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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

ไบโอเอทานอลเป็นพลังงานทางเลือกท่ีมีศักยภาพสูงของประเทศไทย เพราะผลิตจากผลิตผล
ทางการเกษตรและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ปัจจุบันประเทศไทยใช้กากน้ าตาลและหัวมัน
ส าปะหลังเป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตเอทานอล (Silalertruksa และ Gheewala, 2010; Limtong 
และคณะ, 2007; Nguyen และ Gheewala, 2008) มันส าปะหลังจัดเป็นพืชไร่ที่นิยมปลูกกันมากใน
ประเทศไทย พ้ืนที่ปลูกมันส าปะหลัง ในปี 2549 จ านวน 6.9 ล้านไร่ เพ่ิมขึ้นเป็น 8.6 ล้านไร่ ในปี 
2552 (ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2555) 

ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจากหัวมันส าปะหลังประสบปัญหาของทรายและกรวดที่
ปนมากับหัวมันส าปะหลัง ท าให้เครื่องจักรเสียหาย สูญเสียค่าใช้จ่ายในการซ่อมแซมอย่างมาก 
ผู้ประกอบการจึงเปลี่ยนมาใช้แป้งมันส าปะหลังเป็นวัตถุดิบแทนการใช้หัวมันส าปะหลัง ซึ่งท าให้
ต้นทุนของวัตถุดิบสูงขึ้นเพราะแป้งมันส าปะหลังราคาแพงกว่าหัวมันส าปะหลัง ดังนั้นการหมัก         
เอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังแบบวีเอชจี (very high gravity, VHG) ซึ่งเป็นเทคโนโลยีการหมัก    
เอทานอลจากน้ าตาลความเข้มข้นเริ่มต้นสูง เพ่ือให้ได้เอทานอลที่ความเข้มข้นสูงขึ้น จึงอาจเป็นวิธี
หนึ่งในการลดต้นทุนการผลิต เพราะการผลิตเอทานอลแบบนี้ ได้เอทานอลความเข้มข้นสูง ต้นทุนค่า
การกลั่นจึงลดลง นอกจากนั้นยังช่วยลดปัญหาการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ด้วย (Thomas 
และคณะ, 1996) ในสภาวะการหมักเอทานอลจากน้ าตาลความเข้มข้นเริ่มต้นสูง ยีสต์ต้องเผชิญกับ
แรงดันออสโมติกที่สูงมาก ส่งผลให้เซลล์ยีสต์ตาย การเจริญลดลง หรือการหมักเอทานอลลดลง       
แต่ยีสต์จะสามารถทนต่อสภาวะเช่นนี้ และสามารถหมักเอทานอลได้ปกติ หากยีสต์ได้รับสารอาหาร 
เช่น ไนโตรเจน, แร่ธาตุและวิตามินอย่างพอเพียง (Bafrncová และคณะ, 1999) อาหารที่ใช้ในการ
เลี้ยงเชื้อส่วนใหญ่ในระดับห้องปฏิบัติการ คือ ยีสต์สกัดและเพปโตน แต่ในระดับอุตสาหกรรมการใช้
ยีสต์สกัดและเพปโตนจะท าให้ต้นทุนในการผลิตเพ่ิมสูงขึ้น เนื่องจากยีสต์สกัดและเพปโตนมีราคาสูง 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะหาค่าเหมาะสมที่สุดของสารอาหารในอาหารหมักเอทานอล 
(oEPM) และหาแหล่งไนโตรเจนราคาถูก ซึ่งได้แก่ยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์เพ่ือน ามาทดแทนยีสต์
สกัดและเพปโตนส าหรับการหมักเอทานอลแบบวีเอชจีจากแป้งมันส าปะหลัง  
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1.2 ขอบเขตของงานวิจัย 

 1.2.1 ย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ เพ่ือให้ได้สารละลายน้ าตาลเข้มข้น 280 กรัม/ลิตร  
1.2.2 ศึกษาผลของแร่ธาตุ สารอาหารอนินทรีย์ ยีสต์สกัด และเพปโตนต่อการหมักเอทานอล

แบบวีเอชจีจากแป้งมันส าปะหลัง 
 1.2.3 หาค่าเหมาะสมที่สุดของสารอาหารในอาหารหมักเอทานอล (oEPM) 
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัยนี้ 

 ลดต้นทุนการผลิตเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังด้วยการหมักแบบวีเอชจีและเพ่ิมมูลค่า
ให้แก่ยีสต์เหลือทิ้งจากโรงงานเบียร์ซึ่งน ามาใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนยีสต์สกัดและเพปโตน 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 พลังงานทดแทน (Renewable Energy) 

พลังงานทดแทนหรือพลังงานหมุนเวียนที่สามารถน ากลับมาใช้ได้อีก เป็นพลังงานสะอาด ไม่
ก่อให้เกิดมลพิษและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ในปัจจุบันประเทศต่างๆ หันมาสนใจและให้ความส าคัญ
กับการใช้เชื้อเพลิงชีวภาพ (Biofuel) ทดแทนการใช้เชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) เนื่องจากเชื้อเพลิง
ชีวภาพมีแหล่งก าเนิดมาจากธรรมชาติและสามารถสร้างทดแทนได้ใหม่ โดยมีพ้ืนฐานจากการ
สังเคราะห์แสงและเก็บรวบรวมพลังงานจากดวงอาทิตย์เอาไว้ในรูปของพลังงานเคมี ทั้งนี้เชื้อเพลิง
ชีวภาพแตกต่างจากเชื้อเพลิงฟอสซิล (ถ่านหินและปิโตรเลียม) ซึ่งเป็นเชื้อเพลิงสิ้นเปลืองตรงที่
เชื้อเพลิงชีวภาพจัดเป็นพลังงานหมุนเวียนที่สามารถฟ้ืนฟูหรือสร้างขึ้นใหม่ได้  นอกจากนี้การเผาไหม้
ของเชื้อเพลิงชีวภาพยังไม่ก่อให้เกิดปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ิมขึ้นและก่อให้เกิดก๊าซพิษน้อยกว่า
เชื้อเพลิงชนิดอ่ืน จึงช่วยลดปัญหาภาวะโลกร้อนโดยการลดระดับก๊าซเรือนกระจกลงได้ (กาญจนา 
แสงลิ้มสุวรรณ, 2554) ชีวมวล (Biomass) เป็นแหล่งทางเลือกในการผลิตพลังงานเชื้อเพลิงชีวภาพ 
ซึ่งได้แก่ ไบโอเอทานอลและไบโอดีเซล  

ไบโอเอทานอล คือแอล์กอฮอล์ที่ได้จากหมักน้ าตาลหรือพืชที่ให้ความหวาน ด้วยเทคโนโลยีใน
ปัจจุบันสามารถใช้พืชที่มี เส้นใยอ่ืนๆ เช่น หญ้า เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล ได้เอทานอล   
บริสุทธิ์สามารถน ามาใช้เป็นเชื้อเพลิงส าหรับยานพาหนะได้โดยตรง ซึ่งพลังงานชนิดนี้มีการใช้อย่าง
แพร่หลายในอเมริกาและบราซิล ส่วนไบโอดีเซลนั้น สกัดมาจากพืชที่ให้น้ ามันหรือไขมันสัตว์ โดย     
ไบโอดีเซลบริสุทธิ์สามารถใช้เป็นเชื้อเพลิงของรถยนต์ได้เช่นกัน แต่นิยมใช้เป็นสารเติมเต็มในน้ ามัน
ดีเซล เพ่ือลดปริมาณก๊าซคาร์บอนมอนนอกไซด์และสารไฮโดรคาร์บอนที่ได้จากการเผาไหม้ของ
เครื่องยนต์ดีเซล โดยมีการใช้อย่างแพร่หลายในทวีปยุโรป (ทวี เวชพฤติ, 2551) 
 

2.2 เอทานอล 

เอทานอล (Ethanol) หรือเอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl alcohol) คือสารประกอบอินทรีย์ใน   
กลุ่มแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่งที่ประกอบด้วยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน เอทานอลเป็น            
แอลกอฮอล์ที่สามารถใช้ประโยชน์ได้ทั้งเพ่ือการบริโภค (Beverage alcohol ซึ่งหมายถึงรูปแบบของ
เอทานอลที่ถูกกลั่นและมีความเหมาะสมส าหรับการบริโภคของมนุษย์ตามกฎหมาย โดยมีข้อจ ากัด    



 

 

4 

ว่าต้องเป็นแอลกอฮอล์ที่ได้จากการหมักด้วยกระบวนการทางธรรมชาติไม่ใช่กระบวนการสังเคราะห์
ทางเคมี) และเพ่ือใช้เป็นเชื้อเพลิง (Fuel alcohol)  

ซึ่งสามารถน ามาใช้เป็นน้ ามันเชื้อเพลิงได้ 3 รูปแบบ ได้แก่  

1. ใช้เป็นเชื้อเพลิงโดยตรงเพื่อทดแทนน้ ามันเบนซินและน้ ามันดีเซล 
2. ใช้ผสมกับน้ ามันเบนซิน เรียกว่า แก๊ซโซฮอล์ (Gasohol) หรือผสมกับน้ ามันดีเซล เรียกว่า 

ดีโซฮอล์ (Diesohol) 
3. ใช้เป็นสารเพ่ิมค่าออกเทนของน้ ามันให้กับเครื่องยนต์ ได้แก่ Ethyl Tertiary Butyl Ether 

(ETBE) 
 
การใช้เอทานอลเป็นเชื้อเพลิงในหลายประเทศ เช่น บราซิลจะน าเอทานอลความเข้มข้น 

99.5% โดยปริมาตร มาผสมกับน้ ามันเบนซินในอัตราสวน 20% โดยปริมาตร และใช้ชื่อผลิตภัณฑ์ว่า
“Proalcohol” สหรัฐอเมริกาใช้เอทานอลผสมกับน้ ามันเบนซินไร้สารตะกั่วในอัตราส่วน 10 : 90 
เรียกว่า แก๊สโซฮอล์ (Gasohol) ออสเตรเลียน าเอทานอลผสมกับน้ ามันเบนซินในอัตราส่วน 15 : 85 
และใช้เป็นเชื้อเพลิงในรถยนต์ในชื่อผลิตภัณฑ์ “Petranol” ฟิลิปปินส์ผสมเอทานอล (ซึ่งผลิตจาก     
อ้อย) กับน้ ามันเบนซิน ในอัตราส่วน 20 : 80 เรียกว่า “Alcogas” เป็นต้น (เกื้อกลู ปิยะจอมขวัญ 
และคณะ, 2546)  

 
2.3 กระบวนการผลิตเอทานอล  

กระบวนการผลิตเอทานอลสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท คือ กระบวนการสังเคราะห์
ทางเคมี (Chemical synthesis) และกระบวนการหมัก (Fermentation)  

1. กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี (Chemical synthesis) เป็นการผลิตจากอนุพันธ์สาร     
ปิโตรเลียม เช่น เอทิลีน ด้วยปฏิกิริยาการระเหยน้ า (dehydration) เป็นต้น  

2. กระบวนการหมัก (Fermentation) เป็นการผลิตเอทานอลจากน้ าตาลด้วยเชื้อยีสต์      
ประกอบด้วย 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกยีสต์จะใช้น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว (Monosaccharide) เป็นอาหาร
และเปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอลโดยผ่านวิถีไกลโคไลซิส (glycolysis) หรือวิถี EMP (Embden-
Meyerhof-Parnas pathway) ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (anaerobic condition) ดังสมการ  

 
      C6H12O6    + ยีสต์     2CO2     + 2C2H5O12  
       กลูโคส         คาร์บอนไดออกไซด์  เอทานอล 
        100        48.89        51.11 
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ในทางทฤษฎีน้ าตาลกลูโคส 100% จะถูกเปลี่ยนเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และเอทานอล 
48.89 และ 51.11% โดยน้ าหนัก ตามล าดับ แต่ในทางปฏิบัติจะเกิดการสูญเสียได้เป็นสารประกอบ
อ่ืน ๆ หรือใช้ในการสร้างเซลล์ของยีสต์ท าให้ได้เอทานอลประมาณ 48% เมื่อได้เอทานอลแล้ว       
จากนั้นเป็นการท าให้เอทานอลมีความเข้มข้นและบริสุทธิ์สูงขึ้นโดยการกลั่น (เกื้อกลู ปิยะจอมขวัญ 
และคณะ, 2546) 

 
2.4 วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตเอทานอล  

ในปัจจุบันการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมทั่วโลกส่วนใหญ่จะใช้กระบวนการหมัก    
ซึ่งวัตถุดิบที่สามารถน ามาใช้ในการผลิตเอทานอลจะเป็นสารประกอบจ าพวกคาร์โบไฮเดรตที่มีน้ าตาล
โมเลกุลเดี่ยวอยู่ในโครงสร้างโมเลกุล สามารถแบ่งออกได้ 3 ประเภท (ภาพที่ 2.1) ดังนี้  

1. วัตถุดิบประเภทน้ าตาล ได้แก่ น้ าอ้อย กากน้ าตาล และบีทน้ าตาล ยีสต์สามารถใช้วัตถุดิบ
ประเภทนี้ได้โดยตรงและไม่ต้องผ่านกระบวนการใด ๆ  

2. วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่ ธัญพืช ข้าวโพด มันส าปะหลัง และมันฝรั่ง เป็นต้น ในการ
ผลิตเอทานอลนั้น แป้งในวัตถุดิบจะต้องถูกย่อย (Starch hydrolysis) ให้ได้น้ าตาลกลูโคสซึ่งเป็น  
น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวก่อน ยีสต์จึงจะสามารถเปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอลได ้

3. วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ส่วนมากวัตถุดิบกลุ่มนี้จะเป็นผลิตผลพลอยได้จาก
การเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร ได้แก่ ฟางข้าว กากอ้อย ซังข้าวโพด และของเสียจาก
อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ เป็นต้น ซึ่งวัตถุดิบประเภทนี้ประกอบด้วยส่วนประกอบส าคัญ 4 ชนิด
คือ เซลลูโลส (Cellulose) เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) ลิกนิน (Lignin) และสารประกอบอ่ืน ๆ 
ขัน้ตอนในการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบในกลุ่มนีจ้ะประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลัก ๆ ดังนี้ 

 - การเตรียมวัตถุดิบ (Pretreatment) เป็นการท าลายโครงสร้างที่แข็งแรงของของเซลลูโลส
เพ่ือให้เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase) สามารถเข้าถึงและย่อยเซลลูโลสได้ง่ายขึ้น สามารถท าได้ทั้งวิธี
ทางเคมี ได้แก่ การย่อยด้วยกรดเจือจาง ย่อยด้วยกรดเข้มข้นและย่อยด้วยด่าง เป็นต้น และวิธีทาง
กายภาพ ได้แก่ การระเบิดไอน้ า เป็นต้น หรืออาจใช้ทั้ง 2 วิธีร่วมกันได้ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับชนิดของวัตถุดิบ 

- การย่อย (Hydrolysis) มี 2 วิธีคือการย่อยด้วยกรดหรือการย่อยด้วยเอนไซม์ การย่อยด้วย
กรดจะมี 2 ขั้น ขั้นแรกจะเป็นการย่อยเฮมิเซลลูโลสให้ได้น้ าตาลเพนโตส จากนั้นย่อยเซลลูโลสให้ได้ 
น้ าตาลกลูโคส ส่วนการย่อยด้วยเอนไซม์ จะใช้เอนไซม์เซลลูเลสเพ่ือเปลี่ยนเซลลูโลสเป็นน้ าตาล
กลูโคส  

- การหมักน้ าตาลที่ได้ให้เป็นเอทานอลโดยเชื้อจุลินทรียที่สามารถใช้น้ าตาลชนิดนั้นๆ ได้ 
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ภาพที่ 2.1 การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักจากวัตถุดิบทางการเกษตร 
(ที่มา : เกื้อกลู ปิยะจอมขวัญ และคณะ, 2546)  

 

 

 

การสกัดและท าใส 
น้ าหวาน 

กากน้ าตาลเจือ
จาง 

วัตถุดิบประเภทน้ าตาล  
ได้แก่ อ้อย, กากน้ าตาล 

ฯลฯ 

วัตถุดิบประเภทเซลลโูลส 
ได้แก ่ฟางข้าว, กากอ้อย, 

ซังข้าวโพด ฯลฯ 

การย่อยแป้งคร้ังแรกหรือการ 

ท าให้เหลว (Liquefaction) 

การย่อยแป้งคร้ังสุดทา้ยหรือการท า 

ให้หวาน (Saccharification) 

น้ าตาล 

วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก ่ 
มันส าปะหลัง, มันเทศ, 

ข้าวโพด ฯลฯ 

การหมัก 

การกลั่น 

เอทานอล 

การเตรียมวัตถุดิบ 

(Pretreatment) 

การยอยด้วยเอนไซม์ 

(Enzyme hydrolysis) 
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2.5 การผลิตเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลัง 

มันส าปะหลัง (ภาพที่ 2.2) จัดเป็นพืชไร่ที่นิยมปลูกกันมากในประเทศไทย จากพ้ืนที่ปลูกมัน
ส าปะหลัง ในปี 2549 จ านวน 6.9 ล้านไร่ เพ่ิมขึ้นเป็น 8.6 ล้านไร่ ในปี 2552 (ส านักงานพัฒนา
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2555) (ตารางท่ี 2.1) นอกจากนีย้ังเป็นแหล่งวัตถุดิบที่มีราคาถูก
กว่าพืชผลิตแป้งชนิดอ่ืนๆ และเป็นพืชที่มีแป้งสะสมอยู่ในปริมาณมาก ดังนั้น มันส าปะหลังจึงเป็น
วัตถุดิบที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอล เนื่องจากมีข้อได้เปรียบกว่าวัตถุดิบชนิดอ่ืนหลายประการ 
ดังนี้ 

