังหัวข้อที่ 5.5 
และใช้ค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมส าหรับการทดลองต่อไป 

 
การศึกษาผลของการเขย่าต่อการผลิตเอทานอล 

น าหัวเชื้อยีสต์มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 2YP โดยปรับค่าความเป็นกรดด่างที่
เหมาะสมจากการทดลองที่ 5.6.2 และบ่มที่อุณหภูมิจากการทดลองที่ 5.6.1 เปรียบเทียบการ
บ่มที่ภาวะนิ่ง (ไม่มีการเขย่า) และการเขย่าที่ 100, 150, 170 และ 200 รอบต่อนาที 
จากนัน้เก็บตัวอย่างที่ 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์ผลดังหัวข้อที่ 
5.5 จากนั้นเลือกความเร็วรอบของการเขย่าที่เหมาะสมเพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

 
8. การศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการหมักที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล

ในระดับขวดเขย่า โดยใช้ Response surface methodology  



  

ในการทดลองนี้ได้ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตเอทานอล 3 ปัจจัยคือ ยีสต์ที่เหลือ
ทิ้งจากการหมักไวน์ (Winery yeast disposal) ซึ่งน ามาใช้ทดแทนสารสกัดจากยีสต์ในสูตร
อาหาร เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟต น ามาหาค่าที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัย โดยใช้แผนการ
ทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) แต่ละปัจจัยจะศึกษาที่ 5 ระดับ ตามตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 ปัจจัยที่ศึกษาและระดับของแต่ละปัจจัยที่ใช้ใน CCD 

ปัจจัยและสัญลักษณ์ 
ระดับของปัจจัยและความเข้มข้นในแต่ละระดับ 

-2 -1 0 1 2 
ยีสต์ที่เหลือจากการหมักไวน์ (ก./ล.)*, x1 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 
เปปโทน (ก./ล.), x2 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 
แมงกานีสซัลเฟต (ก./ล.), x3 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 
หมายเหตุ * Winery yeast disposal มีน้ าหนักแห้ง 14% 

 
จากตารางที่ 1 ค่าของปัจจัยในแต่ละระดับสามารถค านวณได้จากค่าจริงของปัจจัย ดังสมการ 

xi    =     ( Xi- X cp)/ Xi  สมการที่ 3 
 
เมื่อ xi  คือ รหัสของตัวแปรอิสระ 
 Xi คือ ค่าจริงของตัวแปรอิสระ 
 X cp  คือ ค่าจริงของตัวแปรอิสระที่มีค่าอยู่กึ่งกลาง และ 

 Xi คือ ผลต่างจากค่าการเปลี่ยนระดับตัวแปร 
 

จากนั้นใช้โปรแกรมทางสถิติ ค านวณเพ่ือออกแบบการทดลองโดยมี 3 ตัวแปร แต่ละ
ตัวแปรมี 5 ระดับ จะได้ผลการออกแบบการทดลอง คือ 20 การทดลองดังตารางที่ 2 

เตรียมอาหารตามสูตรที่ออกแบบดังตารางที่ 2 โดยมีความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคสตั้งต้น
ประมาณ 250 กรัมต่อลิตร หมักเอทานอลโดยใช้ภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 5.5 เก็บ
ตัวอย่างที่ 72 ชั่วโมง น าน้ าหมักที่ได้มาวิเคราะห์ผลดังหัวข้อที่ 5.4 และน าผลที่ได้ไปวิเคราะห์
ผลทางสถิติ เพ่ือสร้างสมการก าลังสอง (quadratic equation) เป็นสมการส าหรับท านายผล
ตอบรับที่จะเกิดขึ้นหรือค่าตอบสนอง (response : Y) ซึ่งจะขึ้นกับตัวแปรอิสระต่างๆเป็น
ความสัมพันธ์ที่อธิบายได้โดยสมการ 

 

Y = b0 + bixi + biixi
2 +  bij xi xj สมการที่ 4 

 

โดยที่ Y  คือ ค่าที่ได้จากการท านายผลตอบรับที่จะเกิดขึ้น 
 b0 คือ ค่า offset  term (ค่าคงที)่ 
 bi คือ ค่า linear  effect 
 bii ค่า squared  effect 
 bij คือ interaction  effect 
 xi และ xj   คือ  ตัวแปรอิสระ 

ตารางที่ 2 การวางแผนการทดลองแบบ Central composite design ชนิด 3 ปัจจัย 



  

การทดลองที่ ปัจจัย 

x1 x2 x3 

1 -1 -1 -1 
2 1 -1 -1 
3 -1 1 -1 
4 1 1 -1 
5 -1 -1 1 
6 1 -1 1 
7 -1 1 1 
8 1 1 1 
9 -2 0 0 

