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 การศึกษานี้เปนการปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลออยโดย  Saccharomyces cerevisiae 
SKP1  ใชกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 อายุ 12 ชั่วโมง เล้ียงในอาหาร BSM medium ที่มีกากน้ําตาลคิดเปนปริมาณ
น้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 20 กรัมตอลิตร พบวาในการเลี้ยงเชื้อแบบ แบตช ปริมาณเอทานอลที่ผลิตคือ 53.02-72.70 
กรัมตอลิตร    ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลในถังหมักขนาด 5 ลิตร คือ pH เริ่มตนเทากับ 4.5 อัตราการกวน 
100 รอบตอนาที โดยไมมีการใหอากาศ  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  และความเขมขนของน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 
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ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดลดลง       การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ รีพีท-แบตช   โดยการปอนกากน้ําตาล 2 
ระยะที่ชั่วโมงที่ 24 และ 48 ของการเลี้ยงเชื้อ เพื่อใหไดปริมาณน้ําตาลรวมใกลเคียงกับความเขมขนเริ่มตน (165 กรัม
ตอลิตร)          พบวาการปอนกากน้ําตาลที่ชั่วโมงที่ 24 สงผลใหผลิตเอทานอลไดในเวลาเร็วขึ้นโดยไดเทากับ 72.98 
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การเพิ่มการผลิตเอทานอลโดยไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 80.96 กรัมตอลิตร คิดเปน 10.25 %(ปริมาตร/ปริมาตร) ที่
เวลา 120 ชั่วโมง    การปรับปรุงการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยการปอนกากน้ําตาลที่ชั่วโมงที่ 24  เพื่อใหได
น้ําตาลรวมในถังหมักใกลเคียงกับเร่ิมตน  พบวาไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 91.12 กรัมตอลิตร คิดเปน 11.53 %
(ปริมาตร/ปริมาตร)  ที่เวลา 84 ชั่วโมง น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.64 กรัมตอลิตร คา Yp/s เทากับ 0.48 กรัมเอทา
นอลตอกรัมน้ําตาล และอัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 1.08 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งเปนวิธีที่ดีกวาเมื่อเปรียบเทียบ
กับการปอนกลูโคสบริสุทธิ์  และการปอนกากน้ําตาลรวมกับไบโอติน  โดยพบวาการปอนกลูโคสบริสุทธิ์ผลิตเอทานอล
ไดเร็วขึ้นตั้งแตเวลาที่ 36 ชั่วโมง  แตปริมาณเอทานอลสูงสุดใกลเคียงกันโดยไดเทากับ 89.42 กรัมตอลิตร ที่เวลา 96 
ชั่วโมง  สวนการปอนไบโอตินสงผลใหการเจริญของเซลล ดีขึ้นที่ชวงตนของการเจริญ (12-36 ชั่วโมง)  ปริมาณเอทา
นอลสูงสุดที่ผลิตไดเทากับ 89.08 กรัมตอลิตร คิดเปน 11.28 %(ปริมาตร/ปริมาตร) ซึ่งใกลเคียงกับเม่ือไมปอนไบโอ
ติน   บทสรุปของการปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลออยโดยวิธีการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช  พบวา
สามารถเพิ่มปริมาณเอทานอลจาก 53.02 กรัมตอลิตร คิดเปน 6.71%ปริมาตรตอปริมาตร ไดสูงขึ้นถึง 91.12 กรัมตอ
ลิตร  คิดเปน 11.53%ปริมาตรตอปริมาตร 
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Improving ethanol production from sugar cane molasses by  Saccharomyces  
cerevisiae SKP1 was investigated. Twelve-hour culture of S.  cerevisiae SKP1 in BSM medium containing 
20 g/l of total sugar from sugar cane molasses was used as starter culture.  The range of ethanol 
production by batch culture was 53.02 g/l to 72.70 g/l. Optimization of batch culture conditions showed 
the optimum conditions for ethanol production in 5L fermentor are as follows : initial pH , 4.5 ;  agitation 
speed , 100 rpm ; no aeration ; temperature , 35OC;  initial total sugar concentration , 165 g/l.  The highest 
ethanol concentration produced by S. cerevisiae SKP1 by batch culture was 72.70 g/l or 9.20 %(v/v) at 72 
h with maximum dry cell weight (DCW) of 5.47 g/l and residual total sugar  12.11 g/l , Yp/s was 0.465 
(g.ethanol/g.sugar) and ethanol productivity was 1.01 g.l1h-1.  It was found that increasing initial total 
sugar to more than 220 g/l resulted in decreasing ethanol production.   Ethanol production in repeated-
batch with 2 times molasses feeding at 24 h and 48 h of cultivation in order to maintain total sugar 
concentration at the same level as initial concentration (165 g/l).  It was exhibited that 72.98 g/l of ethanol 
produced in shorter cultivation time (48h) due to feeding of molasses at 24 h.  In comparison with batch 
cultivation, feeding of molasses showed no significant increasing ethanol production i.e. 80.96 g/l or 
10.25 %(v/v) of highest ethanol produced at 120 h.  Improving ethanol production in fed-batch culture 
with molasses feeding at 24 h to keep total sugar concentration in broth as nearly as that of the 
beginning.  The highest ethanol produced was 91.12 g/l or equivalent to 11.53 %(v/v) at 84 h with 5.64 g/l 
of highest DCW, Yp/s was 0.48 (g.ethanol/g.sugar) and ethanol productivity at 1.08 g.l-1h-1.  Fed-batch 
cultivation with molasses feeding was better when comparing with pure glucose feeding and molasses 
feeding with biotin.  It was shown that ethanol produced in shorter cultivation time at 36 h with pure 
glucose feeding.  But the maximum ethanol concentration was nearly the same at 89.42 g/l at 96 h.  Biotin 
feeding resulted in enhancing cell growth just at the early stage (12-36 h) with maximum ethanol 
concentration of 89.08 g/l equivalent to 11.28 %(v/v) which almost no difference from that without biotin 
feeding.  In conclusion, ethanol production was improved by fed batch culture with ethanol concentration 
dramatically increased from 52.03g/l (6.71%v/v)up to 91.12 g/l which was equivalent to 11.53%(v/v). 
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   บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันการแกปญหาในเรื่องพลงังานเปนเรื่องที่กาํลังไดรับความสนใจอยางมาก 
ในทุกประเทศ เพราะเกี่ยวของกับวถิีการดําเนนิชีวิตของคนเราทัง้ทางตรงและทางออม ราคาน้ํามัน
ที่ปรับตัวสูงขึน้ สงผลใหคาครองชีพสงูขึ้น นักวิชาการดานเศรษฐกจิไดคาดการณวาในป พ.ศ. 
2553 หากยงัเปนไปตามเงื่อนไขของกลุมประเทศผูคาน้าํมันรายใหญ หรือกลุมโอเปค (OPEC) ทีม่ี
อัตราการผลิตน้ํามนัคงที ่  ราคาน้าํมนัจะปรับตัวสูงขึ้น จนผูบริโภคไมมีกําลงัซื้อ ซึ่งมีความเปนไป
ไดวาในอนาคตสังคมโลกคงตองเผชิญหนากับภาวะการขาดแคลนน้ํามันอยางแนนอนหากแหลง
พลังงานจากฟอสซิลซึ่งเปนตนกําเนิดของน้ํามนัและกาซธรรมชาติหมดลง สังคมโลกกําลงัตื่นตวั
ในการหาทางออกเพื่อบรรเทาภาวะวกิฤตนิี ้ โดยแสวงหาแหลงพลังงานทดแทนจากแหลง
ทรัพยากรทีท่ดแทนได (renewable resources) เพื่อใชเปนพลงังานทางเลือกที่จะนาํมาใชทดแทน
พลังงานประเภทใชแลวหมดไป เชน น้ํามัน กาซธรรมชาติ และถานหนิ ดวยเหตุนี้  จงึไดมีการ
คนควาวิจัยอยางตอเนื่องในการหาแหลงพลังงานทดแทน  เพื่อเปนการลดปรมิาณการใชแหลง
พลังงานจากฟอสซิล  และเพื่อใหมีแหลงพลังงานพอเพยีงสําหรับประชากรโลกที่เพิม่ข้ึน 

ชีวมวล (biomass) เปนวัตถดุิบทดแทนไดที่มีมากบนโลก  การนาํชวีมวลมาผลิต 
เปนแหลงพลงังานทดแทนจงึเปนทางเลือกหนึ่งในปจจบุัน  เอทานอลเปนแหลงพลังงานทดแทน
อยางหนึ่งที่มศีักยภาพสงู  เพราะสามารถนํามาใชเปนเชื้อเพลิงทดแทนพลงังานฟอสซิลทีห่มดไป 
(Wheals และคณะ 1999) และยังผลิตไดจากชีวมวล  ปริมาณการผลิตเอทานอลทั่วโลกสูงถึง 
30,000 ลานลิตรตอป  โดย 70%ของปริมาณการผลิตสามารถผลิตไดจากกระบวนการหมกั 
(fermentation) โดยใชจุลินทรีย Saccharomyces cerevisiae      และทีเ่หลือผลิตไดจาก
กระบวนการคะตะลิสตของเอทิลีน  ในป ค.ศ.1970 ไดมีการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรม
จากแหลงชีวมวลขึ้นทีป่ระเทศบราซิล ซึ่งเปนการผลิตเพื่อชดเชยตนทนุการนําเขาน้าํมนัจาก
ตางประเทศ (Waites และ Micheal, 2001)    ประเทศไทยอุดมดวยแหลงทรพัยากรชีวมวล
มากมาย  ไดแก  วัตถุดบิทางการเกษตร โดยเฉพาะวัตถุดิบประเภทแปงและน้าํตาล เชน มนั
สําปะหลงั ออยและกากน้าํตาล  สามารถที่จะนาํมาใชเปนวัตถุดิบเพื่อหมกัเปนเอทานอลไดเปน
อยางด ี  

กากน้ําตาลเปนวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการผลิตน้าํตาลทราย  ซึ่งมีใน 
ปริมาณมาก หางายและราคาถูก การใชแปงมันสาํปะหลังจําเปนตองผานกระบวนการยอยแปงให 
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เปนน้าํตาลทีย่ีสตสามารถนําไปใชในการเจริญและผลิตเอทานอล (fermentable sugar) สวนการ
ใชกากน้ําตาลสามารถนํามาผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อไดโดยตรง นอกจากนี้ในกากน้ําตาลยงัมี
องคประกอบอื่นที่มปีระโยชนสําหรับเปนอาหารใหแกจุลนิทรีย การผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล
จึงมีตนทนุที่ต่าํกวาการใชวตัถุดิบชนิดอื่น ดังนัน้จึงมีความนาสนใจทีจ่ะมีการวิจัยและพัฒนาการ
ผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลใหมีประสิทธิภาพ    เพื่อนาํกากน้ําตาลมาใชเปนวัตถุดิบและ
ปรับปรุงประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลใหสูงขึ้นสงผลใหตนทุนในการผลิตต่ําลง  ซึง่ทาํใหการ
นําเอทานอลจากกระบวนการหมักชวีภาพมาเปนเชื้อเพลิงมีศักยภาพสูงขึ้น 

 

วัตถุประสงคของการวิจยั 

ปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลออย   โดยใช  Saccharomyces 
cerevisiae สายพนัธุ SKP1 ในการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช 
 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดขอมูลในการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล โดยเลี้ยง Saccharomyces 
cerevisiae SKP1 ในถงัหมกัระบบ เฟด-แบตช  เพื่อใหสามารถผลิตเอทานอลไดในราคาตนทุนต่าํ
และเปนการเพิ่มคุณคาวัตถุดิบที่เหลือใชทางการเกษตร ทั้งนี้เพื่อเปนแนวทางในการผลิตระดับ
ขยายสวนตอไป  
 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 

1. หาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SKP1 เพื่อ 
      ผลิตเอทานอลในถงัหมกั 
2. การผลิตเอทานอลในถงัหมกัโดยใชภาวะที่เหมาะสม 
3. การปรับปรุงการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักแบบ เฟด-แบตช 

 

 



    

บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

แนวคิดและทฤษฎี 

วิกฤติการณดานพลังงานอันเนื่องมาจากการขาดแคลนน้ํามันเชื้อเพลิงจากปโตร 
เลียม  ทําใหน้ํามนัเชื้อเพลิงมีราคาแพงและมีแนวโนมที่จะมีราคาแพงยิง่ขึ้นในอนาคต จําเปนทีจ่ะ
ตองหาแหลงพลังงานอื่นมาทดแทน เอทานอลเปนแหลงพลงังานชนดิหนึง่ทีน่าสนใจ ประเทศไทย
มีวัตถุดิบทางการเกษตรหลายชนิดและมปีริมาณมากพอที่จะนํามาผลิตเปนเอทานอลได  ดังนั้น
การนาํวัตถุดบิทางการเกษตรซึ่งเปนวัตถดุิบที่สามารถปลูกทดแทนไดมาใชในการผลิตเอทานอล   
โดยเฉพาะอยางยิง่ กากน้าํตาลออย เปนวัตถุดิบที่ไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาล  ซึง่มีอยูทั่วไป
ในโลกถงึ 121 ประเทศ  โดยชนิดของวตัถุดิบที่นาํมาผลิตน้ําตาลนัน้แตกตางกันตามภูมิประเทศ 
(ดังแสดงในรปูที่ 1) ประเทศไทยเปนประเทศในเขตอบอุนทีม่ีการปลูกออยเพื่อผลิตเปนน้าํตาลซึ่ง
จะใหกากน้ําตาลเปนผลพลอยได  ดังนั้นกากน้ําตาลออยจึงหางาย  ราคาถูก และมีขอดีเมื่อเทยีบ
กับวัตถุดิบทางการเกษตรชนิดอื่น  เนื่องจากไมตองนําไปผานกระบวนการยอยดวยกรดหรือ
เอนไซมเพื่อใหไดน้ําตาลโมเลกุลขนาดเลก็สําหรับใหยสีตนําไปใชได กากน้ําตาลออยประกอบดวย
น้ําตาลหลายชนิดไดแก ซูโครส ฟรุกโตส และกลูโคส (พิสิษฐ คงกําเนิด, 2540)   นอกจากนีย้ังพบ
วามีแหลงไนโตรเจน  วิตามิน  และเกลอืแรที่จําเปนสาํหรับการเจริญของยีสต  โดยทัว่ไปกากน้าํ
ตาลมีปริมาณน้ําตาลรวม (total sugar) ในความเขมขนสูง  การนาํไปใชจึงตองเจือจางใหมีความ
เขมขนของน้าํตาลที่เหมาะสม  พบวาหากความเขมขนของน้าํตาลมากกวา 200 กรัม ตอลิตร มีผล
ใหการผลิตเอทานอลเพิม่ข้ึน  แตเมื่อมีเอทานอลความเขมขนสูงสงผลใหมีการยบัยั้งการเจริญของ 
S. cerevisiae  และนําไปสูระยะสิ้นสุดของกระบวนการหมัก (Mota และคณะ, 1987; Novak และ
คณะ, 1981)   โดยความเขมขนน้าํตาลเริ่มตนทีเ่หมาะสมสาํหรับการหมกัเอทานอลอยูในชวง 100 
– 180 กรัม ตอลิตร (Tyagi และ  Ghose, 1982)  หากความเขมขนของน้าํตาลสูงกวานี้จะเกิดการ
ยับยั้งการเจรญิของ S. cerevisiae  และพบวาเมื่อเอทานอลที่ผลิตไดมีความเขมขนสงู  โดยถา
ความเขมขนของเอทานอลสงูถึง 93.5 กรัม ตอลิตร มีผลทาํให อัตราการเจริญจําเพาะ,  อัตราการ
ผลิตจําเพาะ  และความเขมขนของเซลลในถงัหมกัลดลง  และทําใหน้าํตาลถูกใชไมสมบูรณ 
(Minier และ Goma, 1982)   พบวาปริมาณเอทานอลที่ความเขมขน 26 กรัม ตอลิตร ไมมีผลตอ
การเจริญของยีสต แตมีผลที่ความเขมขนของเอทานอลมากกวา 68.5 กรัมตอลิตร  และหากใชน้าํ
ตาลความเขมขนต่ําเกนิไปพบวาจะผลิตเอทานอลไดนอย  ทาํใหตองใชพลงังานในการกลัน่มาก
ขึ้น  ซึ่งไมเหมาะสมในเชิงเศรษฐศาสตร  (Holzberg, Finn และ Steinkrans, 1967)   แตถาเพาะ
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เลี้ยงยีสตในอาหารที่มีความเขมขนของน้าํตาลสูง  จะทาํใหเกิด catabolite repression  สงผลให
เกิด feed-back inhibition ยบัยั้ง glycolytic pathway  จึงเปนสาเหตุใหเซลลตาย 
(Nagodawithana, Castellano และ Steinkrans คณะ,1974)   ดังนั้นจงึไดมีการปรับปรุงวิธีการ
หมักเพื่อแกปญหาดังกลาว  วิธกีารหนึ่งก็คือ  การหมกัแบบ เฟด-แบตช (fed-batch) โดยคอยๆ
ปอนอาหารใหมีความเขมขนของน้ําตาลที่เหมาะสมเพื่อไมใหเกิดกระบวนการ catabolite 
repression  และในการหมกัเอทานอลแบบ เฟด-แบตช  ดวยการควบคุมการปอนอาหารโดยวัด
อัตราการเกิด CO2 ทําใหสามารถผลิตเอทานอลไดเทากบั 124 กรัม ตอลิตร ใน 300 ชั่วโมง    ได
ผลผลิตเอทานอล 0.47 กรัม จาก 1 กรัมกลูโคส (Mota และคณะ, 1987)   Alfenore และคณะ 
(2002) ไดปรับปรุงกระบวนการผลิตเอทานอลจาก S. cerevisiae  โดยวิธีการเติมวติามินและการ
ควบคุมความเขมขนของน้าํตาลในการหมกัแบบ เฟด-แบตช  ทําใหเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 126 
กรัม ตอลิตร  เพิ่มข้ึนเปน 147 กรัม ตอลิตร  

จากผลงานวิจัยและจากเหตุผลที่กลาวมาการผลิตเอทานอลจาก กากน้ําตาล 
ออย เพื่อเปนแหลงพลงังานทดแทนจึงมีความเปนไปไดสูง  เพราะนอกจากใชเปนแหลงคารบอน  
ในกากน้าํตาลออยยังมวีิตามินและเกลือแรที่จําเปนสําหรับการเจริญของยีสต  ดงันัน้ในงานวิจยันี้
จึงมุงหมายทีจ่ะผลิตและปรับปรุงการหมกัเอทานอลใหสูงขึ้นจากวัตถดุิบเหลือใชทางการเกษตรได
แก กากน้ําตาลออยซึ่งเปนแหลงคารบอนราคาถูกซึ่งมีผลทําใหตนทุนการผลิตต่ําลงดวย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 พืน้ทีท่ี่มีการผลิตน้าํตาล โดย 70 เปอรเซ็นต ใชออยเปนวัตถดุิบซึ่งมีอยูใน
ภูมิประเทศเขตรอน  และ 30 เปอรเซน็ต  ใชหวับทีเปนวัตถุดิบซึ่งอยูในภูมิ
ประเทศเขตหนาว  
ที่มา :  (http://www.sucrose.com/learn.html) 
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เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

การหมักกากน้ําตาลใหไดเอทิลแอลกอฮอลหรือเอทานอลโดยยีสตเปนที่รูจักกัน 
มานานนับพันปแลว  จุดประสงคในตอนแรก คือ ใชสําหรับเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอล  ซึง่มีทัง้ชนดิ
ที่ไมไดผานกระบวนการกลัน่ เชน  เบียร (beer) ไวน (wine) และไซเดอร (cider)  เปนตน  และ
ชนิดที่ผานกระบวนการกลัน่ เชน  สุรา (potable spirit) บร่ันดี (brandy) และวสิกี้ (whisky) 
เปนตน (Margaritis และ Merchant, 1987 ; Rose, 1977)  ตอมามีความตองการที่จะใชประโยชน
จากเอทานอลเพื่อกิจการอื่นเพิ่มมากขึ้น  คือ ใชเปนตัวทําละลายหรือสารตัวกลางในอุตสาหกรรม
เคมี เชน  การผลิตน้ําหอม ยารักษาโรค และสารตานจลุชีพ และที่สําคัญมาจนถงึในปจจุบนันี้คอื
การใชเปนแหลงพลงังานทดแทนน้ํามนัปโตรเลียมเพื่อแกปญหาวิกฤตของราคาน้าํมนั  ทั้งนี้เพราะ
เอทานอลราคาถูกกวาเบนซนิ  บางประเทศไดมีการนาํเอทานอลมาใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับรถยนต
ซึ่งเรียกวา กาซโซฮอล (gasohol) (Reed และ Nagodawithana, 1991)  เชนประเทศบราซลิไดนํา
เอทานอลที่ไดจากการหมกักากน้ําตาลออยดวยยีสตมาใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับรถยนต (Walker, 
1998)  และอเมริกา (Zaldivar และคณะ,2001)     เนื่องจากการใชเอทานอลผสมกับเบนซินไมกอ
ใหเกิดปญหาตอเครื่องยนต  และชวยปรับปรุงความสามารถในการตานการน็อคของเครื่องยนต และ
ลดการเกิดคารบอนมอนอกไซดที่เกิดจากการเผาไหมไมสมบูรณ (Esser และ Karsch, 1984) 
กระบวนการผลิตเอทานอลจงึไดรับการพฒันาอยางตอเนื่องมาจนถงึปจจุบัน  เพื่อใหผลิตเอทา
นอลไดในปริมาณสูงและตนทุนการผลิตต่ํา    

  
สําหรับประทศไทยโครงการแกสโซฮอลเกิดขึ้นในป 2528   เนื่องจากพระบาท 

สมเด็จพระเจาอยูหวัไดทรงเล็งเหน็วาประเทศไทยอาจประสบปญหาการขาดแคลนน้ํามนั และ
ปญหาพืชผลทางการเกษตรราคาตกต่ํา จึงทรงมพีระราชดําริใหโครงการสวนพระองคสวนจิตรลดา
ศึกษาถงึการนาํออยมาแปรรปูเปนเอทานอล  โดยผสมกับน้ํามนัเบนซนิเปนน้าํมนัแกสโซฮอล และ
ไดทดลองใชกบัรถยนตในโครงการสวนพระองคตั้งแตป 2537 กับเครื่องยนตทั้งขนาดเล็กและ
ขนาดใหญ   เพื่อนอมรับแนวพระราชดาํริของในหลวงมาสานตอ   บริษัท บางจากฯ (มหาชน) ได
ผลิตและจําหนายแกสโซฮอล 95 ที่สถานบีริการน้ํามันบางจาก โดยเริ่มทดลองจาํหนายเมื่อป 
2544   ปจจุบันมีจําหนายอยางแพรหลายที่สถานีบริการน้ํามันบางจาก ในเขตกรุงเทพฯ ปริมณฑล 
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1.  ยีสตและกระบวนการหมักเอทานอล 

  ยีสตเปนจุลนิทรียที่โดยสวนใหญมีการดํารงชีวิตเปนเซลลเดี่ยว (unicellular 
form)  มีรูปรางหลายแบบ คือ กลม (round)  รี (oval) สามเหลีย่ม (triangular)  รูปรางแบบ
มะนาวฝรั่ง (apiculate)  ฟลาสก (flask)  ยาว (elongated)  และเปนสาย (filamentous)  ยีสต
บางชนิดมีการสรางเสนใยแบบ pseudomycelium และ true mycelium  สําหรบั 
pseudomycelium อาจเกิดเมื่อมีการเพิ่มจํานวนโดยการแตกหนอแลวหนอที่เกดิขึ้นไมหลุดจาก
เซลลแม  ทําใหมีการเรียงตอของเซลลเปนสาย  บางคร้ังมีการตอกนัเปนสายสั้นๆ ซึ่งแตละเซลลมี
รูปรางคลายกนัจัดเปน rudimentary pseudomycelium  บางชนดิเซลลที่เปนแกนกลางยาวกวา
เซลลอ่ืน  และระหวางรอยตอของเซลลมกีลุมของหนอแตกออกมา pseudomycelium ประเภทนี้
จัดวาเปน well developed pseudomycelium (สาวิตรี ลิ่มทอง,2536) 
  การเจริญของยีสตเกิดโดยการเพิ่มขนาด  เมื่อขนาดเพิม่จนถงึจุดหนึง่  เซลลจะมี
การแบงตัวเพิม่จํานวน  ในระหวางที่มีการแบงเซลลนิวเคลียสจะมีการแบงแบบไมโตซีส (mitosis)  
และการสังเคราะหไซโตพลาสซึมเกิดขึ้น  สําหรับการแบงเซลลของยีสตที่เปนการเพิม่จํานวนแบบ
ไมอาศัยเพศนัน้  พบวาสวนใหญเกิดจากการแตกหนอ (budding) มีจาํนวนนอยที่เกดิโดยการแบง
เซลลจากหนึง่เปนสองโดยวธิี fission  และมีบางพวกที่เพิ่มจํานวนโดยวิธีอ่ืนๆ เชน การสราง 
conidiospore หรือ codinia  ของยีสตกลุมที่ไมมีการสืบพันธุแบบมีเพศ (สาวิตรี ล่ิมทอง,2536) 