1. ให้ผลผลิตเอทานอลต่อพ้ืนที่เพาะปลูกสูง 
2. เพาะปลูกง่าย และสามารถปลูกได้เกือบทุกภาคของประเทศ 
3. มีความต้านทานต่อโรคสูง 
4. แปรรูปโดยการท าให้แห้งได้ง่าย ด้วยการใช้ลมร้อนเพ่ือที่จะลดความชื้นให้ต่ ากว่า

ร้อยละ 20 ท าให้สามารถเก็บรักษาได้นานเป็นปี  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2 มันส าปะหลัง 

(ที่มา : https://www.dovesfarm.co.uk/gluten-free/gluten-free-ingredients/tapioca-starch 
: ออนไลน์) 

 

https://www.dovesfarm.co.uk/gluten-free/gluten-free-ingredients/tapioca-starc
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ตารางท่ี 2.1 พ้ืนที่เก็บเกี่ยว ผลผลิต และผลผลิตต่อไร่ของมันส าปะหลัง ปี 2549-2552 

รายละเอียด 2549 2550 2551 2552 
พ้ืนที่เพาะปลูก (ล้านไร่) 6.9 7.5 7.8 8.6 

พ้ืนที่เก็บเก่ียว (ล้านไร่) 6.7 7.2 7.4 8.3 

ผลผลิต (ล้านตัน) 22.6 26.4 25.2 30.1 
ผลผลิตต่อไร่ (ตัน/ไร่) 3.4 3.7 3.4 3.6 

(ที่มา : ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2555) 
 

2.5.1 แป้ง (Starch) 

แป้งเป็นคาร์โบไฮเดรตที่ประกอบด้วยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน เป็นส่วนใหญ่ ใน
อัตราส่วน 6:10:5 มีสูตรเคมีโดยทั่วไปคือ (C6H10O5)n และมีสิ่งเจือปน เช่น โปรตีน ไขมัน เกลือแร่ 
น้อยมาก แป้งที่ผลิตโดยทั่วไปที่ยังมีส่วนประกอบอื่นๆ อยู่มาก จะเรียกว่า ฟลาวร์ (flour) ตัวอย่างเช่น 
แป้งข้าวโพดและแป้งข้าวสาลี ถ้ายังมีส่วนประกอบของโปรตีนสูงจะจัดอยู่ในแป้งประเภทฟลาวร์ 
เรียกว่า corn flour และ wheat flour เป็นต้น แต่เมื่อสิ่งเจือปนซึ่งหมายถึงโปรตีน ไขมัน เกลือแร่
อ่ืนๆ ถูกสลัดออกไป จนเหลือแป้งบริสุทธิ์เป็นส่วนใหญ่ เรียกว่า แป้งสตาร์ช (starch) ส าหรับแป้งมัน
ส าปะหลังที่ผลิตในประเทศไทย ปัจจุบันผลิตโดยกรรมวิธีที่ทันสมัย มีความบริสุทธิ์ของแป้งสูง จัดเป็น
แป้งสตาร์ช (cassava starch) (กล้าณรงค์ ศรีรอต และเก้ือกูล ปิยะจอมขวัญ, 2546)  

 
แป้งเป็นโพลิเมอร์ของกลูโคส ซึ่งประกอบด้วยหน่วยของน้ าตาลกลูโคสมาเชื่อมต่อกันด้วย

พันธะกลูโคซิดิก (glucosidic linkage) ที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 1 ทางด้านปลายของสายโพลิเมอร์ที่มี
หน่วยกลูโคสที่มีหมู่แอลดีไฮด์ เรียกว่า ปลายรีดิวซิง (reducing end group) แป้งประกอบด้วย      
โพลิเมอร์ของกลูโคส 2 ชนิด คือ โพลิเมอร์เชิงเส้น (อะมิโลส) และโพลิเมอร์เชิงกิ่ง (อะมิโลเพกติน) ซึ่ง
องค์ประกอบหลักภายในแป้ง แบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ 

 

1. อะมิโลส 

อะมิโลสเป็นโพลิเมอร์เชิงเส้นที่ประกอบด้วยกลูโคสประมาณ 2,000 หน่วย เชื่อมต่อกันด้วย

พันธะกลูโคซิดิก (glucosidic linkage) ชนิดแอลฟา-1,4 (α-1,4) ดังภาพที่ 2.3  
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ภาพที่ 2.3 โครงสร้างของอะมิโลส 
(ที่มา : http://www.rsc.org/Education/Teachers/Resources/cfb/carbohydrates.htm : ออนไลน)์ 

 
แป้งจากรากและหัว เช่น แป้งมันส าปะหลัง แป้งมันฝรั่ง และแป้งสาคู มีปริมาณอะมิโลส  

ประมาณร้อยละ 20 ซึ่งอะมิโลสในแป้งแต่ละชนิดจะมีน้ าหนักโมเลกุลที่แตกต่างกันไป (กล้าณรงค์    
ศรีรอต และเก้ือกูล ปิยะจอมขวัญ, 2546)  

 
2. อะมิโลเพกทิน 

อะมิโลเพกทินเป็นโพลิเมอร์เชิงกิ่งของกลูโคส ส่วนที่เป็นเส้นตรงของกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วย
กลูโคซิดิก ชนิดแอลฟา-1,4 และส่วนที่เป็นกิ่งสาขาที่เป็นโพลิเมอร์กลูโคสสายสั้น มีขนาดโมเลกุล 
(Degree of Polymerization : DP) อยู่ในช่วง 10 ถึง 60 หน่วย เชื่อมต่อกันด้วยพันธะกลูโคซิดิก
ชนิดแอลฟา-1,6 ดังภาพที่ 2.4  

 
 

 
 
 

ภาพที่ 2.4 โครงสร้างอะมิโลเพกทิน 
(ที่มา : http://www.rsc.org/Education/Teachers/Resources/cfb/carbohydrates.htm : ออนไลน)์  
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หน่วยกลูโคสที่มีพันธะกลูโคซิดิกชนิดแอลฟา-1,6 มีอยู่ประมาณร้อยละ 5 ของปริมาณหน่วย
กลูโคสในอะมิโลเพกทินทั้งหมด ขนาดโมเลกุลของอะมิโลเพกทินในแป้งแต่ละชนิดจะมีค่าประมาณ 2 
ล้านหน่วยอะมิโลเพกทินมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 1,000 เท่าของอะมิโลส (กล้าณรงค์ ศรีรอต และ
เกื้อกูล ปิยะจอมขวัญ, 2546) สมบัติที่ส าคัญของอะมิโลสและอะมิโลเพกทินแสดงดังตารางที่ 2.2 

 
ตารางท่ี 2.2 สมบัติที่ส าคัญของอะมิโลสและอะมิโลเพกทิน 

คุณสมบัติ อะมิโลส อะมิโลเพกทิน 

ลักษณะโครงสร้าง สารประกอบของน้ าตาลกลูโคส
เกาะกันเป็นเส้นตรง 

สารประกอบของน้ าตาลกลูโคส 
เกาะกันเป็นกิ่งก้าน 

พันธะที่จับ แอลฟา-1,4 แอลฟา-1,4 และแอลฟา -1,6 
ขนาด 200-2000 หน่วยกลูโคส มากกว่า 10,000 หน่วยกลูโคส 
การละลาย ละลายน้ าได้น้อยกว่า ละลายน้ าได้ดีกว่า 
การท าปฏิกิริยากับไอโอดีน สีน้ าเงิน สีแดงม่วง 
การจับตัว เมื่อให้ความร้อนและท้ิงไว้จะจับ

ตัวเป็นวุ้นและแผ่นแข็ง 
ไม่จับตัวเป็นแผ่นแข็ง 

(ที่มา : Beynum และ Roels, 1985)  
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 2.5.2 แป้งมันส าปะหลัง 

 แป้งมันส าปะหลังมีลักษณะเป็นผงละเอียด สีขาว (ภาพที่ 2.5) ลักษณะเด่นของแป้งมัน
ส าปะหลังคือ มีความบริสุทธิ์สูง มีสิ่งปนเปื้อนต่ า โดยจะมีสตาร์ชอยู่มากกว่าร้อยละ 95 แป้งมัน
ส าปะหลังจัดเป็นแป้งที่มีปริมาณอะมิโลสค่อนข้างต่ าคือ 18-23% และมีขนาดแตกต่างกัน โดยมีค่า 
degree of polymerization (DP) ตั้งแต่ 1,100-3,220 ซึ่งทั้งนี้ขึ้นอยู่กับวิธีที่ใช้ในการวัดขนาด  
 คุณสมบัติในการเกิดปฏิกิริยากับน้ าเป็นคุณสมบัติที่ส าคัญในการน าแป้งไปใช้ประโยชน์     
เม็ดแป้งที่แขวนลอยอยู่ในน้ าเมื่อได้รับความร้อน พลังงานความร้อนจะไปท าลายพันธะไฮโดรเจนใน
โครงสร้างของเม็ดแป้ง ท าให้โมเลกุลของน้ าสามารถเข้าไปจับกับหมู่ไฮดรอกซิลที่เป็นอิสระของเม็ด
แป้งได้ เม็ดแป้งจะเริ่มพองขึ้น ซึ่งก าลังการพองตัวของเม็ดแป้งจะขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง เช่น 
ชนิดของแป้ง ปริมาณและโครงสร้างของอะมิโลสและอะมิโลเพกทิน สารอ่ืนๆ ที่มีอยู่ในแป้ง เช่น 
ไขมัน หมู่ฟอสเฟต เป็นต้น แป้งที่มีอะมิโลสสูงจะมีก าลังการฟองตัวต่ ากว่าแป้งที่มีอะมิโลสต่ า ทั้งนี้ 
เนื่องจากลักษณะโครงสร้างของอะมิโลสที่เป็นเส้นตรงจะท าให้เกิดพันธะระหว่างโมเลกุลได้ดี และ   
อะมิโลสอาจจับตัวกับไขมันท าให้ขัดขวางการพองตัวของเม็ดแป้งได้ แป้งมันส าปะหลังจัดเป็นแป้งที่
มีอะมิโลสต่ า จึงมีก าลังการพองตัวที่ดี และมีค่าความสามารถในการละลายได้ซึ่งสัมพันธ์กับก าลังการ
พองตัวสูง โดยค่าก าลังการพองตัวซึ่งวัดได้จากน้ าหนักของเม็ดแป้งที่พองตัวอย่างอิสระในน้ าต่อ
น้ าหนักแห้งของแป้ง จะมีค่าประมาณ 50 และการละลายได้ประมาณ 35% ที่อุณหภูมิ 95°ซ ซึ่งมีค่า
มากกว่าแป้งข้าวโพด แต่ต่ ากว่าแป้งมันฝรั่ง ทั้งนี้เนื่องจากแป้งมันฝรั่งมีหมู่ฟอสเฟตที่สามารถแตกตัว
และจับกับน้ าได้ดี จึงช่วยให้แป้งมันฝรั่งมีค่าก าลังการพองตัวสูงมาก (>1,000) (กล้าณรงค์ ศรีรอต 
และเก้ือกูล ปิยะจอมขวัญ, 2546) 

 
 

ภาพที่ 2.5 แป้งมันส าปะหลัง (cassava starch) 
(ที่มา : http://www.foodsubs.com/ThickenStarch.html : ออนไลน์)  
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 ในระหว่างที่ให้ความร้อนแก่เม็ดแป้งที่แขวนลอยอยู่ในน้ า และเม็ดแป้งเริ่มดูดซึมน้ าจาก
ภายนอกนั้น เม็ดแป้งจะเริ่มพองตัวพร้อมๆ กับที่เม็ดแป้งสูญเสียความสามารถในการบิดระนาบแสง
โพลาไรซ์ (birefringence) ลักษณะเช่นนี้จะท าให้การพองตัวของเม็ดแป้งเป็นแบบผันกลับไม่ได้และ
เม็ดแป้งเกิดเจลาทิไนซ์ขึ้น แป้งแต่ละชนิดจะมีอุณหภูมิเริ่มต้นและช่วงของอุณหภูมิในการเกิด          
เจลาทิไนซ์แตกต่างกัน ในกรณีของแป้งมันส าปะหลัง อุณหภูมิในการเกิดเจลาทิไนซ์จะอยู่ในช่วง 58-
70°ซ และพลังงานที่ใช้ในกระบวนการเจลาทิไนเซชัน (Gelatinization) จะประมาณ 14-17 จูลต่อ
กรัม เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค Differential Scanning Calorimetry (กล้าณรงค์ ศรีรอต และ
เกื้อกูล ปิยะจอมขวัญ, 2546) 
  
 โดยทั่วไปเมื่อเม็ดแป้งที่พองตัวได้รับความร้อน เม็ดแป้งจะเปลี่ยนไปอยู่ในสภาพของแป้ง
เปียก (paste) ที่มีความหนืดเพ่ิมขึ้นอย่างมาก และเมื่อแป้งเปียกเย็นลงจะเกิดเป็นเจลขึ้น อย่างไรก็
ตาม ลักษณะความหนืดของแป้งเปียกและการเกิดเจลในแป้งแต่ละชนิดจะแตกต่างกัน แป้งมัน
ส าปะหลังเมื่อได้รับความร้อนจะมีค่าก าลังการพองตัวสูงจึงให้ความหนืดสูง แต่แป้งเปียกเมื่อได้รับ
ความร้อนและการกวนอย่างต่อเนื่องจะมีความหนืดลดลงอย่างรวดเร็ว ดังนั้นแป้งเปียกของแป้งมัน
ส าปะหลังจะไม่คงตัวมากนัก ซึ่งลักษณะเช่นนี้เป็นข้อจ ากัดในการใช้แป้งมันส าปะหลังเป็นสารให้ความ
หนืดในผลิตภัณฑ์บางชนิด จึงจ าเป็นต้องมีการดัดแปรแป้ง เพ่ือช่วยเพ่ิมความคงตัวของแป้งเปียก เมื่อ
แป้งเปียกของแป้งมันส าปะหลังเย็นตัวลง ความหนืดจะเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กน้อยเท่านั้น ทั้งนี้เนื่องจาก
แป้งมันส าปะหลังมีอะมิโลสค่อนข้างต่ า ท าให้เกิดการจับกันของหมู่ไฮดรอกซิลของอะมิโลสในระหว่าง
เย็นตัวต่ า แป้งมันส าปะหลังจึงเป็นแป้งที่เกิดการคืนตัวต่ าและให้ลักษณะของแป้งเปียกท่ีใส ไม่ทึบแสง 
เมื่อเปรียบเทียบกับแป้งชนิดอื่น (กล้าณรงค์ ศรีรอต และเก้ือกูล ปิยะจอมขวัญ, 2546) 
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2.5.3 กระบวนการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้ าตาลด้วยเอนไซม์ 

ในการย่อยแป้งเพ่ือเปลี่ยนเป็นน้ าตาลจะต้องผ่านกระบวนการย่อย 2 ขั้นตอน คือการย่อย
แป้งครั้งแรกหรือการท าให้แป้งเหลว (Liquefaction) และขั้นตอนที่ 2 คือ การย่อยแป้งครั้งสุดท้าย
เพ่ือเปลี่ยนแป้งโมเลกุลเล็กเป็นน้ าตาลหรือการท าให้หวาน (Saccharification) 

 
2.5.3.1 การย่อยแป้งครั้งแรกหรือการท าให้แป้งเหลว (Liquefaction) 

การย่อยแป้งครั้ งแรกด้วยเอนไซม์ท าโดยให้ความร้อนจนแป้งเกิดการเจลาทิไนซ์  
(Gelatinization) เม็ดแป้งจะพองตัวและสามารถจับกับน้ าได้ดีมากขึ้น โครงสร้างแป้งจะมีความ
แข็งแรงลดลง ท าให้แป้งมีความหนืดสูงขึ้นจากนั้นโมเลกุลของแป้งจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ในกลุ่ม

แอลฟาอะมิเลส (α-amylase) ซ่ึงจะท าหน้าที่ในการย่อยพันธะกลูโคซิดิกที่ต าแหน่งแอลฟา-1,4 
ภายในโมเลกุลของแป้งแบบสุ่ม ท าให้โมเลกุลของแป้งสั้นลงส่งผลให้ความหนืดของสารละลายลดลง
อย่างรวดเร็ว โดยทั่วไปในการเติมเอนไซม์ชนิดนี้จะเติมลงไปก่อนที่อุณหภูมิจะสูงขึ้นจนเกิดการ        
เจลาติไนซ์ (gelatinize) เพ่ือให้เกิดการผสมที่ดีระหว่างแป้งกับเอนไซม์ เอนไซม์กลุ่มแอลฟาอะมิเลสมี
กิจกรรมการย่อยแป้งที่อุณหภูมิสูงประมาณ 80 ถึง 95°ซ เพ่ือให้ได้โมเลกุลขนาดเล็กลงและมีความ
หนืดลดลง ของเหลวที่ได้จะมีค่าสมมูลเด็กซ์โทรส (Dextrose equivalent, DE) อยู่ในช่วง 10-15 
เรียกว่า เด็กซ์ทริน (กล้าณรงค์ ศรีรอต และเกื้อกูล ปิยะจอมขวัญ, 2546) ตัวอย่างเอนไซม์ทางการค้า
ของกลุ่มแอลฟาอะมิเลส แสดงดังตารางที ่2.3 
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ตารางท่ี 2.3 รายชื่อจุลินทรีย์ ชื่อทางการค้าของเอนไซม์ที่ผลิตไดแ้ละบริษัทผู้ผลิตเอนไซม์ส าหรับการ
ย่อยครั้งแรก  
จุลินทรีย์ทีผ่ลิต ชื่อทางการค้าของเอนไซม ์ บริษัทผู้ผลิต 

Bacillus amyloliquefaciens 
(Bacillus subtilis liquefying) 

BACTERIAL AMYLASE 
CANALPHA 
HITEMPASE 
KLEISTASE 
ENZECO BACTERIAL 
DEX-LO 

Amano International 
Enzyme 
Biocon/Quest 
Biocon/Quest 
Daiwa kasei 
Enzyme Development 
IBIS (Gist-Brocades) 

Bacillus licheniformis SPEZYME AA 20 
MAXAMYL 
TERMAMYL120L 
TAKA-TERM 
OPTIAMYL-L 

Genecor (Finnsugar) 
IBIS (Gist-Brocades) 
Novo Nordisk 
Solvay (Miles) 
Solvay (MKC) 

Bacillus stearothermophilus G-ZYME G995 
THERMOLASE 
NERVANASE BT 

Enzyme Bio-Systems Ltd. 
Enzyme Development 
Phone-Poulenc (ABM) 

(ที่มา : Teague และ Brumm, 1992)  
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2.5.3.2 การย่อยแป้งครั้งสุดท้ายเป็นน้ าตาลหรือการท าให้หวาน (Saccharification) 

การย่อยแป้งครั้งสุดท้ายเป็นขั้นตอนในการเปลี่ยนแป้งโมเลกุลเล็กหรือเด็กซ์ทรินให้เป็น
น้ าตาลกลูโคสโดยจะท าการลดอุณหภูมิจาก 90°ซ เหลือประมาณ 60°ซ โดยใช้เอนไซม์กลุ่ม            
กลูโคอะมิเลสเพ่ือย่อยแป้งโมเลกุลเล็กและเด็กซ์ทรินให้เป็นน้ าตาลที่หมักได้  โดยทั่วไปเอนไซม์กลุ่มนี้
จะมีกิจกรรมที่อุณหภูมิสูงปานกลาง คือ ประมาณ 55 ถึง 65°ซ 
 

ตารางท่ี 2.4 รายชื่อจุลินทรีย์ ชื่อทางการค้าของเอนไซม์ที่ผลิตไดแ้ละบริษัทผู้ผลิตเอนไซม์ส าหรับการ
ย่อยครั้งสุดท้าย  

จุลินทรีย์ทีผ่ลิต ชื่อทางการค้าของเอนไซม ์ บริษัทผู้ผลิต 

Aspergillus niger GNL 
AMYLO 300L 
G-ZYME G990 
ENZECO GLUCOAMYLASE 
SPEZYME GA 
AMIGASE 
AMIGASE HD2 
XL-4 
AMG300L 300L 
AMBAZYME 
ROHALASE HT 
DIAZYME 
OPTIDEX 
ALDOMAX (immob.) 

