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บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 
3.1 อาหารเล้ียงเช้ือ และวัตถุดิบ 

3.1.1 อาหารเล้ียงเช้ือ 

1) อาหารเหลว YM (yeast extract malt extract broth) อาหารเหลว YM 1 ลิตร 
ประกอบดวย yeast extract 3.0 กรัม malt extract 3.0 กรัม peptone 5.0 กรัม และ glucose 10.0 
กรัม 

2) อาหารแข็ง YM (YM agar) สูตรอาหารแข็ง YM เหมือนสูตรอาหารเหลว YM แต
เพ่ิม agar 3 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 

3) อาหารน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน อาหารประกอบดวยน้ําค้ันขาวฟางหวานท่ีมี
ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร 

 
3.1.2 การเตรียมน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานเพ่ือใชในการหมักเอทานอล 

วัตถุดิบท่ีใชในการทดลองคือ น้ําหวานท่ีค้ันไดจากลําตนขาวฟางหวานพันธุ มข. 40 จาก
สาขาวิชาพืชไร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ซ่ึงมีปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด 16.6 
องศาบริกซ จากนั้นเติมน้ําตาลทรายใหไดความเขมขนของน้ําตาลท้ังหมด 280 กรัมตอลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ
ท่ี 110 องศาเซลเซียส 28 นาที กอนนําไปใชในการหมักเอทานอล 
 
3.2 จุลินทรีย การเตรียมกลาเช้ือ และสารอาหารเสริม 

3.2.1 จุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 
S. cerevisiae NP 01 (ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ. ดร.ไพบูลย ดานวิรุทัย ภาควิชา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยขอนแกน) นํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM 
(YM broth) ดวยเทคนิคปลอดเชื้อ และนําไปบมในตูบมแบบเขยาดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงนําไปเลี้ยงบนอาหาร YM agar slant บมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใชเปน
กลาเชื้อเริ่มตนในการหมักตอไป 

 
3.2.2 การเตรียมกลาเช้ือ 

นํายีสตท่ีเลี้ยงบนอาหาร YM agar slant 1 ลูป ถายลงในอาหาร YM broth  และนําไป
เลี้ยงในตูบมแบบเขยาท่ีความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 ชั่วโมง 
จากนั้นถายเชื้อลงในอาหารน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานและนําไปบมดวยเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ชั่วโมง 

3.2.3 สารอาหารเสริม 
สารอาหารเสริมท่ีใชในการการทดลองมีดังนี้ 
1) Yeast extract (Himedia labolatory, India) 
2) กากเซลลยีสต หรือ dried spent yeast (Beerthip Brewery (1991) Co., Ltd. 

Bang Baan, Phra Nakhon Sri Ayutthaya, Thailand) 
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3) ZnSO4.7H2O (analytical grade, BDH) 
4) MgSO4.7H2O (analytical grade, BDH) 
5) MnSO4.H2O (analytical grade, BDH) 

   
3.3 วัสดุอุปกรณ 

3.3.1 สารเคมี 
1) ฟนอล 5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) (analytical grade, Panreac) 
2) กรดซัลฟูริกเขมขน 97-99 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) (analytical grade, 

Merck) 
3) โพรพานอล 10 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) (analytical grade, BDH) 
4) เอทานอล 70 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) (analytical grade, BDH) 
5) กลูโคส (D-glucose) (Utopian, Thailand) 
6) โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 และ 1 นอรมอล (analytical grade, BDH) 
7) ไฮโดรคลอริก 1 นอรมอล (analytical grade, BDH) 
8) ฟอรมอลดีไฮด 39 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) (analytical grade, BDH) 
9) กลีเซอรอล (analytical grade, Sigma) 
10) MgSO4.7H2O (analytical grade, BDH)                 
11) KH2PO4 (analytical grade, BDH) 
12) CaCl2. 2H2O (analytical grade, BDH) 
13) (NH4)2SO4 (analytical grade, BDH) 
14) Sucrose (Mitrphol, Thailand) 