1.1  ชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอทานอล 

  มีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถผลิตเอทานอล ไดแก แบคทีเรีย  ยีสต  และรา  ดัง
ตารางที่ 1  จุลนิทรียซึ่งเปนที่สนใจสําหรับการผลิตเอทานอลระดับอุตสาหกรรม คือ ยีสต 
Saccharomyces cerevisiae,  S.uvarum (carlsbergensis),  Schizosaccharomyces pombe 
และ Kluyveromyces fragilis  ยีสตเหลานี้มีความสามารถในการหมกัน้าํตาลชนิดตางๆ ที่เหมือน
กัน  แตเนื่องจาก S. cerevisiae เปนยีสตที่ทนตอภาวะแวดลอมตางๆ ที่ไมเหมาะสมไดดีกวายสีต
ชนิดอื่น  ดังนั้นในปจจุบนัการผลิตเอทานอลสวนใหญจึงใชเชื้อ S. cerevisiae  นอกจากนั้น
ปจจุบันไดมีการพัฒนาการผลิตเอทานอลโดยใชแบคทีเรียจีนัส Zymomonas คือ Z. mobilis  และ
จีนัส Clostridium คือ Cl. thermocellum  ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจนสามารถหมัก
เซลลูโลส  และเจริญไดที่อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส  แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียทัง้สองจี
นัสดังกลาวมคีวามทนตอเอทานอลไดต่ํากวายีสต  ดังนัน้จึงไมนิยมนําแบคทีเรียมาใชผลิตเอทา
นอลในระดับอุตสาหกรรม (Waites และ Michael, 2001)  
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ตารางที่ 1  จุลินทรียที่ผลิตเอทานอล (Waites และ Michael, 2001) 
 
แบคทีเรีย 
Clostridium thermohydrosulfuricum  Extreme thermophile 
Clostridium thermocellum   Thermophilic, hydrolyses cellulose 
Thermoanareobacter ethanolicus  Ferments xylose and starch* 
Zymomonas mobilis  The wild-type ferments only glucose,  

   fructose and sucrose, but with high  
   productivity  

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

   sucrose, fructose, maltose 
   and maltotriose 

S. cerevisiae var. distaticus   Hydrolyses starch 
Schwanniomyces alluvius   Hydrolyses starch 
ราเสนใย 
Fusarium species    Ferments xylose* 
Monilia species    Hydrolyses cellulose and xylan 
Mucor species     Ferment xylose and arabinose* 
 
* ไดแก น้ําตาลซึ่งมีคารบอนจํานวนหกอะตอมที่เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวและโมเลกุลคู 
† ไมมีผลของ Crabtree effect 
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ลักษณะของจุลินทรียที่ดีสําหรับการผลิตเอทานอลมีดังนี้  (สาวิตรี ล่ิมทอง,2536 ) 
1. ใหผลผลิตสูง 
2. มีอัตราการหมักเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 
3. มีความทนตอเอทานอล (ethanol tolerance) 
4. ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 
5. ทน pH ต่ํา หรือทนกรด (acid tolerance) 
6. มีความสามารถในการจับตัวเปนกอนตกลงกนภาชนะ (flocculation) 
7. มีลักษณะพันธุกรรมที่ไมเปลี่ยนแปลงไดงาย 
8. ทนตอแรงดันออสโมซิส (osmotolerance) 

1.2  กระบวนการหมักเอทานอล 
  กระบวนการหมักเอทานอลเปนกระบวนการทางชีวเคมทีี่เกิดขึ้นโดยอาศัย
ปฏิกริิยาของเอนไซมในการเปลี่ยนแปลงสบัสเตรต (substrate)  เชน  น้ําตาลกลูโคส  ภายใตภาวะ
ที่ปราศจากออกซิเจน(fermentation)ใหเปนเอทานอล  ซึง่จุลินทรียสามารถไดพลังงานจาก
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้  อยางไรก็ตามพลงังานที่ไดจากกระบวนการหมักจะนอยกวาพลังงานที่ไดจาก
กระบวนการหายใจแบบใชออกซิเจน (aerobic respiration)  ประมาณ 25 เทา  จุลินทรียทีม่ปีระ
สิทธิภาพในการหมักเอทานอลไดแก  ยสีต ในจนีัส  Saccharomyces  และแบคทีเรียในจนีสั 
Zymomonas  การหมกัเอทานอลโดยยีสตจากกลโูคสไปเปนเอทานอล  จะเปนไปโดยผาน  
glycolysis หรือ Emden-Meyerhof-Panas pathway (Paturau, 1987)  ดังแสดงในรูปที ่2   โดย
การเปลี่ยน glucose-6-phosphate ไปเปน pyruvate  จากนั้น pyruvate จะถกูเมตาบอไลตตอไป
ใหผลผลิตสุดทายตางๆกนั ตามชนิดของยีสต  และภาวะแวดลอมระหวางเมตาบอลิซึม  ในกรณทีี่
มีน้ําตาลความเขมขนสูงหรอืไมมีออกซิเจน  หรือทัง้สองอยาง pyruvate จะถูกเปลี่ยนเปนเอทา
นอล  pyruvate ที่สรางขึ้นจากวิถไีกลโคไลซิส  สามารถถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลในยีสตบางชนิด  
โดยเฉพาะ S. cerevisiae โดย pyruvate จะถูก decarboxylation โดยมีเอนไซม pyruvate 
decarboxylase ทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกริิยาไดเปน acetaldehyde   ซึง่ถูกรีดิวซตอไปเปนเอทา
นอล  โดยเอนไซม alcohol dehydrogenase ที่อาศัย NADH2 (NADH2 dependent alcohol 
dehydrogenase) เปนตวัเรงปฏิกิริยา (Paturau, 1987)     ในป ค.ศ.1810  Gay-Lussac ได
แสดงผลการหมักเอทานอลเปนสมการ  

   C12H24O12 = 4CO2 + 4C2H5OH 
ตอมาไดเปลี่ยนมาเปน  C6H12O6 = 2CO2 + 2C2H5OH 
   



     
                                                                                                               

 

     

9

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                                               ) 

                                                                  
 
รูปที่ 2 วิถีการสรางเอทานอลโดยผาน Emden-Meyerhof-Panas pathway 

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

จากสมการของ  Gay-Lussac สามารถคํานวณไดวาในการหมักเอทานอล จะ 
เกิดคารบอนไดออกไซด 48.9 เปอรเซน็ต และเอทานอล 51.1 เปอรเซ็นต โดยน้าํหนักของน้ําตาล  
และมีความรอนเกิดขึ้น ตอมาในป 1875 Pasteur ไดแสดงใหเห็นวาในสภาพที่เปนจริง  การหมกั



     
                                                                                                               

 

     

10

เอทานอลที่ใหผลผลิตสูงสุดที่จะเปนไปไดโดยคิดเทียบจากเปอรเซน็ตโดยน้ําหนกัของน้าํตาลที่ถูก
ใชไปจะไดดังนี้ เอทานอล 48.4  เปอรเซน็ต, คารบอนไดออกไซด 46.6  เปอรเซ็นต,  กลีเซอรอล 
3.3  เปอรเซ็นต,  กรดซัคซินิค  0.6  เปอรเซ็นต  และ อ่ืนๆ 

จากปริมาณเอทานอลที่ได 48.4 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักของน้ําตาลที่ถูกใชไปที่  

Pasteur  คํานวณได   จะมีคาประมาณ 94.5 เปอรเซ็นต ของปริมาณเอทานอลตามทฤษฏีที่ได
จากวธิีของ Gay-Lussac  ในทางปฏิบัติเอทานอลที่ผลิตไดอยูในชวง 90-95 เปอรเซ็นตของคาทาง
ทฤษฎี   โดยผลิตภัณฑพลอยไดที่สรางขึ้นเกิดจากการใชสับสเตรต 4-5 เปอรเซ็นต   และถา
สามารถปองกนัไมใหเกิดการสรางผลิตภัณฑพลอยไดเหลานี้แลว  จะสามารถเพิม่อัตราการผลิตเอ
ทานอลได 2.7 เปอรเซ็นต  ปจจุบนัการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมปริมาณเอทานอลที่
ผลิตไดจะมีคาเพียง 80-90 เปอรเซ็นต ของคาทฤษฎี สําหรับการผลิตเอทานอลจากแบคทีเรีย Z. 
mobilis นัน้  ตางไปจากยสีต  โดย Z. mobilis ใชวถิ ี Entner doudoroff ในการเปลี่ยนน้ําตาล  
และพบวา Z. mobilis เจริญเร็วกวา มอัีตราการผลิตเอทานอลสูงกวา  และม ี specific glucose 
uptake rate สูงกวายีสต  แตความทนตอเอทานอลนั้นต่ํากวายีสต (Esser และ Karsch, 1984) 

 
2.  วัตถุดิบที่ใชในการหมักเอทานอล 
 

ในการผลิตเอทานอลทั้งที่เปนเครื่องดื่มและเชื้อเพลิง  มักนิยมใชกากน้ําตาลเปน 
วัตถุดิบ  เนื่องจากกระบวนการหมกัสามารถดําเนินการไดงาย  ยีสตสามารถใชน้ําตาลแลวเปลี่ยน
เปนเอทานอลไดเลย   กากน้ําตาลที่พบโดยทัว่ไปแบงเปนสองชนิดตามแหลงที่มา คือ  กากน้ําตาล
ออย (sugar cane molasses)  และกากน้ําตาลบีท (beet molasses) (Harrison และ Graham, 
1970 ; Hodge และ Hildebrandt, 1954 อางถงึใน  เกศกมล ไทยทอง, 2542)  การเลือกใชกากน้าํ
ตาลชนิดใดเปนวัตถุดิบนั้น  ขึ้นอยูกับสภาพภูมิอากาศของแตละประเทศ    เนื่องจากกากน้ําตาล
เปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาลทราย  ซึ่งเปนการแปรรูปจากผลผลิตทางการเกษตร 
เชน  ออย หรือ บีท  ประเทศที่มกีารผลติน้ําตาลทรายจากออยจะตองมีสภาพภมูิอากาศรอนชื้น
เหมาะแกการเจริญของออย สวนบีทนัน้ มักจะนิยมปลกูกันมากในประเทศที่มีลกัษณะภูมิอากาศ
เย็น (Jenkins, 1966)  สําหรับประเทศไทยทีม่ีสภาพภูมิอากาศรอนชืน้  จึงมีการปลูกออยกันมาก  
และมีโรงงานผลิตน้ําตาลทรายจากออยอยูในบริเวณแหลงเพาะปลูกหลายโรงงาน  กากน้าํตาล
ออยที่ไดจากกระบวนการผลติน้ําตาลทรายจึงหางาย  ราคาถูก  และมีปริมาณมาก  สามารถนําไป
เปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได  วัตถุดิบที่ใชในการหมักเอทานอล  คือ  กากน้ําตาลออย  
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  กากน้ําตาล (molasses)  คือผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาลจากโรง
งานน้าํตาล      molasses เปนคําทีม่าจากภาษาละตนิ  mel มีความหมายถงึ honey หรือน้าํผึง้  
แลววิวัฒนาการทางภาษาผานไปทางภาษาสเปนไปเปนคําวา malaza  หมายถงึ crude-honey-
like substanceในภาษาฝรัง่เศส  หรือคําวา melasse ซึ่งใชในภาษาเยอรมันและดชัทดวย  และ
สุดทายกลายมาเปนคําวา molasses (Paturau, 1987)  กากน้ําตาลมี 3 ชนิด คือ  

1. blackstrap molasses หรือ final molasses คือกากน้ําตาลที่ไดจากการผลิต 
น้ําตาลทรายขาว  มีปริมาณน้ําตาล 50-60  เปอรเซ็นต การหมกัเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมจะ
ใชกากน้ําตาลประเภทนี้เปนวัตถุดิบ   

2. refinery molasses คือกากน้ําตาลที่ไดจากการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ 
มีน้ําตาลเปนองคประกอบ 48  เปอรเซ็นต  

3. highest molasses หรือ invert molasses ซึ่งผลิตโดยนําน้ําออยมาแปรรูป 
เปนน้าํตาลโดยเอนไซม invertase ไดน้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตส  แลวระเหยใหขนเปนน้าํเชือ่ม  
ดังนัน้ hightest molasses จึงไมใชกากน้ําตาลที่ไดจากกระบวนการผลิตน้าํตาล  มีน้าํตาลเปน
องคประกอบ 77  เปอรเซ็นต  

 กากน้ําตาลตางชนิดกันจะมีองคประกอบและคุณสมบัติตางกัน  ความแตกตางนี้ 
แมในกากน้าํตาลชนิดเดียวกันกย็ังตางกนัอีกดวย  ทัง้นี้ข้ึนอยูกับทองถิ่นทีท่ําการผลิต กรรมวิธีของ
โรงงาน ฤดกูาล และสภาพการเก็บ  ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจะใช blackstrap 
molasses เปนหลกั  ซึ่งมีน้าํตาลสวนใหญเปนน้าํตาลซูโครส  และมี growth factor ตางๆ มาก
กวา refinery molasses  blackstrap molasses หรือ final molasses คือของเหลวขนที่
ไดจากการตกผลึกน้ําตาลครั้งสุดทายแลวนําไปปนแยกเอาผลึกน้าํตาลซูโครสออก  สวนที่เหลือก็
คือ กากน้ําตาล ซึ่งเปน residual syrup ไมสามารถตกผลึกน้าํตาลซูโครสโดยกรรมวิธีงายๆไดอีก
แลว  การผลิตน้ําตาลจากออยจะไดกากน้ําตาลเปนผลพลอยได 2.2-3.7 เปอรเซ็นต 
  กากน้ําตาลออยมีองคประกอบซับซอน  องคประกอบของกากน้ําตาลแสดงในตา
รางที ่ 2   คาที่ไดเปนคาที่พบในกากน้าํตาลของหลายประเทศที่มีการผลิตน้ําตาล  ความถวง
จําเพาะของกากน้าํตาลมีคาเทากับ 1.39-1.49  องคประกอบหลักของกากน้าํตาลที่เปนผลพลอย
ไดจากอุตสาหกรรมน้ําตาล คือ คารโบไฮเดรต  ไดแก  น้ําตาลซูโครส  กลูโคส  และฟรุกโตส  กาก
น้ําตาลบทีจะมีน้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตสในปริมาณนอย  แตจะมีน้าํตาลราฟฟโนสเปนองค
ประกอบหลักซึ่งตางจากกากน้ําตาลออย  กากน้ําตาลออยและกากน้ําตาลบทีมีสวนที่เปนสาร
ประกอบอนนิทรียในปริมาณสูง      มีวติามินและสารที่จําเปนสาํหรบัการเจริญ (growth factors) 
ในปริมาณที่แตกตางกนั  รวมทัง้สารประกอบไนโตรเจนดังตารางที่ 3  และสารประกอบอินทรีย



     
                                                                                                               

 

     

12

อ่ืนๆอีกหลายชนิด  เชน  chlorogenic และ caffeic acids     uronic acids     sugar alcohol     
organic acids   amino acids     nucleotides     sterols     tannins     plant pigments     
gums    waxes  และ lipids  โดยเฉพาะกากน้ําตาลบทีจะมีสารประกอบพวก non-amino acid 
nitrogen-containing substances อยูในปริมาณสูง เชน betaine  และ  polyamine ชนิดตางๆ 
การนาํกากน้าํตาลที่ไมผานการฆาเชื้อมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลมักจะเกิดปญหาการ
ปนเปอนของจลุินทรียชนิดอืน่เชน osmophilic yeasts   หรือจุลินทรียบางชนิดที่ไมเกี่ยวของกับ
กระบวนการหมักเอทานอล  ซึง่สามารถเจริญไดในภาวะทีม่ีปริมาณ dry matter มากกวา 65 
เปอรเซ็นตข้ึนไป  และในบางครั้งก็สามารถพบสปอรของราและแบคทีเรียในกากน้ําตาลที่เก็บ
รักษาในถังเกบ็ที่มีชองวางระหวางระดับของกากน้าํตาลกับถังเก็บ  ทีจ่ะมีการกลั่นตัวของไอน้ําใน
อากาศที่อยูระหวางชองวางนี้  สงผลใหบริเวณผิวของกากน้าํตาลที่มกีารกลัน่ตัวของไอน้ําเจือจาง
ลง  จงึลด  osmotic effects  ทาํใหจุลนิทรียเจริญได  (Stowell และคณะ, 1987)  
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ตารางที่ 2  องคประกอบของกากน้ําตาล (Stowell และคณะ, 1987) 
 
Carbohydrates Percentage values of 
 Solids Sugars Sucrose Invert  Raffinose 

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

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

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

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

Choline 600 400    
 
 
 

 

User
Text Box
13
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ตารางที่ 3 สารประกอบไนโตรเจนตางๆที่พบในกากน้ําตาล (Paturau, 1987) 
 

Nitrogenous compounds 

 

Usual range % Indicative average 
express %(molasses) 

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

Mg per  g  molasses 
 

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

 
 

 
3.  ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอทานอล 
3.1  ความเขมขนของเอทานอล  ความเขมขนของเอทานอลเปนปจจัยอันดับแรกที่มีผลตอการ
ผลิตเอทานอล  โดยสงผลตอการเจริญของยีสตและการหมักเอทานอล  การยบัยัง้เหน็ไดชัดเมือ่
ความเขมขนของเอทานอลทีเ่กิดระหวางการหมักเพิ่มข้ึนก็จะมีผลใหอัตราการเจริญเริ่มลดลง  สวน
ความสามารถในการทนตอเอทานอลความเขมขนสูงขึน้อยูกับสายพนัธุของจุลินทรีย  ซึ่งเปน
ลักษณะประจาํสายพันธุของยีสตเพียงบางจีนัส ไดแก Saccharomyces และ
Schizosaccharomyces โดยพบวาความเขมขนของเอทานอลสูงสดุที่มีผลตอการเจริญและการ
หมัก คือ 10 เปอรเซ็นตน้าํหนักตอปริมาตร และ 20 เปอรเซ็นตน้ําหนกัตอปริมาตร ตามลําดับ  ผล
ของการยับยั้งที่เกิดจากเอทานอลสามารถยับยั้งอัตราการเจริญและการมีชีวิตของเซลล  พบวา
หากมีการเติมเอทานอลในชวงที่เชื้อเจริญอยูในระยะ log phase มีผลทําใหอัตราการเจริญและ
อัตราการสรางเอทานอลลดลงอยางรวดเรว็   แตพบวามีผลตอการเจริญมากกวาการหมกัเอทา
นอล (Brown และคณะ, 1981)   
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3.2 ชนิดของสับสเตรต  สับสเตรตที่นํามาผลิตเอทานอลมีหลายชนิด ไดแก ประเภทน้ําตาล 
(กากน้ําตาล  ออย และน้ําออย)  ประเภทแปง (แปงขาวโพด   และแปงมันสําปะหลัง)  เซลลูโลส 
(ฟางขาว  วัชพืช และเศษไมเหลือทิ้ง) และของเสียจากโรงงานผลไมกระปอง    ชนิดของสับสเตรต
เปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการผลิตเอทานอล  เพราะสับสเตรตแตละชนิดสามารถใหผลได
ของเอทานอลตอสับสเตรต (Yp/s)  แตกตางกันขึ้นอยูกับองคประกอบของสับสเตรตที่นํามาใชดังตา
รางที่ 4 
 
ตารางที่ 4 ผลไดของเอทานอลตอสับเสตรตและองคประกอบของสับเสตรตที่นํามาผลิตเอทานอล 
(Kim และ Dale, 2004) 
 Dry matter (%) Lignin (%) Carbohydrates 

 (%) 

Ethanol yield                      

(L kg-1 of dry biomass) 

Barley 88.7 2.90 67.10 0.41 

Barley straw 81.0 9.00 70.00 0.31 

Corn 86.2 0.60 73.70 0.46 

Corn stover 78.5 18.69 58.29 0.29 

Oat 59.1 4.00 65.50 0.41 

Oat straw 90.1 13.75 59.10 0.26 

Rice 88.6  87.50 0.48 

Rice straw 88.0 7.13 49.33 0.28 

Sorghum 89.0 1.40 71.60 0.44 

Sorghum straw 88.0 15.00 61.00 0.27 

Wheat 89.1  35.85 0.40 

Wheat straw 90.1 16.00 54.00 0.29 

Sugarcane 26.0  67.00 0.50 

Bagasse 71.0 14.50 67.15 0.28 
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3.3  ความเขมขนของสับสเตรต  การใชสับสเตรตความเขมขนสงูในการหมักเอทานอลเปนการ
ลดปริมาณน้ําที่ใชสําหรับเจอืจางสับสเตรตที่จะนาํมาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  แตใน
ขณะที่การใชสับสเตรตความเขมขนสูงซึง่มีปริมาณความเขมขนของน้าํตาลสูงสงผลใหเกิดการ
ยับยั้งการเจรญิและการหมกัเอทานอล  การยับยัง้ที่เกิดขึ้นนี้สวนหนึง่เกิดจากแรงดนัออสโมซิส  ซึง่
เซลลของยีสตจะเกิด plasmolysis เมื่ออยูในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูงกวา 14 เปอรเซ็นต (น้ํา
หนกัตอปริมาตร)  สาํหรับความเขมขนของน้าํตาลที่สามารถยับยั้งการหมักนั้น  แทที่จริงแลวเกดิ
จากลักษณะของจุลินทรียแตละสายพนัธุ  ซึ่งหากความเขมขนของน้าํตาลสูงกวา 14 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนกัตอปริมาตร)  จะสงผลใหอัตราการหมักเริ่มตนลดลง  แตผลการยับยัง้ที่เกิดจากน้ําตาลนี้
นอยกวาผลของความเขมขนของเอทานอล  หรืออาจเปนผลยับยัง้รวมกนัระหวางความเขมขนของ
น้ําตาลและความเขมขนของเอทานอล (Jones, Pamment และ Greefield, 1981)   

3.4 วิตามิน  ยีสตทั่วไปตองการวิตามนิสาํหรับการเจริญ  ยีสตทําขนมปงทุกสายพันธุตองการไบ
โอติน กรดแพนโททนิิค และอินโนซทิอล (Rosen, 1977)  โดยทัว่ไปกากน้าํตาลมวีติามินเหลานี้อยู
เพียงพอ     และพบวาไบโอตินมีความสําคัญการผลิตเอทานอล  คือ เปนโคแฟกเตอรของเอนไซม
ที่เกี่ยวของกบัปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชั่น  โดยปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมตอการผลติเอทานอลคือ 
0.05-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  (Jones และคณะ, 1981)   

3.5 pH    โดยทั่วไปยีสตสวนมากเจรญิไดดีในชวง pH 3.5-7.0  คา pH เร่ิมตนและ buffer 
capacity ของการหมักเอทานอลมกัอยูในสภาพที่ยีสตจะเกิดการกหมักไดตลอดกระบวนการหมกั  
เนื่องจากในระหวางกระบวนการหมกัเอทานอลจะมกีารสรางกรดโดยยีสตและแบคทีเรียบางชนิดที่
เจริญอยูดวย (Rose และ Harrison ,1970)    จงึตองมีการปรับ pH เพื่อใหอยูในชวงที่เหมาะสม  
และเพื่อเปนการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียบางชนิดที่เจริญอยูดวย  ดังนัน้จงึปรับ pH ใหอยู
ระหวาง 4.0-4.5 (Bazas, Dallman และ Szajani,1989) หรือ  4.0-5.0หรือ 4.8-5.0 (Paturau, 
1987)  ดวยกรดซัลฟวริคเขมขน หรือ mineral acid อ่ืนๆ  อยางไรก็ตาม pH ที่ใหประสิทธิภาพการ
หมักเอทานอลสูงสุดยอมข้ึนอยูกับคุณภาพของกากน้ําตาลที่ใช และพบวาการหมักน้าํตาลซูโครส
จะมีความไวตอการเปลี่ยนแปลง pH มากกวาการหมักน้ําตาลกลูโคส  ซึ่งเกิดจากเอนไซม 
invertase จะเปลี่ยนแปลงที่ pH ต่ํามากกวา (Jones และคณะ, 1981)    

3.6  อุณหภมูิ  ในระหวางการหมักเอทานอลจะมีความรอนเกิดขึ้น  โดยกลโูคส 1 โมเลกุลจะให
ปริมาณความรอน 26 แคลอรี่ดังนี้ 
   C6H12O6  2C2H5OH + 2CO2 + 26.0 แคลอรี่ 