10 2 0 0 
11 0 -2 0 
12 0 2 0 
13 0 0 -2 
14 0 0 2 
15 0 0 0 
16 0 0 0 
17 0 0 0 
18 0 0 0 
19 0 0 0 
20 0 0 0 

หมายเหต ุ:  x1, x2 และ x3 หมายถึง ยีสต์ที่เหลือท้ิงจากการหมักไวน ์ เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟต 
ตามล าดับ โดยรายละเอียดของแต่ละปจัจัยแสดงดังตารางที่ 1 สญัลักษณ์ -2, -1, 0, 1, 2 
หมายถึง การใช้ค่าของระดับตัวแปรในการวางแผนการทดลองแบบ CCD ของแต่ละปัจจัย 

จากแผนการทดลองแบบ CCD จ านวน 20 การทดลอง น าค่าเอทานอลที่ได้มา
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรมทางสถิติเพ่ือสร้างสมการก าลังสอง (Quadratic equation) แสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างอิทธิพลของตัวแปรอิสระที่ศึกษา คือ ยีสต์เหลือทิ้งจากการหมักไวน์ เปปโทน 
และแมกนีเซียมซัลเฟตต่อเอทานอลที่เกิดขึ้น ตรวจสอบผลการทดลองที่ท านายได้ (Verification) 
ในระดับขวดเขย่าอีกครั้งโดยเลือกสูตรที่ให้เอทานอลสูงที่สุดมาท าการทดสอบ 3 ซ้ า เพ่ือยืนยัน
ผลการทดลอง 

 
9. การหมักเอทานอลในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

จากการทดลองในข้อ 8 การศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการหมักท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลโดยใช้วิธีพ้ืนผิวตอบสนองในระดับขวดเขย่า น าสูตรและค่าที่
เหมาะสมของปริมาณองค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อมาทดลองหมักในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดย
เตรียมอาหารหมัก 3.6 ลิตร และหัวเชื้อส าหรับหมัก 0.4 ลิตร เพ่ือเปรียบเทียบกับผลที่ได้จาก
การหมักในระดับขวดเขย่า เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมงจนถึงชั่วโมงที่ 84 จากนั้นน ามาวิเคราะห์
ผล 



  

 
- เวลาและสถานที่ 

เวลา ต.ค. 2554 - ก.ย. 2556 สถานที่ มหาวิทยาลัยศิลปากร พระราชวังสนามจันทร์ จ.นครปฐม  
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การศึกษาภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยทางกายภาพต่อการผลิตเอทานอลจากมันเทศที่ผ่านการย่อย
แล้วในระดับขวดเขย่า 
ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอทานอล 

อุณหภูมิเป็นปัจจัยทางกายภาพที่มีความส าคัญที่สุดปัจจัยหนึ่งต่อการเจริญของยีสต์ ซึ่งใน
การทดลองทั้งในระดับห้องทดลอง และในระดับอุตสาหกรรม ยีสต์ที่ใช้โดยทั่วไปจะเจริญได้ในช่วง
อุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส (Walker, 1998) ทั้งนี้การเลือกช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมต้อง
ค านึงถึงสายพันธุ์ยีสต์ซึ่งบางสายพันธุ์อาจจะไม่ทนต่ออุณหภูมิสูง หรือบางสายพันธุ์สามารถ เจริญได้ 
ส าหรับยีสต์ S. cerevisiae สามารถเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิที่สูงที่สุดประมาณ 35-43 องศาเซลเซียส 
ในขณะที่ยีสต์สายพันธุ์ S. carlsbergensis ไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 35 องศาเซลเซียส 
และอุณหภูมิต่ าสุดที่ยีสต์สามารถเจริญอยู่ที่ประมาณ 20 องศาเซลเซี ยส การเลือกอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์แต่ละสายพันธุ์จะช่วยท าให้ยีสต์สามารถเจริญและผลิตเอทานอลได้ดี 
หากเลือกอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมอาจส่งผลให้เกิดภาวะเครียดต่อเซลล์ (Bamforth, 2005) 

ในการทดลองนี้ใช้สายพันธุ์ยีสต์ S. carlsbergensis TISTR 5018 หมักในสูตรอาหาร
พ้ืนฐาน 2YP ที่มีความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคสที่ได้จากมันเทศที่ผ่านการย่อยแล้วประมาณ 300 กรัม
ต่อลิตร แทนกลูโคสในสูตรอาหาร โดยมีค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเริ่มต้นเป็น 5.5 ท าการบ่มที่
อุณหภูมิแตกต่างกันคือ 25, 27, 30 และ 32 องศาเซลเซียส และเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 0, 72 และ 168 ชั่วโมง แสดงผลการทดลองดังภาพท่ี 1 