  
3.3.2 อุปกรณและเครื่องมือวิทยาศาสตร 

1) Hand refractometer (Atago, Japan) 
2) Heamacytometer (Bright-Line deep 1/10 mm., Baeco, Germany) 
3) Laminar air flow chamber (BH 143, Gelman Sciences, Australia) 
4) Spectrophotometer (UV-1601, Shimadzu Co., Japan) 
5) pH meter (pH / ATC electrode, Sartorius, Germany) 
6) Gas chromatography (GC 14B, Shimadzu Co., Japan) 
7) High performance liquid chromatography (HPLC-10 AD, Shimadzu Co., 

Japan) 
8) Autoclave (UM-65 L VA, United mechanical, Thailand) 
9) Microscope (Olympus Optical Co., Japan ) 
10) Incubator shaker (G 10 Gyrotory, New Brunswick Scientific Edison, USA) 
11) Incubator chamber (78532, WTB binder, Germany) 
12) Balance (BP 221S และ BP 3100S, Sartorius, Germany) 
13) Centrifuge (Super T 21, Sorvall) 
14) Vortex mixer (G 560E, Scientific Industry,  USA) 
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15) Magnetic stirrer (KMO 2 B, IKA-Werke, Germany) 
16) Micro centrifuge (Spectrafuge 16M, Labnet, Lio Lab, Thailand) 

 
3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 การวิเคราะหประกอบน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน ยีสตเอ็กซแทรคและกากเซลลยีสต 
 นําน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน yeast extract และกากเซลลยีสตมาวิเคราะหดังนี้ พีเอช 

โดยใช พีเอชมิเตอร ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดเปนองศาบริกซโดย Hand refractometer 
(ภาคผนวกท่ี 1) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด โดยวิธีฟนอลซัลฟูริก (ภาคผนวกท่ี 2) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ดวยวิธี 
DNS (ภาคผนวกท่ี 3) ปริมาณน้ําตาลฟรุกโตส กลูโคสและซูโครส โดย High performance liquid 
chromatography (ดัดแปลงจาก Sesta, 2006) ปริมาณแรธาตุหลักอ่ืนๆ วิเคราะหโดยบริษัท
หองปฏิบัติการกลาง (Central Laboratory (Thailand) Co., Ltd.) จังหวัดขอนแกน 
  

3.4.2 การผลิตเอทานอลแบบกะโดยใชอาหารสังเคราะหมาตรฐานสูตรผลิตเอทานอล 
3.4.2.1 เตรียมน้ําหมักโดยใชอาหารสังเคราะหสูตรผลิตเอทานอล (ดัดแปลงจาก 

Melzoch, 1994) ซ่ึงมีองคประกอบดังนี้  
 

ตารางท่ี 3.1 องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตรผลิตเอทานอล 
องคประกอบ กรัมตอลิตร 
Yeast extract 9 
MgSO4.7H2O              0.025 
KH2PO4  0.5 
CaCl2. 2H2O  1.0 
(NH4)2SO4  1.0 
Sucrose    280.0   

 น้ําหมักปริมาตร 400 มิลลิลิตร ถายลงในฟลาสกท่ีปองกันอากาศเขา หรือฟลาสกแอร
ล็อก (air-locked flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร (ดังรูปท่ี 3.1) และนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส 28 นาที 

3.4.2.2 เตรียมกลาเชื้อ S. cerevisiae NP 01 (ขอ 3.2.2) จากนั้นนําเซลลยีสตท่ีไดถาย
ลงในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานท่ีปลอดเชื้อในขอ 3.4.2.1 โดยใหมีปริมาณเชื้อเริ่มตน 5×107 เซลลตอ
มิลลิลิตร (ทําการทดลอง 2 ซํ้า) 