Amano International Enzyme 
Biocon/Quest 
Enzyme Bio-Systems Ltd. 
Enzyme Development 
Genecor (Finnsugar) 
IBIS (Gist-Brocades) 
IBIS (Gist-Brocades) 
Nagase 
Novo Nordisk 
Phone-Poulenc (ABM) 
Rohm 
Solvay (Miles) 
Solvay (MKC) 
UOP 

Rhizopus niveus GLUTASE Ueda 

Rhizopus oryzae ENZECO GLUCOAMYLASE Enzyme Development 

Rhizopus sp. GLUCZYME 12 
GLUCOZYME 
SUMIZYME 

Amano International Enzyme 
Nagase 
Shin Nihon Chemical 

(ที่มา : Teague และ Brumm, 1992) 
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2.6 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการผลิตเอทานอล 

Saccharomyces cerevisiae เป็นยีสต์ที่พบได้ในธรรมชาติโดยเป็นจุลินทรีย์พวกยูคาริโอต
เซลล์ ส่วนใหญ่มีรูปร่างกลมหรือรี  สืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ (ภาพที่  2.6)                 
S. cerevisiae เป็นจุลินทรีย์หลักที่ใช้ในการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมทั้งภายในและ
ต่างประเทศ (Andrietta และคณะ, 2007) โดยยีสต์จะใช้น้ าตาลกลูโคสผ่านวิถี EMP ในสภาพที่เป็น
กลางหรือเป็นกรดเล็กน้อย และไม่มีออกซิเจน ได้ผลิตภัณฑ์หลักคือ เอทานอลและคาร์บอนไดออกไซด์  

 

 
 

ภาพที่ 2.6 ลักษณะของ S. cerevisiae ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100 เท่า 
(ที่มา : www.freebase.com/view/wikipedia/images/commons_id/1069017 : ออนไลน์)  

 

 นงลักษณ์ และปรีชา สุวรรณพินิจ (2557) รายงานว่า ยีสต์บางชนิดสะสมสารต่างๆ ไว้จ านวน
มาก เช่น ไขมัน คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และวิตามิน (ตารางที่ 2.5)  

 

ตารางท่ี 2.5 องค์ประกอบของวิตามินบีในยีสต์ 

วิตามิน S. cerevisiae 
(ไมโครกรัม/กรัม) 

Saccharomyces spp. อ่ืนๆ
(ไมโครกรัม/กรัม) 

ไทอามีน 

ไรโบเฟลวิน 

กรดนิโคตินิก 

พิริดอกซีน 

กรดแพนโทเทนิก 

136.0 

28.0 

525.0 

40.0 

69.5 

3.5 

35.6 

387.0 

29.0 

57.4 
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วิตามิน 
S. cerevisiae 
(ไมโครกรัม/กรัม) 

Saccharomyces spp. อ่ืนๆ
(ไมโครกรัม/กรัม) 

กรดโฟลิก 

ไบโอติน 

กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก 

โคลีน 

อิโนซิทอล 

3.5 

1.0 

5.0 

3,800.0 

3,900.0 

20.8 

0.53 

11.0 

2,860.0 

4,500.0 

(ที่มา : นงลักษณ์ และปรีชา, 2557) 
 

2.6.1 คุณสมบัติของยีสต์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอล  (สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549; Stewart, 
1987; Panchal และ Tavares, 1990) ยีสต์ที่น ามาใช้ในการผลิตเอทานอลควรมีลักษณะ ดังนี้  

1. สามารถใช้สับสเตรทได้หลากหลายชนิด 
2. ให้ผลผลิตสูงและมีอัตราการหมักเอทานอลเร็ว ท าให้ต้นทุนในการผลิตลดลง 

 3. มีความทนต่อเอทานอล (ethanol tolerance) เนื่องจากระหว่างการหมักจะมี   
เอทานอลบางส่วนสะสมอยู่ในเซลล์ ซึ่งอาจท าให้เซลล์ยีสต์แตก (lysis) ได้ ยีสต์ที่สามารถทนต่อความ
เข้มข้นของเอทานอลได้สูงจึงส่งผลให้มีการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึน 

 4. ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) เพราะในกระบวนการหมักเอทานอลจะมี
การปลดปล่อยพลังงานความร้อนออกมาท าให้อุณหภูมิในการหมักสูงขึ้น  มีผลต่อการอยู่รอดและ
กิจกรรมการท างานของยีสต์ ยีสต์ที่ทนต่ออุณหภูมิสูงจึงช่วยให้มีการผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้น 

 5. ทนพีเอชต่ าหรือทนกรด (acid tolerance) ในกระบวนการหมักจะเกิดกรดท าให้
พีเอชของอาหารลดลง ยีสต์ที่สามารถทนพีเอชต่ าได้จึงช่วยให้มีผลผลิตเอทานอลสูงขึ้น 

 6. ไม่ เปลี่ยนแปลงง่ายในสภาวะต่าง ๆ ของการหมักและมีพันธุกรรมที่ ไม่
เปลี่ยนแปลงได้ง่าย ส่งผลให้ประสิทธิภาพและคุณภาพในการผลิตเอทานอลสม่ าเสมอ 

 7. มีความสามารถในการตกตะกอน (flocculation) ท าให้ง่ายต่อการเก็บเกี่ยวและ
สามารถน าเซลล์ยีสต์กับมาใช้ใหม่ได้ 

 8. ทนต่อแรงดันออสโมติก (osmotolerance) ท าให้สามารถใช้อาหารที่มีปริมาณ
น้ าตาลเริ่มต้นสูงๆ และช่วยลดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่ไม่ทนต่อแรงดันออสโมติก จึงมี
ผลผลิตเอทานอลมากข้ึน  
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 9. สร้างสารเมแทบอไลต์อ่ืนในระดับต่ า เช่น กรดอินทรีย์ กลีเซอรอล ไฮเออร์
แอลกอฮอล์ (higher alcohol) เอสเทอร์ และอัลดีไฮด์ 

 10. มีอัตราการเจริญสูงแต่ให้ผลผลิตเซลล์ต่ าเพ่ือให้มีการเจริญเพ่ิมจ านวนเชื้ออย่าง
รวดเร็วส าหรับการผลิตเอทานอล 

 11. เพ่ิมจ านวนง่าย 
 12. ให้ความร้อนระหว่างการหมักน้อย 
 13. เซลล์มีความมีชีวิตสูง 
 14. ทนต่อสารพิษและสารยับยั้งการเจริญ 

 

2.7 การผลิตเอทานอลแบบวีเอชจี (Very high gravity, VHG) 

การผลิตเอทานอลในสภาวะที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นสูงหรือการใช้เทคโนโลยีการ
หมักแบบวีเอชจี (very high gravity, VHG) เป็นวิธีหนึ่งในการปรับปรุงกระบวนการผลิตเอทานอล 
โดยเทคโนโลยีการหมักแบบวีเอชจีเป็นเทคโนโลยีที่เกี่ยวข้องกับการเตรียมและการหมักน้ าหมักที่มี
ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ 280 กรัม/ลิตร ขึ้นไป ภายใต้สภาวะแวดล้อมและสารอาหารที่เหมาะสม 
การหมักเอทานอลแบบวีเอชจีนี้ท าให้ได้ความเข้มข้นเอทานอลสูงขึ้น  ลดต้นทุนในการกลั่นและลด
ต้นทุนพลังงานต่อลิตรของเอทานอลและนอกจากนี้ยังลดความเสี่ยงจากการปนเปื้อนของแบคทีเรียใน
ระหว่างกระบวนการหมักได้อีกด้วย (Thomas และคณะ, 1996) (ตารางที่ 2.6) อย่างไรก็ตามในการ
หมักเอทานอลแบบวีเอชจี ความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นหรือปริมาณน้ าตาลที่สูงและความเข้มข้น
ของเอทานอลที่เกิดขึ้นอาจจะมีผลต่อเมแทบอลิซึมของยีสต์ซึ่งน าไปสู่การลดลงของอัตราการผลิตและ
ความเข้มข้นสุดท้ายของเอทานอล (Thomas และ Ingledew, 1990; Reddy และ Reddy, 2006)  

 
ในสภาวะการหมักเอทานอลจากน้ าตาลความเข้มข้นเริ่มต้นสูง  ยีสต์ต้องเผชิญกับแรงดัน

ออสโมติกที่สูงมาก ส่งผลให้เซลล์ยีสต์ตาย การเจริญลดลง หรือการหมักเอทานอลลดลง มีรายงานว่า
ยีสต์จะสามารถทนต่อสภาวะเช่นนี้ และสามารถหมักเอทานอลได้ปกติ หากยีสต์ได้รับสารอาหาร เช่น 
ไนโตรเจน, แร่ธาตุและวิตามินอย่างพอเพียง (Bafrncová และคณะ, 1999) ซึ่งแมกนีเซียม (Mg2+) 
แคลเซียม (Ca2+) และซิงค์ (Zn2+) เป็นโคแฟกเตอร์ (cofactors) ของเอนไซม์ส าคัญหลายชนิดใน
กระบวนการหมักเอทานอล (Palukurty และคณะ, 2008; Xue และคณะ, 2008; Zhao และคณะ, 
2009)  
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ตารางท่ี 2.6 ประโยชน์ของการหมักเอทานอลแบบวีเอชจี 

1. เพ่ิมก าลังในการผลิตหรือลดราคาต้นทุน 

- เพ่ิมความเข้มข้นของเอทานอลมากกว่า 18% โดยปริมาตร 

- เพ่ิมพ้ืนที่ของถังหมัก 

2. เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต 

- ลดค่าแรงในการผลิตต่อลิตรของเอทานอล 

- ลดค่าพลังงานในการผลิตต่อลิตรของเอทานอล เช่น ลดต้นทุนการกลั่นและเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการกลั่นเอทานอล 

- ลดการน าเข้าในการผลิตต่อลิตรของเอทานอล เช่น ลดการใช้น้ าในการผลิตและลดการ

ท าความสะอาดลง 

3. ประโยชน์อื่น ๆ 

- ลดการเจริญของแบคทีเรียปนเปื้อนซึ่งท าให้ผลผลิตเอทานอลลดลง 

- มีโอกาสในการเก็บเกี่ยวจากยีสต์ที่ใช้แล้วซึ่งมีโปรตีนสูง 

(ท่ีมา : Thomas และคณะ, 1996) 
 

Laopaiboon และคณะ (2009)  ศึกษาความสามารถหรือศักยภาพของยีสต์ในการเจริญ   
และการผลิตเอทานอลภายใต้การหมักแบบวีเอชจีของยีสต์สายพันธุ์ที่สามารถผลิตเอทานอลได้สูง     
3 สายพันธุ์  คือ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5048, S. cerevisiae TISTR 5339 และ S. 
cerevisiae NP 01 พบว่า เมื่อเลี้ยงยีสต์ในอาหารเหลวสูตรผลิตเอทานอลที่มีน้ าตาลกลูโคสเริ่มต้น 
280 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ 30 °ซ ในสภาวะนิ่งและมีปริมาณเชื้อเริ่มต้น 1x108 เซลล์/มล. พบว่า S. 
cerevisiae NP 01 สามารถเจริญและให้ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุดคือ 104.68 กรัม/ลิตร  
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Hoondee และคณะ (2014) คัดแยกยีสต์ S. cerevisiae G2-3-2 ที่ทนแรงดันออสโมติก   
พบว่า สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการหมักเอทานอลแบบวีเอชจี คือใช้เชื้อเริ่มต้นระยะ late log 
phase ให้เจริญในอาหารที่มีน้ าตาลกลูโคสร้อยละ 15 (น้ าหนัก/ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาณ
เชื้อเริ่มต้นส าหรับการหมัก 109 เซลล์/มล. ในอาหารหมักเอทานอลประกอบด้วย น้ าตาลกลูโคส, 280; 
แบคโตเพปโตน, 5; ยีสต์สกัด, 7.5; ((NH4)2HPO4), 1; MgSO4.7H2O, 1.5; (KH2PO4), 3; CaCl2.2H2O, 
1; MnSO4.4H2O, 0.5; ZnSO4.7H2O, 0.2 (โดยทั้งหมดมีหน่วยเป็นกรัม/ลิตร) pH 5.0 บ่มที่ 30°ซ 
เขย่าผสมที่ 100 รอบ/นาที บ่มในสภาวะออกซิเจนจ ากัดเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ได้เอทานอลสูงสุด 
125.1 กรัม/ลิตร (0.45 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) 
 
2.8 ปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อการหมักเอทานอลของยีสต์ 

ปัจจัยหลายอย่างที่มีอิทธิพลต่อการหมักเอทานอลของยีสต์ คือ เอทานอล ความเข้มข้นของ
ซับสเตรท สารอาหาร และสภาวะแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ พีเอช ออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ 
ซึ่งในการหมักเอทานอลให้มีประสิทธิภาพจ าเป็นต้องจัดการภาวะในการหมักให้เหมาะสมเพ่ือให้ได้
ปริมาณเอทานอลสูงสุด (สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549) 

 
2.8.1 เอทานอล  

โดยทั่วไปการเจริญและการหมักเอทานอลของยีสต์จะถูกยับยั้งด้วยเอทานอล โดยพบว่า      
เอทานอลความเข้มข้น 1-2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักท าให้การเจริญของยีสต์ลดลงและการเจริญของ
ยีสต์โดยทั่วไปจะหยุดเมื่อมีเอทานอล 4.7-4.8 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ดังนั้นเอทานอลเป็นปัจจัยที่
ส าคัญอย่างยิ่งที่จ ากัดการผลิตเอทานอลของยีสต์ การเติมสารอาหารบางอย่างช่วยเพ่ิมความทน       
เอทานอลและความสามารถในการหมักของยีสต์ได้ (Panchal และ Tavares, 1990)  

Birch และ Walker (2000); Nabais และคณะ (1988) รายงานว่า แมกนีเซียม (Mg2+) และ
แคลเซียม (Ca2+) ช่วยให้ยีสต์ทนเอทานอลได ้

 
2.8.2 ความเข้มข้นของซับสเตรท 

การใช้ซับสเตรทความเข้มข้นสูงในการหมักเอทานอลท าให้ใช้น้ าในการเจือจางซับสเตรท
ลดลงและช่วยลดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์อ่ืนๆ ที่มากับซับสเตรท แต่การใช้ซับสเตรทความเข้มข้น
สูงมีผลยับยั้งการเจริญและการหมักเอทานอล โดยอัตราการเจริญและเอทานอลลดลงเมื่อเพ่ิมความ
เข้มข้นของกลูโคสและยังพบว่าประสิทธิภาพการหมักเอทานอลลดลงเมื่อความเข้มข้นของกลูโคสเพ่ิม 
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ทั้งนี้การยับยั้งเกิดจากการเพ่ิมแรงดันออสโมติกเพราะความเข้มข้นของน้ าตาลเพ่ิมขึ้นท าให้ความ
เข้มข้นของเอทานอลภายในเซลล์เพ่ิมขึ้น ส่งผลเสียต่อองค์ประกอบต่างๆ ของเซลล์ (สาวิตรี ลิ่มทอง, 
2549) 

Laopaiboon และคณะ (2009) รายงานว่า สารสกัดจากยีสต์และเพปโตน เป็นแหล่ง
สารอาหารซึ่งจะช่วยให้ยีสต์สามารถทนต่อสภาวะที่มีแรงดันออสโมติกและหมักเอทานอลแบบวีเอชจี
ได้ดี  
 