จากผลการหมักเอทานอลโดย S. carlsbergensis TISTR 5018 ที่ 72 ชั่วโมง ที่มีความ
เข้มข้นน้ าตาลกลูโคสตั้งต้นโดยเฉลี่ยประมาณ 300 กรัมต่อลิตร พบว่าการหมักที่อุณหภูมิต่างกันมีผล
ท าให้เชื้อผลิตเอทานอลได้แตกต่างกัน ซึ่งที่อุณหภูมิ 27 และ 30 องศาเซลเซียส มีค่าเอทานอลที่ได้
สูงใกล้เคียงกัน แต่อุณหภูมิที่ให้ค่าเอทานอลสูงที่สุดคือ 27 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถผลิเอทานอลได้ 
10.69 % (v/v)  มีค่า productivity 1.171 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง มีผลผลิตเอทานอลต่อน้ าตาล
กลูโคส 1 กรัม คิดเป็น 0.498 และผลผลิตเอทานอลคิดเป็น 97.38% ของค่าทางทฤษฎี และเมื่อ
จัดกลุ่มทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05) พบว่าที่อุณหภูมิ 27 และ 30 องศาเซลเซียส 
มีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ โดยที่ 30 องศาเซลเซียสได้เอทานอลเป็น 9.73 % (v/v) 
มีค่า productivity 1.066 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  ในขณะที่อุณหภูมิ 25 และ 32 องศาเซลเซียส 
ให้ผลผลิตที่ต่ ากว่าที่ 27 และ 30 องศาเซลเซียส ส าหรับค่าน้ าหนักแห้งที่อุณหภูมิ 27 และ 30 
องศาเซลเซียส พบว่ามีค่า 4.81 และ 3.59 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และเมื่อหมักต่อไปจนถึง 168 
ชั่วโมง พบว่าที่อุณหภูมิ 27 และ 30 องศาเซลเซียส ยีสต์มีน้ าหนักแห้ง 5.56 และ 4.96 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ การหมักเอทานอลของยีสต์มีค่าใกล้เคียงกัน คือ 14.74% (v/v)  และ 14.62% 
(v/v) ตามล าดับเมื่อจัดกลุ่มทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05) พบว่าทั้งสองอุณหภูมิจัด
อยู่ในกลุ่มเดียวกันจึงไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 



  

 
ภาพที่ 1 ค่า pH น้ าตาลกลูโคสที่เหลือ และ %เอทานอล (v/v) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YP ที่มีน้ าตาลกลูโคส
เริ่มต้นประมาณ 300 กรัมต่อลิตร หมักโดยยีสต์ S. carlsbergensis TISTR 5018 บ่มที่อุณหภูมิ 25, 
27, 30 และ32 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 และ168 ชั่วโมง 
 

จากผลการทดลองพบว่าเชื้อยีสต์สายพันธุ์ S. carlsbergensis TISTR 5018 สามารถเจริญ
ได้ในช่วงอุณหภูมิที่กว้าง และสามารถผลิตเอทานอลได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 27-30 องศาเซลเซียส ซึ่ง
สอดคล้องกับข้อมูลของ Walker ที่ว่ายีสต์ที่ใช้โดยทั่วไปจะเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 20-30 
องศาเซลเซียส (Walker, 1998) และจากข้อมูลของ Nagodawithana กล่าวว่ายีสต์สายพันธุ์ 
 S. carlsbergensis มีอุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ที่ประมาณ 25-30 องศาเซลเซียสและเป็นเชื้อที่ไม่ทน
ต่ออุณหูมิสูง (Nagodawithana, 1991) 

ถึงแม้ว่าที่อุณหภูมิ 27 และ 30 องศาเซลเซียส จะเป็นอุณหภูมิที่ให้ค่าเอทานอลสูงสุด
ใกล้เคียงกัน และในหลายงานวิจัยนิยมหมักเอทานอลโดยใช้ที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส เนื่องจาก
เป็นอุณหภูมิในระดับกลาง ๆ ที่เหมาะแก่การน าไปใช้ในระดับอุตสาหกรรม แต่ในการทดลองนี้พบว่าที่
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส มีค่าเอทานอล และ ค่าผลผลิตเอทานอลต่อชั่วโมงสูงที่สุด เมื่อหมักที่
เวลาเดียวกัน อีกทั้งผู้วิจัยคาดหวังว่าที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส จะเหมาะสมต่อการเจริญและ
ท างานของยีสต์  ดังนั้นจึงเลือกท่ีจะใช้อุณหภูมิที่ 27 องศาเซลเซียส ในการศึกษาทดลองต่อไป 