  ยีสตสวนใหญจะเจริญไดรวดเร็วที่อุณหภมูิ 20-30 องศาเซลเซียส   ชวงอณุหภูมิ
สูงสุดที่ยีสตทัว่ไปสามารถเจริญไดคือ 30-40 องศาเซลเซียส   มยีีสตบางสายพันธุเจริญไดดีที่
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อุณหภูมิสูงกวานี้เลก็นอย  ไมมีรายงานวามียีสตที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซยีส   
ปจจัยที่สาํคัญที่จุลินทรียสามารถทนตออุณหภูมิสูงไดมากนอยตางกนัมีหลายประการ  เชน การ
สังเคราะหเอนไซม  กิจกรรมของเอนไซม กลไกการควบคมุภายในเซลล  การถายทอด anaerobic 
information จากยีสตไปยงัไรโบโซม   การนําอาหารเขามาภายในเซลล  และองคประกอบของเยือ่
หุมเซลล เปนตน  การเพาะเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae  ที่อุณหภมูิสูงกวา 40 องศา
เซลเซียส   จะเพิ่มอัตราการเกิด respiration dificiency “petite” mutant มากกวาปกต ิ (Hutter 
และ Oliver,1998)  อุณหภูมิที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลอยูระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส
เนื่องจากปฏิกริิยาการหมักเอทานอลเกิดความรอนทาํใหอุณหภูมิในถงัหมักสงูขึ้น  ดังนั้นในอุต
สาหกรรมการผลิตเอทานอลจะตองลดอุณหภูมิของถงัหมักลงและรักษาอุณหภูมิใหอยูในชวง 32-
33 องศาเซลเซียส   หรือที่อุณหภูมิต่ํากวา 35  องศาเซลเซียส    โดยวธิีการตางๆเชน การพนน้าํให
เปนฝอยทั่วผวินอกของถงัหมัก  ใช cooling coil ในถังหมกั หรือผานสาออกไปทําใหเยน็ลงนอกถงั
หมัก (Paturau, 1987)   

3.7  ออกซิเจน  ออกซิเจนมีบทบาทตอกระบวนการหมักเอทานอล  โดยพบวาออกซิเจนมีหนาที่
เปนตัวรับอิเลค็ตรอนตัวสุดทายในกระบวนการหายใจ  นอกจากนีย้ังทําหนาทีเ่ปน growth factor 
ที่ดีของยีสต  โดยเกี่ยวของการสังเคราะหไขมันทีม่ีพนัธะคู  รวมทั้งกรดโอเลอิค (oleic acid)  กรดลิ
โนลีอิค (linoleic acid)  และ ergosterol  ซึ่งนอกจากชวยสงเสริมการหายใจภายใตภาวะที่
ปราศจากออกซิเจนของยีสตแลว  ยงัชวยเพิ่มความสามารถในการทนตอเอทานอลของยีสต 
(Jones และคณะ, 1981)   

3.8  คารบอนไดออกไซด  คารบอนไดออกไซดสามารถยับยั้งการเจริญของยีสตทั้งในภาวะที่มี
ออกซิเจน  และไมมีออกซิเจน  ในความดันที่สงูกวาบรรยากาศคารบอนไดออกไซดจะยับยัง้การ
เจริญและการหมักไดมากขึน้  เชนเดียวกนักับในภาวะที่อาหารม ี pH ต่ํา  และมีเอทานอลเขมขน
สูง    คารบอนไดออกไซดมีผลยับยั้งปฏิกิริยา decarboxylation ดังสมการ  

  Pyruvate  Acetaldehyde   Ethanol 

            CO2 

พบวาคารบอนไดออกไซดมีอิทธิพลตอองคประกอบของเยื่อหุมเซลล  เปนผลใหเกิดการเปลีย่น
แปลงกิจกรรมบางอยางของเอนไซม  เปลีย่นแปลงสภาพใหซึมได  และการขนสงของตัวถูกละลาย  
ความสัมพันธนี้ยังไมทราบแนชัดถึงผลที่มตีอการผลิตเอทานอล ซึ่งสงผลโดยรวมใหอัตราการผลติ
เอทานอลและการสรางชีวมวลลดลง (Jones และคณะ, 1981)   
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Exponential Lag  
phase  phase 

Stationary phase 
(a)

(b)
(c)

4.  กระบวนการหมักแบบแบตช (Batch culture)  

  เปนกระบวนการหมักทีท่ําไดโดยการเพาะเลี้ยงจุลินทรียภายในระบบปด  การ
เลี้ยงเชื้อนิยมทําในขวดเขยาหรือในถังหมกั  โดยใชสารอาหารและภาวะตางๆเชน อุณหภูมิ ความ
เปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการเติบโต  สารอาหารที่ใชในระบบมีปริมาณจํากัด  เพราะไมมีการเติม
สารอาหาร  ภาวะในระบบมกีารเปลี่ยนแปลง  สารอาหารถูกใชหมดไป  ความเปนกรดดางเปลี่ยน
ไป  มีการสะสมสารพิษ เปนตน (Aiba และคณะ,1973  ; Scragg,1988) เมื่อเลี้ยงเชื้อแบบแบตช
จะมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น  โดยจุลินทรียจะใชสารอาหารที่มอียูจนหมด  และมีการสราง
ผลิตภัณฑและสารอื่นๆ ออกมา  ซึง่สามารถแสดงความสัมพันธระหวางมวลเซลลที่เปลี่ยนไปกบั
เวลาดังแสดงในรูปที่ 3 

 
       
 

 
 
 
 
 
 
 

        Time 
รูปที่ 3 ลักษณะการเลี้ยงเชื้อแบบแบตช (Wang และคณะ,1979) 

a) มวลเซลลไมเกิดการสลายตัว 
b) มวลเซลลเกิดการสลายตวัแลวเกิดการเจริญแบบคริปติก (cryptic 

growth) 
c) จํานวนเซลลมีชีวิตเมื่อเกิดการสลายตัว 
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4.1  จลนศาสตรการเลี้ยงเชื้อแบบแบตช (Kinetics of batch culture) 
 
อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate, µ) 

การเจริญของจุลินทรียเพิ่มข้ึนเปนสัดสวนกับน้ําหนักเซลลแหง (dry cell weight)   
เมื่อเทียบกับปริมาณเซลลเร่ิมตนในชวงการเจริญแบบทวคีูณของจุลินทรีย  น้าํหนกัเซลลแหงจะ
เพิ่มข้ึนเปนสองเทา  และเวลาที่ใชในการเพิ่มจํานวนเปนสองเทาทาํใหไดความสัมพนัธดังนี ้
(Scragg,1988) 
  n   =   t / td        (1) 

 เมื่อ n   คือ จํานวนของการแบงตัวเพิ่มเปนสองเทา (number of doublings) 
  t   คือ เวลา (ชั่วโมง) 
  td   คือ เวลาที่ใชในการแบงตัวเพิ่มจํานวน (ชั่วโมง) 
 ชีวมวลที่เกิดขึ้นหลังจากเวลา t คือ 

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

  เมื่อ Xt    คือ   ความเขมขนของชีวมวลที่เวลา t ใดๆ (กรัมตอลิตร) 
   X0   คือ   ความเขมขนของชีวมวลเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 

  ทําการจัดรูปแบบสมการ (3) ใหม   

  ln Xt – ln X0   =   ln 2   =   0.693   =   µ     (4) 
         t     td        td 
  ถาตองการหาอัตราการเจรญิจําเพาะที่เวลาใดๆในชวงระหวางการเจริญสามารถ
หาไดจาก  น้ําหนักเซลลแหงที่สะสม  =  เซลลที่เจริญ – เซลลออก – เซลลตาย 

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

 เซลลไมมีการไหลออกจากระบบ  และ α  <<<   µ  สามารถเขียนสมการไดใหมคือ 
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  µ   =   1. dX / dt          (6) 
             X 
   

แบคทีเรียบางชนิดมีคา td ที่นอยมากเพียง 15-20 นาที  ภายใตภาวะที่เหมาะสม   
แตโดยทั่วไปแบคทีเรียจะมีคา td ประมาณ 45-60 นาท ี  สวนยีสตภายใตภาวะที่เหมาะสมจะมีคา 
td อาจสัน้เพียง 45 นาท ีแตโดยปกติจะมีคา td ประมาณ 90-120 นาที  และราซึ่งมีการเจริญชา
กวาแบคทีเรียและยีสต  หากเลี้ยงราภายใตภาวะที่เหมาะสมจะมีคา td เพียง 60-90 นาท ีซึง่โดย
ปกติราจะมีคา td  ประมาณ 4-8 ชั่วโมง 
 

4.2  จลนศาสตรของการใชอาหารและการสรางผลิตภัณฑ (Kinetics of nutrient utilisation 
and product formation)  

  เมื่อทําการเลีย้งจุลินทรียในอาหารที่เหมาะสม  จุลินทรียจะใชอาหารไปสําหรับ
การเจริญและสรางผลิตภัณฑออกมา  ความสมัพนัธระหวางการเจรญิและสรางผลิตภัณฑจําแนก
ไดเปน 3 ประเภท ไดแก 

1. การสรางผลิตภัณฑเกิดสัมพันธไปกับการเจริญ (growth associated  
      product formation) 
2. การสรางผลิตภัณฑไมสัมพันธกับการเจริญ (non growth associated  
      product formation) 
3. แบบผสมระหวางแบบ 1 และ แบบ 2 (mixed growth associated product  
      formation)   
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X 
or 
P 

 
              (a)         (b)       (c) 
        

    
 

 

           Time       Time      Time 
รูปที่ 4 รูปแบบของจลนศาสตรการเจริญและการสรางผลิตภัณฑ (Wang      
และคณะ, 1979) 

a) การสรางผลิตภัณฑเกิดสัมพันธไปกับการเจริญ 
b) การสรางผลิตภัณฑไมสัมพันธกับการเจริญ 
c) แบบผสมระหวางแบบ 1 และ แบบ 2 
 

  การหมกัทัว่ไปนั้น  ความสัมพันธระหวางการเจริญและการสรางผลิตภัณฑนั้น  
มักจะเปนแบบใดแบบหนึ่งของสองแบบแรก  เชน การหมักเอทานอลหรือกรดอะมโินเปนการหมกั
รูปแบบแรก  สวนการผลิตสารปฏิชีวนะหรือเอนไซมเปนการหมักรูปแบบที่สอง  แตก็มีการหมกับาง
ชนิดที่เปนไปในรูปแบบที่สาม  กลาวคือจุลินทรียจะเจริญขึ้นมากอนในระยะหนึง่  จากนัน้จงึเริ่ม
สังเคราะหผลิตภัณฑควบคูกันไปกับการเจริญซึ่งยังดาํเนินอยู  เชน การผลิตกรดนมหรือกรดแลก
ติก เปนตน  แบบการเจริญทั้ง 3 ประเภท แสดงในรูปที่ 4 

 
ผลไดเซลลตอสับสเตรต (biomass yield from substrate, Yx/s)  และผลไดผลิตภัณฑตอ
สับสเตรต (product yield from substrate) 

  การเลี้ยงจุลินทรีย  อาหารที่ถูกใชไปยอมมีความสมัพนัธกับการสรางมวลของเชื้อ 
(การเจริญ)  และการสรางผลิตภัณฑ   ความสัมพันธของผลไดเซลลตอสับสเตรต  และผลได
สารผลิตภัณฑตอสับสเตรต (Yx/s และ Yp/s)  คือ พารามิเตอรที่บอกถงึประสิทธิภาพการเปลีย่น
แปลงสารอาหารไปเปนชีวมวล หรือเปนสารผลิตภัณฑ  โดยสามารถอธิบายเปนชวีมวล  หรือมวล
ของสารผลิตภัณฑที่สรางขึ้นตอสารอาหารที่ใชไป ดังนี้ 

  dX / dt   =   - Yx/s. dS / dt       (7) 
 และ dP/ dt   =   - Yp/s. dS / dt         (8) 
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  คาผลผลิต (yield)  สามารถหาไดโดยการหาปริมาณชีวมวลรวม  หรือมวลของ
สารผลิตภัณฑ  และสารอาหารที่ใชไป 

  Yx/s   =   ∆X / ∆S       (9) 
  Yp/s   =   ∆P / ∆S                 (10) 
  Yp/x   =   Yp/s / Yx/s  
          =   ∆P / ∆X                 (11) 
   
อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ(specific production rate, qp)  
 

การหาประสิทธิภาพของการหมัก  นอกจากจะแสดงในรูปของประสิทธิภาพการ 
สรางมวลและประสิทธิภาพการสรางผลิตภัณฑจากอาหารแลว  ยงัสามารถหาไดในรูปของ  อัตรา
การใชสารอาหารจําเพาะ (specific substrate uptake rate, qs) และอัตราการสรางผลิตภัณฑ
จําเพาะ ( specific product formation rate, qp) 
 

อัตราเร็วการสรางผลิตภัณฑ = ผลิตภัณฑที่สราง – ผลิตภัณฑที่ออกจากถังหมัก –  
ผลิตภัณฑที่ถูกทําลาย 

 dP  = (qp X) -   F0 P   -    kP              (12) 
     dt                      V  
  เนื่องจากการเลี้ยงแบบแบตชไมมีการแยกเอาผลิตภัณฑออกจากถังหมัก  ดังนั้น     
(F0 P)/V จึงเทากับศูนย  และผลิตภัณฑทีถู่กทาํลายมีคานอยมากเมื่อเทียบกบัการสรางผลิตภัณฑ
ในระหวางการหมัก  ดังนั้น kP จึงไมนํามาคิด  เมื่อเขียนสมการที่ (12) ใหมจะไดเปน 

 dP  = (qp X)                (13) 
     dt  

           qp   =  1 dP                (14) 
                X dt   
 

เมื่อ  qp   คือ   อัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (specific substrate uptake  
         rate) (g g-1 h-1) 

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

  การหมกัแบบ รีพีท แบตช เปนการหมกัแบบแบตชอยางหนึ่ง  แตการหมักแบบรี
พีท แบตช  จะมีการนําน้ําหมักออกจากถงัหมกัออกไปสวนหนึง่  และเหลือน้ําหมักอีกสวนสาํหรบั
เปนกลาเชื้อในการหมักรอบตอไป โดยมีการเติมอาหารเขาไปใหมดวยปริมาตรเทากับปริมาตรของ
น้ําหมักทีน่ําออกมา (Nishizawa และคณะ,1984 ; Rokas, 1996)  โดยมีการปรับปรุงกระบวนการ
หมักแบบ รีพที-แบตช ไปใชรวมกับวธิีอ่ืนๆ เชน การนําเซลลที่ถูกตรงึมาใชกับการหมักแบบรีพีท-
แบตช จะใหผลผลิตเอทานอลสูงกวาการใชเซลลปกติที่ไมถูกตรึง (Rokas, 1996)   

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

  มีผูไดใหคําจํากัดความของการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช วาเปนกระบวนการหมัก
แบบเติมสารอาหารที่จาํเปนอยางตอเนื่องแลวหยุด  หรือใสเปนครั้งคราว  และไมมีการดึงเอาสาร
ผลิตภัณฑออกจากระบบจนกวาสิน้สุดการหมัก   วิธกีารเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช  เร่ิมตนใชใน
การผลิตยีสตตั้งแตประมาณป 1900  สําหรับควบคุมการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae  
ในการเลีย้งแบบแบตชโดยใชมอลทเปนแหลงคารบอน  การผลิตยีสตนี้มีปญหาอยูสองประการคอื  
ประการแรก  ถาความเขมขนของมอลทสูงเกนิไปในอาหารเลี้ยงเชื้อทําใหมีเอทานอลเกิดขึ้นแทน
การผลิตเปนชวีมวล  ประการที่สองคือ  ถาความเขมขนของมอลทถูกควบคุมใหนอยที่สุด การ
เจริญของยีสตก็จะถูกจํากัด  ปญหานี้ไดถกูแกโดยการหาวิธีควบคุมการเติมอาหารใหพอเหมาะกบั
การเจริญ  

7.1  วิธีการควบคุมสําหรับการเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช 

  วิธีการที่จะควบคุมการเลี้ยวเชื้อแบบแบบ เฟด-แบตช เพื่อใหงายในการใชงาน  มี
การแบงไวเปนสองกลุมหลกั คือ with feedback control และ without feedback control ดัง
แสดงในรูปที ่5  การเลี้ยงเชือ้แบบแบบ เฟด-แบตช  จงึอาจมีการเรียกชือ่แตกตางกนั  บางครั้งเรียก
วา “semi-batch” ในอังกฤษ  ในเยอรมนัเรียก “zulaufverfahrem”   และในญี่ปุนเรยีก “ryukaho” 
(Asenjo และ Merchuk, 1995) 
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      bioreactor     bioreactor 
         

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

Without  Feedback  Control   With  Feedback  Control 
 

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

การเลี้ยงเชื้อแบบ with feedback control แบงเปน 2 ประเภท คือ  
  1.  indirect feedback control  การควบคุมตองอาศยัขอมูล  หรือพารามเิตอรที่
เกี่ยวกับการหมัก  ซึง่เกีย่วกับสารตั้งตน เชน การละลายของออกซเิจน อัตราสวนของการหายใจ 
(เชน CO2/O2)  และความเปนกรดดาง 

 2.  direct feedback control  เปนวิธกีารติดตามความเขมขนของสารอาหารใน
การเลี้ยงเชื้อโดยตรงเฉพาะสารตั้งตนสามารถรักษาใหคงที่  หรือสามารถแปรผันเพื่อรักษาความ
เขมขนใหพอเหมาะ  และการควบคุมการเติมอาหารระบบ with feedback control สามารถจัด
การใหเปนระบบเปด (open-loop system) หรือระบบปด (closed-loop system)                       
  ในระบบ Without  Feedback  Control  การเติมสารอาหารสามารถเตมิดวย
อัตราที่คงที่ เชน ปรับอัตราการเติมของปม เติมแบบทวีคณู (exponential feeding)  ใหสัมพันธกับ
การเพิ่มของชีวมวล  หรือเติมทุกๆชั่วโมง 
 
7.2  ขอไดเปรียบของวิธีการเลี้ยงแบบ เฟด-แบตช  

1) สามารถใชสารที่ยับยัง้การเจริญหรือเปนพิษตอเซลลเชน กรดอินทรยี เมธา
นอล สารอโรมาติกบางชนิดเปนสารตั้งตนได 

2) สามารถเพิ่มชีวมวลไดมากกวาการเลี้ยงแบบ แบตช รวมทัง้สามารถเพิ่มผล
ผลิตโดยเฉพาะผลิตภัณฑที่เปน growth associated products 

3) การผลิตสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite)  ซึ่งมีการผลิตไม 
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สัมพันธกับการเจริญ (non growth-related production) เชน ผลิตสารเมื่อจุลินทรียเร่ิมเขาสูชวง
การเจริญแบบคงที ่ ในกรณนีี้อัตราการเตมิสารอาหารสามารถควบคุมในชวงเริ่มตนใหผลิตชวีมวล
สูง  หลังจากนั้นเมื่อจุลินทรยีเขาสูชวงการเจริญแบบคงที่  และเจริญชาลง  จึงเติมอาหารใหเพยีง
พอสําหรับเปนพลังงานเพื่อรักษากิจกรรมของเซลลไวขณะที่การสรางสารผลิตภัณฑกําลังเกิดขึ้น 

4) ไมเกิด catabolite repression 
5) ลดความหนืดของอาหาร เชน การผลิต dextran และ xanthan gum 
6) ไมเกิดปญหาการปนเปอน  การกลายพันธุ  และความไมคงตัวของพลาสมิด   

ซึ่งพบในการเลี้ยงแบบตอเนื่อง 
 
7.3  ขอเสียเปรียบของวิธีการเลี้ยงแบบ เฟด-แบตช  

1) อุปกรณการเลีย้งแบบ feed back control คอนขางมีความซบัซอนและมี
ราคาสูง   

2) ในระบบ without feed back control  การเติมอาหารจะตองมีการหารูปแบบ 
การเจริญไวกอนแลว  เพื่อเปนการคาดคะเนถึงรูปแบบของการเบี่ยงเบนการเจริญของเชื้อ เชน 
time course อาจไมเปนไปตามรูปแบบที่คาด  

 

 

 

 



บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. อุปกรณและเคมีภัณฑ 

1.1 อุปกรณ 
อุปกรณ บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

เครื่องกาซโครมาโตกราฟ  (gas chromatography)       
รุน 3400CX 

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

เครื่องผลิตกาซไฮโดรเจน (hydrogen generator)         
รุน 9200                         

เครื่องผลิตอากาศ (air compressor) รุน WL505000AJ     
 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิ                       

(psycrotherm incubator shaker) รุน G27      
แบบ rotary  

ถังหมัก (fermentor) ขนาด 5 ลิตร รุน MBF500-ME   
         ชุดควบคุม รุน EPC1000 และ 
         เครื่องอดัอากาศ รุน MAU-2 
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (digital Water Bath) รุน SB-651 
อุปกรณหลอเยน็ (circulation Cooler) รุน CA-1111 
เครื่องชั่งหยาบ (laboratory balance) รุน L2200P 
เครื่องชั่งละเอยีด (analytical balance) รุน PG2002-S 
เครื่องชั่งละเอยีด (analytical balance) รุน AG285   
เครื่องชั่งละเอยีด (analytical balance) รุน A200S            
เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P 
เครื่องปนเหวีย่งอุณหภูมิต่าํ รุน J-30I 

Varian, USA. 
 
Varian, USA. 
 
 
Packard, USA. 
 
Campbell Hausfeld, USA. 
 
New Brunswick Scientific, USA. 
 
 
Eyela, Tokyo, Japan 
 
 
Eyela, Tokyo, Japan 
Tokyo Rikakikai, Japan 
Sartorius, Germany 
Beckman, USA 
Beckman, USA 
Hettich,Germany 
Kubota, Japan 
Beckman, USA 
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1.1  อุปกรณ (ตอ) 
อุปกรณ บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)        
รุน genesys 20 

อุปกรณหลอเย็น (circulation Cooler) รุน CA-1100 
เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน 2000 
ตูถายเชื้อแบบ laminar flow รุน BV-124  
ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UL-60 
ตูอบแหง (dryer oven) รุน UL60 
หมออบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325 
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน W760  

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

  

1.2  เคมีภัณฑ 
สารเคมี บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

กากน้ําตาลออย 
กรดซัลฟวริก (H2SO4) 
กลูโคส (analytical grade) 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 
ซิงคซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 
ซูโครส (C12H22O11) 
ซูโครส (น้ําตาลทราย) 
โซเดียมกลูตาเมต (NaC5H8O4) 
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคาไฮเดรต 
(Na2HPO4.12H2O) 
บิวทานอล (C4H9OH) 
พอลิเปบโตน (polypeptone) 

หจก. ว.ภัทร, ประเทศไทย 
E. Merk Damstadt, Germany 
Fluka, Germany 
E. Merk Damstadt, Germany 
Carlo Erba, Italy 
E. Merk Damstadt, Germany 
มิตรผล  ประเทศไทย 
E. Merk Damstadt, Germany 
ปรุงทิพย  ประเทศไทย 
Carlo Erba, Italy 
E. Merk Damstadt, Germany 
 
E. Merk Damstadt, Germany 
Difco, USA 
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1.2 เคมีภัณฑ (ตอ) 
สารเคมี บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

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

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

 

2. จุลินทรีย 

จุลินทรียที่ใช  คือ  Saccharomyces cerevisiae สายพนัธ ุ   SKP1 ดังรูปที่ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 6  ลักษณะรูปรางของ Saccharomyces cerevisiae สายพันธ ุ SKP1 ถายจาก
กลองจุลทรรศนกําลงัขยาย 1,000 เทา 
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3.  อาหารเลีย้งเชื้อ 

3.1  สูตรอาหารแข็งสําหรบัเก็บรักษาเชือ้ (stock culture medium) คือ YPD 
medium (Yeast peptone dextrose medium)  ใน 1 ลิตร  ประกอบดวย 

สารสกัดจากยสีต    10  กรัม 
พอลิเปปโตน     20  กรัม 
กลูโคส      20  กรัม 
วุนผง      18  กรัม 

ปรับ pH เปน 4.5 และนึง่ฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 15 นาที (การนึง่ฆาเชื้อแบบมาตรฐาน) 

3.2  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงกลาเชือ้  (seed culture medium) คือ  อาหาร 
BSM (Basal salt medium) ใชสูตรของ Winter, Luret  และ Uribelarrea (1989)  ใน 1 ลิตร  
ประกอบดวย 

แอมโมเนยีมซลัเฟต    3  กรัม 
โซเดียมกลูตาเมต    1  กรัม 
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   3  กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคาไฮเดรต 3  กรัม 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต   0.25  กรัม 
แมกนีเซยีมเฮปตาไฮเดรต   0.25  กรัม 
แอมโมเนีมเฟอรัสซัลเฟตเฮกซาไฮเดรต  1.5  มิลลิกรัม 
ซิงคซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต   5  มิลลิกรัม 

กลูโคส      40   กรัม 

ปรับ pH เปน 4.5 และนึง่ฆาเชื้อที่ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 10 นาท ี

3.3  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเพื่อการผลิตเอทานอล คือ 

กากน้ําตาลทีม่ีปริมาณน้าํตาลรวม  165  กรัม/ลิตร 
(วิธีการเตรียมดังภาคผนวก ก) 