2.8.3 ธาตุอาหาร 

ยีสต์ต้องการธาตุอาหารหลักและธาตุอาหารรองเพ่ือการเจริญและการหมักเอทานอล     
ต้องการธาตุอาหารที่ใช้เพ่ือการเจริญเป็นสัดส่วนกับองค์ประกอบหลัก (major component) ของ
เซลล์ ธาตุอาหารเหล่านั้นคือ คาร์บอน ออกซิเจน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร์ โพแทสเซียม และ
แมกนีเซียม ส าหรับธาตุอาหารรอง (minor component) ได้แก่ แมงกานีส โคบอลท์ ทองแดง เหล็ก 
และวิตามิน ซึ่งมีความต้องการในปริมาณที่น้อย (Kosaric และคณะ, 1983 และ Reed, 1983) ยีสต์
ต้องการวิตามินในการเจริญและผลิตเอทานอล เช่น ไทอามีน (thiamine), พิริดอกซีน (pyridoxine) 
และกรดแพนโทเทนิก (pentothenic acid) (Gutierrez, 1993) 

 
นอกจากนั้นแล้วการใช้ยีสต์ที่ใช้แล้ว (spent brewer’s yeast) ซึ่งเป็นของเหลือทิ้งจากการ

ผลิตเบียร์และมีราคาถูก ในสภาพ wet biomass เป็นแหล่งสารอาหารเติมลงไปในการหมักเอทานอล
แบบวีเอชจีจากข้าวโพด พบว่าได้ผลผลิตเอทานอลสูงขึ้นจาก 120 กรัม/ลิตร เป็น 140 กรัม/ลิตร 
เนื่องจากยีสต์ที่ใช้แล้วเป็นแหล่งของกรดอะมิโน วิตามินและแร่ธาตุ แต่การเติม ยีสต์ที่ใช้แล้วจะท าให้
น้ าหมักมีความหนืดสูงขึ้น เพราะมีสารประกอบโอลิโกแซ็กคาไรด์ (มอลโทส, มอลโทไตรโอส และ
เด็กซ์ทริน) ที่ได้จากการแตกของเซลล์ ส าหรับอาหารหมักที่ผ่านความร้อนสูงมากกว่า 100°ซ ต้องมี
การเติมเอนไซม์ย่อยแป้ง (amylolytic enzyme) ลงไป หากยีสต์ที่ใช้หมักเอทานอลไม่มีเอนไซม์ย่อย
แป้ง (amylolytic enzyme) ซึ่งสามารถย่อยสารประกอบโอลิโกแซ็กคาไรด์และควบคุมปริมาณของ
โอลิโกแซ็กคาไรด์ในอาหารหมักที่มีมากเกินไป ดังนั้นจึงไม่สามารถเติมยีสต์ที่ใช้แล้วในปริมาณมากได้ 
(Kawa-Rygielska และ Pietrzak, 2014)  
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2.8.4 สภาวะแวดล้อม  

2.8.4.1 อุณหภูมิ 

ความทนต่ออุณหภูมิสูงของยีสต์และจุลินทรีย์ อ่ืนเป็นลักษณะประจ าสายพันธุ์  เช่น 
Saccharomyces สายพันธุ์ที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic strain) ให้เซลล์ปริมาณสูงสุด
และมีอัตราการเจริญสูงสุดที่อุณหภูมิช่วง 28-35°ซ และมีอุณหภูมิสูงสุด (maximal temperature) 
ส าหรับการเจริญประมาณ 40°ซ แต่อุณหภูมิสูงสุดที่เชื้อเจริญได้นี้จะสูงขึ้นเล็กน้อยเมื่อเลี้ยงในอาหาร
ที่มีสารอาหารสมบูรณ์ การที่อุณหภูมิสูงยีสต์จะมีอัตราการเจริญลดลงมีผลให้ชีวมวลทั้งหมดลดลง 
(สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549) 

 

2.8.4.2 พีเอช  

พีเอชเป็นปัจจัยที่มีความส าคัญอย่างหนึ่งในการหมักเอทานอลโดยเฉพาะในระดับ
อุตสาหกรรม เนื่องจากพีเอชมีผลต่ออัตราการหมัก การสร้างผลผลิตพลอยได้ ตลอดจนควบคุมเชื้อ
ปนเปื้อนซึ่งมีผลต่อการเจริญของยีสต์ที่ก าลังหมัก พีเอชที่ S. cerevisiae สามารถเจริญได้ คือพีเอช
ในช่วง 2.4-8.6 โดยมีพีเอชที่เหมาะสม (optimal pH) ส าหรับการหมักเอทานอลจากน้ าตาลเท่ากับ 
4.5 โดยการหมักไม่เปลี่ยนแปลงในช่วง พีเอช 3.5-6.0 (สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549) 
   

2.8.4.3 ออกซิเจน 

 ออกซิเจนเป็น growth factor ของยีสต์ โดยเกี่ยวข้องในการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัวซึ่ง
นอกจากช่วยส่งเสริมการเจริญภายใต้สภาวะที่ปราศจากออกซิเจนของยีสต์แล้วยังเพ่ิมความทน        
เอทานอลของยีสต์ด้วย แต่ถ้ามีการเติมอากาศมากจะท าให้ชีวมวลหรือเซลล์ยีสต์มีความเข้มข้นเพ่ิมข้ึน 
เนื่องจากยีสต์จะมีการเพิ่มจ านวนมากขึ้นในขณะที่การผลิตเอทานอลลดลง (สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549) 

 

2.8.4.4 คาร์บอนไดออกไซด์ 

คาร์บอนไดออกไซด์ยับยั้งการเจริญของยีสต์ทั้งในสภาพที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน 
นอกจากนี้ยังพบว่าคาร์บอนไดออกไซด์มีอิทธิพลต่อองค์ประกอบของเยื้อหุ้มเซลล์ท าให้ความสามารถ
ในการขนส่งสารเปลี่ยนแปลงไป มีผลท าให้อัตราการผลิตเอทานอลและการสร้างชีวมวลลดลง (สาวิตรี 
ลิ่มทอง, 2549) 
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2.9 สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 

เมื่อกระบวนการย่อยที่เรียกว่า ออโตไลซิส (autolysis) เริ่มขึ้น ผนังเซลล์ของยีสต์จะถูก
ท าลายโดยเอนไซม์ที่อยู่ในเซลล์ยีสต์ เมื่อโปรตีนถูกท าลายจะปล่อยกรดอะมิโน วิตามิน ส่วนประกอบ
ที่ละลายน้ าได้จะถูกแยกออกจากส่วนประกอบที่ละลายน้ าไม่ได้  จะเรียกสารสกัดนี้ว่า ยีสต์สกัด 
(Tangüler และ Erten, 2009)  

ปัจจุบันมีการผลิตและบริโภคเบียร์ในประเทศไทยมากขึ้น ส่งผลให้มียีสต์ที่เหลือจาก
กระบวนการหมักเบียร์อยู่เป็นปริมาณมาก หรือที่เรียกว่า สเปนท์บริวเวอร์ยีสต์ (Spent brewer’s 
yeast) หรือยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์ โดยปกติแล้วสเปนท์บริวเวอร์ยีสต์จะถูกน าไปใช้เป็นอาหาร
สัตว์ ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ราคาถูก อย่างไรก็ตาม สเปนท์บริวเวอร์ยีสต์มีส่วนประกอบของโปรตีนและ
คาร์โบไฮเดรต รวมไปถึงวิตามินและเกลือแร่ที่ส าคัญอยู่มาก (Shotipruk และคณะ, 2006) จึงควรค่า
ต่อการปรับปรุงให้เป็นผลิตภัณฑ์ยีสต์สกัด ซึ่งสามารถน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และ
เครื่องส าอาง ถือเป็นการเพ่ิมมูลค่าของผลิตภัณฑ์จากกากของเสียของโรงงานอุตสาหกรรมเบียร์ได้วิธี
หนึ่ง  

 
2.9.1 การผลิตสารสกัดจากยีสต์ 

กระบวนการผลิตสารสกัดจากยีสต์นั้น ได้มาจากการย่อยสลายตัวเองของยีสต์ ซึ่งสามารถท า
ได้หลายวิธี ดังนี้ (ศรินทิพ สุกใส และศจี น้อยตั้ง : เอกสารประกอบการสอนวิชาเทคโนโลยียีสต์ , 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) 

 
1. ยีสต์ออโตไลซิส (yeast autolysis) เป็นการปล่อยให้เอนไซม์ต่างๆ ภายในเซลล์ของ

ยีสต์ท างานย่อยสลายตัวเอง ซึ่งกระบวนการนี้สามารถเกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติ โดยเซลล์ที่ขาด
อาหารจะเริ่มตายลงท าให้ภายในเซลล์ผิดปกติและกระตุ้นให้กระบวนการย่อยสลายตัวเองของยีสต์
เกิดขึ้น โดยการควบคุมภาวะต่างๆ เช่น ความเป็นกรด ด่าง อุณหภูมิและเวลา ภายใต้ภาวะที่
เหมาะสม เอนไซม์ภายในแวคคิวโอล (vacuole) จะถูกปล่อยออกมาย่อยสลายสารโมเลกุลใหญ่ๆ ใน               
ไซโตพลาสซึม โดยมีเอนไซม์โปรติเอสที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายตัวเองของยีสต์ และเอนไซม์อีกกลุ่ม
หนึ่งที่ส าคัญ คือ เอนไซม์ glucanase และ mannanase ที่ท างานร่วมกันในการย่อยสลายผนังเซลล์ 
จากการย่อยตัวเองของยีสต์ท าให้ผนังเซลล์สูญเสียสภาพที่เป็น semi-permeable membranes 
และปล่อยให้สารประกอบต่างๆ ภายในเซลล์ออกมาภายนอกได้ ผลิตภัณฑ์ที่ได้ เรียกว่า สารสกัดจาก
ยีสต์  
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2. พลาสโมไลซิส (plasmolysis) เป็นวิธีการท าให้เซลล์แตกโดยใช้เกลืออนินทรีย์ หรือตัว
ท าละลายอินทรีย์เติมเข้าไปเพ่ือช่วยเร่งการแตกตัวของเซลล์ เช่น เกลือโซเดียมคลอไรด์ เอทานอล 
เป็นต้น ซึ่งในภาวะที่มีเกลือเข้มข้นสูงนั้น ยีสต์จะสูญเสียน้ าในเซลล์เพ่ือรักษาสมดุลของแรงดัน     
ออสโมติกระหว่างภายในเซลล์และนอกเซลล์ไว้ เมื่อเซลล์สูญเสียน้ ามากขึ้น plasma membrane 
ของเซลล์จะแยกตัวออกจากผนังเซลล์และแตกออก ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากวิธีนี้จะมีเกลือค่อนข้างสูง จึง
เป็นข้อจ ากัดอย่างหนึ่งในการน าไปใช้  
 

3. ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) เป็นวิธีที่ใช้กรดแก่หรือด่างร่วมกับความร้อน เพ่ือย่อยสลาย
สารโมเลกุลใหญ่ และผนังเซลล์ของยีสต์ วิธีนี้เป็นวิธีที่ท าให้ผลิตผลในปริมาณสูง ใช้เวลาน้อยแต่
คุณภาพของผลิตภัณฑ์หรือคุณค่าทางโภชนาการจะด้อยลง กลิ่นรสจะถูกท าลายไป 

 
นอกจากนี้ ยังมีการช่วยเร่งให้เซลล์ยีสต์แตกตัวด้วยวิธีอ่ืนๆ อีก คือ ใช้วิธีทางกายภาพโดยใช้

โฮโมจิไนเซอร์ที่ความเร็วสูง เกิดแรงเฉือนและท าให้เซลล์แตก ปลดปล่อยสารต่างๆ ภายในเซลล์
ออกมาหรือการใช้อุณหภูมิร่วมกับความดันในการย่อยสารประกอบในเซลล์ ( subcritical water 
hydrolysis) หรือการใช้เอนไซม์จากภายนอกเพ่ือช่วยเร่งการย่อยสลายตัวของยีสต์ 

 
2.9.2 ประโยชน์ของสารสกัดจากยีสต์  

ยีสต์สกัดเป็นแหล่งอาหารที่อุดมไปด้วยวิตามินบี 1 (thiamine) วิตามินบี 2 (riboflavin) 
วิตามินบี 3 (niacin) วิตามินบี6 (pyridoxine) วิตามินบี 12 (cyanocobalamin) กรดโฟลิค กรดอะ
มิโน และแร่ธาตุต่างๆ เช่น โครเมียม สังกะสี ซีลีเนียม ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม แมงกานีส ทองแดง 
และลิเธียม เป็นต้น (Tangüler และ Erten, 2009) 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 จุลินทรีย์ 

จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้คือ S. cerevisiae G2-3-2 ซึ่งเป็นยีสต์ที่ทนแรงดันออสโมติก แยก
ได้จากน้ าอ้อยภายในโรงงานผลิตน้ าตาล บริษัท ไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม จ ากัด (Hoondee และ
คณะ, 2014)  

 
3.2 วัตถุดิบและตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัย 

3.2.1 แป้งมันส าปะหลัง ตราปลาไทย 5 ดาว ของ บริษัท อี.ที.ซี . อินเตอร์เนชั่นแนล         
เทรดดิ้ง จ ากัด 

3.2.2 ยีสต์ใช้แล้วจากกระบวนการผลิตเบียร์  (Spent brewer’s yeast) ของบริษัท 
ปทุมธานี บริวเวอรี่ จ ากัด จังหวัดปทุมธานี 

 
3.3 เอนไซม์ 

เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (Spezyme alpha, 13,775 AAU/g) และเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 
(GC 147, 580 TGAU/g ของบริษัท Genencor, Danisco US Inc., USA) ได้รับความอนุเคราะห์จาก 
บริษัท ไทยแอลกอฮอล์ จ ากัด (มหาชน) จังหวัดนครปฐม 

 
3.4 อุปกรณ์ 

3.4.1  กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) บริษัท Olympus จ ากัด รุ่น CH30RF200, Japan 
3.4.2  เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ า (Vertical autoclave) บริษัท Tomy จ ากัด รุ่น SS-325 

และบริษัท Hirayama จ ากัด รุ่น HV-28, Japan 
3.4.3 เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟฟี (Gas chromatography) บริษัท Hewlett-Packard 

จ ากัด รุ่น HP5890, USA 
3.4.4   ตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า (Refrigerated incubator shaker) บริษัท New Brunswick 

Scientific จ ากัด รุ่น InnovaTM 4330, USA  
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3.4.5 เครื่องปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนแบบสกรูเกลียวหมุน (Screw decanter centrifuge) 
บริษัท Kansai centrifugal separator manufacturing จ ากัด รุ่น AD-150, 
Japan   

3.4.6   เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) บริษัท Mettler Toledo จ ากัด รุ่น 
SevenEasy, China 

3.4.7   เครื่องวัดความเข้มข้นสารละลาย ด้วยคลื่นแสง (Spectrophotometer) บริษัท 
Thermo Scientific จ ากัด รุ่น Genesys™ 10S UV-VIS, USA  

3.4.8   เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 2 ต าแหน่ง (2 decimal balance) บริษัท Mettler 
Toledo จ ากัด รุ่น PG6002-S, Switzerland 

3.4.9   เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (4 decimal balance) บริษัท Mettler 
Toledo จ ากัด รุ่น AG 285, Switzerland 

3.4.10  เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) บริษัท Beckman coulter จ ากัด รุ่น AllegraTM 
25R, USA 

3.4.11 เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) บริษัท Scientific Industries จ ากัด      
รุ่น G560, USA 

3.4.12 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker) บริษัท Grant Instrument จ ากัด 
รุ่น SS40-D, UK 

3.4.13 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Water bath shaker) บริษัท Amerex 
Instrument จ ากัด รุ่น GyromaxTM 939XL, USA 

3.4.14 ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) บริษัท Gilson จ ากัด (ขนาด 1 มล.) และบริษัท 
Mettler Toledo จ ากัด (ขนาด 5 มล.), Switzerland  

3.4.15 ตู้อบลมร้อน (Hot Air Oven) บริษัท Memmert จ ากัด รุ่น UE600, Germany 
3.4.16 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow) ห้างหุ้นส่วนจ ากัด LAB service รุ่น V6, Thailand 
3.4.17 ตู้บ่มเชื้อแบบควมคุมอุณหภูมิ (Incubator) บริษัท Memmert จ ากัด รุ่น INE 500, 

Germany 
3.4.18 ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ าติดลบ 20°ซ แนวนอน (-20°C freezer) บริษัท Sanyo 

electric จ ากัด, Japan 
3.4.19 ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ าติดลบ 80°ซ (-80°C freezer) บริษัท Thermo scientific 

จ ากัด, USA 
3.4.20 เครื่องท าแห้งแบบพ่นฝอยขนาดเล็ก (Mini spray dryer) บริษัท BÜCHI 

Labortechnik จ ากัด รุ่น BÜCHI 190, Switzerland 
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3.4.21 เครื่องปฏิกรณ์แบบแรงดันสูง (High pressure reactor) บริษัท Parr Instrument 
จ ากัด, USA 

3.4.22 เครื่องย่อยโปรตีน (Digester) บริษัท BÜCHI Labortechnik จ ากัด รุ่น K-424, 
Switzerland 

3.4.23 เครื่องกลั่นโปรตีน (Distillator) บริษัท BÜCHI Labortechnik จ ากัด รุ่น K-350, 
Switzerland 

3.4.24 เครื่องดักจับไอกรด (Scrubber) บริษัท BÜCHI Labortechnik จ ากัด รุ่น K-415, 
Switzerland  

 
3.5 สารเคมีเกรดวิเคราะห์  

 3.5.1 กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (H2SO4) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.2 กรดบอริก (H3BO3) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 
3.5.3 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 
3.5.4 กลีเซอรอล (C3H8O3) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.5 กลูโคส (C6H12O6) บริษัท Sigma จ ากัด, USA 

3.5.6 คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.7 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.8 ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) บริษัท Sigma จ ากัด, USA 

3.5.9 โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.10 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.11 ไดโซเดียมอาซิเนทเฮปตะไฮเดรต (Na2HAsO4.7H2O) บริษัท Sigma จ ากัด, USA 