 
ผลของค่าความเป็นกรดด่างต่อการผลิตเอทานอล 

ค่าความเป็นกรดด่างเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการเจริญของยีสต์ เนื่องจากยีสต์
สามารถเจริญได้ดีในช่วงค่าความเป็นกรดด่างประมาณ 4.5-6.5 ซึ่งหากอาหารมีสภาพความเป็นกรด
สูงหรือประกอบไปด้วยกรดอินทรีย์ เช่น กรดอะซิติก และกรดแลคติก อาจจะส่งผลกระทบให้เกิดการ
ยับยั้งการเจริญของยีสต์ได้ (Walker, 1998) 

ในการทดลองนี้ใช้สูตรอาหารพ้ืนฐาน 2YP ที่มีความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคสจากมันเทศที่ผ่าน
การย่อยแล้วประมาณ 300 กรัมต่อลิตร แทนกลูโคสในสูตรอาหารหมักโดย S. carlsbergensis 
TISTR 5018 เปรียบเทียบค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเริ่มต้นที่ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 



  

7.0 บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส และเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 และ 168 
ชั่วโมง แสดงผลการทดลองดังภาพที่ 2 และ 3 

 

 
ภาพที่ 2  ค่า pH น้ าตาลกลูโคสที่เหลือ และ%เอทานอล (v/v) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YP ที่มีน้ าตาล

กลูโคสเริ่มต้นประมาณ 300 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างเป็น 4.5, 5.0, 5.5, 
6.0, 6.5 และ 7.0 หมักโดยยีสต์ S. carlsbergensis TISTR 5018 บ่มที่อุณหภูมิ 27 
องศาเซลเซียส เขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

 
จากการทดลองพบว่าที่ค่าความเป็นกรดด่าง 5.5 ให้เอทานอลได้สูงที่สุดทั้งที่ 72 และ 168 

ชั่วโมง โดยให้เอทานอล 11.47 และ 15.15% (v/v) ตามล าดับ มีค่า productivity 1.257 และ 
0.712 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ซึ่งผลผลิตเอทานอลคิดเป็น 98.93% และ 97.01% ของค่าทาง
ทฤษฎี ตามล าดับ เมื่อจัดกลุ่มทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05) พบว่าในทุกค่าความ
เป็นกรดด่างที่ทดสอบจัดอยู่คนละกลุ่มซึ่งแสดงว่าทุกค่าระดับที่ศึกษามีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ 

หลายบทความวิจัยที่ศึกษาเก่ียวกับค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลโดย
ใช้เชื้อ Saccharomyces sp. รายงานว่าช่วงที่เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์อยู่ระหว่าง 4.5-6.2 
(Yan et al., 2012; Bamforth, 2005; Highina et al., 2011) โดยพบว่าการปรับค่าความเป็น
กรดด่างของอาหารหมักในช่วง 5.0-5.5 เป็นช่วงที่ท าให้เกิดผลผลิตเอทานอลสูงสุด (Nadya et al., 
2012; Mohamed et al., 2013; Manikandan and Viruthagiri, 2010) ซึ่งสอดคล้องกับผลที่
ได ้

 



  

 
ภาพที่ 3  ค่า pH น้ าตาลกลูโคสที่เหลือ และ %เอทานอล (v/v) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YP ที่มีน้ าตาล

กลูโคสเริ่มต้นประมาณ 300 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างเป็น 4.5, 5.0, 5.5, 
6.0, 6.5 และ 7.0 หมักโดยยีสต์ S. carlsbergensis TISTR 5018 บ่มที่อุณหภูมิ 27 
องศาเซลเซียส เขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 168 ชั่วโมง 