ปรับ pH เปน 4.5 และนึง่ฆาเชื้อที่ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 10 นาท ี
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4.  วธิีการเกบ็รักษาเชื้อและเตรียมหัวเชื้อสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ 

4.1  การเก็บรักษาจุลินทรีย 

เขี่ยเชื้อจุลินทรียโดยใชลูปเขี่ยเชื้อลาก (streak)  ลงบนอาหารแข็งเอยีง (agar  
slant)  สําหรบัเก็บรักษากลาเชื้อ  บมเชื้อที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ชั่วโมง  แลว
นําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นํามาเขี่ยลากเชื้อลงบนอาหารใหม (sub culture) ทุก 3 
เดือน 
 
 4.2  การทําใหเชื้อบริสุทธิ ์

นําเชื้อที่เก็บรักษาไวมาเขี่ยลากเชื้อ (streak)  ลงบนอาหารแข็ง YPD medium  
ในจานเพาะเชือ้ (ทีม่ีการเตมิเอทานอล 95%(v/v)หลังจากนึ่งฆาเชื้อแลวทิ้งใหเยน็ 45-50 องศา
เซลเซียส ใหมเีอทานอลในอาหาร 5 เปอรเซ็นต (จรัญ เจตนะจิตร,  2525) )  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 18 ชั่วโมง   

 
4.3 การเตรียมหัวเชื้อสําหรับเลี้ยงกลาเชือ้ 

นําเชื้อบริสุทธิม์าเขี่ยลากเชือ้ลงบนอาหารใหม  บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศา 
เซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ถายเชื้อลงในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.9 เปอรเซ็นต  
กระจายเชื้อ (resuspend)  แลวนําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ 640 นาโนเมตร  ใหไดคาการดูดกลนื
แสงเทากับ 0.4 

5.  วธิีดําเนนิการวิจัย 
การหาภาวะที่เหมาะสมสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 เพื่อผลิตเอทานอล 

 5.1  อาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อและศกึษาอายุกลาเชื้อที่เหมาะสมเพื่อใหไดเชื้อที่
มีประสิทธิภาพในการผลติเอทานอล 

ถายกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 จากขอ 4.3 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  ลงในอาหาร 
เหลวสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (8 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ)  ใน
ขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร  ทีม่ีกลโูคสเปนแหลงคารบอนโดยแปรผันความเขมขน  20  40  
และ 60 กรัมตอลิตร  ปรับ pH เริ่มตนเทากับ 4.5 เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส ความเร็ว 100 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 6 ชัว่โมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง  นาํมาหา
น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกลูโคสที่เหลือ แลวเลือกอายกุลาเชื้อที่เหมาะสมในการเตรียมกลาเชื้อ  
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การผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ในถังหมักแบบแบตช 

5.2  pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลในถังหมกั 

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ตามขอ 5.1  โดยเปลี่ยนชนิดของแหลง 
คารบอนจากกลูโคสมาใชกากน้าํตาลที่มปีริมาณน้าํตาลรวมเทยีบเทากับปริมาณกลูโคสตามขอ 
5.1  ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงในถังหมกัขนาด 
5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล (มีกากน้ําตาลที่มีปริมาณน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 
กรัมตอลิตร) ปริมาตร 3 ลิตร  โดยปรับ pH เร่ิมตนตั้งแต 4.0 4.5 5.0 อัตราการกวน 100 รอบตอ
นาที  โดยไมมีการใหอากาศ  ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซยีส เก็บตัวอยางทุก 6 ชัว่โมง เปน
เวลา 48 ชัว่โมง  นาํมาหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของน้าํหมกั  และ
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได   

5.3  อัตราการกวนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

  เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา
นอล จากขอ 5.1 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ทีม่ีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล (มีกากน้าํตาลทีม่ีปริมาณน้ําตาลรวม
เทากับ 165 กรัมตอลิตร) ปริมาตร 3 ลิตร ปรับ pH เร่ิมตน จากผลการศึกษาในขอ 5.2  โดยแปร
ผันอัตราการกวนเทากับ 100 150 และ 200 รอบตอนาที  โดยไมมกีารใหอากาศ  เก็บตัวอยางทกุ 
6 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชัว่โมง  นาํมาหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของ
น้ําหมัก  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 

5.4  อุณหภมูิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

  เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา
นอล จากขอ 5.1 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ทีม่ีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล (มีกากน้าํตาลทีม่ีปริมาณน้ําตาลรวม
เทากับ 165 กรัมตอลิตร) ปริมาตร 3 ลติร  ปรับ pH และอัตราการกวนที่ไดจากขอ 5.2 และ 5.3  
โดยแปรผันอุณหภูมิเทากับ  25  30  และ  35  องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางทกุ 6 ชั่วโมง เปนเวลา 
48 ชั่วโมง  นํามาหาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของน้าํหมกั    และ
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได  
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5.5  ความเขมขนน้าํตาลเริ่มตนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

  เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา
นอล จากขอ 5.1 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลติร  ปรับ pH ,อัตราการกวน 
และอุณหภูมิที่ไดจากขอ 5.2, 5.3 และ 5.4  โดยแปรผันความเขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ  165  
220  260  และ  280  กรัมตอลิตร เก็บตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง  นํามาหา
น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลอื  คา pHของน้ําหมัก  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 

 
การปรับปรุงการหมกัเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ดวยกระบวนการหมกัแบบ รีพที-
แบตช และเฟด-แบตช 

5.6 การผลิตเอทานอลในการหมักแบบ รพีีท-แบตช     

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา 
นอล จากขอ 5.5 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลิตร  อาหารที่ใชสําหรับปอนคือ 
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร การเลือกชวงเวลาของการเติมนัน้  
พิจารณาจากความเขมขนของกากน้าํตาลที่เหลือในน้าํหมัก  จงึไดปอนกากน้าํตาลที่เวลา 24 และ 
48 ชั่วโมง  โดยการปอนกากน้ําตาลทัง้สองชวงเวลาใหไดความเขมขนของน้าํตาลรวมในถังหมักให
ไดใกลเคียงกบัความเขมขนเมื่อเร่ิมตนเลี้ยงเชื้อ (165 กรัมตอลิตร) วิธีดังกลาวทําโดย  ชวงแรก
ปอนกากน้าํตาลที่มีความเขมขนของน้าํตาลรวม 672 กรัมตอลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ที่เวลา 
24 ชั่วโมง  ลงในถงัหมักทีม่ีปริมาตรของน้ําหมักเทากบั 3150 มิลลิลิตร (ไมไดนําน้ําหมักออก  
เนื่องจากปริมาตรน้ําหมักเวลานัน้ไมมากเกินไป  เมื่อเทยีบกับปริมาตรถังหมกั) ทําใหปริมาตรของ
น้ําหมักหลังจากปอนกากน้าํตาลเทากับ 3750 มิลลิลิตร และชวงเวลาที่สองปอนกากน้าํตาลที่มี
ความเขมขนของน้าํตาลรวมเทากับ 672 กรัมตอลิตร ปริมาตร 450 มลิลิลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง ลง
ในถังหมกัที่มปีริมาตรของน้าํหมกัเทากับ 3690 มิลลิลิตร  โดยกอนการปอนกากน้ําตาลมีการนํา
น้ําหมักออกจากถงัหมักเทากับปริมาตรที่เติม (450 มิลลิลิตร) ทําใหปริมาตรของน้าํหมักในถงัหมัก
หลังจากปอนกากน้ําตาลเทากับ 3690 มลิลิลิตร จากนัน้เก็บตัวอยางทุก 12 ชัว่โมง  เปนเวลา 120 
ชั่วโมง  โดยทีช่ั่วโมงทีม่ีการปอนกากน้าํตาล  มกีารเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คือ  กอนปอนกากน้าํตาล  
และหลังจากปอนกากน้าํตาล  นํามาหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของ
น้ําหมัก  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
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 5.7  การปรบัปรุงการผลติเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ดวยการหมกัแบบ 
เฟด-แบตช เมื่อใชกากน้ําตาลเปนอาหารสาํหรับปอนเขา 

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา 
นอล จากขอ 5.5 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลิตร  อาหารที่ใชสําหรับปอนคือ 
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร กรัมตอ  โดยปอนกากน้าํตาล
ปริมาตร  600 มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง  สําหรับที่เวลา 96 ชั่วโมง ปริมาตรของกากน้ําตาลที่เตมิ
พิจารณาจากปริมาณน้าํตาลที่เหลือและเอทานอลที่ผลิตได (เปนวิธีการควบคุมแบบ direct 
feedback control แบบ off-line) จากนัน้เก็บตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมง  เปนเวลา 120 ชั่วโมง  โดยที่
ชั่วโมงทีม่ีการปอนกากน้าํตาล  มีการเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คือ  กอนปอนกากน้าํตาล  และหลงัจาก
ปอนกากน้าํตาล  นาํมาหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ  คา pHของน้าํหมกั  และ
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
 

5.8  การปรบัปรุงการผลติเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ดวยการหมกัแบบ 
เฟด-แบตช เมื่อใชกลโูคสเปนอาหารสาํหรับปอนเขา 

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา 
นอล จากขอ 5.5 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลิตร  เนื่องจากพบวาขอจํากัด
ของความเขมขนของปริมาณน้ําตาลรวมในกากน้าํตาลสําหรับเติม  ไมสามารถเพิม่ข้ึนใหสูงกวานี้  
เพื่อลดปริมาตรของน้ําตาลทีใ่ชเติม  ซึ่งปริมาตรของน้าํตาลที่ใชเติมมีผลตอการเจือจางความ
เขมขนของเอทานอลในถงัหมัก  ดังนั้นจึงแกปญหาโดยเปลี่ยนอาหารที่ใชสําหรับเติมจาก
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร มาเปนกลูโคสเขมขน 800 กรัมตอ
ลิตร    ทําโดยปอนกากน้ําตาลปริมาตร  400 มิลลิตลิตร ที่เวลา 24  ชั่วโมง เก็บตัวอยางทกุ 12 
ชั่วโมง เปนเวลา 120 ชั่วโมง  โดยที่ชัว่โมงที่มกีารปอนกากน้ําตาล  มีการเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คอื  
กอนปอนกากน้ําตาล  และหลังจากปอนกากน้ําตาล  นํามาหาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้าํตาล
รวมที่เหลือ  คา pHของน้ําหมัก  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
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5.9  การปรบัปรุงการผลติเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ดวยการหมกัแบบ 
เฟด-แบตช เมื่อใชกากน้ําตาลเปนอาหารสาํหรับปอนเขารวมกับการปอนไบโอติน 
  

Winter และคณะ (1989)  รายงานวา S. cerevisiae 1 กรัมตองการไบโอติน 1.8  
ไมโครกรัม  และการใชไบโอตินเริ่มตน 3-4 ไมโครกรัมตอลิตร  เพียงพอใหเซลลมกีารเจริญและมี
อัตราการเจรญิจําเพาะสูงสดุ        Afenore และคณะ (2002)  ศึกษาวิธกีารเติมวติามิน  เพื่อชวย
ในดานการปรบัปรุงการมีชวีติของเซลล  เพื่อทาํใหสรางเอทานอลไดมากขึ้น  วธิกีารเติมวิตามิน
วิธีการหนึ่งคือ  การเติมแบบเอ็กโพเนนเชยีล (exponential feeding)  คือ การเตมิวิตามนิเพิ่มข้ึน
แบบทวีคูณจากปริมาณเริ่มตนที่เติม  โดยหาปรมิาณวติามินที่เซลลตองการจากความเขมขนของ
เซลลสูงสุด  จากนัน้คํานวณหาปริมาณวิตามนิที่ใชจากรายงานของ Winter และคณะ(1989)   
การคํานวณหาปริมาณวิตามินทัง้หมดที่เซลลตองการจงึเทากับ 10.15 ไมโครกรัมตอลิตร (5.64 
กรัมตอลิตร (คือน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดที่ไดจากกรเลี้ยงเชื้อแบบ เฟด-แบตช) x 1.8 ไมโครกรัม/
ยีสต 1กรัม (จากผลงานวิจยัของ Winter และคณะ 1989 พบวายีสต 1 กรัม ตองการไบโอตินใน
อาหารเลีย้งเชือ้ 1.8 ไมโครกรัม)  จากนัน้หาปริมาณไบโอตินที่จะในแตละชวง  ปริมาณไบโอตินที่
เหมาะสมดังแสดงในรูปที ่7 
 
 
 
   
 
 

 
 
 
 
รูปที่ 7 ปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมสําหรับปอนทีร่ะยะเวลาตางๆระหวางการ
เลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟด-แบตช 

 

เลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทา 
นอล จากขอ 5.5 ถายกลาเชื้อใหมีปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหาร  ลงใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล ปริมาตร 3 ลติร  อาหารที่ใชสําหรับปอนคือ 
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร โดยปอนกากน้าํตาลปริมาตร  600 



     35

มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง  และมีการเตมิไบโอตินแบบเอ็กโพเนนเชยีล ดังแสดงในรูปที่ 32    เก็บ
ตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 120 ชั่วโมง  โดยที่ชั่วโมงที่มีการปอนกากน้าํตาล  มกีารเก็บ
ตัวอยาง 2 คร้ัง คือ  กอนปอนกากน้าํตาล  และหลังจากปอนกากน้าํตาล  นํามาหาน้ําหนกัเซลล
แหง ปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลือ  คา pHของน้าํหมกั  และปริมาณเอทานอลที่ผลิตได 
 
6. การวิเคราะห 

6.1 การวัดการเจริญเติบโตของ S. cervisiae SKP1 โดยการหาน้าํหนักเซลลแหง 

 ปนแยกเซลลออกจากน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ทีค่วามเร็ว 4,000 รอบตอ 
นาที  เปนเวลา 10 นาท ี จากนัน้ปนลางเซลลดวยน้าํกลั่น 2 คร้ัง  ทีค่วามเร็วรอบและเวลาเทาเดิม  
นําไปอบแหงที่อุณหภูม ิ50-60 องศาเซลเซียส นาน 24 - 48 ชัว่โมง จนกระทั่งน้ําหนักคงที ่  ชัง่หา
น้ําหนกัเซลลแหง  คํานวณหาปริมาณน้ําหนักเซลลแหง (ภาคผนวก ข)  หนวยเปนกรัมตอลิตร 

 
6.2 การหาปริมาณน้ําตาลรวมในรูปน้ําตาลรีดิวซ 

  นําน้ําหมักหลงัจากปนแยกเซลลแลวมาเจอืจางดวยน้าํกลั่นตามความเหมาะสม
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายอินเวอรเทส 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ปรับคา pH เทากับ 4.5 บมในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิเทากับ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 นาท ี จากนัน้นาํมาวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธีของ Bernfeld (1955) โดยเตมิ
สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid, DNSA) ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ผสมให
เขากัน   นําไปตมในอางน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาท ีทิง้ไวใหเยน็แลวเตมิน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากนั นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร นําคาที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และน้ําตาลซูโครส (ภาคผนวก ค) หนวยเปนกรัมตอ
ลิตร   

 
 6.3 การหาคา pH 

  นําน้ําหมักหลงัจากปนแยกเซลลแลววัดคา pH ดวยเครื่องวัดคา pH (pH meter) 
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6.4 การหาปริมาณเอทานอลโดยวธิ ีGas Chromatography (GC) 

  นําน้ําหมักหลงัจากปนแยกเซลลแลวมาเจอืจางดวยน้าํกลั่นตามความเหมาะสม
ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร  ใสในหลอด  eppendoff  เติมสารละลาย internal standard (บิวทนอล) 
1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนัดวย vortex  จากนัน้ฉีดตัวอยาง 1 ไมโครลิตร  วิเคราะหหาปริมาณโดย
วิธีกาซโครมาโตรกราฟภายใตภาวะดังนี ้

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

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

นําคาที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟ (เอทา 
นอล/บวิทานอล) และความเขมขนของเอทานอล (ภาคผนวก ค) หนวยเปนกรัมตอลิตร  
คํานวณหาปรมิาณเอทานอล (ภาคผนวก ข)  หนวยเปนกรัมตอลิตร 
 
6.5  การคาํนวณหาคาพารามิเตอรและคาประสิทธภิาพการหมกั (fermentation efficiency) 

นําขอมูลที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ไดแก  น้ําหนกัเซลลแหง  
ปริมาณเอทานอล  และปริมาณน้าํตาลทีเ่หลือ  มาพลอตกราฟหาคาพารามเิตอร µ  YX/S YP/S,  และ 
qP  โดยใชโปรแกรม Excel 2000 จากสูตรดังนี้       
 

  µ = lnXt – lnXo 
                     t 
   YX/S = Xt  - X0 
    S0 - St             
  YP/S = Pt  - P0 
    S0 - St             
  qp =  Pt  - P0 
           xdt 
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สําหรับคา Qp  และคา fermentation efficiency  คํานวณไดจากสมการดังนี ้

 
   Qp  = ปริมาณเอทานอลสูงสุด (กรัมตอลิตร) 
                      เวลา (ชั่วโมง) 

Fermentation efficiency = Yp/s 
      0.51 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 

การหาภาวะที่เหมาะสมสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ S. cerevisiae SKP1 เพื่อผลิตเอทานอล 
  

อาหารสําหรบัเลี้ยงกลาเชื้อและศกึษาอายุกลาเชือ้ที่เหมาะสมเพื่อใหไดเชือ้ที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล 

  
  เนื่องจากคุณภาพของกลาเชื้อเปนปจจยัที่ชวยสงเสริมใหกระบวนการหมักมี
ประสิทธิภาพดีขึ้น  คุณสมบัติของกลาเชือ้ที่ดีเชน  เซลลอยูในลักษณะที่แข็งแรงและมีกิจกรรมทีด่ี
สงผลใหมีระยะ lag phase ในขั้นตอนการผลิตสั้นลง  นอกจากนี้กลาเชื้อที่ดีควรมีปริมาณเพียงพอ
สําหรับการผลิตในระดับถังหมักและปราศจากการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอื่น  ซึ่งปจจยัที่
สําคัญที่สงผลตอคุณภาพของกลาเชื้อคือ   อาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ  พบวาการพัฒนาสตูร
อาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อใหเหมาะสมตอการเจริญของกลาเชื้อสามารถชวยลดระยะ lag phase 
ใหสั้นลงได   สําหรับอายุของกลาเชื้อนัน้มีความสาํคัญตอคุณภาพของกลาเชื้อ  เพราะกลาเชื้อที่
อยูในชวงที่มีกจิกรรมของเซลลที่ดี (active)   สงผลตอการเจริญและการผลิตสารผลิตภัณฑไดดีใน
ขั้นตอนการผลิต โดยกลาเชื้อที่อยูในระยะการเจริญชวง exponential จะมีอัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ) สูง (Mansi และ Charlie, 1999) 

 
ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาอาหารที่เหมาะสมสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อเพื่อการผลิตเอทา 

นอล  ทาํโดยเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1  ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  อาหารที่ใชมี 3 
สูตร คือ BSM medium ที่เติมกลูโคสใหมีความเขมขนเริ่มตนเทากบั 20 40 และ 60 กรัมตอลิตร
ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 8  เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 โดยเลี้ยงใน
อาหารเลีย้งเชือ้ BSM medium ที่มีกลูโคสความเขมขนเริ่มตนเทากับ 20 40 และ 60 กรัม/ลิตร  
พบวาอัตราการเจริญจําเพาะของ S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BSM 
medium ที่มกีลูโคสเริ่มตนเทากับ 20 กรัมตอลิตร (µ = 0.0974 h-1)  มีคามากกวาในอาหารทีม่ี
กลูโคสเริ่มตน 40  กรัมตอลิตร (µ = 0.0821 h-1) และในอาหารทีม่ีกลูโคสเริ่มตนเทากับ 60  (µ = 
0.0797 h-1) กรัม/ลิตร  ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 9    ปริมาณกลโูคสที่เหลือเมื่อเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ BSM medium ที่มีกลูโคสเริ่มตนเทากับ  20 กรัมตอลิตร (กลูโคสที่เหลือ =0.31 กรัมตอ
ลิตร)  มีคานอยกวาทีม่ีกลูโคสเริ่มตน 40  กรัมตอลิตร (กลูโคสที่เหลือ =17.2 กรัมตอลิตร)  และทีม่ี
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กลูโคสเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร (กลูโคสที่เหลือ =33.3กรัมตอลิตร)  ตามลําดับ   ดังตารางที่ 5  
สาเหตุดังกลาวเปนไปไดวาความเขมขนของน้าํตาลรวมเริ่มตนในอาหารสูตร 2 และ 3  อาจทําให
เกิดการยับยั้งการเจริญมากกวาอาหารสูตรที่ 1  ปรากฎการณดังกลาวมกัพบในการเพาะเลี้ยง S. 
cerevisiae (Baker และ Ariff, 1992)   ดังนัน้ในการวจิัยจึงเลือกอาหาร BSM medium ทีม่กีลโูคส 
20 กรัม/ลิตร เปนอาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ  โดยเลือกกลาเชื้ออาย ุ12 ชั่วโมง เนือ่งจากใหอัตรา
เจริญจําเพาะสูงที่สุด (µmax = 0.176 h-1) ดังตารางที่ 6 สําหรับการวิจยัขั้นตอไป   
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รูปที่ 8  การเจริญของ S. cerevisiae SKP1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BSM medium 
ที่มีกลูโคสเริ่มตนเทากับ 20 40 และ 60 กรัม/ลิตร   
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ตารางที ่5 ปริมาณกลูโคสที่เหลือเมื่อเลีย้ง S. cerevisiae SKP1 ในอาหารเลีย้งเชือ้ BSM 
medium ที่มีกลูโคสเริ่มตนเทากับ 20 40 และ 60 กรัม/ลิตร   
 

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

0 22.36 41.83 59.60 
6 18.92 40.2 57.60 

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

  
 
 
ตารางที ่6 อัตราการเจริญจําเพาะของ S. cerevisiae SKP1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BSM medium ที่
มีกลูโคสเริ่มตนเทากับ 20 กรัม/ลิตร   
 

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

12 0.38 0.1760 
18 0.46 0.0328 
24 0.56 -0.0061 
30 0.54 0.0090 
36 0.57 -0.0029 
42 0.56 0.0058 
48 0.58 0.0000 
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µ = 0.0974 h-1 

                                                                   ก.                                                                                    ข.                                                                              ค.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9 เปรียบเทียบอัตราการเจริญจําเพาะของ S. cerevisiae SKP1 ในอาหารเลีย้งเชื้อ BSM medium ที่มีกลูโคสความเขมขนตางกัน 

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

             (NH4)2SO4  3  กรัม/ลิตร  เปน N-source 

User
Text Box
41
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การผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ในถังหมักแบบแบตช 
 

1.  pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 
 

เนื่องจาก pH มีผลตอการเจริญของยีสต  โดยทั่วไปยีสตเจริญไดดีในชวง pH 3.5- 
4.5   เนื่องจากในระหวางกระบวนการหมกัเอทานอลจะมีการสรางกรดโดยยีสตและแบคทีเรียบาง
ชนิดที่เจริญอยูดวย (Rose และ Harrison, 1970)  โดยพบวากากน้ําตาลใหมๆ จะมีแบคทีเรีย
ปนเปอนอยูประมาณ 102 เซลลตอมิลลิลิตร  ถาเปนกากน้ําตาลเกาทีเ่ก็บคางไวนานเปนปจะตรวจ
พบแบคที่เรียมากถงึ 8.4 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  แบคทีเรียปนเปอนจํานวนมากเหลาที่จะเจรญิ
และสรางกรด  ทาํใหเกิดสภาพความเปนกรดสูง  เปนเหตุใหประสิทธิภาพในการหมักเอทานอล
ของยีสตลดลง  ผลผลิตเอทานอลจงึต่ํากวาปกติ (จรูญ คํานวนตา และคณะ, 2525)  จึงตองมีการ
ปรับ pH เพื่อใหอยูในชวงที่เหมาะสมและเพื่อเปนการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียบางชนิดที่
เจริญอยูดวย  ดังนั้นจึงปรับ pH ใหอยูระหวาง 4.0-4.5 (Bazas และคณะ, 1989 ; Sitton และ 
Goddy, 1980 )  หรือ 4.0-5.0 (Paturau, 1987) 
 