3.5.12 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2HPO4.12H2O) บริษัท Merck 

จ ากัด, Germany 

3.5.13 ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.14 ผงวุ้น (Agar) บริษัท Becton จ ากัด (มหาชน), USA 

3.5.15 แบคโตเพปโตน (Bacto-peptone) บริษัท Becton จ ากัด (มหาชน), USA 

3.5.16 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

 



 

 

28 

3.5.17 โพแทสเซียมโซเดียมทาเทรตเตตระไฮเดรต. (KNaC4H4O6.5H2O) Rocelle salt  

บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.18 โพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.19 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.20 แมงกานีสซัลเฟตเตตระไฮเดรต (MnSO4.4H2O) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.21 มอลต์สกัด (Malt extract) บริษัท Becton จ ากัด (มหาชน), USA 

3.5.22 ยีสต์สกัด (Yeast extract) บริษัท Becton จ ากัด (มหาชน), USA 

3.5.23 เอทานอล (C2H5OH) บริษัท Merck จ ากัด, Germany 

3.5.24 แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24.4H2O) บริษัท Merck จ ากัด, 

Germany 
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3.6 วิธีด าเนินการวิจัย 

3.6.1 การย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ให้ได้สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 
กรัม/ลิตร 

ย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยการแปรผันปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์          
กลูโคอะไมเลสที่ใช้ ละลายแป้งมันส าปะหลัง 15 กรัม ในน้ า 50 มล. ปรับ pH เป็น 5.8 เติมเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลส บ่มที่ 85°ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง รอให้เย็นแล้วปรับ pH เป็น 4.5 เติมเอนไซม์         
กลูโคอะไมเลส บ่มที่ 60°ซ เป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4°ซ 
15 นาที น าส่วนน้ าใสที่ได้มาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Somogyi-Nelson (1992) 
วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้ด้วยเครื่อง 
Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)  

 
3.6.2 การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ 

เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ Saccharomyces cerevisiae G2-3-2 ที่เจริญบนอาหารแข็ง YPD ที่
อุณหภูมิ 30°ซ, 48 ชั่วโมง มาเลี้ยงในอาหารเหลว YM ที่มีน้ าตาลกลูโคส 15% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
ปริมาตร 50 มล. ในฟลาสก์ ขนาด 250 มล. บ่มที่ 30°ซ เขย่าให้อากาศที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อลงสู่อาหาร YM ใหม่ ปริมาตร 50 มล. ในอามฟลาสก์ขนาด 250 มล. 
ก าหนดความขุ่นเริ่มต้นของเซลล์ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เป็น 0.05 บ่มที่ 30°ซ เขย่าให้
อากาศที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 ชั่วโมง ซึ่งเป็นระยะการเจริญ late log phase 
(Hoondee และคณะ, 2014) ปั่นเหวี่ยงเก็บเซลล์ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 °ซ เป็น
เวลา 15 นาท ีเพ่ือใช้เป็นกล้าเชื้อ 

  
3.6.3 การหมักเอทานอลแบบวีเอชจีจากแป้งมันส าปะหลัง 

ถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ลงในอาหารหมักเอทานอล (oEPM) ซึ่งประกอบด้วยกลูโคสหรือสารละลาย
น้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง แบคโตเพปโตน, 5; ยีสต์สกัด, 
7.5; (NH4)2HPO4, 1; MgSO4.7H2O, 1.5; (KH2PO4), 3; CaCl2.2H2O, 1; MnSO4.4H2O, 0.5; 
ZnSO4.7H2O, 0.2 (โดยทั้งหมดมีหน่วยเป็นกรัม/ลิตร) pH 5.0 ปริมาตร 35 มล. ในฟลาสก์ ขนาด 50 
มล. จ านวน 109 เซลล์/มล. บ่มที่ภาวะออกซิเจนจ ากัด โดยปิดฟลาสก์ด้วยจุกยางท่ีมีหลอดแก้วรูปตัวยู 
ภายในหลอดแก้วบรรจุสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรตเพ่ือดักจับออกซิเจนจากภายนอก
และปล่อย CO2  ที่เกิดขึ้นออกสู่ภายนอก (Hoondee และคณะ, 2014) บ่ม 30°ซ เขย่าผสมที่



 

 

30 

ความเร็ว 100 รอบ/นาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 
รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสที่ได้มาวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยวิธีแก๊ส
โครมาโตกราฟฟี (Jutakanoke และคณะ, 2012) และวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลือด้วยวิธี 
Somogyi-Nelson (1992)  

 

3.6.4 การผลิตสารสกัดจากเซลล์ยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์ 

3.6.4.1 การเตรียมยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์ 

ล้างเซลล์ยีสต์ที่ใช้แล้วที่ได้รับมาจากโรงงานเบียร์ด้วยน้ าและโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

จนพีเอชเป็นกลาง ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องแยกตะกอนแบบสกรู เกลียวหมุน (screw decanter 

centrifuge) ที่ความเร็ว 5,800 รอบ/นาที บรรจุตะกอนเซลล์ที่ได้ใส่ในถุงพลาสติกและเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ -20°ซ จนกว่าจะน ามาใช้งาน 

 

3.6.4.2 การผลิตสารสกัดจากเซลล์ยีสต์ที่ใช้แล้ว แบ่งออกเป็น 2 วิธี ดังนี ้

1. การเตรียมสารสกัดยีสต์ไฮโดรไลเซท (Yeast hydrolysate) ด้วยเครื่องปฏิกรณ์
แบบแรงดันสูง (high pressure reactor) โดยการแขวนลอยเซลล์ยีสต์ (ผลจากข้อ 3.6.4.1) 300 กรัม 
ในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 500 มล. ให้ความร้อนและความดันไอน้ าที่ 200°ซ เป็นเวลา 20 นาที 
(Shotipruk และคณะ, 2006) ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 10 
นาที น าส่วนน้ าใสมาท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer) วิเคราะห์ปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) ด้วยวิธี Kjeldahl (1990) และวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนและ
วิเคราะห์วิตามินทีบ่ริษัท เอแอลเอส แลบอราทอรี กรุ๊ป (ประเทศไทย) จ ากัด 

 
2. การเตรียมสารสกัดยีสต์ออโตไลเซท (Yeast autolysate) แขวนลอยเซลล์ยีสต์ 

(ผลจากข้อ 3.6.4.1) 300 กรัม ในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 500 มล. บ่มที่อุณหภูมิ 50°ซ เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง (Tangüler และ Erten, 2009) ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาท ีที่อุณหภูมิ 4°ซ เป็น
เวลา 10 นาที น าส่วนน้ าใสมาท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer) วิเคราะห์
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนและวิเคราะห์วิตามินตามวิธี
ช้างต้น 
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3.6.5 ศึกษาผลของสารอาหารต่อการหมักเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังแบบวีเอชจี 

หมักเอทานอลจากอาหาร oEPM และอาหาร oEPM ที่ดัดแปลงสูตรโดยการเติมหรือไม่เติม
องค์ประกอบบางชนิด ซึ่งมีน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง 280 กรัม/ลิตร pH 5.0 
โดย S. cerevisiae G2-3-2 จ านวนเซลล์เริ่มต้น 109 เซลล์/มล. บ่ม 30°ซ ภาวะมีออกซิเจนจ ากัด 
เขย่าผสมที่ความเร็ว 100 รอบ/นาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง (ตามวิธีข้อ 3.6.3) ทุก 24 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนน้ าใสมาวิเคราะห์ปริมาณ    
เอทานอลและปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลือตามวิธีข้างต้น  

 
3.6.5.1 ผลของธาตุอาหารรอง (Trace elements) 

ศึกษาผลของ Ca2+ (CaCl2.2H2O), Mn2+ (MnSO4.4H2O) และ Zn2+ (ZnSO4.7H2O) ต่อ
การหมักเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังแบบวีเอชจี โดยการเติมและไม่เติมธาตุอาหารรองทั้ง 3 ชนิด 
ในอาหาร oEPM ดัดแปลง 

  
3.6.5.2 ผลของสารอาหารอนินทรีย์ (Inorganic nutrients) 

ศึกษาผลกระทบของสารอาหารอนินทรีย์  ประกอบด้วย (NH4)2HPO4, MgSO4.7H2O และ 
KH2PO4 ต่อการหมักเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังแบบวีเอชจี โดยการเติมและไม่เติมสารอาหาร 
อนินทรีย์ทั้ ง  3 ชนิด  ในอาหาร  oEPM ดัดแปลงที่ ไม่ เติม  CaCl2.2H2O, MnSO4.4H2O และ 
ZnSO4.7H2O เพียงอย่างเดียวหรือร่วมกับไม่เติมยีสต์สกัดและเพปโตน (ตารางที่ 3.1) 

 
ตารางท่ี 3.1 องค์ประกอบของอาหาร oEPM ดัดแปลง 

สารอาหารอนินทรีย์ เติมยีสต์สกัดและเพปโตน ไม่เติมยีสต์สกัดและเพปโตน 
สูตรอาหาร 1 สูตรอาหาร 2 สูตรอาหาร 3 สูตรอาหาร 4 

KH2PO4 

MgSO4.7H2O 
(NH4)2HPO4 

+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 

     หมายเหต ุ   (+) เติม, (–) ไม่เติม 
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3.6.5.3 ผลของยีสต์สกัดและเพปโตน (Yeast extract และ Peptone) 

ศึกษาผลกระทบของยีสต์สกัดและเพปโตนต่อการหมักเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังแบบ  
วีเอชจี โดยเติมและไม่เติมเฉพาะยีสต์สกัดหรือเฉพาะเพปโตน ลงในสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 
280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง 

 

3.6.5.4 เปรียบเทียบผลของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทและสารสกัดจากยีสต์
ไฮโดรไลเซทกับยีสต์สกัดทางการค้า 

 หมักเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลังเข้มข้น 280 
กรัม/ลิตร ที่เติมสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทหรือยีสต์สกัด (บริษัท Bio 
Springer) ทีม่ีปริมาณไนโตรเจนและโปรตีนเท่ากัน  
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

4.1 ผลการเตรียมสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร จากแป้งมันส าปะหลัง 

 การแปรผันปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์กลูโคอะไมเลสในการย่อยแป้งมัน
ส าปะหลัง 15 กรัม ในน้ า 50 มล. ปรับ pH 5.8 เติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส บ่มที่ 85°ซ เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง จากนั้นปรับ pH เป็น 4.5 เติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลส บ่มที่ 60°ซ เป็นเวลา 30 นาที โดยใช้
เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 21.11 ยูนิต/กรัมแป้ง และแปรผันปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลส พบว่า 
การใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสในช่วง 12.34-20.57 ยูนิต/กรัมแป้ง สามารถย่อยแป้งมันส าปะหลังให้ได้
สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ใกล้เคียง 280 กรัม/ลิตร (ตารางที่ 4.1)  
 
ตารางที่ 4.1 ผลของปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลังและน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ 

เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 
(ยูนิต/กรัมแป้ง) 

เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 
(ยูนิต/กรัมแป้ง) 

น้ าตาลรีดิวซ์ 
(กรัม/ลิตร) 

 4.11 228.80 ± 1.98 
21.11 12.34 265.60 ± 1.73 

 20.57 275.07 ± 1.44 
 28.79 260.09 ± 1.53 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
 

ดังนั้น จึงเลือกใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลส 16.45 ยูนิต/กรัมแป้ง ซึ่งเป็นค่าเฉลี่ยของปริมาณ
เอนไซม์กลูโคอะไมเลสในช่วง 12.34-20.57 ยูนิต/กรัมแป้ง และแปรผันปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะ
ไมเลสเป็น 26.39, 31.67, 42.22 ยูนิต/กรัมแป้ง (ตารางที่ 4.2) ซึ่งพบว่า การใช้เอนไซม์แอลฟาอะ
ไมเลส 26.39 ยูนิต/กรัมแป้ง และเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 16.45 ยูนิต/กรัมแป้ง สามารถย่อยแป้งมัน
ส าปะหลังให้ได้สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร  
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ตารางที่ 4.2 ผลของปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลังและน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ 

เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 
(ยูนิต/กรัมแป้ง) 

เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 
(ยูนิต/กรัมแป้ง) 

น้ าตาลรีดิวซ์ 
(กรัม/ลิตร) 

26.39  279.00 ± 0.58 
31.67 16.45 271.56 ± 1.89 
42.22  262.40 ± 1.01 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
 
 สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง เมื่อ
วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี พบว่า ประกอบด้วยธาตุอาหารต่างๆ ซึ่งได้แก่ คอปเปอร์ แคลเซียม
ซิงค์ แมงกานีส โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส ไนโตรเจน และแมกนีเซียม (ตารางท่ี 4.3) 

 
ตารางท่ี 4.3 องค์ประกอบทางเคมีของสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร จากการย่อย
แป้งมันส าปะหลัง 

องค์ประกอบทางเคมี 
ผลวิเคราะห์ 
(มก./กก.) 

วิธีวิเคราะห์ 

คอปเปอร์ (Cu) น้อยกว่า 0.36 

Inhouse method based on 
AOAC(2010),  
984.27, 975.03 

แคลเซียม (Ca) 6.79 

ซิงค์ (Zn) 0.07 

แมงกานีส (Mn) 0.07 

โพแทสเซียม (K) 94.51 

ฟอสฟอรัส (P) 15.06 

ไนโตรเจน (N) 183 
Inhouse method based on 
AOAC(2012), 991.20 

แมกนีเซียม (Mg) 5.68 
Inhouse method based on 
AOAC(2010),  
984.27, 975.03 

ห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

หมายเหตุ Specific gravity ของสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ = 1.0953 
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4.2 ผลการหมักเอทานอลจากอาหาร oEPM แบบวีเอชจีโดย S. cerevisiae G2-3-2 

 ผลการหมักเอทานอลจากอาหาร oEPM ที่มีน้ าตาลกลูโคสเข้มข้น 280 กรัม/ลิตร โดยเชื้อ              
S. cerevisiae G2-3-2 จ านวน 109 เซลล์/มล. พบว่า ที่ 72 ชั่วโมง ได้เอทานอลสูงสุด 108.96 กรัม/
ลิตร (ภาพที่ 4.1) ผลผลิตเอทานอลสูงสุด 0.35 กรัม เอทานอล/กรัม กลูโคส และอัตราการผลิต       
เอทานอล 1.51 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง (ตารางที่ 4.4) 

ภาพที่ 4.1 ผลการหมักเอทานอลจากอาหาร oEPM (กลูโคส 280 กรัม/ลิตร) โดย S. cerevisiae G2-3-2 

แสดงผลเอทานอล (   ) และน้ าตาลรีดิวซ์ (   ) (ผลการวิเคราะห์ 3 ซ้ า ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS แบบ CRD โดยเปรียบเทียบความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญของค่าเฉลี่ย ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P < 0.05; Duncan’s MRT))  
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https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
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ตารางท่ี 4.4 ผลผลิตเอทานอลและอัตราการหมักเอทานอลจากการหมักน้ าตาลกลูโคสเข้มข้น 280 
กรัม/ลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) 
ผลผลิตเอทานอล  

(กรัม เอทานอล/กรัม กลูโคส ) 
อัตราการผลิตเอทานอล 

(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 
24 0.30 3.87 

48 0.34 2.22 

72 0.35 1.51 

96 0.34 1.10 

 

4.3 ผลของสารอาหารต่อการหมักเอทานอลแบบวีเอชจีจากแป้งมันส าปะหลัง 

ผลการหมักเอทานอลจากอาหาร oEPM ที่มีสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร 
ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง พบว่า ที่ 48 ชั่วโมง ได้เอทานอลสูงสุด 110.30 กรัม/ลิตร (ภาพที่ 
4.2) ซ่ึงใช้ระยะเวลาในการหมักเอทานอลลดลง 24 ชั่วโมง เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักเอทานอลจาก
อาหาร oEPM ที่มีน้ าตาลกลูโคส 280 กรัม/ลิตร ที่ได้เอทานอลสูงสุด 108.96 กรัม/ลิตร ที่ 72 ชั่วโมง 
(ภาพที่ 4.1) ดังนั้น การหมักเอทานอลจากอาหาร oEPM ที่มีสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 
กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง จึงมีประสิทธิภาพมากกว่าการใช้น้ าตาลกลูโคสเข้มข้น 
280 กรัม/ลิตร ในการหมักเอทานอล 
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 4.3.1 ผลของธาตุอาหารรอง (Trace elements) 

 ผลการหมักเอทานอลจากอาหาร oEPM ที่มีสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร 
ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง โดยเชื้อ S. cerevisiae G2-3-2 พบว่า ที่ 48 ชั่วโมง การเติมและไม่
เติมธาตุอาหารรอง (CaCl2.2H2O, MnSO4.4H2O และ ZnSO4.7H2O) ได้เอทานอล 110.30 และ 
111.19 กรัม/ลิตร ตามล าดับ (ภาพที่ 4.2) ผลผลิตเอทานอลเท่ากัน คือ 0.37 กรัม เอทานอล/กรัม 
กลูโคส (ตารางที่ 4.5) ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ทั้งนี้      
อาจเพราะในสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลังนั้น    
มีปริมาณของแคลเซียม แมงกานีสและซิงค์ (ตารางที่ 4.3) ในปริมาณที่เพียงพอต่อยีสต์เพ่ือน าไปใช้ใน
การเจริญและหมักเอทานอล มีรายงานว่า ปริมาณของแคลเซียม แมงกานีสและซิงค์ที่มากเกิน จะเป็น
พิษต่อเซลล์ ส่งผลให้อัตราการเจริญของเซลล์ยีสต์ลดลง (Phil และคณะ, 1959; Liang และ Zhou, 
2007) นอกจากนี้ การใช้น้ าตาลรีดิวซ์ของยีสต์เพ่ือผลิตเอทานอล (ภาพที่ 4.2) พบว่า ที่ 24  ชั่วโมง 
การที่ไม่เติมธาตุอาหารรอง (2) ยีสต์สามารถใช้น้ าตาลรีดิวซ์เพ่ือผลิตเอทานอลได้ดีและเร็วกว่าการ
เติมธาตุอาหารรอง (1) ดังนั้นในการทดลองต่อไปจึงไม่เติมธาตุอาหารรองทั้ง 3 ชนิด ในอาหาร oEPM  
 