 
ผลของการเขย่าต่อการผลิตเอทานอล 

ในงานวิจัยนี้ใช้กระบวนการหมักเอทานอลแบบ Batch fementation มีการเติมอาหารเพียง
ครั้งเดียว โดยปกติการหมักจะอยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจนอย่างจ ากัด (anaerobic fermentation) แต่
ส าหรับการหมักที่มีความเข้มข้นน้ าตาลตั้งต้นสูง การให้อากาศโดยการกวนหรือเขย่าจะเป็นการเพ่ิม
ออกซิเจนในอาหารหมัก ซึ่งออกซิเจนมีความส าคัญต่อการสร้างเซลล์ยีสต์เริ่มต้น และช่วยในการ
สังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัว และสเตอรอล ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของเซลล์ แต่การให้อากาศ
แก่อาหารหมักต้องมีระดับที่เหมาะสม หากมีปริมาณออกซิเจนมากเกินไปจะท าให้เอทานอลถูก
ออกซิไดซ์กลายเป็นกรดอะซิติกได้ ดังนั้นการหาระดับการเขย่าจึงเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญต่อ
การผลิตเอทานอลโดยยีสต์ นอกจากนี้การศึกษาเรื่องของระยะเวลาในการหมักที่เหมาะสมจะช่วยลด
ต้นทุน เวลา และทรัพยากรในการหมักทั้งในระดับห้องทดลองและในระดับอุตสาหกรรม หาก
กระบวนการหมักเกิดขึ้นได้เร็วก็จะส่งผลต่อการลดต้นทุนและพลังงานได้ (Nagodawithana, 1991) 

ในการทดลองนี้เบื้องต้นได้ศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเขย่าโดยการบ่มที่ภาวะนิ่ง       (ไม่มี
การเขย่า) และการเขย่าที่ 100 และ 150 รอบต่อนาที ใช้สูตรอาหารพ้ืนฐาน 2YP ที่มีความเข้มข้น
น้ าตาลกลูโคสจากมันเทศที่ผ่านการย่อยแล้วประมาณ 300 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่าง
เป็น 5.5 หมักโดย S. carlsbergensis TISTR 5018 บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียสหมักเป็น
ระยะเวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง  จากผลการทดลองพบว่าการหมักเอทานอลโดย
ไม่มีการเขย่า และเขย่าที่ 100 รอบต่อนาที ยีสต์มีการผลิตเอทานอลได้น้อย และอัตราการผลิต
เกิดขึ้นได้ช้าเมื่อเทียบกับการเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที ซึ่งพบว่าได้ค่าเอทานอลสูงสุด 8.93% (v/v) 
ที่ 120 ชั่วโมง และการทดลองนี้สังเกตพบว่ายีสต์หมักเอทานอลได้น้อยลงมากเมื่อเทียบกับการ



  

ทดลองก่อนๆ  ซึ่งอาจเป็นเพราะยีสต์ไม่สามารถทนต่อภาวะที่มีแรงดันและความเข้มข้นของน้ าตาลสูง 
ๆ ได ้

ดังนั้น จึงทดสอบเปรียบเทียบระดับความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคสในอาหารหมัก ที่ความเข้มข้น 
250 และ 300 กรัมต่อลิตร หมักด้วยสภาวะเดียวกัน พบว่าความเข้มข้นน้ าตาลมีผลต่อ 
การผลิตเอทานอลของ S. carlbergensis TISTR 5018 จริง ซึ่งที่ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคส
ประมาณ 250 กรัมต่อลิตร ยีสต์สามารถผลิตเอทานอลได้สูงที่สุดถึง 16.55% (v/v) เมื่อหมักเป็น
ระยะเวลา 120 ชั่วโมง ในขณะที่ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคสประมาณ 300 กรัมต่อลิตร ยีสต์ผลิตเอ
ทานอลได้เพียง 9.25% (v/v)  ดังนั้น จึงเลือกใช้น้ าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 250 กรัมต่อ
ลิตรในการทดลองต่อไป 

หลังจากทดสอบแล้วว่าความเข้มข้นน้ าตาลส่งผลต่อการผลิตเอทานอลของยีสต์ จากนั้นท า
การทดสอบผลของการเขย่าซ้ าโดยเปรียบเทียบที่ความเร็วรอบ 150, 170 และ 200 รอบต่อนาที 
หมักในสูตรอาหารพ้ืนฐาน 2YP ที่ปรับค่าความเป็นกรดด่างเป็น 5.5 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง แสดงผลการทดลองดังภาพท่ี 4 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นถึงแนวโน้มของเอทานอลที่สูงขึ้นเมื่อมีระยะเวลาการหมักที่
เพ่ิมขึ้น ซึ่งการเขย่าที่ 170 รอบต่อนาที ให้ค่าเอทานอลสูงสุด 16.08% (v/v) มีค่า productivity 
1.06 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และผลผลิตเอทานอลคิดเป็น 98.79% ของค่าทางทฤษฎี เมื่อหมักเป็น
ระยะเวลา 120 ชั่วโมง ในขณะที่การเขย่า 150 และ200 รอบต่อนาที ให้ค่า  เอทานอลที่ต่ ากว่า
คือ 14.17% (v/v) และ 12.03% (v/v) ตามล าดับ ดังนั้นจึงเลือกอัตราเขย่าที่ 170 รอบต่อนาที 
ในการทดลองต่อไป 