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล  โดยแปรคา pH 
เร่ิมตนเทากับ 4.0 4.5 และ 5.0  เลี้ยง S. cerevisiae SKP1 ใชอัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี 
โดยไมมีการใหอากาศ  ใชกลาเชื้อที่มีอายุ 12 ชั่วโมง และเลี้ยงในอาหารสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อทีไ่ด
จากการศึกษาในผลการทดลองขางตน คือ  อาหารเลี้ยงกลาเชื้อ BSM medium ปอนกากน้าํตาล
ใหมีน้าํตาลรวมเริ่มตนเทากบั 20 กรัมตอลิตร  เลี้ยงในอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อการผลิตที่ประกอบดวย
กากน้ําตาลทีม่ีความเขมขนของน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากบั 165 กรัมตอลิตร  รูปแบบการหมกัดัง
แสดงในรูปที ่ 10-12 และ ตารางที่ 7-9 พบวาในภาวะการเลี้ยงเชื้อที ่ pH เร่ิมตนเทากับ 4.0  S. 
cerevisiae SKP1 สามารถผลิตเอทานอลสูงสุดที่ชัว่โมงที่ 48  เทากับ 45.40 กรัมตอลิตร คิดเปน 
4.54%(w/v) หรือ 5.75% (v/v) ไดน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 3.55 กรัมตอลิตร และมีน้ําตาล
เหลือเทากับ 55.41 กรัมตอลิตร  ดังแสดงในรูปที ่10  และตารางที ่7  เมื่อเปรียบเทยีบกับการเลีย้ง
เชื้อที่ pH เร่ิมตน 4.5 และ 5.0  (ดังแสดงในรูปที่ 11 และ 12 ตารางที ่8 และ 9)  พบวา ปริมาณเอ
ทานอลที่ผลิตไดสูงสุดเทากบั 53.02 กรัมตอลิตร และ 53.25 กรัมตอลิตร ที่ 48 ชั่วโมง   ไดน้ําหนกั
เซลลแหงสงูสดุเทากับ 3.73 และ 4.71 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  และมีน้ําตาลเหลือเทากับ 49.23 
และ 47.28 กรัมตอลิตร และพบวาคา pH คอนขางคงทีร่ะหวางการหมัก   
 
 



     43

Cell dry weight(g/l)
Total sugar(g/l)
Ethanol(g/l)
pH

Time (h)

To
ta

l s
ug

ar
 (g

/l)
Et

ha
no

l (
g/

l)

pH
C

el
l d

ry
 w

ei
gh

t (
g/

l)

0

1

2

3

4

5

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

0 6 12 18 24 30 36 42 48

   
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่ pH เร่ิมตน
เทากับ 4.0 
 

 
ตารางที่ 7 การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่ 
pH เร่ิมตนเทากับ 4.0 
 

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

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

 
ตารางที ่8  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที ่
pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 

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

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

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

ตารางที ่9  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที ่
pH เร่ิมตนเทากับ 5.0 
 

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

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

12 1.51 130.25 15.55 1.56 1.97 
18 2.14 97.67 26.48 2.65 3.35 
24 2.87 82.42 32.14 3.21 4.07 
30 3.19 69.26 42.4 4.24 5.37 
36 3.44 60.47 49.43 4.94 6.26 
42 3.59 51.29 51.79 5.18 6.56 
48 4.71 47.28 53.25 5.33 6.74 
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รูปที่ 13  เปรยีบเทียบผลของ pH เร่ิมตน 4.0 4.5 และ 5.0 ทีม่ีตอการผลิตเอทานอล  การ
เจริญ  และการใชน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงในภาวะอัตราการกวน
เทากับ 100  รอบตอนาท ี  น้าํตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  อุณหภมูิ  30  
องศาเซลเซยีส   

 
 
  เมื่อเปรียบเทยีบรูปแบบการผลิตเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้าํตาล  ดงั 
รูปที่ 13  พบวาในภาวะที่เลี้ยงในอาหารที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 และ 5.0 การผลิตเอทานอล    
และการใชน้าํตาลพบวาใกลเคียงกนั   โดยการเลี้ยงในภาวะที่เลีย้งในอาหารทีม่ี pH เร่ิมตนเทากับ 
4.0 เชื้อผลิตเอทานอลไดปริมาณนอยกวาที่ pH 4.5 และ 5.0 ตั้งแตชวงเวลาแรกของการหมัก
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จนกระทั่งสิน้สุดการหมกั  และปริมาณน้ําตาลรวมที่เหลือชวงหลงัของการเลี้ยงเชื้อที่ pH 4.0 
พบวาสูงกวาที่คา pH 4.5 และ 5.0 เล็กนอย     ในขณะที่การเจริญพบวาน้าํหนักเซลลแหงที ่pH 
5.0 มีคามากกวาที่ pH4.0 และ 4.5  เพื่อแสดงผลของ pH ที่มีตอการผลิตเอทานอล  การเจริญ  
และการใชน้าํตาลของ S. cerevisiae SKP1 จึงนําคาเอทานอลสงูสุด  น้าํหนักเซลลแหงสงูสดุ 
และปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ มาเปรยีบเทียบ  โดยอาศัยหลักการคํานวณทางสถติิดังตารางที ่10 
พบวา  ปริมาณเอทานอลสงูสุดที ่ S. cerevisiae SKP1 ผลิตไดและปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือที่ 
pH เร่ิมตนเทากับ 4.0 แตกตางกบัที ่ pH 4.5 และ 5.0   อยางมีนัยสาํคัญทีค่วามเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต  ในขณะที่การเจริญเติบโตพบวาน้ําหนกัเซลลแหงที่ pH 5.0 มีคามากกวาเมื่อเลีย้งเชือ้
ที่ pH 4.5 และ 5.0   
 
ตารางที ่10  ผลการทดสอบทางสถิติของการศึกษาคา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทา
นอลโดย S. cerevisiae SKP1 

 

pH เอทานอลสูงสดุ 
(g/l) 

น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุด 
(g/l) 

น้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
 (g/l) 

4.0 45.40a 3.55a 55.41a 

4.5 53.02b 3.73a 49.23b 

5.0 53.25b 4.71b 47.28b 

 
หมายเหต ุ a  และ b  บอกความแตกตางอยางมีนยัสําคัญที่ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ง) 
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ตารางที ่11  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1ที ่pH 
เร่ิมตนตางกัน 
 

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

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

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล  
 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ไดผลแสดงในตารางที ่ 11  พบวาในดานการเจรญิเติบโตของ S. cerevisiae SKP1 เมื่อ
พิจารณาจากคา µ ในการเลี้ยงเชื้อที่ pH เร่ิมตนเทากบั 5.0 มีคามากกวาการเลีย้งที ่ pH เร่ิมตน
เทากับ 4.0 และ 4.5  สําหรบัคา Yx/s  ในการเลี้ยงที่ pH เร่ิมตน 4.0 4.5 และ 5.0 มคีาใกลเคียงกนั  
ธวัชชัย  สุมประดิษฐ(2540)  ไดศึกษาการเลี้ยง S. cerevisiae ทั้งหมด 9 สายพนัธุ  เพื่อหมักเอทา
นอลจากกลูโคสที่ pH เร่ิมตน 3.7 และ 4.1 โดยใชกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล  สําหรับ
ควบคุมคา pH ระหวางการหมัก  พบวาทุกสายพันธุสามารถเจริญไดทั้งในภาวะการเลี้ยงที่ pH 
3.7 และ 4.1 และพบวาทัง้ 9 สายพันธุมีคา µ ที่แตกตางกัน 
 
  ในดานการผลติเอทานอลเมือ่พิจารณาคา Yp/s qp และ Qp  พบวาในการเลีย้งที ่
pH เร่ิมตนเทากับ 4.0 4.5 และ 5.0 มคีาใกลเคียงกนั    งานวิจยัของ Pramanik (2004) ที่
ทําการศึกษาผลของ pH ตอการหมกัเอทานอลโดย Saccharomyces ซึ่งใชซโูครส 100 กรัมตอ
ลิตร เปนสับสเตรตที่ pH 3.75  4.25  5.0 และ 5.5 ไดคา Yp/s ใกลเคียงกัน 
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เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการหมกัในดานผลไดของเอทานอลตอน้ําตาล(Yp/s)   
ของผลที่ไดจากงานวจิัยนี้กบัคาทางทฤษฎี ดังแสดงในรูปที่ 14  พบวาประสทิธิภาพการใชน้ําตาล
เพื่อผลิตเอทานอลในการเลีย้งเชื่อที่ pH เร่ิมตนเทากับ 4.50  ใหผลดีที่สุดคือ  92.16 เปอรเซ็นต  
ดังนัน้ในงานวจิัยนี้จงึเลือกภาวะการเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 ไป
ศึกษาขั้นตอไป  นอกจากนี้กากน้าํตาลที่นาํมาใชสาํหรับการเพาะเลีย้งเมื่อเตรียมเปนอาหารเลี้ยง
เชื้อมีคา  pH เร่ิมตนประมาณ 4.5 อยูแลว   
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รูปที่ 14  คา YP/S ของการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1เมื่อคิดเปน
เปอรเซ็นตของคาจากทฤษฎี (YP/S=0.51)  เมื่อเลีย้งเชื้อที่ pH เร่ิมตน 4.0 4.5 และ 
5.0  อัตราการกวนเทากับ 100  รอบตอนาท ีน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัม
ตอลิตร  และอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส   
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2.  อัตราการกวนทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอทานอล 
   
  การศึกษาผลของอัตราการกวนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล  ในภาวะการ
เลี้ยงเชื้อที ่  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5    โดยใชอัตราการกวน 100 
150 และ 200 รอบตอนาท ี  โดยไมมีการใหอากาศ  รูปแบบการหมกัดังแสดงในรปูที่ 15-17 และ 
ตารางที ่ 12-14    ไดพบวา  ภาวะการเลีย้งเชื้อที่อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี  S. cerevisiae 
SKP1 สามารถผลิตเอทานอลสูงสุดที่ชัว่โมงที ่48  เทากบั 53.02 กรัมตอลิตร คิดเปน 5.30%(w/v) 
หรือ 6.71% (v/v) ไดน้ําหนักเซลลแหงสงูสุดเทากับ 3.73 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลเหลือเทากับ 
49.23 กรัมตอลิตร  การผลิตเอทานอลเกดิขึ้นพรอมกับการเจริญ  โดยชวง 24 ชัว่โมงแรกการผลติ
เอทานอลเกิดขึ้นอยางรวดเรว็และเพิ่มข้ึนตามเวลาการหมัก  ซึ่งมีแนวโนมเพิ่มข้ึนไดอีกหลังชั่วโมง
ที่ 48  ดงัแสดงในรูปที ่15  และตารางที่ 12  เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อที่อัตราการกวน 150 
และ 200 รอบตอนาท ี  (ดังแสดงในรูปที ่16 และ 17  ตารางที่ 13 และ 14)  พบวา ปริมาณเอทา
นอลที่ผลิตไดสูงสุดเทากับ 38.94 กรัมตอลิตร และ 34.3 กรัมตอลิตร ที่ 48 ชั่วโมง   ไดน้ําหนัก
เซลลแหงสงูสดุเทากับ 3.70 และ 4.33 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลเหลอืเทากบั 53.85 และ 56.82 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ   
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รูปที่ 15  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่อัตราการกวน 
100 รอบตอนาท ี
 

 
ตารางที ่12  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

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

 
ตารางที ่13  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อัตราการกวน 150 รอบตอนาท ี
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

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

 
ตารางที ่14  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อัตราการกวน 200 รอบตอนาท ี
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

0 0.21 169.05 0.49 0.05 0.06 
6 0.24 161.73 8.39 0.84 1.06 
12 0.73 154.07 11.86 1.19 1.50 
18 2.09 126.74 15.37 1.54 1.95 
24 2.59 100.53 25.93 2.59 3.28 
30 3.36 101.41 27.96 2.80 3.54 
36 3.75 89.41 30.93 3.09 3.92 
42 3.75 79.55 32.04 3.20 4.06 
48 4.33 56.82 34.30 3.43 4.34 
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รูปที่ 18  เปรียบเทียบผลของอัตราการกวนที่ 100 150 และ 200 รอบตอนาที  ทีม่ตีอการ
ผลิตเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงในภาวะ
น้ําตาลรวมเริม่ตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  อุณหภูม ิ 30  องศาเซลเซยีส  และ pH เร่ิมตน
เทากับ 4.5 

   
เมื่อเปรียบเทยีบรูปแบบการผลิตเอทานอลของเชื้อที่อัตราการกวนเทากับ 100  

150 และ 200 รอบตอนาที ดังแสดงในรูปที่ 18  พบวา  ในชวง 12 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ   S. 
cerevisiae SKP1 ผลิตเอทานอลไดปริมาณใกลเคียงกนั  หลังจากนัน้ปริมาณเอทานอลที่สรางขึน้
ที่อัตราการกวนเทากับ 100  รอบตอนาท ี  มากกวาที่อัตราการกวนเทากับ 150 และ 200 รอบตอ
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นาท ี อยางชดัเจน   การเจริญเติบโตพบวาน้ําหนกัเซลลแหงที่อัตราการกวน 200 รอบตอนาท ี
หลังจาก 24 ชั่วโมง สูงกวา 100 และ 150 รอบตอนาท ี เล็กนอย      และพบวาที่อัตรากวน 200 
รอบตอนาที มนี้ําตาลรวมเหลือสูงกวา 100 และ 150 รอบตอนาท ี เพื่อแสดงผลของอัตราการกวน
ที่มีตอการผลติเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้าํตาล ของ S. cerevisiae SKP1 จึงนําคาเอทา
นอลสูงสุด  น้ําหนกัเซลลแหงเฉลีย่สูงสุด และปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลือ มาเปรียบเทียบ  โดย
อาศัยหลกัการคํานวณทางสถิติดังตารางที่ 15 พบวา  ปริมาณเอทานอลเอทานอลสูงสุดที ่ S. 
cerevisiae SKP1 ผลิตไดที ่ อัตราการกวน 100 150 และ 200 รอบตอนาท ี แตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญที่ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต  น้าํหนักเซลลแหงสูงสุดที่อัตรากการกวน 200 รอบตอนาท ี
มีคามากกวาที่อัตราการกวน 100 และ 150 รอบตอนาที และปริมาณน้ําตาลรวมเหลือที่อัตราการ
กวน 100  มีคานอยกวาเมื่อเลี้ยงในภาวะการกวน  150 และ 200 รอบตอนาที   
 
 
ตารางที ่15  ผลการทดสอบทางสถิติของการศึกษาอัตราการกวนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทา
นอลโดย S. cerevisiae SKP1 

 

  อัตราการกวน 
(rpm) 

เอทานอลสูงสดุ 
(g/l) 

น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุด 
(g/l) 

น้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
(g/l) 

100 53.02a 3.73a 49.23a 

150 38.94b 3.70a 53.85b 

200 34.30c 4.33b 56.82b 

 
หมายเหต ุ a, b และ c  บอกความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ง) 
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ตารางที ่16  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae  SKP1 ที่อัตรา
การกวนตางกนั 
 

  stirring speed 
(rpm) 

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

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

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล  
 

เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ  
Qp  ไดผลแสดงในตารางที ่16  ในดานการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 เมื่อพิจารณาจากคา µ  
และ Yx/s พบวาการเลี้ยงเชือ้ที่ภาวะการกวน 200 รอบตอนาท ีมีคามากกวาการเลี้ยงในภาวะการ
กวน 150 และ 100 รอบตอนาท ี และพบวาในดานการผลิตเอทานอลเมื่อพิจารณาจากคา  Yp/s  qp  
และ Qp  ในการเลี้ยงเชื้อที่ภาวะการกวน 100 รอบตอนาท ีคาพารามเิตอรทั้ง 3 มีคามากกวาเมื่อ
เลี้ยงในภาวะการกวนที่ 150 และ 200 รอบตอนาท ี  อยางเห็นไดชัด  แสดงใหเห็นวาเซลล S. 
cerevisiae SKP1 สามารถนาํสับสเตรตไปใชเพื่อการผลิตเอทานอลไดดีที่อัตราการกวนเทากับ 
100 รอบตอนาท ี    การเพิม่อัตราการกวนมีผลใหการเจริญเติบโตของเซลลดีขึ้น   สาเหตุที่เปน
เชนนี้อาจเปนไปไดวา  การกวนมีความสาํคัญตอการผสม(mixing)ระหวางเซลล  อาหารเลีย้งเชือ้  
และปริมาณออกซิเจน (เทาที่ม)ี   โดยการกวนชวยใหฟองอากาศแตกเปนเม็ดเล็กๆ ซึ่งชวยให
ออกซิเจนเขากับเซลลไดดี  และยังสงผลให CO2 ที่เชือ้สรางขึ้นอยูหางจากเซลลมากขึ้น  Jones 
และ Greenfield (1982)  รายงานวาคารบอนไดออกไซดมีผลยับยัง้การเกิดปฏิกิริยาดีคารบอก
ซิเลชั่น (decarboxylation)  โดยยับยัง้การทํางานของเอนไซม pyruvate decarboxylase ที่เรง
ปฏิกิริยาการดงึ CO2 จาก pyruvate ไดเปน acetaldehyde  ดังสมการ 

   Pyruvate  Acetaldehyde   Ethanol 

                    CO2 
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เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพในการใชน้าํตาลเพื่อผลิตเอทานอลของผลที่ไดจาก 
งานวิจยันีก้ับคาทางทฤษฎ ี  ดังแสดงในรูปที่ 19 พบวาประสทิธิภาพในการหมกัในการเลีย้งเชื้อที่
อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี ใหผลดทีี่สุดคือ 92.16  เปอรเซน็ตของคาทางทฤษฎี  ดังนัน้จงึ
เลือกใชภาวะการกวน 100 รอบตอนาท ีสําหรับการทดลองขั้นตอไป 
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รูปที่ 19  คา YP/S ของการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1เมื่อคิดเปน
เปอรเซ็นตของคาจากทฤษฎี (YP/S=0.51)  เมื่อเลี้ยงเชื้อที่อัตราการกวนเทากับ 
100  150 และ 200 รอบตอนาท ี น้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  
อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 
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3. อุณหภูมทิีเ่หมาะสมตอการผลิตเอทานอล 
 

เนื่องจาก S. cerevisiae  เปนยีสตสายพนัธุที่เจริญไดดีทีอุ่ณหภูมิปานกลาง  
(mesophilic strain)  มีอัตราการเจริญสงูสุดที่อุณหภมูิปานกลาง  อุณหภูมิต่ําสดุที่สามารถเจริญ
ได คือ  5-10 องศาเซลเซยีส  และไมมีการเจริญที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  ความทนตออุณหภมูิ
สูงมากขึ้นเมื่อเชื้อเจริญในอาหารที่สมบูรณ  สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการหมักเอทานอล  
พบวาสูงกวาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญประมาณ 5-10 องศาเซลเซียส  (Rose และ 
Harison, 1970) 
  

 Nagodawithana และคณะ (1974) รายงานวา อุณหภูมิมีผลตอการมีชีวิต และ
การตายของเซลล S. cerevisiae ยีสตมีการเจริญเตบิโตชาและหมกัเอทานอลไดต่ําที่อุณหภูมสูิง  
ดังนัน้ในการหมักควรควบคมุอุณหภูมิการหมักไวไมใหเกิน 37 องศาเซลเซียส  เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น
เปน 40 องศาเซลเซียส  และ 43 องศาเซลเซยีส ปริมาณเอทานอลที่ไดจะลดลงอยางมาก  
นอกจากอุณหภูมิจะมีผลตอการหมกัแลว  ยังมีผลทําใหจํานวนเซลลลดลง  ในอุตสาหกรรมการ
ผลิตเอทานอลจะใชอุณหภูมใินชวง 25-35 องศาเซลเซียส  ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม อยางไรก็
ตามอุณหภูมทิี่เหมาะสมและที่เชื้อทนไดสงูสุดสําหรับการเจริญและการหมักเอทานอลพบวาขึ้นกับ
สายพนัธุของเชื้อจุลินทรยี (Pramanik, 2004) 
 
  ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแปรอุณหภูมิ
เทากับ 25  30 และ 35 องศาเซลเซยีส  เลี้ยง S. cerevisiae  SKP1 ในอาหารที่มนี้ําตาลรวม
เร่ิมตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  ใชอัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี(จากผลการศึกษาในขอ 2) pH 
เร่ิมตนเทากับ 4.5 รูปแบบการหมักเอทานอลดังแสดงในรูปที่ 20-22  และตารางที่ 17-19    พบวา
ในภาวะการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากบั 
68.04 กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ คิดเปน 6.80%(w/v) หรือ 8.61% (v/v) ได
น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุดเทากบั 5.23 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลรวมเหลอืเทากบั 20.10 กรัมตอลิตร    
การผลิตเอทานอลเพิม่ข้ึนอยางตอเนื่อง  และพบวาสามารถเพิ่มข้ึนไดอีกหลังชัว่โมงที ่ 48 (ขอมูล
ไมไดแสดง) เมื่อเปรียบเทยีบกับการเลีย้งเชื้อที่อุณหภูม ิ 25  และ 30 องศาเซลเซียส  พบวา
ปริมาณเอทานอลสูงสุดที่เชือ้ผลิตไดเทากบั 49.48 กรัมตอลิตร และ 53.02 กรัมตอลิตร ที่ 48 
ชั่วโมง  ไดน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 3.46 และ 3.73 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลเหลือเทากับ 
57.2 และ 49.23 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  งานวิจยัของ ปนิดา  กิตติรัตน (2546)  ศึกษาการผลิตเอ
ทานอลของ S. cerevisiae M30 จากกากน้ําตาลทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 180 กรัมตอลิตร   
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โดยศึกษาในระดับฟลาสกพบวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลอยูในชวง 33- 35 องศา
เซลเซียส  และเมื่อศึกษาในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร พบวาการหมกัที่อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส  
เปนภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae M30 โดยไดเอทานอลเทากับ 
70.39 กรัมตอลิตร          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



     60

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 20  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซยีส 
 

 
ตารางที ่17  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

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

 
ตารางที ่18  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

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

 
ตารางที ่19  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

0 0.13 167.98 0.56 0.06 0.07 
6 0.25 114.03 14.78 1.48 1.87 
12 1.11 91.23 29.98 2.60 3.29 
18 2.13 81.45 39.40 3.44 4.35 
24 2.48 74.94 49.54 4.25 5.38 
30 3.25 51.04 52.61 5.26 6.66 
36 3.81 43.44 57.70 5.77 7.30 
42 4.54 23.89 65.46 6.55 8.29 
48 5.23 20.10 68.04 6.80 8.61 
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รูปที่ 23  เปรียบเทียบผลของอุณหภูมิ  25  30 และ35  องศาเซลเซียส  ที่มีตอการผลติเอ
ทานอล  การเจริญ  และการใชน้ําตาลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงในภาวะน้าํตาล
รวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร อัตราการกวนเทากับ 100 รอบตอนาท ี และ pH 
เร่ิมตนเทากับ 4.5 

 
เมื่อเปรียบเทยีบรูปแบบการผลิตเอทานอลในการเลีย้งเชื้อที่อุณหภูม ิ25  30 และ  

35 องศาเซลเซียส  ดังแสดงในรูปที่ 23  ผลการวิจยันี้แสดงใหเห็นวา  การผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เพิ่มสูงขึ้นมากกวาเมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส  การ
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เจริญเติบโตพบวาน้ําหนกัเซลลแหงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เพิ่มสูงขึ้นมากกวาที่อุณหภูมิ 25 
และ 30 องศาเซลเซียส หลังจาก 24 ชัว่โมง ของการเลี้ยงเชื้อ  และปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส ต่ํากวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส     เพื่อแสดงผลของ
อุณหภูมิที่มีตอการผลิตเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้ําตาล ของ S. cerevisiae SKP1 จึงนาํ
คาเอทานอลสงูสุด  น้ําหนกัเซลลสูงสุด  และปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลือ มาเปรยีบเทียบ  โดย
อาศัยหลกัการคํานวณทางสถิติดังตารางที่ 20 พบวา  ปริมาณเอทานอลเอทานอลสูงสุดที่เชื้อผลิต
ไดแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญที่ความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต   โดยอณุหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ
ผลิตเอทานอลคือ 35 30 และ 25 องศาเซลเซียส ตามลาํดับ   เชนเดยีวกับน้ําหนักเซลลแหงสงูสดุ
ที่พบวาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดมีคามากกวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 
องศาเซลเซยีส   และปรมิาณน้าํตาลรวมเหลือที่อุณหภูมิ 25  องศาเซลเซยีส  มีคามากกวาที่
อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ดงันั้นจงึเลือกภาวะการเลี้ยงทีท่ี่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส  
ในการศึกษาข้ันตอไป 
 
 
ตารางที ่20  ผลการทดสอบทางสถิติของการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย 
S. cerevisiae SKP1 

 

  อุณหภูมิ (oC) เอทานอลสูงสดุ 
(g/l) 

น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุด 
(g/l) 

น้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
(g/l) 

25 49.48a 3.46a 57.20a 

30 53.02b 3.73a 49.23b 

35 68.04c 5.23b 20.10c 

 
หมายเหต ุ a, b และ c  บอกความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ง) 
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ตารางที ่21  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 ที่
อุณหภูมิตางกนั 
 