                 (1)                        (2) 

 
 

ภาพที่ 4.2 ผลการหมักเอทานอลแบบวีเอชจีจากแป้งมันส าปะหลัง เมื่อเติม (1) และไม่เติม (2) 
CaCl2.2H2O, MnSO4.4H2O และ ZnSO4.7H2O ในอาหารหมัก oEPM 

(แสดงผลเอทานอล (   ) และน้ าตาลรีดิวซ์ (   ) ผลการวิเคราะห์ 3 ซ้ า ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) วิเคราะห์
ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS แบบ CRD โดยเปรียบเทียบความแตกต่างอย่างมนีัยส าคัญของค่าเฉลี่ย

ระหว่างชั่วโมงของอาหารแต่ละสูตร ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P < 0.05; Duncan’s MRT))  
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https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
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ตารางที่ 4.5 ผลของธาตุอาหารรองต่อผลผลิตเอทานอลและอัตราการผลิตเอทานอลจากการหมัก
สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง 

เวลา  
(ชั่วโมง) 

เติมธาตุอาหารรอง ไม่เติมธาตุอาหารรอง 

ผลผลิตเอทานอล 
(กรัม เอทานอล/

กรัม น้ าตาลรีดิวซ์) 

อัตราการผลิต 
เอทานอล 

(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

ผลผลิตเอทานอล 
(กรัม เอทานอล/

กรัม น้ าตาลรีดิวซ์) 

อัตราการผลิต 
เอทานอล 

(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

24 0.33 4.14 0.37 4.61 

48 0.37 2.30 0.37 2.32 

72 0.37 1.52 0.37 1.55 

 

4.3.2 ผลของสารอาหารอนินทรีย์ (Inorganic nutrients) 

ผลการหมักเอทานอลจากอาหารหมัก oEPM ดัดแปลง 4 สูตร (ตารางที่ 3.1) ที่มีสารละลาย
น้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง พบว่า เมื่อเติมยีสต์สกัดและ
เพปโตน การเติม (อาหารสูตร 1) หรือไม่เติมสารอาหารอนินทรีย์ (อาหารสูตร 2) ((NH4)2HPO4, 
MgSO4.7H2O และ KH2PO4) ที่ 48 ชั่วโมง ได้เอทานอลสูงสุดใกล้เคียงกันคือ 111.19 และ 110.76 
กรัม/ลิตร (ตารางที่ 4.6) 

 
ตารางท่ี 4.6 ผลของสารอาหารอนินทรีย์ ยีสต์สกัดและเพปโตนในสูตรอาหารหมัก oEPM ดัดแปลง
ต่อการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G2-3-2 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

เอทานอล (กรัม/ลิตร) 

เติมยีสต์สกัดและเพปโตน ไม่เติมยีสต์สกัดและเพปโตน 

อาหารสูตร 1 อาหารสูตร 2 อาหารสูตร 3 อาหารสูตร 4 

24 110.64A ± 0.36 100.16B ± 0.38 86.68C ± 1.22 78.09D ± 1.20 

48 111.19A ± 1.28 110.76B ± 1.84 108.49C ± 0.16 104.69D ± 0.15 

72 111.72B ± 0.21 109.13C ± 1.29 105.51D ± 0.39 113.84A ± 1.01 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 
แบบ CRD โดยเปรียบเทียบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของค่าเฉลี่ยระหว่างชั่วโมงของอาหารแต่
ละสูตร ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P < 0.05; Duncan’s MRT)  
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
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ในอาหารหมัก oEPM ดัดแปลง ที่ไม่เติมยีสต์สกัดและเพปโตน การเติมสารอาหารอนินทรีย์  
((NH4)2HPO4, MgSO4.7H2O และ KH2PO4) ที่ 48 ชั่วโมง จะได้เอทานอลสูงสุด 108.49 กรัม/ลิตร 
แต่ถ้าไม่เติมสารอาหารอนินทรีย์ทั้ง 3 ชนิด (อาหารสูตร 4) แม้จะได้เอทานอลสูงสุด 113.84 กรัม/
ลิตร แต่ช้ากว่าอาหารสูตรอ่ืนถึง 24 ชั่วโมง จากตารางที่ 4.7 แสดงให้เห็นว่า ยีสต์สามารถใช้น้ าตาล
รีดิวซ์เพ่ือหมักเอทานอลได้ดีที่ 72 ชั่วโมง โดยมีน้ าตาลรีดิวซ์เหลือเพียง 6.78 กรัม/ลิตร แต่ช้ากว่า
อาหารสูตรอ่ืนถึง 24 ชั่วโมงเช่นกัน เนื่องจากในอาหารสูตรนี้ ไม่เติมทั้งยีสต์สกัดและเพปโตน ซึ่งยีสต์
ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนหรือแหล่งโปรตีน การขาดแหล่งของโปรตีนอาจท าให้เอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการ
ผลิตเอทานอลของยีสต์มีประสิทธิภาพลดลง แต่เนื่องจากในสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/
ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลังประกอบด้วยไนโตรเจนและธาตุอาหารอ่ืน ๆ (ตารางที่ 4.3) 
จึงท าให้ยีสต์สามารถหมักเอทานอลได้ แต่ใช้เวลานานเมื่อขาดยีสต์สกัดและเพปโตนในอาหารหมัก 
oEPM ด้วยเหตุนี้จึงท าให้ยีสต์สามารถผลิตเอทานอลได้สูง แต่ใช้เวลานานกว่าอาหารสูตรอ่ืน  
 

ตารางท่ี 4.7 ผลของสารอาหารอนินทรีย์ ยีสต์สกัดและเพปโตนในสูตรอาหารหมัก oEPM ดัดแปลง 
ต่อการใช้น้ าตาลรีดิวซ์ของยีสต์ S. cerevisiae G2-3-2 เพ่ือหมักเอทานอล 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

น้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลือ (กรัม/ลิตร) 
เติมยีสต์สกัดและเพปโตน ไม่เติมยีสต์สกัดและเพปโตน 

อาหารสูตร 1 อาหารสูตร 2 อาหารสูตร 3 อาหารสูตร 4 

24 17.77 ± 0.30 23.88 ± 1.48 77.27 ± 0.66 79.17 ± 1.62 

48 9.86 ± 0.20 8.32 ± 0.11 14.01 ± 0.41 18.45 ± 0.24 

72 9.05 ± 0.54 7.77 ± 0.12 9.16 ± 0.07 6.78 ± 0.05 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)  
 

ดังนั้น การทดลองต่อไปจึงหมักเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร 
ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง โดยการเติมเฉพาะยีสต์สกัดและเพปโตน (อาหารสูตร 2) 
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4.3.3 ผลของยีสต์สกัดและเพปโตนต่อการหมักเอทานอลแบบวีเอชจีจากแป้งมันส าปะหลัง 

ผลการหมักเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อย
แป้งมันส าปะหลัง โดยเติมเฉพาะยีสต์สกัดหรือเพปโตน (ตารางที่ 4.8-4.9) พบว่า ที่ 48 ชั่วโมง      
การเติมเฉพาะยีสต์สกัดได้เอทานอล 111.13 กรัม/ลิตร อัตราการผลิตเอทานอล 2.31 กรัม/ลิตร/
ชั่วโมง มีน้ าตาลรีดิวซ์เหลือ 7.08 กรัม/ลิตร และการเติมเฉพาะเพปโตนได้เอทานอล 107.21 กรัม/
ลิตร อัตราการผลิตเอทานอล 2.23 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง มีน้ าตาลรีดิวซ์เหลือ 11.98 กรัม/ลิตร  

จากผลข้อ 4.3.2 การเติมทั้งยีสต์สกัดและเพปโตน (อาหารสูตร 2 ตารางที่ 4.6) ได้เอทานอล
สูงสุด 110.76 กรัม/ลิตร จากผลการทดลองที่ได้แสดงว่า การหมักเอทานอลแบบวีเอชจีจาก
สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง สามารถเพ่ิม
ประสิทธิผลของการหมักได้ด้วยการเติมยีสต์สกัดเพียงอย่างเดียว 

 
ตารางที่ 4.8 ผลของยีสต์สกัดและเพปโตนต่อการหมักสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์  280 กรัม/ลิตร      
แบบวีเอชจีจากแป้งมันส าปะหลัง 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

เติมยีสต์สกัด เติมเพปโตน 

เอทานอล  
(กรัม/ลิตร) 

อัตราการผลิต 
เอทานอล 

(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

เอทานอล  
(กรัม/ลิตร) 

อัตราการผลิต 
เอทานอล 

(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

24 95.18A ± 0.05 3.97 79.10B ± 0.12 3.30 

48 111.13A ± 0.89 2.31 107.21B ± 1.26 2.23 

72 114.68A ± 0.31 1.59 109.51B ± 0.23 1.52 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 
แบบ CRD โดยเปรียบเทียบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของค่าเฉลี่ยระหว่างชั่วโมงของอาหารแต่
ละสูตร ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P < 0.05; Duncan’s MRT)  

 

 

 

 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
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ตารางท่ี 4.9 ผลของยีสต์สกัดและเพปโตนต่อการใช้น้ าตาลรีดิวซ์ของยีสต์ S. cerevisiae G2-3-2 เพ่ือ
หมักเอทานอล 

เวลา (ชั่วโมง) 
น้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลือ (กรัม/ลิตร) 

เติมยีสต์สกัด เติมเพปโตน 

24 55.59 ± 1.70 95.03 ± 0.26 

48 7.08 ± 0.24 11.98 ± 0.18 

72 7.03 ± 0.09 7.33 ± 0.10 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)  
 

ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่
ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง พบว่า มีแร่ธาตุและสารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญและการผลิต    
เอทานอลของยีสต์ เช่น แคลเซียม (Ca2+) แมงกานีส (Mn2+) และซิงค์ (Zn2+) ซ่ึงเป็น cofactors ของ
เอนไซม์ส าคัญหลายชนิดในกระบวนการหมักเอทานอล (Palukurty และคณะ, 2008; Xue และคณะ
, 2008; Zhao และคณะ, 2009) นอกจากนั้น แมกนีเซียม (Mg2+) และแคลเซียม (Ca2+) ยังช่วยท าให้
เซลล์ยีสต์สามารถทนต่อ ethanol stress ได้ดีขึ้น (Birch และ Walker, 2000; Nabais และคณะ, 
1988) ในสภาวะการหมักเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลความเข้มข้นเริ่มต้นสูง ยีสต์ต้องเผชิญกับ
แรงดันออสโมติกท่ีสูงมาก ส่งผลให้เซลล์ตาย การเจริญลดลง หรือหมักเอทานอลได้น้อยลง มีรายงาน
ว่ายีสต์จะสามารถทนต่อสภาวะเช่นนี้ และสามารถหมักเอทานอลได้อย่างปกติ หากยีสต์ได้รับ
สารอาหาร เช่น ไนโตรเจน, แร่ธาตุและวิตามินอย่างพอเพียง (Bafrncová และคณะ, 1999) เป็นไป
ได้ว่ายีสต์สกัดท าหน้าที่เป็นแหล่งของไนโตรเจนและวิตามินซึ่งเพียงพอส าหรับการหมักเอทานอลแบบ     
วีเอชจีจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง 

 
ในการทดลองต่อไปจึงหมักเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้

จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง โดยการเติมเฉพาะยีสต์สกัด และหาค่าที่เหมาะสมของสารสกัดจาก
ยีสต์ ซึ่งผลิตได้จากยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์ เป็นแหล่งไนโตรเจนราคาถูก เพ่ือน ามาใช้ทดแทน
ยีสต์สกัดทางการค้า  
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4.3.4 ผลการผลิตสารสกัดจากเซลล์ยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์ 

ผลการเตรียมสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท โดยการแขวนลอยเซลล์ยีสต์ 300 กรัม ในน้ ากลั่น 
ปรับปริมาตรเป็น 500 มล. บ่มที่อุณหภูมิ 50°ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า สามารถผลิตสารสกัดจาก
ยีสต์ออโตไลเซทโดยการท าแห้งจากส่วนใสปริมาตร 340 มล. ได้สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทปริมาณ 
28.22 กรัม และผลการเตรียมสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทด้วยเครื่องปฏิกรณ์แบบแรงดันสูง โดย
การแขวนลอยเซลล์ยีสต์ 300 กรัม ในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 500 มล. ให้ความร้อนและความดัน
ไอน้ าที่ 200°ซ เป็นเวลา 20 นาที พบว่า สามารถผลิตสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทโดยการท าแห้ง
จากส่วนใสปริมาตร 400 มล. ไดส้ารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทปริมาณ 40.54 กรัม  
 

ตารางท่ี 4.10 ปริมาณของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทและสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทที่ผลิตได้ 

 สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท สารสกัดจากยีสตไ์ฮโดรไลเซท 

ปริมาตรส่วนใสที่ผลติได้หลังการยอ่ย (มล.) 340 400 
น้ าหนักของเศษเซลล์ยีสต์หลังการย่อย (กรัม) 161.16 56.48 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมดในส่วนใส (กรัม) 19.71 20.43 
ปริมาณของสารสกัดจากยีสต์ทีผ่ลติได้
หลังจากท าแห้ง (กรัม) 

28.22 40.54 

ปริมาณของแข็งที่เก็บเกี่ยวได ้(ร้อยละ) 42.95 61.64 
 

Shotipruk และคณะ (2006) รายงานว่า ในการผลิตโปรตีนโดยใช้ความร้อนและแรงดันสูง
เพ่ือท าให้เซลล์แตกนั้น เมื่อใช้อุณหภูมิสูง 200°ซ เป็นเวลา 20 นาที จะท าให้น้ าหนักของเศษเซลล์
ยีสต์หลังการย่อย (residual weight) น้อยกว่าการใช้อุณหภูมิต่ า 100°ซ ดังนั้น น้ าหนักของเศษเซลล์
ยีสต์ที่ได้จากการเตรียมสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทที่อุณหภูมิ 200°ซ (56.48 กรัม) จึงมีปริมาณ
น้อยกว่าการเตรียมสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทที่อุณหภูมิ 50°ซ (161.16 กรัม) ส่งผลให้ปริมาตร
ส่วนใสของสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท (400 มล.) มีปริมาตรมากกว่าการเตรียมสารสกัดจากยีสต์
ออโตไลเซท (340 มล.)       

นอกจากนี้ ยังรายงานว่า การผลิตโปรตีนโดยใช้ความร้อนและแรงดันสูงเพ่ือท าให้เซลล์แตก
นั้น สามารถย่อยเซลล์ให้ได้สารอินทรีย์คาร์บอน (total organic carbon, TOC) ในปริมาณมากกว่า
การผลิตด้วยอุณหภูมิต่ า ดังนั้น จึงส่งผลให้ปริมาณของสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซททีผ่ลิตได้ (40.52 
กรัม) มีปริมาณมากกว่าสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท (28.22 กรัม) เนื่องจากมีสารอินทรีย์คาร์บอน
ปนอยู่ด้วย (ตารางที่ 4.10)  
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ตารางที่ 4.11 ผลการวิเคราะห์ปริมาณความชื้นของยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์ และเศษเซลล์ยีสต์
หลังการย่อยเพ่ือผลิตสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท และสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท 

ชนิดของยีสต์ ปริมาณความชื้น (ร้อยละ) 

ยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์ (ก่อนย่อย) 78.04 ± 0.07 

เศษเซลล์ยีสต์หลังการย่อยเพื่อผลิตสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท 72.99 ± 0.96 
เศษเซลล์ยีสต์หลังการย่อยเพื่อผลิตสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท 63.13 ± 0.33 

แสดงผลวิเคราะห์ 10 ซ้ า และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)  
 
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณความชื้น พบว่า ยีสต์ที่ใช้แล้วจากโรงงานเบียร์ก่อนการผลิตสารสกัด
จากยีสต์มีปริมาณความชื้นร้อยละ 78.04 เศษเซลล์ยีสต์หลังการย่อยเพ่ือผลิตสารสกัดจากยีสต์       
ออโตไลเซทมีปริมาณความชื้นร้อยละ 72.99 เศษเซลล์ยีสต์หลังการย่อยเพ่ือผลิตสารสกัดจากยีสต์
ไฮโดรไลเซทมีปริมาณความชื้นร้อยละ 63.13 (ตารางที่ 4.11)  
 

จากผลการวิเคราะห์ปริมาณความชื้นที่มีอยู่ในเศษเซลล์ยีสต์หลังการย่อย พบว่า ถ้ามีปริมาณ
ความชื้นมาก จะส่งผลท าให้น้ าหนักของเศษเซลล์ยีสต์ที่ได้หลังการย่อยมีน้ าหนักมากและปริมาตรของ
ส่วนใสที่ได้จะน้อย (ตารางท่ี 4.10) 
 
ตารางท่ี 4.12 ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมดของยีสต์สกัดทางการค้า สารสกัดจากยีสต์        
ออโตไลเซทและสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท 

ชนิดของยีสต์ ปริมาณโปรตีนทั้งหมด  
(ร้อยละ) 

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
(ร้อยละ) 

ยีสต์สกัดทางการค้า 72.83 ± 0.70 11.65 ± 0.12 

สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท 69.84 ± 0.36 11.13 ± 0.12 

สารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท 50.39 ± 0.37 8.06 ± 0.06 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
 
จากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมด พบว่า ยีสต์สกัดทางการค้ามีปริมาณโปรตีนร้อยละ 