 
ภาพที่ 4  ค่า %เอทานอล (v/v) ในอาหารเลี้ยงเชื้อพ้ืนฐาน 2YP ที่มีน้ าตาลกลูโคสเริ่มต้น 250  

กรัมต่อลิตร และปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเป็น 5.5 หมักโดย  S. carlsbergensis 
TISTR 5018 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบความเร็วรอบการเขย่าที่ 150, 
170 และ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง 



  

 
จากการศึกษาในหลายบทความวิจัยพบว่า การให้อากาศมีความส าคัญต่อการหมัก เอทานอล 

แต่ต้องให้ในปริมาณที่เหมาะสมหากมีปริมาณออกซิเจนที่มากเกินยีสต์จะน าไปใช้ส าหรับการเจริญ
มากกว่าการหมัก ซึ่งมีการรายงานอัตราการเขย่าของการหมักเอทานอลอยู่ในช่วง 100-200 รอบต่อ
นาท ี(Deuringer and Fleischer, 2010; Curry, 2009) 

 
การหาค่าที่เหมาะสมของปริมาณองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการผลิตเอทานอลโดย
ใช้ Response surface methodology 

Response surface methodology เป็นวิธีการออกแบบการทดลองเพ่ือใช้วิเคราะห์หลาย
ปัจจัยร่วมกัน สามารถแสดงความสัมพันธ์ของแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงของปัจจัยในเชิงปริมาณได้ อีก
ทั้งยังใช้หาจุดที่เหมาะสมของค่าตอบสนองได้  ในการทดลองนี้ได้ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิต 
เอทานอล 3 ปัจจัยคือ ยีสต์ที่เหลือทิ้งจากการหมักไวน์ (น ามาใช้ทดแทนสารสกัดจากยีสต์ในสูตร
อาหารเพ่ือลดต้นทุน) เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟต โดยในแต่ละตัวแปรจะศึกษาที่ 5 ระดับ ตาม
ตารางที่ 8 วางแผนการทดลอง CCD ชนิด 3 ปัจจัย ซึ่งวางแผนการทดลองได้ 20 การทดลองดัง
แสดงในตารางที่ 9 ในการหมักจะใช้น้ าตาลกลูโคสเริ่มต้นประมาณ 250 กรัมต่อลิตร หมักด้วยเชื้อ  
S. carlsbergensis TISTR 5018 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้น 
5.5 เขย่าที่ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง ค่าเอทานอลที่ได้จากการ
ทดลอง และจากสมการท านาย แสดงผลดังตารางที่ 3 

การวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยโปรแกรมทางสถิติที่แสดงผลในตารางที่ 4 ซึ่งองค์ประกอบ
อาหารที่แสดงค่า P-value น้อยกว่า 0.05 คือ เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟต แสดงว่าเป็น
องค์ประกอบอาหารที่มีผลต่อการผลิตเอทานอลในเชิงเส้นตรงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อพิจารณา
ค่า square effect (X2

i) ของทั้งสามปัจจัยพบว่ามีค่า P-value ที่น้อยกว่า 0.05 ทุกปัจจัย ในขณะที่
ค่า interaction effect (Xij) หรือ ค่าปฏิสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยมีเพียงยีสต์ที่เหลือทิ้งจากการหมักไวน์
และเปปโทน ที่มีปฏิสัมพันธ์ต่อกันในการผลิตเอทานอล 
 
ตารางที่ 3 เปอร์เซ็นต์เอทานอล (v/v) จากการทดลอง และจากการท านาย 

สูตรที ่ รหัสของปัจจัยที่ศึกษา %เอทานอลที่ได้  (v/v) 
x1 x2 x3 การทดลอง การท านาย 

1 -1 -1 -1 14.24 14.32 
2 1 -1 -1 14.75 14.68 
3 -1 1 -1 14.84 14.84 
4 1 1 -1 14.70 14.63 
5 -1 -1 1 13.85 13.91 
6 1 -1 1 14.30 14.29 
7 -1 1 1 14.55 14.60 
8 1 1 1 14.50 14.41 
9 -2 0 0 14.15 14.05 

10 2 0 0 14.10 14.22 
11 0 -2 0 13.80 13.77 



  

12 0 2 0 14.36 14.41 
13 0 0 -2 15.25 15.27 
14 0 0 2 14.65 14.64 
15 0 0 0 14.70 14.66 
16 0 0 0 14.65 14.66 
17 0 0 0 14.62 14.66 
18 0 0 0 14.70 14.66 
19 0 0 0 14.70 14.66 
20 0 0 0 14.58 14.66 