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

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

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 

 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 21  พบวาในดานการเจริญเติบโตของ S. cerevisiae SKP1 เมือ่
พิจารณาจากคา µ และ  Yx/s  ในภาวะการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส  มีคาสงูกวาเมื่อ
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส เล็กนอย   เชนเดียวกับในดานการผลิตเอทานอล  
เมื่อพิจารณาคา Yp/s qp   และ Qp พบวามคีาสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิของการเพาะเลีย้งเชือ้เพิ่มสูงขึน้  
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เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการหมกัของผลที่ไดจากงานวิจยันีก้ับคาทางทฤษฎี   
ดังแสดงในรูปที่ 24 พบวาประสิทธิภาพในการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลในการเลีย้งเชื้อที่
อุณหภูมิเทากบั 35 องศาเซลเซียส  ใหผลดีที่สุดคือ 94.51 เปอรเซ็นต  ดังนัน้จงึเลือกใชอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส  สําหรับการเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae SKP1 ในการทดลองขั้นตอไป 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

   
รูปที่ 24  คา YP/S ของการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1เมือ่คิดเปนเปอรเซ็นต
ของคาจากทฤษฎี (YP/S=0.51)  เมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 25  30  และ 35 องศาเซลเซียส  
น้ําตาลรวมเริม่ตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร  อัตราการกวน และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 
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4. ผลของความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน 
 
  กากน้ําตาลเปนผลิตภัณฑพลอยไดสุดทายจากกระบวนการแปรรูปน้ําตาลออย
เปนน้าํตาลทราย  น้ําตาลรวมที่เหลือในกากน้ําตาลมปีระมาณ 50-60 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอ
ปริมาตร)   60 เปอรเซ็นตของน้าํตาลรวมอยูในรูปของซูโครส (Gough และคณะ, 1996)  ดังนัน้จึง
ตองเจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมกอนการนาํไปใช  เนื่องจากเมื่อความเขมขนของน้าํตาล
สูงมีผลยับยั้งการเจริญของยีสตและการผลิตเอทานอล  การยับยั้งสวนหนึ่งเกิดจากแรงดันออสโม
ติก (osmotic pressure)  ทําใหเซลลเกดิพลาสโมไลซสิ (plasmolysis) เมื่ออยูในอาหารที่มีความ
เขมขนของน้าํตาลมากกวา 14 เปอรเซ็นต (โดยน้ําหนกั)  สําหรับปริมาณความเขมขนของน้าํตาลที่
ยับยั้งการหมกัขึ้นอยูกับลักษณะเฉพาะของสายพันธุของยีสต  โดยผลการยับยัง้เนื่องมาจากเอทา
นอลความเขมขนสูงมีมากกวาผลจากความเขมขนน้าํตาลสูง  และผลการยับยัง้จากน้ําตาลและเอ
ทานอลที่ความเขมขนสูงเปนปจจัยรวมทีส่งเสริมใหเกิดการยับยัง้มากขึ้น (สาวิตรี ลิม่ทอง, 2536) 
 
  Gough และคณะ (1996) ศึกษาผลของความเขมขนของกากน้าํตาลตอการผลิต
เอทานอลโดย Kluyveromyces marxianus IMB3  พบวาเมื่อใชกากน้ําตาลเขมขนเปน 23 
เปอรเซ็นตปริมาตรตอปริมาตร   ซึง่มนี้ําตาลรวม 140-180 กรัมตอลิตร  สามารถผลติเอทานอลได
มากที่สุดเทากบั 58.46 กรัมตอลิตร  ใหประสิทธิภาพการหมกัเทากบั 84 เปอรเซน็ต  และอัตรา
การผลิตเอทานอลเทากับ 1 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  นอกจากนีห้ากเพิ่มความเขมขนของ
กากน้ําตาลมากกวา 23 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)  จะสงผลใหปริมาณเอทานอลสงูสุดและ
ความเขมขนของเซลลลดลง 
 
  ในงานวิจัยนี้ศึกษาผลของความเขมขนน้าํตาลเริ่มตนตอการหมกัเอทานอล  ทาํ
โดยเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae SKP1  ในอาหารเพื่อการผลิตเอทานอล  โดยแปรผันปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนใหมนี้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165  220 260 และ 280 กรัมตอลิตร   เลี้ยงเชือ้ที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซยีส  อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี และจากการศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การผลิตเอทานอล  พบวาการสรางเอทานอลเกิดขึ้นอยางตอเนื่อง  และยังมีแนวโนมสามารถ
เพิ่มข้ึนไดอีกหลังชั่วโมงที ่ 48  ดังนั้นการทดลองนี้จึงใชระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อนานขึ้นเปน 72 
ชั่วโมง  โดยทาํการเก็บตัวอยางทุก 12 ชัว่โมง  รูปแบบของการหมักที่เกิดขึ้นดังแสดงในรูปที ่25-28 
และ ตารางที ่22-25 
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  พบวาในภาวะการเลี้ยงเชื้อในอาหารเพื่อการผลิตเอทานอลที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 
165 กรัมตอลิตร  S. cerevisiae SKP1 ผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 72.7 กรัมตอลิตร ที ่ 72 
ชั่วโมง  คิดเปน 7.27%(w/v) หรือ 9.20% (v/v) ไดน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.47 กรัมตอลิตร 
เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้าํตาลรวมเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 220 260 และ 280 กรัมตอลิตร  
พบวาปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดมีคาต่ําลง  โดยผลติเอทานอลสูงสุดไดเทากับ 68.18 62.73   
และ 52.73 กรัมตอลิตร  ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.54  5.05 และ 4.09 กรัมตอลิตร   
และปริมาณน้าํตาลทีเ่หลือจากการเลี้ยงเชือ้ในทัง้ 4 การทดลอง  เทากับ 12.11  72.37  107.07  
และ 125.3 กรัมตอลิตร ตามลําดับ   
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รูปที่ 25  รูปแบบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เพื่อการผลิตที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร 
 

 
ตารางที ่22  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

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

 
ตารางที ่23  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตน 220 กรัมตอลิตร 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

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

 
ตารางที ่24  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

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

 
ตารางที ่25  การเปลี่ยนแปลงในชวงการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร 
 

Ethanol Time 
(h) 

Cell dry weight 
(g/l) 

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

0 0.31 277.26 0.23 0.02 0.03 
12 0.25 261.32 13.11 1.31 1.66 
24 0.43 231.11 25.09 2.51 3.18 
36 1.77 189.7 37.73 3.77 4.78 
48 3.12 161.6 44.55 4.46 5.64 
60 4.09 148.4 50.91 5.09 6.44 
72 3.81 125.3 52.73 5.27 6.67 
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รูปที่ 29  เปรียบเทียบเทยีบผลของน้ําตาลเริ่มตน 165  220  260  และ 280 กรัมตอลิตร 
ที่มีตอการผลติเอทานอล  การเจริญ  และการใชน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อ
เลี้ยงในภาวะอุณหภูมิเทากบั 35 องศาเซลเซียส อัตราการกวนเทากับ 100 รอบตอนาที 
และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 

 
 
เมื่อเปรียบเทยีบรูปแบบการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยงใน 

อาหารที่มนี้ําตาลทั้งหมดเริม่ตนเทากับ 165  220  260  และ 280 กรัมตอลิตร ดังแสดงในรูปที่ 29 
พบวาการเลีย้งในอาหารที่มนี้ําตาลรวมเริม่ตนเทากับ 165 และ 220 กรัมตอลิตร  เชื้อสามารถผลติ
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เอทานอลไดมากกวาการเลีย้งในอาหารทีม่ีน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 260 และ 280 กรัมตอลิตร 
เชนเดียวกับการเจริญเติบโตพบวาน้ําหนกัเซลลแหงเมือ่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําตาลรวม
เร่ิมตน 165 และ 220 กรัมตอลิตร มีคามากกวา 260 และ 280 กรัมตอลิตร  และปริมาณน้าํตาล
รวมที่เหลือเมือ่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําตาลรวมเริม่ตน 260 และ 280 กรัมตอลิตร มีคา
มากกวา 165 และ 220 กรัมตอลิตร   
 

การยับยัง้การผลิตเอทานอลเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีความเขมขนของน้าํตาลสูง 
อาจเปนผลจากแรงดันออสโมติก  ทีเ่กิดจากความเขมขนของน้าํตาลและเกิดจากการทนตอเอทา
นอล (ethanol tolerance) (Golias และคณะ, 2002) ที่เซลลผลิตขึ้น  โดยยับยัง้การเจริญและการ
หมักเอทานอล (Takeshige และ Ouchi, 1995)  การเลี้ยงในอาหารที่มนี้ําตาลเริ่มตน 260 และ 
280 กรัมตอลิตร  พบวาปรมิาณเอทานอลที่เซลลผลิตขึ้นนอยมาก  เนือ่งจากการเจรญิเติบโตลดลง 
โดยสาเหตุดังกลาวอาจเกิดมาจากเซลลเกิดพลาสโมไลซิสจากความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตนที่สูง  
ขอสัณนิษฐานดังกลาวยืนยันไดจากรูปเซลลที่ถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron 
microscope)  ดังแสดงในรูปที่ 30-31     พบวาเซลลเกดิการแตกที่เวลา 72 ชั่วโมง ของการเลีย้ง
เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร  ซึ่งอาจเกิดจากเซลลเกิด autolysis 
ดังแสดงในรูปที่ 32 
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รูปที่ 30  ลักษณะเซลล S. cerevisiae SKP1  ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอน เมื่อ

เลี้ยงในอาหารที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ของการเลีย้งเชือ้ 
(กําลังขยาย 10,000 เทา) 
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รูปที่ 31  ลักษณะเซลล S. cerevisiae SKP1  ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอน  เมื่อ
เลี้ยงในอาหารที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ของการเลีย้งเชือ้ 
(กําลังขยาย 10,000 เทา) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 32  ลักษณะเซลล S. cerevisiae SKP1  ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอน  เมื่อ

เลี้ยงในอาหารที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 72 ชั่วโมง ของการเลีย้งเชือ้ 
(กําลังขยาย 15,000 เทา) 
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เพื่อแสดงผลของน้าํตาลเริ่มตนที่มีตอการผลิตเอทานอล  การเจริญ  และการ 
ใชน้ําตาล ของ S. cerevisiae SKP1   จึงนําคาเอทานอลสงูสุด  น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุด และ
ปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ มาเปรียบเทียบ  โดยอาศยัหลักการคํานวณทางสถิตสิถิติดังตารางที่ 
26 พบวาปริมาณเอทานอลสูงสุดที่เชื้อผลิตไดแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญที่ความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต  โดยพบวาเชื้อสามารถผลติเอทานอลเมือ่เลี้ยงในอาหารที่มนี้ําตาลรวมเริ่มตน 165 
กรัมตอลิตร ไดมากกวาเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีน้าํตาลเริม่ตน 220 260 และ 180 กรัมตอลิตร  
ในขณะทีน่้ําหนักเซลลแหงสงูสุดเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําตาลเริ่มตน 165 และ 220 กรัม
ตอลิตร มีคามากกวา 260 และ 280 กรัมตอลิตร  และปริมาณน้าํตาลรวมเหลือที่เลีย้งในอาหารที่มี
น้ําตาล 280 กรัมตอลิตร มีคามากกวา 165 220 และ 260 กรัมตอลิตร   
 
ตารางที ่26  ผลการทดสอบทางสถิติของการศึกษาผลของความเขมขนน้ําตาลเริ่มตนตอการผลติ
เอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 

 

  น้ําตาลเริ่มตน 
(กรัมตอลิตร) 

เอทานอลสูงสดุ 
(g/l) 

น้ําหนกัเซลลแหงเฉลีย่ 
(g/l) 

น้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
(g/l) 

165 72.70a 5.47a 12.11a 

220 65.82b 5.54a 72.37b 

260 62.73c 5.05b 107.07c 

280 52.73d 4.09c 125.30d 

 
หมายเหต ุ a, b, c และ d  บอกความแตกตางอยางมนีัยสําคัญที่ความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ง) 
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ตารางที ่27  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 เมื่อเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตที่มีน้าํตาลรวมเริ่มตนตางกัน 
 

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

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

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 
 
 

เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ  
Qp  ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 27  พบวาในดานการเจริญเติบโตของ S. cerevisiae SKP1 เมือ่
พิจารณาจากคา µ  ของการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มนี้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 และ 220 กรัมตอ
ลิตร  มีคาสูงกวาการเลี้ยงในอาหารทีม่ีน้าํตาลรวมเริ่มตน 260 และ 280 กรัมตอลิตร  สําหรับ Yx/s 
พบวามีคาต่ําสุดเมื่อเลี้ยงในอาหารทีม่ีน้าํตาลรวมเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร  แสดงใหเห็นวาเมื่อ
ปริมาณน้าํตาลรวมเริ่มตนสงูกวา 220 กรัมตอลิตร อัตราการเจริญของเชื้อ S. cerevisiae SKP1 มี
คาลดลง และผลการใชน้าํตาลเพื่อการเจรญิต่ํากวาเมื่อความเขมขนของน้าํตาลเทากับ 165 และ 
220 กรัมตอลิตร   
 

ในดานการผลติเอทานอลเมือ่พิจารณาจากคา Yp/s  qp และ Qp พบวามีคาลดลง    
เมื่อปริมาณน้าํตาลรวมเริ่มตนเพิ่มข้ึน  อาจกลาวไดวาเมื่อปริมาณน้ําตาลรวมเริ่มตนมากเกนิไป  
นอกจากเชื้อไมนําน้ําตาลไปใชเพื่อการเจริญแลว  ยังไมนาํไปใชเพื่อผลิตเอทานอลดวย  ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาวิจัยที่มีรายงานวา  เมื่อมีปริมาณน้ําตาลมากเกินไป  มีผลยับยั้งการเจรญิ
และการผลิตเอทานอล อาจเนื่องจาก catabolite repression (Roukas และคณะ, 1996)   
Thatipamala และคณะ (1992)  ไดศึกษาผลของความเขมขนของสับสเตรตตอ Yp/s  ใน
กระบวนการหมักเอทานอลแบบขั้นตอนเดยีวดวยเชื้อ S. cerevisiae  พบวาการเพิม่ความเขมขน
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ของกลูโคสเริ่มตนในการหมักจาก  150 เปน 280 กรัมตอลิตร  ทําใหผลไดของเอทานอลลดลงจาก 
0.45 กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคส  เหลือเพียง 0.30 กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคส  

 
เมื่อพิจารณาคา Yp/s  จากการทดลองของการใชน้าํตาลรวมเริ่มตน 165 กรัม 

ตอลิตร มีคา 0.465  กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล  ซึง่สูงกวาผลการวิจัยของ  เทพปญญา เจริญ
รัตน (2545)  ซึ่งศึกษาการหมักเอทานอลโดย S. cerevisiae  จากกากมันสาํปะหลังที่มีความ
เขมขนของกลโูคสเริ่มตน 164.54 กรัมตอลิตร  ไดคา Yp/s เทากับ  0.427 กรัมเอทานอลตอกรัม
กลูโคส  และการทดลองของ   Thatipamala และคณะ (1992) ไดคา Yp/s เทากับ  0.45 กรัมเอทา
นอลตอกรัมกลูโคส  จากการเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae  ในอาหารทีม่ีน้าํตาลเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร  
เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการหมกัของผลที่ไดจากงานวิจยันีก้ับคาทางทฤษฎี  ดังแสดงในรูปที่ 
33 ประสิทธิภาพในการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มนี้ําตาลรวมเริ่มตน
เทากับ 165 กรัมตอลิตร ใหผลดีที่สุดคือ 91.18  ดังนั้นจงึเลือกภาวะการเลี้ยงเชือ้ในอาหารที่มี
น้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร สําหรับการวจิัยตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 33  คา YP/S ของการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1เมือ่คิดเปนเปอรเซ็นต
ของคาจากทฤษฎี (YP/S=0.51)  ของการเลี้ยงในภาวะทีใ่ชน้ําตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165  
220  260  และ 280 กรัมตอลิตร  อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส และ pH เร่ิมตนเทากับ 4.5 
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5.  การปรบัปรุงการหมกัเอทานอลดวยกระบวนการหมักแบบ รีพีท-แบตช และ เฟด-
แบตช 
 

จากผลการวิจยัที่ผานมา  พบวาปริมาณน้าํตาลรวมเริ่มตนที่เหมาะสมเทากับ  
165 กรัมตอลิตร  ตามทฤษฎีกลูโคส 100 กรัมตอลิตร  สามารถเปลี่ยนเปนเอทานอลได 51.1 กรัม
ตอลิตร (ดังหนาที่ 8)  ดังนั้นการเพิม่ปริมาณน้าํตาลเริม่ตน  จงึนาจะเปนการเพิม่ปริมาณเอทา
นอลที่ผลิตได   Bravo, Mahn และ Shene (2000)  พบวา  การเลีย้ง Z. mobilis เมื่อเพิม่ความ
เขมขนของกลโูคสเริ่มตนในการหมกัแบบเฟดแบตชจาก 40 กรัมตอลิตร  เปน 52 กรัมตอลิตร  
สงผลใหความเขมขนของเอทานอลสูงสุดเพิ่มข้ึนจาก 27 กรัมตอลิตร เปน 33 กรัมตอลิตร  
เชนเดียวกับผลงานวิจยัของ เทพปญญา เจริญรัตน (2545) ที่พบวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
กลูโคสเริ่มตนจาก 104.70 กรัมตอลิตร  เปน 164.32 กรัมตอลิตร  สงผลใหความเขมขนของเอทา
นอลสูงสุดที่หมักเพิม่ข้ึนจาก 55.46 เปน 70.37 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 64 ชั่วโมง  แตสําหรับงานวิจยั
นี้  พบวาเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 โดยเพิ่มความเขมขนของน้าํตาลรวมเริ่มตนจาก 165 กรัม
ตอลิตร เปน 220  260  280 กรัมตอลิตร  ปริมาณเอทานอลสูงสดุที่ผลิตไดลดลงเมื่อปริมาณ
น้ําตาลเพิ่มข้ึนเทากับ  72.27  68.16  62.73  และ 52.33 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  (ไดคา Yp/s 
เทากับ 0.499  0.421  0.377  และ 0.336 ตามลําดับ)  ซึ่งไดผลเชนเดียวกับ  Koshimizu และ
คณะ (1984) ที่พบวา  การเพิ่มความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตนในชวง 200-300 กรัมตอลิตร  สงผล
ใหผลไดของเอทานอลตอสับสเตรตลดลง     ซึ่งอาจเกิดจาก catabolite repression  และการ
เกิดพลาสโมไลซิสของเซลล (Roukas และคณะ, 1996)   การวิจยันี้ใชความเขมขนของน้ําตาลรวม
เร่ิมตนสูงกวางานวิจยัทีก่ลาวมา  เพื่อปรับปรุงประสิทธภิาพการหมักเอทานอล  โดยพิจารณาจาก
ปริมาณเอทานอลสูงสดุ (กรัมตอลิตร) วิธีการทีน่าํมาใชคือ  การเพาะเลี้ยงแบบ รีพีท-แบตช และ 
เฟดแบตช  ทีม่ีการเติมอาหารเปนครั้งคราว  ขอดีของวธิีการหมักแบบรีพีท-แบตช และเฟดแบชต  
คือ  สามารถลดปญหาการยับยัง้ทีเ่กดิจากความเขมขนของสับสเตรตที่สูงตอเมตาบอลิซึมของ
เซลล       และใหอัตราการผลิตเอทานอลสงู (Echegaray และคณะ, 2000 ; Nishizawa และคณะ
, 1984 ) 
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  การศึกษาการเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 โดยวิธ ี รีพที-แบตช ทาํโดยการปอน
สับสเตรต คือ กากน้าํตาล  ระหวางระยะเวลาของการเลีย้งเชื้อ  การเลอืกชวงเวลาของการเติมนั้น  
อาศัยขอมูลจากการเลี้ยงเชือ้แบบแบตช (ตารางที่ 24) โดยพิจารณาจากความเขมขนของน้าํตาลที่
เหลือในน้ําหมกั  จึงไดปอนกากน้าํตาลที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง  ซึ่งพบวาการเลี้ยงเชื้อแบบแบตช  
ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง  มีน้าํตาลรวมเหลือเพียง 64.90 และ 21.72 กรัมตอลิตร ตามลําดบั  
โดยการปอนกากน้าํตาลทั้งสองชวงเวลาใหไดความเขมขนของน้าํตาลรวมในถงัหมักใกลเคียงกับ
ความเขมขนเมื่อเร่ิมตนเลี้ยงเชื้อ (165 กรัมตอลิตร) วิธดีังกลาวทาํโดย  ชวงแรกปอนกากน้าํตาลที่
มีความเขมขนของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชัว่โมง  ลงในถัง
หมักที่มีปริมาตรของน้ําหมกัเทากับ 3150 มิลลิลิตร (ไมไดนําน้าํหมกัออก  เนื่องจากปริมาตรน้าํ
หมักเวลานัน้ไมมากเกินไป  เมื่อเทียบกับปริมาตรถังหมกั) ทําใหปริมาตรของน้ําหมกัหลังจากปอน
กากน้ําตาลเทากับ 3750 มิลลิลิตร และชวงเวลาที่สองปอนกากน้าํตาลที่มีความเขมขนของน้าํตาล
รวมเทากับ 672 กรัมตอลิตร ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ทีเ่วลา 48 ชัว่โมง ลงในถงัหมักที่มปีริมาตร
ของน้ําหมกัเทากับ 3690 มลิลิลิตร  โดยกอนการปอนกากน้ําตาลมกีารนาํน้าํหมกัออกจากถังหมัก
เทากับปริมาตรที่เติม (450 มิลลิลิตร) ทําใหปริมาตรของน้าํหมกัในถังหมักหลงัจากปอน
กากน้ําตาลเทากับ 3690 มิลลิลิตร จากนัน้เก็บตัวอยางทุก 12 ชั่วโมง  เปนเวลา 120 ชั่วโมง  โดย
ชั่วโมงทีม่ีการปอนกากน้าํตาล  มีการเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คือ  กอนปอนกากน้าํตาล  และหลงัจาก
ปอนกากน้าํตาล  ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 34 และตารางที่ 28  
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รูปที่ 34  รูปแบบการหมกัเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ รีพีท-แบตช โดยใชความ
เขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 165 กรัม/ลิตร  มีการเติมน้าํตาล 2 ชวง คือช่ัวโมงที่ 24 และ 
ชั่วโมงที ่48 ของการเลีย้งเชือ้ 
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ตารางที ่28  การเปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล โดย S. cerevisiae SKP1 ในการเลี้ยงแบบ รีพที-แบตช  เมื่อใชความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน
เทากับ 165 กรัม/ลิตร  มกีารปอนกากน้าํตาล 2 ชวง คือชั่วโมงที ่24 และ 48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

Volume of  
medium(ml) 

Volume of feeding 
nutrient (ml) 

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

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

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

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

108 4.79 87.59 80.19 8.02 10.15 3510 - 
120 4.57 84.70 80.96 8.10 10.25 3480 - 
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  จากผลการทดลองพบวา ในการเลีย้งเชื้อแบบ รีพีทแบตฃ ที่มีการปอน
กากน้ําตาล 2 ระยะคือ ที่ชัว่โมงที่ 24 และ 48 ปริมาณเอทาอลสงูสุดที่ S. cerevisiae SKP1 ผลิต
ได คือ 80.96 กรัมตอลิตร คิดเปน 8.09 %(w/v) หรือ 10.25% (v/v) ที่เวลา 120 ชั่วโมงของการ
เลี้ยงเชื้อ น้าํหนักเซลลแหงสงูสุดเทากับ 5.48 กรัมตอลิตร และมีน้าํตาลเหลือเทากับ 84.70 กรัม
ตอลิตร (ดังตารางที่ 28) พบวาขอดีของการปอนกากน้ําตาลในการทดลองนี้ คือ S. cerevisiae 
SKP1 สามารถผลิตเอทานอลไดในเวลาเรว็ขึ้น กลาวคือได 72.98 กรัมตอลิตร ในเวลา 48 ชัว่โมง  
ในขณะที่การเลี้ยงเชื้อแบบแบตชไดเอทานอลเทากับ 72.70 กรัมตอลิตร ที่เวลา 72 ชั่วโมง    การ
ปอนกากน้าํตาลไมสงผลตอการเพิม่การผลิตเอทานอลหลังจาก 48 ชั่วโมง   ปริมาณเอทานอล
คอยๆเพิ่มข้ึนเมื่อเลี้ยงเชื้อนานขึ้น โดยไดเอทานอลสูงสดุเทากับ 80.96 กรัมตอลิตร ที่เวลา 120 
ชั่วโมง  ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากเชื้อสามารถทนความเขมขนของเอทานอลไดในระดับหนึง่  ถึงแมจะ
ยังมนี้ําตาลเหลืออยู  แสดงวาการทนตอความเขมขนเอทานอลของเซลลเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผล
ตอการผลิตเอทานอลจากจลุินทรีย  
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ในป 2002  Alfenore และคณะ  ไดศึกษาการปรับปรุงการผลิตเอทานอลโดย     
S. cerevisiae  ดวยวิธกีารปอนวิตามินระหวางการหมักแบบ เฟด-แบตช  โดยใชกลโูคสในถังหมกั
เร่ิมตน 100 กรัมตอลิตร และกลูโคสสําหรับปอนเขา 700 กรัมตอลิตร  วิธีที่ใชควบคุมการปอน
กลูโคสระหวางการหมักใชวธิีออนไลน คือ เมื่อความเขมขนของกลูโคสนอยกวา 20 กรัมตอลิตร  
กลูโคสถูกปอนเขาถงัหมักอยางตอเนื่อง  ใหมีความเขมขนของกลูโคสในถังหมกัเทากับ 100 กรัม
ตอลิตร  และเมื่อความเขมขนของเอทานอลมากกวา 90 กรัมตอลิตร  กลูโคสถูกปอนในอัตราต่ําลง
ใหมีความเขมขนของกลูโคสในถังหมกัเพยีง 50 กรัมตอลิตร   สวนในงานวิจัยนี้พบวา  การเตมิ
น้ําตาลใหมีความเขมขนของน้าํตาลรวมในถังหมกัเทากบัเริ่มตนชวยให S. cerevisiae SKP1 ผลิต
เอทานอลไดเร็วขึ้น  และไดเอทานอลเพิม่ข้ึนตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ  แตปริมาณเอทานอล
สูงสุดไมเพิ่มข้ึนมากนกั  ทั้งนี้อาจเนื่องจากเชื้อสามารถทนเอทานอลไดในระดับหนึง่  ซึ่งสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Golias และคณะ (2002)  
 
  การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟดแบตช ทาํโดยปอนกากน้ําตาล 2 ระยะ คือ 
ที่เวลา 24 และ 96 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ   โดยใชกากน้ําตาลสาํหรับปอนเขาที่มีความเขมขน
ของน้ําตาลรวม 672 กรัมตอลิตร  ปริมาตร 600 มิลลิลิตร สําหรับเติมที่ชั่วโมงที่ 24   และ 35 
มิลลิลิตร สําหรับเติมที่ชั่วโมงที ่96    ผลการทดลองดังแสดงในรูปที ่35 และตารางที่ 29 
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รูปที่ 35  รูปแบบการหมกัเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟดแบตช โดยใชความ
เขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 165 กรัม/ลิตร  มีการเติมน้าํตาล 2 ชวง คือช่ัวโมงที่ 24 และ 
ชั่วโมงที ่96 ของการเลีย้งเชือ้ 
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ตารางที ่29 การเปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาล โดย S. cerevisiae SKP1 ในการเลี้ยงแบบ เฟด-แบตช เมื่อใชความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน
เทากับ 165 กรัม/ลิตร  มกีารปอนกากน้าํตาล 2 ชวง คือชั่วโมงที ่24 และ 96 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

Volume of  
  medium(ml) 

Volume of feeding 
nutrient (ml) 

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

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

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

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

108 4.44 82.09 85.77 8.58 10.86 3485 - 
120 4.23 76.20    83.62 8.36 10.58 3455 - 

User
Text Box
87



     88

  จากการศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยเติมกากน้ําตาล 2 ชวง  
พบวาสามารถเพิ่มความเขมขนของเอทานอลใหสูงขึ้นไดอยางมีนยัสําคัญ  โดยไดสูงสุดเทากับ 
91.12 กรัมตอลิตร คิดเปน 11.53% (v/v) ในเวลา 84 ชัว่โมง  น้าํหนักเซลลแหงสงูสดุเทากับ 5.64 
กรัมตอลิตร  และมีน้าํตาลเหลือ 76.2 กรัมตอลิตร   
 
ตารางที ่30 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟด
แบตช มีการปอนกากน้าํตาล 2 ชวง คือช่ัวโมงที ่24 และ 96 
 

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

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

96-120 -0.004 -0.043 0.096 -0.008 0.70 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 

 
 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ผลแสดงในตารางที ่30    ในดานการนําน้ําตาลมาใชเพื่อการเจริญและการผลิตเอทานอลจาก
คา Yx/s  และYp/s  พบวา Yx/s  มีคาเพิ่มข้ึนหลงัจากปอนกากน้าํตาลที่ชั่วโมงที ่ 24  และ Yp/s  มีคา
คอนขางคงที่แสดงใหเห็นวาเซลลยังคงสามารถสามารถนาํน้าํตาลมาใชในการเจริญและผลิตเอทา
นอลเมื่อมกีารเติมน้ําตาล  ในขณะ µ  qp และ Qp มีคาลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ  
 

เนื่องจากพบวาขอจํากัดของความเขมขนของปริมาณน้ําตาลรวมในกากน้ําตาล 
สําหรับเติมไมสามารถเพิ่มข้ึนใหสงูกวานี้สาํหรับปริมาตรของกากน้ําตาลตอปริมาตรถังหมักที่ใช  
เพื่อลดปริมาตรของกากน้ําตาลที่ใชเติม   จึงทดลองเปลีย่นอาหารที่ใชสําหรับเติมจากกากน้าํตาล
มาเปนกลูโคสบริสุทธิ์  การเลือกใชกลูโคสเปนสับสเตรตสําหรับปอนเขาเนื่องมาจาก  สามารถเพิ่ม
ความเขมขนของกลูโคสที่ใชสําหรับเติมไดโดยปริมาตรไมมากเทากับการใชกากน้าํตาล 
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  การทดลองขัน้ตอไป  ศึกษาการลดปริมาตรของอาหารทีใ่ชปอนเพื่อแกปญหาการ
เจือจางของน้าํหมกัและเอทานอล  ทําโดยเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 ในอาหารทีม่ีความเขมขน
ของน้ําตาลรวมเทากับ 165 กรัมตอลิตร  มีการปอนอาหาร 2 ระยะ คือที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง และ 
96 ชั่วโมง  อาหารสาํหรับปอนเขาไดแกกลูโคสเขมขน 800 กรัมตอลิตร  ปริมาตรเทากับ 400 
มิลลิลิตร  ผลการทดลองดงัแสดงในรูปที่ 36 และตารางที่ 31 
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 36  รูปแบบการหมกัเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟดแบตช โดยใชความ
เขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 165 กรัม/ลิตร  มีการปอนกลูโคสบริสุทธิ ์ 2 ชวง คือช่ัวโมงที่ 
24 และ ชั่วโมงที ่96 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที ่31    การเปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตเอทานอลจากกากน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 ในการเลีย้งแบบ เฟด-แบตช เมื่อใชความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน
เทากับ 165 กรัม/ลิตร  มกีารปอนกลูโคสบริสุทธิ์ 2 ชวง คือชั่วโมงที ่24 และ 96 

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

Volume of  
  medium(ml) 

Volume of feeding 
nutrient (ml) 

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

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

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

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

108 4.04 87.13 85.04 8.40 10.63 3285 - 
120 4.09 84.77 85.13 8.50 10.76 3255 - 
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การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยเติมกลูโคสบริสุทธิ์  พบวา 
ความเขมขนของเอทานอลสงูสุดที่ S. cerevisiae SKP1 ผลิตไดคือ 89.42 กรัมตอลิตร คิดเปน 
8.94%(w/v) หรือ 11.32% (v/v) ที่เวลา 96 ชั่วโมง  น้าํหนักเซลลแหงสูงสุดเทากบั 4.15 กรัมตอ
ลิตร และมีน้ําตาลเหลือเทากับ 84.77 กรัมตอลิตร  สวนการใชกากน้าํตาลสําหรับปอนเขา  ความ
เขมขนของเอทานอลสงูสุดที่เชื้อผลิตไดคือ 92.12 กรัมตอลิตร คิดเปน 9.21%(w/v) หรือ 11.66% 
(v/v)  ที่เวลา 84 ชั่วโมงลิตร  น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.64 กรัมตอลิตร  และมีน้าํตาลเหลอื
เทากับ 76.20 กรัมตอลิตร  พบวาเมื่อเติมกลูโคสไดมวลเซลลต่ํากวาการปอนกากน้ําตาล  ทัง้นี้
อาจเปนผลจาก catabolite repression ของน้ําตาลกลโูคสบริสุทธิ์  และ S. cerevisiae SKP1 
สามารถผลิตเอทานอลไดเร็วขึ้นตั้งแตเวลาที่ 36 ชั่วโมง และมากกวาการปอนกากน้ําตาลเล็กนอย  
แตไดเอทานอลสูงสุดนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับการปอนกากน้าํตาล   
 
ตารางที ่32  คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟด
แบตช มีการปอนกลูโคสบรสุิทธิ์ 2 ชวง คอืช่ัวโมงที ่24 และ 96 

  

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

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

96-120 0.001 0.015 0.146 0.002 0.71 

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 
 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ผลแสดงในตารางที่ 32    ในดานการนําน้ําตาลมาใชเพื่อการเจริญและการผลิตเอทานอลจาก
คา Yx/s  และYp/s  พบวา Yx/s  มีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอยหลังจากปอนกากน้าํตาลทีช่ั่วโมงที่ 24  และ Yp/s  

มีคาคอนขางคงที่แสดงใหเห็นวาเซลลยังคงสามารถสามารถนาํน้ําตาลมาใชในการเจริญและผลิต
เอทานอลเมื่อมีการปอนกลูโคสบริสุทธิ์  ในขณะ µ  qp และ Qp มีคาลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยง
เชื้อ 
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Winter และคณะ (1989)  รายงานวายีสต (S. cerevisiae) 1 กรัมตองการไบโอ 
ติน 1.8 ไมโครกรัม  และการใชไบโอตินเริ่มตน 3-4 ไมโครกรัมตอลิตร  เพียงพอใหเซลลมีการเจริญ
มีอัตราการเจรญิจําเพาะสูงสดุ  และเซลลสามารถนําไบโอตินไปใชไดดีที่ความเขมขนของเอทา
นอลต่ํา  การนาํไบโอตินไปใชลดลงเมื่อความเขมขนของเอทานอลมากกวา 84 กรัมตอลิตร   
Alfenore และคณะ (2002)  ศึกษาวธิีการเติมวิตามิน  เพื่อชวยปรับปรุงการมีชีวิตของเซลล  
เพื่อใหสรางเอทานอลไดมากขึ้น  วิธีการเติมวิตามนิวิธกีารหนึ่งคือ  การเติมแบบเอ็กซโพเนนเชยีล 
คือ การเติมวิตามนิเพิม่ข้ึนแบบทวีคูณจากปริมาณเริ่มตนที่เตมิ  โดยหาปริมาณวิตามนิที่เซลล
ตองการจากความเขมขนของเซลลสูงสุด  จากนั้นคํานวณหาปริมาณวิตามนิที่ใชจากรายงานของ 
Winter และคณะ(1989)    
 
  จากรายงานดงักลาวจงึตั้งสมมุติฐานวาการเติมวิตามนิแบบเอ็กซโพเนนเชยีล
อาจจะชวยเพิม่ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล ในงานวิจัยนี้จากผลการทดลองในการเลีย้งเชือ้
แบบ เฟด-แบตช ที่ใชกากน้าํตาลเปนอาหารปอนเขาที่ชัว่โมงที ่ 24 และ 96  พบวาปริมาณเซลล
สูงสุดเทากับ 5.64 กรัมตอลิตร  (การปอนกากน้าํตาลที่ชั่วโมงที่ 96  ไมเพิ่มการผลิตเอทานอล  
ดังนัน้ในการศึกษาขัน้นี้จงึไมมีการเติมน้ําตาลที่ชัว่โมงที ่ 96)  การคํานวณหาปริมาณวิตามนิ
ทั้งหมดทีเ่ซลลตองการจงึเทากับ 10.15 ไมโครกรัมตอลิตร (5.64 กรัมตอลิตร x 1.8 ไมโครกรัมตอ1
กรัมยีสต)  แลวจึงหาปริมาณไบโอตินที่เติมในแตละชวง  ปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมทีห่าไดแสดง
ในรูปที่ 37 
 
 
 
 
 
   
 
 

 
 
 
รูปที่ 37 ปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมสําหรับปอนระหวางการเลีย้ง S.cerevisiae 
SKP1 แบบ เฟด-แบตช 

   



     93

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  

รูปที่ 38  รูปแบบการหมกัเมื่อเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ เฟดแบตช โดยใชความ
เขมขนน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 165 กรัม/ลิตร  โดยปอนกากน้าํตาลที่เวลา 24 ชั่วโมง และ
เติมไบโอตินแบบเอ็กซโพเนนเชียล 

 
การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช  ทีม่ีการปอนกากน้าํตาลที่ระยะ 

เวลา 24 ชั่วโมง  และเติมไบโอตินแบบเอก็ซโพเนนเชียล  ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 38 และ
ตารางที่ 33 
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ตารางที ่33  การเปลี่ยนแปลงนระหวางการผลิตเอทานอลจากกากน้าํตาลโดย S. cerevisiae SKP1 ในการเลีย้งแบบ เฟด-แบตช เมื่อใชความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน
เทากับ 165 กรัม/ลิตร  โดยเติมกากน้ําตาลที่เวลา 24 ชัว่โมง และเติมไบโอตินแบบเอ็กซโพเนนเชยีล 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

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

Volume of  
  medium(ml) 

Volume of feeding 
nutrient (ml) 

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

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

36 3.47 130.55 64.75 6.48 8.20 3690 - 
48 4.54   121.77 75.48 7.55 9.55 3660 - 
60 5.12 105.00 80.29 8.03 10.16 3630 - 
72 4.81 85.55 84.41 8.44 10.68 3600 - 
84 4.67 84.41 89.08 8.91 11.28 3570 - 
96 4.58 84.17 87.65 8.77 11.09 3510 - 
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การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยเติมกากน้าํตาลรวมกับไบโอติน  
พบวาความเขมขนของเอทานอลสูงสุดที่ผลิตไดคือ 89.08 กรัมตอลิตร คิดเปน 8.91%(w/v) หรือ 
11.28% (v/v) ที่เวลา 84 ชั่วโมงลิตร  น ำหนกัเซลลแหงสงูสุดเทากบั 5.12 กรัมตอลิตร  และมี
น้ําตาลเหลือ 84.17 กรัมตอลิตร  เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองระหวางการเติมไบโอติน  และไม
เติมไบโอติน  พบวาการเติมไบโอตินสงผลใหการเจริญของเซลล ดีขึ้นในชวงตนของการเจริญ (12  
และ 24 ชั่วโมง)    และ S. cerevisiae SKP1 สามารถผลิตเอทานอลไดเร็วขึ้นที่ 36 ชั่วโมง     สวน
ปริมาณเอทานอลสูงสุดที่ไดเมื่อเติมและไมเติมไบโอตินใกลเคียงกนั   
 
ตารางที ่34 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ fed-batch ที่มีการปอน
กากน้ําตาล 1 คร้ัง คือ  ที่เวลา 24 ชั่วโมง และเติมไบโอติน 
  

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

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

หมายเหต ุ µ   หมายถึง  อัตราการเจริญจาํเพาะ      qp หมายถงึ  อัตราการสรางผลติภัณฑจําเพาะ        
    Yx/s หมายถงึ  ผลไดของเซลลตอน้ําตาล  Qp หมายถึง  อัตราการผลิตเอทานอล 
    Yp/s หมายถงึ  ผลไดของเอทานอลตอน้าํตาล 
  
 
  เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาคํานวณคาพารามิเตอร  ไดแก µ  Yx/s  Yp/s  qp  และ 
Qp  ผลแสดงในตารางที่ 34  การศึกษาการผลิตเอทานอลแบบ เฟด-แบตช โดยเติมกลูโคสบริสุทธิ ์ 
จากคา Yx/s  และYp/s  พบวา พารามิเตอรทั้งสองคามคีาลดลงเล็กนอยหลังจากปอนกากน้าํตาล
รวมกับไบโอตนิ   ในขณะ µ  qp และ Qp มคีาลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ   

 
เมื่อนําผลงานวิจัยนี้เปรียบเทียบกับงานวจิัยอื่น  สามารถแสดงไดดังตารางที่ 36 

 
 
 
 



ตารางที ่35  เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากงานวิจยักับงานวิจัยอื่น 
 

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

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

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

cassava fed-batch S. cerevisiae TISTR 5013 0.42 10.93 เทพปญญา เจริญรัตน (2545) 

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

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

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

acid-hydrolyzed cellulosic 
pyrolysate 

batch  S. cerevisiae 0.44 5.09 Yu และ Zhang (2003) 

 

User
Text Box
96



  97

ตารางที ่35 (ตอ)   

 

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

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

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

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

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

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

สรุปผลการทดลอง 

 
การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลในถังหมักแบบแบตช 
 
1.  ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย S. cerevisiae SKP1  คือ pH เร่ิมตนเทากับ  4.5  
อัตราการกวน 100 รอบตอนาท ี โดยไมมีการใหอากาศ  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส  และความ
เขมขนของน้าํตาลรวมเริ่มตนเทากับ 165 กรัมตอลิตร 
 
2.  เมื่อผลิตเอทานอลโดยใชภาวะที่เหมาะสมจากการศกึษาขอที ่ 1  ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได
สูงสุดเทากับ 72.7 กรัมตอลิตร  คิดเปน 9.20 %(ปริมาตร/ปริมาตร) ที่เวลา 72 ชั่วโมง  ไดผลได
ของเอทานอลตอการใชน้ําตาล (Yp/s) เทากับ 0.465 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล และมีอัตราการ
ผลิต (Qp) เทากับ 1.01 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 
3. เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลรวมเริม่ตนเทากับ 220-280 กรัมตอลิตร  สงผลใหปริมาณเอทา
นอลที่ผลิตไดลดลง  โดยไดเอทานอลเทากับ 52.73 กรัมตอลิตร  คิดเปน 6.67 %(ปริมาตร/
ปริมาตร) เมื่อความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตนเทากับ 280 กรัมตอลิตร  
 
 
การปรับปรุงการผลิตเอทานอลในถงัหมักแบบ รพีทีแบตช 
 
1. การปอนกากน้าํตาลที่ชัว่โมงที ่ 24 สงผลใหผลิตเอทานอลไดในเวลาเร็วขึ้นโดยไดเทากับ 72.98 
กรัมตอลิตร ทีเ่วลา 48 ชั่วโมง 
 
2. เมื่อเปรียบเทียบกับการเลีย้งเชื้อแบบแบตช  ซึ่งไดเอทานอลสงูสุดเทากับ 72.7 กรัมตอลิตร คิด
เปน 9.20 %(ปริมาตร/ปริมาตร)  การเติมกากน้ําตาลมผีลใหการผลิตเอทานอลเพิม่ข้ึนโดยไดเอทา
นอลสูงสุดเทากับ 80.96 กรัมตอลิตร คิดเปน 10.25 %(ปริมาตร/ปริมาตร) ที่เวลา 120 ชั่วโมง  
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การปรับปรุงการผลิตเอทานอลในถงัหมักแบบ เฟด-แบตช 

การปอนกากน้ําตาลที่ชัว่โมงที ่ 24  เพื่อใหไดความเขมขนของน้าํตาลรวมในถัง
หมักใกลเคียงกับเริ่มตน  พบวาไดเอทานอลสูงสุดเทากับ 91.12 กรัมตอลิตร คิดเปน 11.53 
%(ปริมาตร/ปริมาตร)  ที่เวลา 84 ชั่วโมง น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.64 กรัมตอลิตร คา Yp/s 

เทากับ 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล คิดเปนคาประสิทธิภาพการหมักโดยเทยีบกับคาทฤษฎี
เทากับ 94.12% และ QP เทากับ 1.08 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  ซึ่งการปอนกากน้าํตาลเปนวิธทีีด่กีวา
การปอนกลูโคสบริสุทธิ ์ และการปอนกากน้ําตาลและไบโอติน  

 

 

ขอสรุปของการปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลออยโดยวิธกีารเลี้ยง
เชื้อแบบ เฟด-แบตช  พบวาสามารถเพิ่มปริมาณเอทานอลจาก 53.02 กรัมตอลิตร คิดเปน 
6.71%(ปริมาตร/ปริมาตร) ไดสูงขึ้นถงึ 91.12 กรัมตอลิตร  คิดเปน 11.53 %(ปริมาตร/ปริมาตร) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



รายการอางอิง 
 
ภาษาไทย 

จรัญ  เจตนะจติร. 2525.  การแยกเชื้อบริสุทธิ์และการตรวจนับ. เอกสารประกอบการอบรมภาค 
ฤดูรอน เร่ือง การควบคุมขบวนการหมักแอลกอฮอล. มหาวิทยาลยัเกษตรศาตร นครปฐม. 

เทพปญญา เจริญรัตน. 2545. การผลิตเอทานอลจากกากมนัสาํปะหลังแบบครั้งคราวโดยการเติม 
สับสเตรตขึ้นกับพีเอช. วทิยานพินธปริญญามหาบัณทติ  ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ บัณ
ทิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาตร. 

ปนิดา  กิตติรัตน. 2546. การปรับปรุงประสิทธภาพการหมักเอทานอลโดยยีสตตกตะกอนและ 
เทคนิครีพทีเฟดแบตช.  วิทยานพินธปริญญามหาบัณทติ  จุลชวีวทิยา บัณทิตวทิยาลัย  
มหาวิทยาลยัเกษตรศาตร. 

พิสิษฐ  คงกําเนิด. 2540. ผลของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนตอการเจริญเติบโตของ  
Bacillus sp. BA-019 และการผลิตพอลิ (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต). 
วิทยานิพนธปริญญามหาบณัทิต  ภาควิชาจุลชีววิทยา บัณฑิตวิทายาลัย  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั. 

สาวิตรี ล่ิมทอง. 2536. ยีสตและชีวเคมีของการหมักเอธลิแอลกอฮอล. น.1-6 ในเทคนิคการหมัก 
แบบ fed-batch และการประยกุตใชสําหรับการผลิตแอลกอฮอลทางอุตสาหกรรม. 
ภาควิชาจุลชวีวิทยา มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร. 

ธวัชชัย  สุมประดิษฐ. 2540. การหมกัเอทานอลของยีสตที่สามารถหมกัไซโลสในสภาพที่มีกรดแอ 
ซีติก และการสรางทรานสฟอรแมนตของ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุทนกรด
แอซีติกใหสามารถหมักเอทานอลจากไซโลส. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณทิต  ภาควิชา
จุลชีววทิยา บณัทิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาตร. 

 
ภาษาอังกฤษ 

Aiba, S., Humphrey, A., and Millis, S. 1973. Biochemical engineering. Academic press. 
Alfenore, S., Molina-Joune, C., Guillouet, S.E., Uribelarrea, J.-L., Goma, G. and  

Benbadis,L, 2002. Improving ethanol production and viability of Saccharomyces 
cerevisiae by a vitamin feeding strategy during fed-batch process. Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 60:67-72. 

 



     101

Asenjo, J.A., and Merchuk, J.(ed). 1995. Bioreactor system design. Marcel Dekkar. Inc. 
Bakar, F.A., and Ariff, A, 1992. Growth kinetics study of baker’s yeast. ASEAN Food J.  

7:205-206. 
Bazas, Zs., Dallmann, K., and Szajani, B. 1989.  Influence of pH on the growth and  

ethanol production of free and immobilized Saccharomyces cerevisiae  cells. 
Biotechnol. Bioeng. 34:882 - 884 

Bernfeld, F. 1955. Amylase α and β. In P.S. Colowich, and O.N. Kaplan (eds.), Method  
in enzymology, p.149. London:Academic Press. 

Bravo, S., Mahn, A., and Shene, C. 2000. Effect of feeding strategy on Zymomonas  
mobilis CP4 fed-batch fermentation and mathematical modeling of the system. 
Appl. Microbiol. Biotechnol, 54:487-493. 

Brown, S.W., Oliver S.G., Harriso, D.E.F., and Righelato, R.C. 1981. Ethanol inhibition of  
yeast growth and fermentation : differences in the magnitude and complexity of 
the effect. Appl. Microbiol. Biotechnol. 11:151-155. 

Domingues, L., Lina, N., and Teixeira, L.J. 2001. Alcohol production from cheese whey  
permeate using genetically modified flocculant yeast cells. Biotechnol. Bioeng. 
72:507-514. 

Esser, K., and Karsch, T. 1984. Bacterial ethanol production : advantages and  
disadvantage. Process Biochem. 116-121. 

Echegaray, O.F., Carvalho, J.C.M., Fernandes, A.N.R., Sato, S., Aquarone, M., and  
Vitolo, M. 2000. Fed-batch culture of Saccharomyces cerevisiae in sugar-cane 
blackstrap molasses: invertase activity of intact cells in ethanol fermentation. 
Biomass and Bioenergy. 19:39-50. 

Golias, H., Dumsday, G.J., Stanley, G.A.. and Pamment, N.B. 2002. Evaluation of a  
recombinant Klebsiella oxytoca strain for ethanol production from cellulose by 
simultaneous saccarification and fermentation: comparison with native 
cellobiose-utilising yeast strains and performance in co-culture with 
thermotolerant yeast and Zymomonas mobilis. J. Biotechnol. 96:155-168. 