72.83 และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดร้อยละ 11.65 สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทมีปริมาณโปรตีน
ร้อยละ 69.84 และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดร้อยละ 11.13 สารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทมีปริมาณ
โปรตีนร้อยละ 50.39 และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดร้อยละ 8.06 (ตารางท่ี 4.12)  
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จากตารางที่ 4.10 แม้ว่าปริมาณของสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทที่ผลิตได้ (40.54 กรัม) จะ
มากกว่าปริมาณของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท (28.22 กรัม) แต่ปริมาณโปรตีนและไนโตรเจน      
ในสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทจะมีปริมาณมากกว่าในสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท (ตารางที่ 4.12) 
ทั้งนี้เนื่องจากในสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทมีสารอินทรีย์คาร์บอนปนอยู่ด้วยตามที่ได้กล่าวมาแล้ว 

 
4.3.5 ผลการเปรียบเทียบสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทและสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท

กับยีสต์สกัดทางการค้าต่อการหมักเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังแบบวีเอชจี 

 
ภาพที่ 4.3 ยีสต์สกัดทางการค้า (ภาพซ้าย) สารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท (ภาพกลาง) และสารสกัด
จากยีสต์ออโตไลเซทที่ผลิตได้ (ภาพขวา) 

 
ผลการหมักเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อย

แป้งมันส าปะหลัง ซึ่งมีปริมาณโปรตีนและไนโตรเจนเท่ากัน (โปรตีนและไนโตรเจนร้อยละ 0.55 และ 
0.09 ตามล าดับ) พบว่า ที่ 48 ชั่วโมง สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท ให้เอทานอลใกล้เคียงกับยีสต์สกัด
ทางการค้า คือ 112.01 และ 113.14 กรัม/ลิตร ตามล าดับ และสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทให้     
เอทานอลเพียง 107.81 กรัม/ลิตร (ตารางที่ 4.13) 
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ตารางท่ี 4.13 ผลการเปรียบเทียบผลของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทและสารสกัดจากยีสต์ไฮโดร       
ไลเซทกับยีสต์สกัดทางการค้าต่อปริมาณเอทานอลจากการหมักแบบวีเอชจี 

เวลา (ชั่วโมง) 
เอทานอล (กรัม/ลิตร) 

ยีสต์สกัดทางการค้า ยีสต์ออโตไลเซท ยีสต์ไฮโดรไลเซท 

24 83.41B ± 0.42 88.92A ± 1.73 78.26C ± 1.13 

48 113.14A ± 0.12 112.01B ± 0.57 107.81C ± 0.62 

72 113.20A ± 0.43 114.77A ± 1.35 112.26A ± 1.17 

96 115.67A ± 1.55 117.22A ± 1.13 114.79A ± 1.75 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 
แบบ CRD โดยเปรียบเทียบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของค่าเฉลี่ยระหว่างชั่วโมงของอาหารแต่
ละสูตร ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P < 0.05; Duncan’s MRT)  
 

ในชั่วโมงที่ 48 อัตราการหมักเอทานอลของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท 2.33 กรัม/ลิตร/
ชั่วโมง ใกล้เคียงกับอัตราการผลิตเอทานอลของยีสต์สกัดทางการค้า 2.36 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง แต่สาร
สกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทมีอัตราการผลิตเอทานอลเพียง 2.25 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง (ตารางที่ 4.14)  

 

ตารางท่ี 4.14 ผลการเปรียบเทียบอัตราการผลิตเอทานอลของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทและสาร
สกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทกับยีสต์สกัดทางการค้า 

เวลา (ชั่วโมง) 
อัตราการผลิตเอทานอล (กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

ยีสต์สกัดทางการค้า ยีสต์ออโตไลเซท ยีสต์ไฮโดรไลเซท 

24 3.48 3.71 3.26 

48 2.36 2.33 2.25 

72 1.57 1.59 1.56 

96 1.21 1.22 1.20 
 
 ดังนั้น ในการทดลองต่อไปจึงแปรผันหาค่าที่เหมาะสมของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทเพ่ือ
หมักเอทานอลแบบวีเอชจีจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้ง
มันส าปะหลัง 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
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ตารางท่ี 4.15 ปริมาณโปรตีนทั้งหมด ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและปริมาณของสารสกัดจากยีสต์   
ออโตไลเซทท่ีใช้ในการหมักเอทานอลแบบวีเอชจี  

ยีสต์ออโตไลเซท(กรัม/ลิตร) 2.62 5.23 7.90 10.50 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (ร้อยละ) 0.18 0.36 0.55 0.73 
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (ร้อยละ) 0.03 0.06 0.09 0.12 

 
เมื่อแปรผันปริมาณของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทจากเดิม 7.90 กรัม/ลิตร (เทียบเท่ากับ

การใช้ยีสต์สกัดทางการค้า 7.50 กรัม/ลิตร) เป็น 2.62, 5.23 และ 10.50 กรัม/ลิตร พบว่า ที่ 48 
ชั่วโมง สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท 5.23 กรัม/ลิตร (คิดเป็นปริมาณโปรตีนและไนโตรเจนทั้งหมด
ร้อยละ 0.36 และ 0.06 ตามล าดับ) ให้เอทานอลสูงสุด 115.77 กรัม/ลิตร (ตารางที่ 4.15) 
 
ตารางท่ี 4.16 ผลของปริมาณสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทต่อการหมักเอทานอลแบบวีเอชจี 

เวลา (ชั่วโมง) 

เอทานอล (กรัม/ลิตร) 

ความเข้มข้นของยีสต์ออโตไลเซท  

2.62  
(กรัม/ลิตร) 

5.23 
(กรัม/ลิตร) 

7.90 
(กรัม/ลิตร) 

10.50 
(กรัม/ลิตร) 

24 94.44D ± 1.47 106.57B ± 1.34 103.51C ± 1.55 109.85A ± 0.55 

48 109.35B ± 1.94 115.77A ± 1.58 113.85A ± 1.25 112.59A ± 1.70 

72 113.79A ± 1.22 113.50A ± 0.64 114.17A ± 1.42 112.94A ± 1.00 

96 113.26B ± 0.83 113.08B ± 0.41 115.58A ± 1.28 114.59A ± 1.66 

แสดงผลวิเคราะห์ 3 ซ้ า ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 
แบบ CRD โดยเปรียบเทียบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของค่าเฉลี่ยระหว่างชั่วโมงของอาหารแต่
ละสูตร ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P < 0.05; Duncan’s MRT)  
 
 
 
 
 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.agro.kmutnb.ac.th%2Fe-learning%2Fyao%2Fspss.pdf&ei=0s5zVbfiBIa-uASW-oE4&usg=AFQjCNHipBiML-LSITmQmzH91Dok-VXc5w&bvm=bv.95039771,d.c2E


 

 

47 

ตารางท่ี 4.17 ผลของปริมาณสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทต่ออัตราการผลิตเอทานอล 

เวลา (ชั่วโมง) 

อัตราการผลิตเอทานอล (กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

ความเข้มข้นของยีสต์ออโตไลเซท  

2.62  
(กรัม/ลิตร) 

5.23 
(กรัม/ลิตร) 

7.90 
(กรัม/ลิตร) 

10.50 
(กรัม/ลิตร) 

24 3.94 4.44 4.31 4.58 

48 2.28 2.41 2.37 2.35 

72 1.58 1.58 1.59 1.57 

96 1.18 1.18 1.20 1.19 

 
เมื่อแปรผันปริมาณความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท พบว่า ที่ 48 ชั่วโมง สาร

สกัดจากยีสต์ออโตไลเซทปริมาณ 5.23 กรัม/ลิตร (คิดเป็นปริมาณโปรตีนและไนโตรเจนทั้งหมด     
ร้อยละ 0.36 และ 0.06 ตามล าดับ) มีอัตราการผลิตเอทานอลสูงสุดเป็น 2.41 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง 
(ตารางที่ 4.17) ดังนั้น ค่าเหมาะที่สุดของแหล่งไนโตรเจนหรือสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทส าหรับ
การหมักเอทานอลแบบวีเอชจีจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อย
แป้งมันส าปะหลัง จะมีปริมาณ 5.23 กรัม/ลิตร  

  
การทดลองต่อไปเป็นการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินและกรดอะมิโน ที่มีในยีสต์สกัดทาง

การค้า สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท และสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท  
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ผลการวิเคราะห์ปริมาณไบโอติน ไทอามีน กรดแพนโทเทนิกและพิริดอกซีน ในสารสกัดจาก
ยีสต์ออโตไลเซทเปรียบเทียบกับยีสต์สกัดทางการค้าและสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท พบว่าสารสกัด
จากยีสต์ออโตไลเซทมีไทอามีน (12.4 มิลลิกรัม/100 กรัม) มากกว่ายีสต์สกัดทางการค้า (2.19 
มิลลิกรัม/100 กรัม) ส่วนยีสต์สกัดทางการค้ามีกรดแพนโทเทนิก (9.72 มิลลิกรัม/100 กรัม) และ    
พิริดอกซีน (1.12 มิลลิกรัม/100 กรัม) มากกว่าสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซท ซึ่งมีกรดแพนโทเทนิก 
7.71 มิลลิกรัม/100 กรัม และมีพิริดอกซีน 0.90 มิลลิกรัม/100 กรัม สารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทมี       
ไทอามีน กรดแพนโทเทนิกและพิริดอกซีน น้อยกว่ายีสต์สกัดทางการค้าและสารสกัดจากยีสต์        
ออโตไลเซท ทั้งนี้วิตามินเหล่านี้อาจถูกท าลายด้วยความร้อนในขั้นตอนของการท าให้ยีสต์เซลล์แตก
โดยเครื่องปฏิกรณ์แบบแรงดันสูง (high pressure reactor) ที่ 200°ซ เป็นเวลา 20 นาที (ตารางที่ 
4.18) 

ตารางท่ี 4.18 การเปรียบเทียบปริมาณวิตามินบีในยีสต์สกัดทางการค้า (YC), สารสกัดยีสต์ออโตไล
เซท (YA) และสารสกัดยีสต์ไฮโดรไลเซท (YH) 

วิตามิน ชนิดของยีสต ์ ผลวิเคราะห ์ หน่วย วิธีวิเคราะห ์

ไบโอติน 

YC 52.7 

ไมโครกรมั/100 กรัม 

 

YA 58.4  USFDA (1996) 

YH 56.7   

ไทอามีน 

(Thiamine) 

YC 2.19 

มิลลิกรัม/100 กรัม 

In-house method STM 
No.03-022 based on 
Food Chemistry, Vol. 

56, and No. 1, 1996, P. 
81-86 

YA 12.4  

YH 0.43  

กรดแพนโทเทนิก 

(Pantothenic 
acid) 

YC 9.72  

มิลลิกรัม/100 กรัม 

 

YA 7.71  AOAC (2012), 945.74 

YH 0.57   

พิริดอกซีน 

(Pyridoxine) 

YC 1.12  มิลลิกรัม/100 กรัม In-house method STM 
No.03-022 based on 
Food Chemistry, Vol. 
56, and No. 1, 1996,P. 

81-86 

YA 0.90 มิลลิกรัม/100 กรัม 

YH 
ไม่สามารถ
วิเคราะหไ์ด ้

- 

 

หมายเหตุ ค่าต่ าสุดที่วิเคราะห์ได้ของพิริดอกซีน คือ 0.003 มิลลิกรัม/100 กรัม 
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ไทอามีนเป็นวิตามินที่มีความส าคัญต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไพรูเวตดีคาร์บอกซิเลส 
(pyruvate decarboxylase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนไพรูเวตให้เป็น        
อะซีทัลดีไฮด์ (acetaldehyde) และคาร์บอนไดออกไซด์ (Dixon และ Webb, 1964) กรดแพน      
โทเทนิกมีความส าคัญต่อการเจริญของยีสต์ (Olsson และคณะ, 1949 และ Nordstrom, 1962) 
 

Gutierrez (1993) พบว่า ไทอามีน กรดแพนโทเทนิก  และพิริดอกซีนเป็นวิตามินที่มี
ความส าคัญต่อการเจริญของยีสต์ การขาดไทอามีน กรดแพนโทเทนิกและพิริดอกซีน ท าให้การเจริญ
ของยีสต์ S. cerevisiae M-300-A ลดลง การขาดไทอามีนจะท าให้กรดไพรูวิกเพ่ิมขึ้น จากการหมัก 
เอทานอลเปรียบเทียบระหว่างอาหารหมักปกติกับอาหารหมักที่ขาดเฉพาะไทอามีน กรดแพนโทเทนิก            
พิริดอกซีนและไบโอติน พบว่า การขาดไทอามีนท าให้กรดไพรูวิกเพ่ิมขึ้นจากเดิม 136 เป็น 474 
มิลลิกรัม/ลิตร ส่งผลให้การผลิตเอทานอลของยีสต์ลดลงจาก 8.69% โดยปริมาตร เป็น 8.54% โดย
ปริมาตร การขาดกรดแพนโทเทนิกท าให้การเจริญของยีสต์ลดลงจาก 367 เป็น 300 มิลลิกรัม/100 
มิลลิลิตร ส่งผลให้การผลิตเอทานอลลดลงเป็น 8.29% โดยปริมาตร การขาดพิริดอกซีนท าให้การ
เจริญของยีสต์ลดลงจาก 367 เป็น 307 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร แต่การขาดไบโอตินไม่ท าให้การผลิต
เอทานอลลดลง ดังนั้น ไบโอตินจึงไม่จ าเป็นต่อการผลิตเอทานอลของยีสต์ 
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ตารางท่ี 4.19 การเปรียบเทียบปริมาณกรดอะมิโนในยีสต์สกัดทางการค้า (YC), สารสกัดยีสต์           
ออโตไลเซท (YA) และสารสกัดยีสต์ไฮโดรไลเซท (YH) 

กรดอะมิโน ชนิดของยีสต์ 
ผลวิเคราะห์ 

(มิลลิกรัม/100 กรัม) 

ค่าต่ าสุด 
ที่วิเคราะห์ได้ 

(มิลลิกรัม/100 กรัม) 

Alanine 

YC 5,240 

 
5.0 

 
 

YA 5,210 

YH 5,380 

Arginine 

YC 7,850 

YA 7,750 
YH 4,820 

Aspartic Acid 

YC 6,980 

YA 6,830 
YH 3,160 

Cystine 

YC 300 

YA 436 
YH 27 

Glutamic Acid 

YC 12,600 

YA 6,690 
YH 8,170 

Glycine 
YC 3,100 
YA 3,390 

YH 3,030 

Histidine 
YC 1,340 
YA 1,400 

YH 927 

Isoleucine 
YC 3,680 
YA 4,110 

YH 2,450 
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กรดอะมิโน ชนิดของยีสต์ 
ผลวิเคราะห์ 

(มิลลิกรัม/100 กรัม) 

ค่าต่ าสุด 
ที่วิเคราะห์ได้ 

(มิลลิกรัม/100 กรัม) 

Leucine 
YC 5,740 

5.0 

YA 6,290 

YH 3,990 

Lysine 
YC 5,670 
YA 5,610 

YH 2,950 

Methionine 
YC 1,520 
YA 1,620 

YH 966 

Phenylalanine 

YC 3,370 

YA 3,740 

YH 2,190 

Proline 

YC 3,190 

YA 3,710 

YH 3,140 

Serine 

YC 4,350 

YA 4,310 
YH 3,160 

Threonine 

YC 3,600 

YA 3,690 
YH 2,300 

Tryptophan 

YC 699 

YA 781 
YH 293 

Tyrosine 

YC 1,450 

YA 3,050 
YH 2,470 
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กรดอะมิโน ชนิดของยีสต์ 
ผลวิเคราะห์ 

(มิลลิกรัม/100 กรัม) 

ค่าต่ าสุด 
ที่วิเคราะห์ได้ 

(มิลลิกรัม/100 กรัม) 

Valine 
YC 4,310 

5.0 YA 4,790 

YH 3,280 
 

หมายเหตุ วิธีวิเคราะห์ AOAC (2012), 994.12 
 
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ในสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทเปรียบเทียบ
กับยีสต์สกัดทางการค้าและสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซท พบว่า สารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทมี
ปริมาณกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ใกล้เคียงกับยีสต์สกัดทางการค้า ยกเว้นไทโรซีน ซึ่งสารสกัดจากยีสต์            
ออโตไลเซทมี 3,050 มิลลิกรัม/100 กรัม ในขณะที่ยีสต์สกัดทางการค้ามีเพียง 1,450 มิลลิกรัม/100 
กรัม ส่วนยีสต์สกัดทางการค้ามีปริมาณกรดกลูตามิก (12,600 มิลลิกรัม/100 กรัม) ซึ่งสูงกว่าในสาร
สกัดจากยีสต์ออโตไลเซท (6,690 มิลลิกรัม/100 กรัม) ทั้งนี้อาจเป็นเพราะสายพันธุ์ของยีสต์ที่ใช้ใน
การผลิตยีสต์สกัดทางการค้า (ไม่ทราบสายพันธุ์) และยีสต์ที่ใช้แล้วจากกระบวนการหมักเบียร์         
(S. cerevisiae) จึงท าให้มีปริมาณกรดอะมิโนที่แตกต่างกัน  
 

Thomas และคณะ (1996)  รายงานว่ า  ไกลซีนเป็นสารป้องกันแรงดันออสโมติก 
(osmoprotectant) ซึ่งมีในสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทมากที่สุด (3,390 มิลลิกรัม/100 กรัม) ส่วน
สารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทมีปริมาณกรดอะมิโนทุกชนิดน้อยกว่าสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทและ
ยีสต์สกัดทางการค้า (ตารางท่ี 4.19) 
 