หมายเหต ุ:  x1, x2 และ x3 หมายถึง ยีสต์ที่เหลือท้ิงจากการหมักไวน ์ เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟต ตามล าดบั 
โดยรายละเอียดของแตล่ะปัจจัยแสดงดังตารางที่ 2 สัญลักษณ์ -2, -1, 0, 1, 2 หมายถึง การใช้ค่า
ของระดับตัวแปรในการวางแผนการทดลองแบบ CCD ของแต่ละปัจจัย 

 

ตารางที่ 4 ผลการวิเคราะห์โดย Multiple regression analysis 
Term Coefficient SE Coefficient T-value P-value 
Constant 14.6607 0.03375 434.408 0.000 
Winery yeast disposal (X1) 0.0419 0.02115 1.980 0.076 
Peptone (X2) 0.1606 0.02115 7.593  0.000* 

MgSO4.7H2O (X3) -0.1581 0.02115 -7.475  0.000* 
X1

2 -0.1322 0.01687 -7.832  0.000* 
X2

2 -0.1434 0.01687 -8.499  0.000* 
X3

2 0.0741 0.01687 4.391  0.001* 
X1X2 -0.1438 0.02992 -4.805  0.001* 
X1X3 0.0038 0.02992 0.125 0.903 
X2X3 0.0438 0.02992 1.462 0.174 

S = 0.08461   R-Sq = 96.9%   R-Sq (adj) = 94.1% 
หมายเหตุ * แสดงค่านัยส าคญัที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (P<0.05) 

 

จากผลการวิเคราะห์ในตารางที่ 4 สามารถน ามาเขียนเป็นสมการความสัมพันธ์ของ
แบบจ าลองค่าการผลิตเอทานอลได้ดังสมการที่ 5 ที่แสดงความสัมพันธ์ของปัจจัยที่สนใจศึกษาและค่า
การตอบสนอง (เอทานอล) ในรูปแบบสมการก าลังสอง 

 
 Y = 14.6607 + 0.0419X1 + 0.1606X2 – 0.1581X3 – 0.1322X1

2 – 
0.1434X2

2 
+ 0.0741X3

2 – 0.1438X1X2 + 0.0038X1X3 +0.0438X2X3          
สมการที่ 5 

 
เมื่อ Y คือค่าเอทานอลที่ได้จากการท านาย และ X1, X2 และX3 คือ ยีสต์ที่เหลือทิ้งจากการ

หมักไวน์ เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟต ตามล าดับ จากการวิเคราะห์ผลทางสถิติของสมการแสดง



  

ความสัมพันธ์ของปัจจัยที่ศึกษา และค่าเอทานอล ที่ค่าความเชื่อมั่นร้อยละ 95 มีค่า R2 เท่ากับ 
96.9% 

เมื่อสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ของค่าเอทานอลจากการท านายและจากการทดลอง พบว่า
อยู่ในแนวเส้นตรง ซึ่งแสดงความสอดคล้องกันและบ่งบอกว่าสมการที่ใช้ในการท านายนั้น มี
ประสิทธิภาพสูงในการใช้ท านายผล 

จากผลการทดลองในตารางที่ 3 พบว่าสูตรอาหารที่ 13 ให้ค่าเอทานอลสูงที่สุดคือ 
15.25% (v/v) มีค่า productivity 1.671 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และผลผลิตเอทานอลคิดเป็น 
99.30% ของค่าทางทฤษฎี ซึ่งมีปริมาณ และค่าระดับปัจจัยศึกษาคือ ยีสต์ที่เหลือทิ้งจากการหมัก
ไวน์ เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟต 30.0, 15.0 และ 1.0 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 

 
ภาพที่ 5 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าผลผลิตเอทานอลที่ได้จากการทดลอง และจากการท านายในรูปเส้นตรง 

 
จากนั้น จึงเลือกปริมาณองค์ประกอบของอาหารหมักตามองค์ประกอบสูตรที่ 13 ไปทวน

สอบยืนยันผลที่ท านายได้ (Verification) ซึ่งหมักโดยเชื้อ S. carlsbergensis TISTR 5018 ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่า 170 รอบต่อนาที ค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้น 5.5 เป็น

ระยะเวลา 72 ชั่วโมง โดยใช้น้ าตาลกลูโคสจากการย่อยแป้งมันเทศประมาณ 250 กรัมต่อลิตร จาก