Gough, S., Flynn, O., Hack, C.J., and Marchant, R. 1996. Fermentation of molasses  
using a thermotolerant yeast Kluyveromyces marxianus IMB3 : simplex 
optimisation of media supplements. Appl. Microbiol. 46:187-190. 



     102

Harrison, J.S., and Graham, J.C.J.  1970. Yeast in distillery practice. In A.H. Rose, and  
J.S. Harrison (eds.), The yeast, vol.3, pp.283-348. London:Academic Press. อาง
ถึงใน เกศกมล ไทยทอง. ผลของแบคทีเรียปนเปอนตอการเจริญและการผลิตเอทานอล
ของSaccharomyces cerevisiae.  วิทยานิพนธปริญญามหาบัณทิต  สาขา
เทคโนโลยีชวีภาพ บัณฑิตวทิายาลัย  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2542. 

Hodge. J.S., and Hildebrandt, F.M. 1954. Alcoholic fermentation of molasses. In L.A.  
Underkolfer, and R.J. Hickey (eds.), Industrial fermentation, vol.1, pp.73-93. New 
York:Chemical.  อางถงึใน เกศกมล ไทยทอง. ผลของแบคทีเรียปนเปอนตอการเจริญ
และการผลิตเอทานอลของSaccharomyces cerevisiae.  วิทยานพินธปริญญามหาบัณ
ทิต  สาขาเทคโนโลยีชวีภาพ บัณฑิตวทิายาลัย  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย, 2542. 

Holzberg, I., Finn, R.K., and  Steinkrans, K.H. 1967. A kinetic study of the alcoholic  
fermentation of grape juice. Biotechnol. Bioeng. 9:413-427. 

Hutter, A., and Oliver, S.G. 1998. Ethanol production using nuclear petite yeast mutants.  
Appl. Microbiol Biotechnol. 49:511 – 516. 

Jenkins, G.H. 1966. Introduction to cane sugar technology. Amsterdam:Elsevier. 
Jones, R.P., and Greenfield, P.F. 1982. Effect of carbon dioxide on yeast growth and  

fermentation. Enzyme Microb. Technol. 4: 210-223. 
Jones, R.P., Pamment, N., and Greenfield, P.F. 1981. Alcohol fermentation by yeasts-the  

effect of environmental and other variables. Process Biochemistry. 16(3) : 42-49. 
Kim, S., and Dale, B.E. 2004. Global potential bioethanol production from wasted crop  

and crop residues. Biomass  and Bioenergy. 26: 361-375. 
Koshimizu, L.H., Gomez, E.I., Netto, C.L.,  Gruz, M.R., Vario, M.L.R., and Borzani, W.  

1984. Constant fed-batch ethanol fermentation of molasses. J. Ferment. Technol. 
62:205-210. 

Mansi, E.I., and Charlie, B. 1999. Fermentation microbiology and biotechnology.  
London : Taylor&Francis. 

Margaritis, A., and Merchant, F.J.A.  1987. The technology of anaerobic yeast growth. In  
D.R. Berry, I. Russell and G.C. Stewart (eds.), Yeast biotechnology, pp.231-276. 
London:Allen and Unwin. 

Minier, M., and Goma, G.1982. Ethanol production by extractive fermentation.Biotechnol.  
Bioeng. 24:1565-1579. 



     103

Mota, M., Besie, J.M., Strehaiano, P., and Goma, G. 1987. A simple device for fed-batch  
control in alcoholic fermentation. Biotechnol.  Bioeng. 24:775–777. 

 
Nagodawithana, T.W., Castellano, C., and  Steinkrans, K.H. 1974. Effect of dissolved  

oxygen, temperature, initial cell count and sugar concentration on the viability of 
Saccharomyces cerevisiae in rapid fermentation. Appl. Microbiol. 28(3):383-391. 

Najafpour, G., Younesei, H, and Ismail, K.S.K. Ethanol fermentation in an                
Immobilized cell reactor using Saccharomyces cerevisiae. Bioresource 
Technology[online].(n.d.).  Available from : http://www.sciencedirect.com [2004, 
March 18 ] 

Nigam, J.N. 1999. Continuous ethanol production from pineapple cannery waste. J.  
Biotechnol. 72 : 197-202. 

Nishizawa, Y., Mitani, Y., Fukunishi, K., and Nagai, S. 1984. Ethanol production by  
repeated batch culture with hollow fibers. J. Ferment. Tech. 62(1) : 41-47. 

Novak, M., Strehaiano, P., Moreno, M., and Goma, G. 1981. Alcoholic fermentation : on  
the inhibitory effect  of  ethanol. Biotechnol.  Bioeng. 23:201–211. 

Patil, B.G., Gokhale, D.V., Bastawde, K.B., Puntambekar, U.S., and Patil, S.G. 1998. The  
use of tamerind waste to improve ethanol production from cane molasses. J. 
Indus. Micro. Biotechnol. 21 : 307-310. 

Paturau, J.M. 1987. By-products of cane sugar industry. Amsterdams:Elsevier. 
Pramanik, K. Parametric studies on batch alcohol fermentaion using 

Saccharomyces yeast extracred from toddy.[online].(n.d.)   Available from : 
http://www.cape.canterbury.ac.nz/webdb/Apcche_Proceedings/APCCHE/135RE
V.pdf [2004, August 7]. 

Reed, G., and Nagodawithana, T.W. 1991. Yeast technology. 2rd ed. New York:AVI. 
Rose, A.H., and Harrison, J.S. 1970. Yeast technology. The yeast vol.3. London :  

Academic Press. 
Rose, A.H.,  1977. History and scientific basis of alcoholic beverage production. In A.H.  

Rose (ed.), Economic microbiology, vol.1:Alcoholic beverages, pp.1-37. 
London:Academic Press. 

Rosen, K. 1977.  Production of baker’s yeast. Process Biochem. 12(3):10 – 12. 



     104

Roukas, T. 1996. Ethanol production from non-sterilized beet molasses by free and  
immobilized Saccharomyces cerevisiae cells using fed-batch culture. J. Food 
Eng. 27:87-96. 

Scragg, A.H. 1988. Biotechnology for Engineers : biological systems in technological  
processes. New York:John Willey and Sons. pp.187-189. 

Silman, R.W. 1984. Ethanol production by Zymmonas mobilis in fed-batch fermentation.  
Biotechnol. Bioeng. 26:247-251. 

Sitton, O.C., and Gaddy, J.L. 1980. Ethanol production in an immobilized-cell reactor.  
Biotechnol. Bioeng. 22: 1735-1748. 

Stowell, J.D., Beardsmore, A.J., Keevil, C.W., and Woodward, J.R. 1987.Carbohydrate  
feedstocks : availability and utikization of molasses and whey. In J. Coombs 
(eds.), Carbohydrate substrates in biotechnology, pp.33-39. Washington DC : 
Academic press. 

Takeshige, K., and Ouchi, K, 1995. Effects of yeast invertase on ethanol production in  
molasses. J. Ferment. Bioeng. 79(5):513-515 

Thatipamala, R., Rohani, S., and Hill, G.A. 1992.  Effects of high product and substrate  
inhibition on the kinetics and biomass and product yields during ethanol batch 
fermentation. Biotechnol. Bioeng. 40:289-297. 

Tyagi, R.D., and Ghose, T.K. 1982. Studies on immobilized Saccharomyces cerevisiae  
analysis of continuous rapid ethanol fermentation in immobilized cell reactor. 
Biotechnol. Bioeng. 24:781-795. 

Waites, M.J., Morgan, N.L., Rockey, J.S., and Higton, G. 2001. Fuels and industrial  
chemicals. Industrial microbiology : an introduction. London: Blackwell science.   

Walker, G.M. 1998. Yeast physiology and biotechnology. England:John Wiley and Sons. 
Wang, D.I.C., Cooney, C.L., Demain, A.L., Dunnill, P., Humphrey, A.E. and Lilly, M.D.  

1979.  Fermentation and enzyme technology. USA.:John Willey and Sons. pp.  
57-137 

Wheals, A.E., Basso, L.C., Alves, D.M., and Amorim, H.V. 1999. Fuel ethanol after 25  
years. Trends Biotechnol. 17:482–487. 

 
 



     105

Winter, J.F., Loret, M.O., and Uribelarrea, J.L. 1989. Inhibition and growth factor  
deficiencies in alcoholic fermentation by Saccharomyces cerevisiae. Curr. 
Microbiol. 18:247-252. 

Yu, Z., and Zhang, H. Ethanol fermentation of acid-hydrolyzed cellulosic pyrolysate with  
Saccharomyces cerevisiae. Bioresource Technology[online].(n.d.).  Available 
from : www.sciencedirect.com [2004, April 7 ] 

Zaldivar, J., Nielsen, J., and Olsson, L. 2001.Fuel ethanol production from lignocellulose:  
a challenge for metabolic engineering and process integration. Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 56:17–34. 



 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 



     107

ภาคผนวก  ก 

การเตรียมวัตถุดิบและสารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

1. การเตรียมกากน้ําตาล 
1.1 นํากากน้ําตาลมาเจือจางดวยน้าํอุนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในอตัรา 

สวน 1 : 1  
1.2  แบงกากน้ําตาลที่เจือจางแลวใสในหลอดเซนตริฟวกดังแสดงในรปูที่ 39 
1.3  นาํไปปนแยกตะกอนทีค่วามเร็ว 10,000 รอบตอนาท ีนาน 10 นาท ี
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 39 กากน้ําตาลเจือจางดวยน้ําอุนบรรจุในหลอดเซนตริฟวก 
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1.4 กากน้ําตาลทีผ่านการปนแยกตะกอนดังแสดงในรูปที่ 40 นํามาเทแยกเอา
ตะกอนออก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 40 กากน้ําตาลหลงัการปนแยกตะกอน  กอนแยกตะกอนออก 
 
 
นํากากน้ําตาลที่ผานการแยกเอาตะกอนออกมาวเิคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด   

แลวเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม   
 

2.  การเตรียมสารละลายมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล 

  2.1  การเตรียมสารละลายเอทานอลมาตรฐาน  โดย ปเปตสารละลาย absolute 
ethanol (99.8%,0.7908 กรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 0.5  0.9  1.4  2.0  และ 2.6 มิลลิลิตร  จะได
สารละลายเอทานอลมาตรฐานความเขมขน 37.58  65.16  96.92  131.54  และ 162.85 กรัมตอ
ลิตร  ตามลาํดับ 
  2.2  การเตรียมสารละลาย internal standard  โดย ปเปตสารละลาย n-butanol 
(99.5%) ปริมตร 0.01 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลล ิลิตร  ดวยน้าํกลัน่  
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3.  การเตรียมสารละลายอินเวอรเทส (invertase) 

  3.1  สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร  เตรียมจากการละลายโซเดียมอะซิเตตปริมาณ 
9.10 กรัม  ในน้ํากลัน่ 800 มิลลิลิตร  เติมกรดอะซิติก 1.90 มิลลิลิตร  ปรับ pH เปน 4.5  ปรับ
ปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลัน่ 

  3.2  สายละลายเอนไซมอินเวอรเทส  เตรยีมจากการละลายเอนไซมอินเวอรเทสป
ริมาณ 0.15 กรัม  ในสารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร 100 มลิลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวกรองดวย
กระดาษกรองเบอร 1 

4.  การเตรียมสารละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

  สารละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก  เตรียมจากการละลายกรดกรดไนโตรซาลิไซลิกป
ริมาณ 1.0 กรัม  ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร  ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  ผสมใหเขา
กัน  เติมน้ํากลัน่ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  เติมโพแตสเซียมโซเดียมตารเตรต 30 กรัม  ปรับปริมาตรให
เปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลั่นปลอดประจุ  เก็บไวในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ข 

สูตรคํานวณ และการประเมินคาพารามิเตอร 

1.  การคํานวณหาน้าํหนกัเซลลแหง 

 น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) =  A     -     B   x 1000 
           10 

  A คือ น้ําหนกักระทงที่มีเซลล  + ตะกอนในกากน้ําตาล 
  B คือ น้ําหนกักระทงเปลา + ตะกอนในกากน้ําตาล    

2.  การคํานวณหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 

 ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (กรัมตอลิตร) =      1       x   OD540  x  คาการเจอืจาง   
                                                                       ความชนั                                               

3.  การคํานวณหาปริมาณเอทานอล 

 ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร)   =      1         x   อัตราสวนของพืน้ที่ใตกราฟ   
                                                                       ความชัน  
           
 ปริมาณเอทานอล %(น้ําหนกั/ปริมาตร)  =    ปริมาณเอทานอล(กรัมตอลิตร) / 10 
 
 ปริมาณเอทานอล %(ปริมาตร/ปริมาตร) =    ปริมาณเอทานอล %(น้ําหนกัตอปริมาตร)  
       คาความถวงจาํเพาะของเอทานอล 

(0.79 กรัม/มิลลิลิตร) 

4.  การคํานวณหา µ  YX/S YP/S,  และ qP         

  µ = lnXt – lnXo 
                     t 
   YX/S = Xt  - X0 
    S0 - St             
  YP/S = Pt  - P0 
    S0 - St             
  qp =  Pt  - P0 
            xdt     
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5.  การคํานวณหา µ  YX/S YP/S,  และ qP   จากกราฟ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

q p = 0.466 g ethanol / g cell . h                 Yp/s = 0.430 g ethanol / g sugar 
 
 
รูปที่ 41  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช pH เร่ิมตน 4.0 อัตราการกวน 100 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  
น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร   
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y = 0.0786x + 0.436
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 µ  = 0.079 h-1              Yx/s = 0.033 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q p = 0.465 g ethanol / g cell . h                  Yp/s = 0.470 g ethanol / g sugar 
 
 
รูปที่ 42  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช pH เร่ิมตน 4.5 อัตราการกวน 100 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  
น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร   
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µ  = 0.096 h-1               Yx/s = 0.035 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

q p = 0.429 g ethanol / g cell . h                 Yp/s = 0.469 g ethanol / g sugar 
 
 
 
รูปที่ 43  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช pH เร่ิมตน 5.0 อัตราการกวน 100 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  
น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร   
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µ  = 0.095 h-1              Yx/s = 0.031 g cell / g sugar 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

q p = 0.335 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.372 g ethanol / g sugar 
 
 
 
รูปที่ 44  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชอัตราการกวน 150 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  น้ําตาลทัง้หมด
เร่ิมตน 165 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5 
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µ  = 0.138 h-1               Yx/s = 0.040 g cell / g sugar 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

q p = 0.323 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.354 g ethanol / g sugar 
 
 
 
รูปที่ 45  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชอัตราการกวน 200 rpm  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  น้ําตาลทัง้หมด
เร่ิมตน 165 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5 
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µ  = 0.075 h-1              Yx/s = 0.030 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 

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

 
 
 
รูปที่ 46  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร  pH 
เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 100 rpm   
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µ  = 0.812 h-1               Yx/s = 0.037 g cell / g sugar  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 
รูปที่ 47  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใช อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  น้ําตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร  pH 
เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 100 rpm   

 



     118

y = 0.0717x + 0.2545

0

1

2

3

0 12 24 36 48
time (h)

lnX
t-ln

X0 y = 0.0352x - 0.5868

0
1
2
3
4
5
6

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

Xt-
Xo

 (g
 ce

ll / 
l)

y = 0.2917x + 25.125

0

20

40

60

80

0 50 100 150 200 250
integrate of xdt (g cell.h / l)

Pt-
Po

 (g
 et

ha
no

l / 
l) y = 0.465x + 1.1703

0

20

40

60

80

0 20 40 60 80 100 120

So-St (g sugar / l)

Pt-
P0

 (g
 et

ha
no

l/ l
)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
µ  = 0.072 h-1               Yx/s = 0.035 g cell / g sugar 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

q p = 0.292 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.465 g ethanol / g sugar 
 
 
รูปที่ 48  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชน้าํตาลทัง้หมดเริ่มตน 165 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 
100 rpm  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
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µ  = 0.073 h-1               Yx/s = 0.032 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q p = 0.224 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.421 g ethanol / g sugar 

 
 
รูปที่ 49  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชน้าํตาลทัง้หมดเริ่มตน 220 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 
100 rpm  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
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µ  = 0.060 h-1               Yx/s = 0.030 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q p = 0.169 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.377 g ethanol / g sugar 

 
 
รูปที่ 50  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชน้าํตาลทัง้หมดเริ่มตน 260 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 
100 rpm  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
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µ  = 0.063 h-1             Yx/s = 0.028 g cell / g sugar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q p = 0.125 g ethanol / g cell . h      Yp/s = 0.336 g ethanol / g sugar 
 

 
รูปที่ 51  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ
แบตชในถังหมัก  โดยใชน้าํตาลทัง้หมดเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร  pH เร่ิมตน 4.5  อัตราการกวน 
100 rpm  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
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    0-24 h, µ  = 0.112 h-1              0-24 h,Yx/s = 0.024 g cell / g sugar 
  24-96 h, µ  = 0.030 h-1                    24-96 h,Yx/s = 0.043 g cell / g sugar 
96-120 h, µ  = µ  = -0.0041 h-1                 96-120 h,Yx/s= -0.043 g cell / g sugar  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
    0-24 h, q p = 1.227 g ethanol / g cell . h     0-24 h, Yp/s = 0.486 g ethanol / g sugar              
  24-96 h, q p = 0.100 g ethanol / g cell . h   24-96 h, Yp/s = 0.476 g ethanol / g sugar 
96-120 h, q p = -0.041 g ethanol / g cell . h 96-120 h, Yp/s = 0.096 g ethanol / g sugar 
 
รูปที่ 52  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ 
เฟด-แบตช ที่มีการเติมกากน้ําตาล 2 ชวง คือ  ที่เวลา 24 ช่ัวโมงและ 96 ช่ัวโมง    
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    0-24 h, µ  = 0.113 h-1              0-24 h,Yx/s = 0.026 g cell / g sugar 
  24-96 h, µ  = 0.025 h-1                    24-96 h,Yx/s = 0.035 g cell / g sugar 
96-120 h, µ  = 0.001 h-1                 96-120 h,Yx/s = 0.015 g cell / g sugar 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

   0-24 h, q p = 0.741 g ethanol / g cell . h     0-24 h, Yp/s = 0.489 g ethanol / g sugar              
  24-96 h, q p = 0.080 g ethanol / g cell . h   24-96 h, Yp/s = 0.430 g ethanol / g sugar  
 
รูปที่ 54  การประเมินคาพารามเิตอรจากกราฟ  ในการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae SKP1 แบบ 
เฟด-แบตช ทีมี่การเติมกากน้ําตาล 1 ชวง คือ  ที่เวลา 24 ช่ัวโมง และเติมไบโอตินแบบเอ็กซโพเนน   
เชียล 
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ภาคผนวก  ค 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหปริมาณเอทานอล 
 
 
 
      

     
 
 
 
 
 
 
 

 รูปที่ 55  กราฟมาตรฐานสาํหรับวเิคราะหปริมาณเอทานอล 
 
2.  กราฟมาตรฐานสําหรบัวิเคราะหปริมาณซูโครส 
 
      
   
      
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 

รูปที่ 56  กราฟมาตรฐานสาํหรับวเิคราะหปริมาณซูโครส 
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3.  โครมาโตแกรมของเอทานอลมาตรฐานและ internal standard 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 57  โครมาโตรแกรมของเอทานอลมาตรฐานและ internal standard (บิวทานอล) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



     127

ethanol

Duncana

3 45.4000
3 53.0167
3 53.2500

1.000 .706

pH
pH 4.0
pH 4.5
pH 5.0
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 

ภาคผนวก ง 

การวิเคราะหทางสถิติ 
 

การทดสอบทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS version 10.01 

1.  pH เร่ิมตนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

1.1  การทดสอบผลของ pH เร่ิมตนที่มีตอปริมาณเอทานอลสูงสุด 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ANOVA

ethanol

119.691 2 59.845 114.871 .000

3.126 6 .521

122.816 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.
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1.2  การทดสอบผลของ pH เร่ิมตนที่มีตอการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANOVA

cell dry weight

2.338 2 1.169 57.596 .000

.122 6 2.0E-02

2.460 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

cell dry weight

Duncana

3 3.5500
3 3.7300
3 4.7100

.173 1.000

pH
pH 4.0
pH 4.5
pH 5.0
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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1.3  การทดสอบผลของ pH เร่ิมตนที่มีตอปริมาณน้าํตาลรวมที่เหลือ 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

total sugar

108.092 2 54.046 19.471 .002

16.655 6 2.776

124.746 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

total sugar

Duncana

3 47.2800
3 49.2300
3 55.4100

.202 1.000

pH
pH 5.0
pH 4.5
pH 4.0
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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2.  อัตราการกวนทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

2.1  การทดสอบผลของอัตราการกวนที่มีตอปริมาณเอทานอลสูงสุด 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANOVA

ethanol

569.996 2 284.998 8186.98 .000

.209 6 3.5E-02

570.205 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ethanol

Duncana

3 34.3000
3 38.9400
3 53.0167

1.000 1.000 1.000

stirring
200 rpm
150 rpm
100 rpm
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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2.2   การทดสอบผลของอัตราการกวนที่มีตอการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

cell dry weight

.758 2 .379 108.257 .000

2.1E-02 6 3.5E-03

.779 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

cell dry weight

Duncana

3 3.7000
3 3.7300
3 4.3300

.557 1.000

stirring
150 rpm
100 rpm
200 rpm
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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2.3  การทดสอบผลของอัตราการกวนที่มีตอปริมาณน้ําตาลรวมทีเ่หลือ 
 
 

 

 
 

 
 

 
 
 

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

total sugar

87.703 2 43.852 15.679 .004

16.781 6 2.797

104.484 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

total sugar

Duncana

3 49.2300
3 53.8500
3 56.8167

1.000 .073

stirring
100 rpm
150 rpm
200 rpm
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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3.  อุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 

3.1 การทดสอบผลของอุณหภูมิที่มีตอปริมาณเอทานอลสูงสุด 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

ethanol

582.682 2 291.341 1160.82 .000

1.506 6 .251

584.188 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ethanol

Duncana

3 49.4800
3 53.0167
3 68.0400

1.000 1.000 1.000

temperature
25 C
30 C
35 C
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

cell dry weight

5.456 2 2.728 62.855 .000

.260 6 4.3E-02

5.716 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

cell dry weight

Duncana

3 3.4600
3 3.7300
3 5.2300

.164 1.000

temperature
25 C
30 C
35 C
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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3.3 การทดสอบผลของอุณหภูมิที่มีตอปริมาณน้ําตาลรวมที่เหลือ 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANOVA

total sugar

2288.49 2 1144.24 742.694 .000

9.244 6 1.541

2297.73 8

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

total sugar

Duncana

3 20.1000
3 49.2300
3 57.2000

1.000 1.000 1.000

temperature
35 C
30 C
25 C
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

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

 4.1  การทดสอบผลของน้ําตาลเริ่มตนทีมี่ตอปริมาณเอทานอลสูงสุด 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

ethanol

677.304 3 225.768 152.610 .000

11.835 8 1.479

689.139 11

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ethanol

Duncana

3 52.7300
3 62.7300
3 65.8200
3 73.7000

1.000 1.000 1.000 1.000

initial
sugar
280.0
260.0
220.0
165.0
Sig.

N 1 2 3 4
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.a. 
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4.2 การทดสอบผลของน้ําตาลเริ่มตนที่มีตอการเจริญของ S. cerevisiae SKP1 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ANOVA

cell dry weight

4.542 3 1.514 221.036 .000

5.5E-02 8 6.8E-03

4.597 11

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

cell dry weight

Duncana

3 4.0000
3 5.0500
3 5.4700
3 5.5400

1.000 1.000 .331

initial sugar
280.00
260.00
165.00
220.00
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

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

 
 
 
 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

total sugar

22349.0 3 7449.66 744.778 .000

80.020 8 10.003

22429.0 11

Between
Groups
Within
Groups
Total

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

total sugar

Duncana

3 12.1100
3 72.3700
3 107.070
3 125.300

1.000 1.000 1.000 1.000

initial sugar
165.00
220.00
260.00
280.00
Sig.

N 1 2 3 4
Subset for alpha = .05

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



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
  นายปริษฎางค  วงศปราชญ  เกิดวนัที ่21 มกราคม 2522  ที่อําเภอเมือง  จงัหวัด
ปราจีนบุรี  สาํเร็จการศึกษาระดับปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต  เกียรตินิยม  สาขาวิชาเทคโนโลยี
อุตสาหกรรมเกษตร  คณะวิทยาศาสตรประยุกต  สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาพระนครเหนือ  
เมื่อปการศึกษา 2544  และไดเขาศึกษาตอในระดับบัณฑิตศึกษา  หลักสูตรจุลชีววิทยา
อุตสาหกรรม  คณะวทิยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั  ในปการศึกษา 2544  ระหวาง
การศึกษาไดรวมเสนอผลงานในงานจุฬาฯวิชาการครั้งที ่9     ผลการทดลองสวนหนึง่ไดเผยแพรใน
งานประชุมวิชาการครั้งที่ 12  ณ จฬุาลงกรณมหาวิทยาลยั 
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