 นอกจากนี้ Shotipruk และคณะ (2006) ได้รายงานว่า การสกัดโปรตีนจากยีสต์ที่ใช้แล้ว
หลังจากการหมักเบียร์ จะได้ปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้น เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการสกัดให้สูงขึ้นจาก 100°ซ 
เป็น 250°ซ แต่การสกัดที่อุณหภูมิสูงจะมีปริมาณกรดอะมิโนลดลง ส่งผลให้สารสกัดจากยีสต์ไฮโดร  
ไลเซทซึ่งผลิตที่อุณหภูมิและความดันสูงมีปริมาณของกรดอะมิโนน้อยกว่าสารสกัดจากยีสต์ออโตไล
เซทและยีสต์สกัดทางการค้า  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 การใช้สารละลายน้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 280 กรัม/ลิตร ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง 
แทนการใช้หัวมันส าปะหลังเพ่ือลดปัญหาความเสียหายของเครื่องจักร แต่ท าให้มีต้นทุนในการผลิต
สูงขึ้น เนื่องจากแป้งมันส าปะหลังมีราคาแพงกว่าหัวมันส าปะหลัง ดังนั้น การหมักเอทานอลจากแป้ง
มันส าปะหลังแบบวีเอชจี (VHG) จึงอาจเป็นวิธีหนึ่งในการลดต้นทุนการผลิต เพราะการผลิตเอทานอล
แบบนี้ ได้เอทานอลความเข้มข้นสูง ต้นทุนค่าการกลั่นจึงลดลง และยังช่วยลดปัญหาการปนเปื้อนของ
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ด้วย นอกจากนี้ยังมีแนวคิดในการพัฒนาสูตรอาหารเพ่ือลดต้นทุนในการหมัก      
เอทานอล ซึ่งผลจากงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า ในอาหาร oEPM การเติมยีสต์สกัดทางการค้าเพียง
อย่างเดียว ได้เอทานอลสูงสุด 111.13 กรัม/ลิตร อัตราการผลิตเอทานอล 2.31 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง    
ที่ 48 ชั่วโมง โดยไม่จ าเป็นต้องเติมธาตุอาหารรอง สารอาหารอนินทรีย์และเพปโตน ทั้งนี้ เนื่องมาจาก
องค์ประกอบของธาตุอาหารที่มีในสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง สามารถ
น ามาใช้แทนได้  

 
เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทและสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทกับยีสต์สกัด

ทางการค้าต่อการหมักเอทานอลจากสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง โดย
ค านวณปริมาณโปรตีนและไนโตรเจนเท่ากัน ( โปรตีนและไนโตรเจนร้อยละ 0.55 และ 0.09 
ตามล าดับ) ที่ 48 ชั่วโมง การเติมยีสต์สกัดทางการค้า 7.5 กรัม/ลิตร ได้เอทานอล 113.14 กรัม/ลิตร 
อัตราการผลิตเอทานอล 2.36 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง และการเติมสารสกัดจากยีสต์ออโตเซทได้เอทานอล
ใกล้เคียงกันคือ 112.01 กรัม/ลิตร อัตราการผลิตเอทานอล 2.33 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง ส่วนสารสกัดจาก
ยีสต์ไฮโดรไลเซทมีประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลต่ ากว่ายีสต์สกัดทางการค้าและสารสกัดจากยีสต์
ออโตไลเซท ซึ่งสามารถหมักเอทานอลได้เพียง 107.81 กรัม/ลิตร และมีอัตราการผลิตเอทานอลเพียง 
2.25 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง ทั้งนี้เพราะกระบวนการเตรียมสารสกัดจากยีสต์ไฮโดรไลเซทใช้อุณหภูมิและ
ความดันสูง ท าให้วิตามินและกรด อะมิโนที่ยีสต์จะน าไปใช้ในการหมักเอทานอลถูกท าลายไป 

 
จากการหาค่าที่เหมาะสมที่สุดของสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทที่เตรียมได้จากยีสต์ที่ใช้แล้ว

จากโรงงานเบียร์ การเติมสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทปริมาณ 5.23 กรัม/ลิตร (โปรตีนและ
ไนโตรเจนร้อยละ 0.36 และ 0.06 ตามล าดับ) เพียงอย่างเดียว สามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดที่ 48 
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ชั่วโมง คือ 115.77 กรัม/ลิตร อัตราการผลิตเอทานอลสูงสุด 2.41 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง ดังนั้น ยีสต์สกัด
ทางการค้าจึงสามารถทดแทนได้ด้วยสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทที่มีราคาถูก โดยไม่จ าเป็นต้องเติม
ธาตุอาหารรอง สารอาหารอนินทรีย์และเพปโตนในอาหาร oEPM ทั้งนี้ เนื่องมาจากองค์ประกอบของ
ธาตุอาหารที่มีในสารละลายน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง และวิตามินกับกรด       
อะมิโนในสารสกัดจากยีสต์ออโตไลเซทสามารถน ามาใช้แทนได้  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารแข็งยีสต์สกัด เพปโตนและเดกซ์โทรส (YPD agar)  

ประกอบด้วย  

น้ าตาลกลูโคส  100 กรัม  

แบคโตเพปโตน   3  กรัม  

ยีสต์สกัด  3  กรัม  

ผงวุ้น (Agar)   20  กรัม  

น้ ากลั่น   1,000  มิลลิลิตร  

ปรับ pH เป็น 5.0 ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110°ซ ความดัน 10 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 10 นาท ี

 

2. อาหารเหลวยีสต์สกัด เพปโตนและเดกซ์โทรส (YPD broth)  

ประกอบด้วย  

น้ าตาลกลูโคส  100 กรัม  

แบคโตเพปโตน   3  กรัม  

ยีสต์สกัด  3  กรัม  

น้ ากลั่น   1,000  มิลลิลิตร  

ปรับ pH เป็น 5.0 ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110°ซ ความดัน 10 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 10 นาท ี
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3. อาหารเหลวยีสต์สกัด มอลต์สกัด (YM medium)  

ประกอบด้วย  

น้ าตาลกลูโคส  150 กรัม  

แบคโตเพปโตน   5  กรัม  

ยีสต์สกัด  3  กรัม  

มอลต์สกัด  3 กรัม 

น้ ากลั่น   1,000  มิลลิลิตร  

ปรับ pH เป็น 5.0 ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110°ซ ความดัน 10 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 10 นาท ี

 

4. อาหารเหลวที่เหมาะส าหรับผลิตเอทานอล (oEPM) 

ประกอบด้วย  

น้ าตาลกลูโคส      280 กรัม  

แบคโตเพปโตน       5  กรัม  

ยีสต์สกัด      7.5  กรัม  

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  3 กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)  1.5 กรัม   

แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)   1 กรัม 

ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4)  1 กรัม 

แมงกานีสซัลเฟตเตตระไฮเดรต (MnSO4.4H2O)  0.5 กรัม 

ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

น้ ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร  

ปรับ pH เป็น 5.0 ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110°ซ ความดัน 10 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 10 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและวิธีการวิเคราะห์ 

1. วิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซ์โดยวิธี Somogyi-Nelson (Nelson, 1992) 

วัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ เช่น กลูโคส โดยการท าปฏิกิริยากับสารละลายคอปเปอร์ เกิดสี       
โมลิบดินัมบลู (molybdenum blue) ดังปฏิกิริยา  

1. 2Cu2+ + reducing sugar   CuO2  

2. Cu2O + H2SO4     2Cu+  

3. 2Cu+ + MoO4
2+     2Cu2+ + molybdenum blue  

 

1.1 Alkaline Copper Reagent  

Na2HPO4.12H2O     71  กรัม  

KNaC4H4O6.5H2O (Rochelle salt)    40  กรัม  

1N NaOH       100  มิลลิลิตร 

10% (น้ าหนัก/ปริมาตร) CuSO4.5H2O   80  มิลลิลิตร 

(ละลาย 8 กรัม CuSO4.5H2O ในน้ ากลั่น 80 มล.) 

Na2SO4      180 กรัม 

 (ละลายสารละลายข้างต้นในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนไดป้ริมาตร 1,000 มล.)   

 

1.2 Nelson’s Reagent 

 (NH4)6Mo7O24.4H2O 53.2  กรัม 

 กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 21 มิลลิลิตร 

 12% (น้ าหนัก/ปริมาตร) Na2HAsO4.7H2O 50 มิลลิลิตร 

 (ละลาย 6 กรัม Na2HAsO4.7H2O ในน้ ากลั่น 50 มล.) 

 (ละลายสารละลายข้างต้นในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนไดป้ริมาตร 1,000 มล.) 
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วิธีการวิเคราะห์  

 1. ใช้สารละลายน้ าตาลกลูโคส ความเข้มข้น 20-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส าหรับท ากราฟ
มาตรฐาน โดยใช้น้ าตาลกลูโคส 1 มิลลิลิตร หรือตัวอย่างที่เจือจางเหมาะสม 1 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 
1 มิลลิลิตร (ส าหรับ blank) ใส่ในหลอดทดลองขนาดกลาง  

 2. เติม Alkaline Copper Reagent 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน น าไปต้มในน้ าเดือดนาน 15 
นาที แล้วท าใหเย็นทันที  

3. เติม Nelson’s reagent 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 30 นาท ีที่อุณหภูมิห้อง 

4. เติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโน
เมตร เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับปริมาณน้ าตาลกลูโคส 

 

1.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเข้มข้น 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 180 
และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร เขียนกราฟ
มาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับปริมาณน้ าตาลกลูโคส 

 

 
ภาพประกอบภาคผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสวิเคราะห์ด้วยวิธี Somogyi- 
Nelson 

 

y = 0.0051x + 0.0014
R² = 0.9987
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2. วิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดโดยวิธี Kjeldahl method (A.O.A.C., 1990) 

Kjeldahl method เปนวิธีการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในอาหารในรูปของไนโตรเจน
ทั้งหมดที่มีอยู่ในตัวอย่าง โดยการยอยสลายโปรตีน ปลดปลอยไนโตรเจนออกมาและถูกเปลี่ยนให้อยู่
ในรูปของแอมโมเนีย โดยมีวิธีการวิเคราะห์ 3 ขั้นตอน ดังนี้ 

 
1. การย่อย (digestion) เป็นขั้นตอนของการเปลี่ยนสารประกอบไนโตรเจนที่มีอยู่ในตัวอย่าง

ให้อยู่ในรูปของ (NH4)2SO4 โดยใช้กรดซัลฟูริกเข้มข้น (H2SO4) 

2. การกลั่น (distillation) เป็นขั้นตอนของการกลั่นเพ่ือไล่แอมโมเนียออกมาโดยใช้โซเดียม  
ไฮดรอกไซด์ (NaOH) และเก็บไว้ในสารละลายกรดบอริก (boric acid) 

3. การไตเตรท (titration) ในกรณีที่ใช้กรดบอริกเป็นตัวเก็บแอมโมเนียให้ไตเตรทด้วย
สารละลายกรดมาตรฐานเพื่อหาปริมาณสารละลายกรดมาตรฐานที่ท าปฏิกิริยาแอมโมเนีย 

 

สารเคมี  

1. กรดซัลฟูริกเข้มข้น 

2. กรดบอริกเข้มข้นร้อยละ 4  

3. กรดไฮโดรคลอริก  

4. สารเร่งการย่อย (catalyst) ประกอบด้วย 5 กรัม CuSO4.5H2O และ 95 กรัม K2SO4 

5. โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 32 

6. อินดิเคเตอร์ผสม (mixed indicator) ระหว่างเมทิลเรดกับโบรโมครีซอลกรีน  

  

วิธีการวิเคราะห์  

การย่อยตัวอย่าง  

1. ชั่งตัวอย่าง 0.2-0.5 กรัม หรือ 5-10 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดย่อยตามปริมาณไนโตรเจนที่
คาดว่าจะมี (ท า blank ทุกครั้ง)  

2. ใส่สารเร่งการย่อย (catalyst) 7 กรัม  

3. เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 15 มิลลิลิตร สวมและเปิดเครื่องจับไอกรด  

4. น าไปย่อยบนเตาไฟจนได้ของเหลวสีเขียวใส ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น  

5. น าไปกลั่น  



 

 

66 

การกลั่นตัวอย่าง  

1. เติมน้ า DI 50 มิลลิลิตร  

2. ใส่หลอดเข้ากับเครื่องกลั่นและเปิดน้ าหล่อเย็น  

3. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 32 ลงไปช้าๆ จนไดส้ารละลายสีด า  

4. เริ่มกลั่นโดยใช้กรดบอริก (ร้อยละ 4) ที่มีการเติม mixed indicator (2-3 หยด) ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร รองรับ condensate โดยใหป้ลายท่อจมอยู่ใต้กรด 

5. กลั่นให้ได้ condensate ประมาณ 100-150 มิลลิลิตร ก่อนเสร็จการกลั่นในแต่ละครั้ง    
ให้เลื่อนฟลาสก์เก็บตัวอย่างออกแล้วน าฟลาสก์ใหม่ที่บรรจุน้ ากลั่นใส่เข้าไปแทน กลั่นต่อประมาณ 1 
นาที เพื่อล้างเครื่องกลั่น  

6. ไตเตรทสารที่กลั่นได้กับ 0.1 N HCl ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง) 

 

การค านวณ  

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (ร้อยละ) =  
((𝐴 − 𝐵)× 𝑁 × 0.014007) × 100

𝑤
  

 

ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) =  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (ร้อยละ) X factor 

 

หมายเหตุ Factor ที่ใช้ค านวณ คือ 6.25  

A คือ ปริมาณของกรดไฮโดรคลอไรด์ที่ใชในการไทเทรตกับตัวอย่าง  

B คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับ blank  

N คือ ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก (นอร์มอล) 

W คือ น้ าหนักตัวอยาง  
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3. การวิเคราะห์ปริมาณความชื้น 

การวิเคราะห์หาความชื้น โดยวิธีการอบแห้ง (drying methods) เป็นการหาน้ าหนักของน้ าที่
หายไปโดยใช้ความร้อนในการระเหยน้ าออกไป ดังนั้น ความชื้นที่ได้โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้จึงไม่ใช่
ค่าความชื้นที่แท้จริงของอาหารแต่เป็นค่าโดยประมาณเท่านั้น  
 

อุปกรณ์ 

 1. Aluminum foil 

 2. ช้อนตักสาร 

 3. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 

 4. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

 5. โถดูดความชื้น (desiccator) 

 6. คีมคีบ (forcep) 

 

วิธีการวิเคราะห์ 
 1. น า aluminum dish ไปอบในตู้อบที่อุณหภูมิ 100 ± 5°ซ แล้วน าไปใส่ในโถดูดความชื้น
เพ่ือทิ้งไว้ให้เย็น น าไปชั่งน้ าหนักและจดบันทึกน้ าหนัก 
 2. ชั่งตัวอย่าง 2-5 กรัม (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง) ใส่ใน aluminum dish 
 3. น าไปอบในตู้อบที่อุณหภูมิ 100 ± 5°ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
 4. น า aluminum dish กับตัวอย่างที่ผ่านการอบไปใส่ในโถดูดความชื้น เพ่ือทิ้งไว้ให้เย็น 
น าไปชั่งแล้วน าไปอบจนได้น้ าหนักคงที่ จดบันทึกน้ าหนัก 
 
วิธีการค านวณ 
 

ปริมาณความชื้น (ร้อยละ) = 
(น้ าหนักตัวอย่างก่อนอบ − น้ าหนักตัวอย่างหลังอบ)

น้ าหนักตัวอย่างก่อนอบ
 𝑥 100 
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4. การตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์โดยตรงด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

หลักการ  

วิธีนี้ใช้ในการนับจ านวนเซลล์ยีสต์โดยใช้อุปกรณ์ที่เรียกว่า Haemacytometer เมื่อน า 
Haemacytometer มาส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ให้ปรับโฟกัสลงบนช่องที่ เป็นตาราง (Grid lines) 
เวลาใช้ต้องปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ (Cover glass) ขีดแบ่งที่ก าหนดไว้ประกอบด้วยช่องสี่เหลี่ยม
จตุรัสใหญ่ตรงกลางที่ประกอบด้วย 25 ช่องจตุรัสเล็กตามภาพประกอบภาคผนวกท่ี 2  

 

 
ภาพประกอบภาคผนวกที่ 2 Haemacytometer 

(ที่มา : http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval 

/hemacytometer.html : ออนไลน์) 

 

แต่ละช่องมีขนาด 0.2 X 0.2 ตารางมิลลิเมตร และในแต่ละช่องนี้จะแบ่งเป็นช่องสี่เหลี่ยมจตุรัสเล็ก ๆ 
อีก 16 ช่อง แต่ละช่องมีเนื้อที่ 0.05 X 0.05 ตารางมิลลิเมตร เพ่ือความถูกต้องและแม่นย า ตัวอย่าง
เชื้อจุลินทรีย์ควรเจือจางในระดับที่สามารถตรวจนับจุลินทรีย์ในแต่ละช่องเล็กได้ในระหว่าง 1-10 
เซลล์ 

 

การค านวณปริมาณจุลินทรีย์ที่ตรวจนับได้ 

ปริมาตรของ 1 ช่องใหญ่  = 0.2 x 0.2 x 0.1 ลบ. มิลลิเมตร 

     = 0.004  ลบ. มิลลิเมตร 

     =  4.0 x 10-6  มิลลิลิตร  
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 จากจ านวนเซลล์ที่นับได้ รวมจ านวนเซลล์จากแต่ละช่องเล็กแล้วหารด้วยจ านวนช่อง จะได้
ค่าเฉลี่ยของจ านวนเซลล์ต่อ 1 ช่องใหญ่ สมมติได้ A เซลล์ต่อช่องใหญ่ 

 

  ค านวณจ านวนจุลินทรีย์ในตัวอย่างได้ดังนี้ 

   ตัวอย่าง 1 ช่องใหญ่มีปริมาตร  =  4.0 x 10-6 มิลลิลิตร 

   ดังนั้น จ านวนจุลินทรีย์ในตัวอย่าง  =  
𝐴

4.0 x 10−6  
 

      = 
𝐴 x 106

4 
  เซลล/์มิลลิลิตร 
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