ผลการทวนสอบ 3 ซ้ า พบว่าค่าเฉลี่ยของผลผลิตเอทานอลที่ได้คือ 15.40% (v/v)    มีค่า 

productivity 1.687 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ซึ่งจากผลการทวนสอบที่ได้มีค่าใกล้เคียงกับผลการ

ท านายในการทดลองหาปริมาณองค์ประกอบที่เหมาะสมด้วยการออกแบบการทดลองโดยวิธี CCD ที่

มีค่าเอทานอลคือ 15.27% (v/v) มีค่า productivity 1.673 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 

 

 



  

ผลการหมักเอทานอลในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

จากการหาค่าที่เหมาะสมของปริมาณองค์ประกอบอาหารลี้ยงเชื้อส าหรับการผลิตเอทานอล

โดยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง พบว่า ได้องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส าหรับการผลิตเอทา

นอล (สูตรที่ 13) ดังนั้นในการทดลองนี้จึงได้น ามาทดลองหมักในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้

ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคสเริ่มต้นที่ได้จากการย่อยแป้งในมันเทศประมาณ 250 กรัมต่อลิตร เก็บ

ตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง จนถึงชั่วโมงท่ี 84 ได้ผลดังภาพที่ 6 
 

 
ภาพที่ 6  เปอร์เซ็นตเ์อทานอล (v/v) ในระดับขวดเขย่าและในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร 

 

 จากภาพที่ 6 พบว่า ค่าเอทานอลที่ได้มีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อย ๆ เมื่อระยะเวลาในการหมักเพ่ิมขึ้น

ทั้งในระดับขวดเขย่า และในระดับถังหมัก ซึ่งจะเห็นว่าค่าเอทานอลในระดับขวดเขย่ามีค่าสูงกว่าในระดับ

ถังหมัก ทุก ๆ ชั่วโมงของการหมัก ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าการเพ่ิมระดับของการหมักที่ใหญ่ขึ้น ท าให้เชื้อต้อง

ใช้เวลาในการปรับตัวที่นานขึ้น อย่างไรก็ตาม เมื่อหมักจนถึงชั่วโมงที่ 84 จะพบว่าค่าเอทานอลในระดับ

ขวดเขย่าและในระดับถังหมักมีค่าใกล้เคียงกันมาก 
 

4. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
มันเทศเป็นพืชพลังงานอีกชนิดหนึ่งสามารถน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ โดยอาศัยสายพันธุ์ยีสต์ที่มีประสิทธิภาพสูง และมีความเหมาะสมต่อการใช้แป้งในมัน
เทศที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์คือ S. carlbergensis TISTR 5018  ซึ่งภาวะการหมักที่เหมาะสมคือ 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 170 รอบต่อนาที มีค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเริ่มต้น 5.5 
หมักเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง  นอกจากนี้การน าของเหลือทิ้งมาใช้ในการหมักเอทานอลนอกจากจะ
ช่วยลดต้นทุนการผลิตยังเป็นการช่วยเพ่ิมมูลค่าของเหลือทิ้ง และเป็นการก าจัดของเสียได้อีกทางหนึ่งด้วย 
การหาค่าท่ีเหมาะสมของปริมาณองค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการผลิตเอทานอล โดยวิธีพ้ืนผิว
ตอบสนองซึ่งใช้แผนการทดลอง CCD ทีม่ีค่าน้ าตาลกลูโคสเริ่มต้นประมาณ 250 กรัมต่อลิตร ท าการ
หมักท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 170 รอบต่อนาที พบว่าปริมาณองค์ประกอบที่เหมาะสม



  

ของปัจจัยที่คัดเลือก คือ ยีสต์ที่เหลือทิ้งจากการหมักไวน์ เปปโทน และแมกนีเซียมซัลเฟต 30.0, 
15.0 และ 1.0 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ จากการขยายระดับของการหมักโดยหมักในถังหมักขนาด 5 
ลิตร พบว่า การหมักเอทานอลในระดับขวดเขย่าสามารถเกิดขึ้นได้เร็วกว่าในระดับถังหมักเล็กน้อย  

 
5. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  

พัฒนาต่อโดยสกัดให้เป็นแอลกอฮอล์บริสุทธิ์เพ่ือใช้ทดแทนพลังงานหรืออ่ืนๆ และเผยแพร่ใน
การประชุมวิชาการที่เก่ียวข้อง  
 

6. ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนด้านงบประมาณจากกรมวิชาการเกษตร และได้รับการ

สนับสนุนสถานที่ทดลองและครุภัณฑ์จากภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
ศิลปากร คณะผู้วิจัยขอขอบคุณมา ณ ที่นี้ 
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