3.4.2.3 นําฟลาสกในขอ 3.4.2.2 ไปบมโดยมีอัตราการกวน 100 รอบตอนาที ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตัวอยางท่ีเวลา 0, 6, 12, 24, 36 48, 56 และ 72 ชั่วโมง เพ่ือ
วิเคราะห พีเอช ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดโดย hand refractometer ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด 
โดยวิธีฟนอลซัลฟูริก ปริมาณเอทานอล โดย Gas Chromatography (ภาคผนวกท่ี 4) และปริมาณเซลล
ยีสต ท่ีรอดชีวิตในน้ําหมัก โดยยอมเซลลยีสตดวยเมทิลลีนบลู และนับจํานวนเซลลยีสตโดยใช 
Haemacytometer (ภาคผนวกท่ี 5) 

3.4.2.4 คํ านวณคว าม เ ข ม ข น เ อท านอล  ผล ได  (yield) และ อั ต ร าผลผลิ ต 

(productivity) เอทานอล โดย 
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       ผลได         =            ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได (กรัมตอลิตร) 
                  ปริมาณน้ําตาลท่ีใช (กรัมตอลิตร) 
 อัตราผลผลิต     =         ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได (กรัมตอลิตร) 
                   เวลาท่ีใชในการหมัก (ชั่วโมง) 
 

 

 
 

รูปท่ี 3.1 การผลิตเอทานอลแบบกะในฟลาสกแอรล็อกขนาด 500 มิลลิลิตร 
 

3.4.3 การผลิตเอทานอลแบบกะจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานโดยไมเติมสารอาหารเสริม 
3.4.3.1 เตรียมน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อดังขอ 3.1.2 ปริมาตร 400 มิลลิลิตร 

ในฟลาสกท่ีปองกันอากาศเขา หรือฟลาสกแอรล็อก (air-locked flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร (ดังรูปท่ี 3.1) 
3.4.3.2 เตรียมกลาเชื้อ S. cerevisiae NP 01 (ขอ 3.2.2) จากนั้นนําเซลลยีสตท่ีไดถาย

ลงในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานท่ีปลอดเชื้อในขอ 3.4.3.1 โดยใหมีปริมาณเชื้อเริ่มตน 5×107 เซลลตอ
มิลลิลิตร (ทําการทดลอง 2 ซํ้า) 

3.4.3.3 นําฟลาสกในขอ 3.4.3.2 ไปบมโดยมีอัตราการกวน 100 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตัวอยางท่ีเวลา 0, 6, 12, 24, 36 48, 60 และ 72 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห
เชนเดียวกับขอ 3.4.2.3 และคํานวนความเขมขนเอทานอล ผลได และอัตราผลผลิตเอทานอล เชนเดียวกัน
กับขอ 3.4.2.4     

 

3.4.4 การผลิตเอทานอลแบบกะจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานโดยการเติมสารอาหารเสริม 

3.4.4.1 เตรียมน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อดังขอ 3.1.2 ปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
ในฟลาสกแอรล็อคขนาด 500 มิลลิลิตร โดยเติมสารอาหารท่ีสภาวะตางๆ ดังตารางท่ี 3.2 น้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวานท่ีไมเติมสารอาหารใชเปนชุดควบคุม  
 

  

ชุดแอรล็อค ตูควบคุมอุณหภูมิ 

ฟลาสกหมักขนาด 500 
มิลลิลิตร 

ชุดควบคุมการกวน 
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ตารางท่ี 3.2 องคประกอบของสารอาหารเสริม 
 

สภาวะ องคประกอบ (กรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุม ไมเติมสารอาหาร 
DSY* กากเซลลยีสต 13.34 (มีไนโตรเจนเทากับยีสตเอ็กซแทรค 9 กรัมตอลิตร) 
YeMe** ยีสตเอ็กซแทรค 9, สังกะสี 0.01, แมกนีเซียม 0.05 และ แมงกานีส 0.04 
DSYMe*** กากเซลลยีสต 13.34, สังกะสี 0.01, แมกนีเซียม 0.05 และ แมงกานีส 0.04 
หมายเหตุ : * กากเซลลยีสต 
** ยีสตเอ็กซแทรครวมกับโลหะโดยความเขมขนท่ีใชเปนความเขมขนท่ีใหประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล
สูงสุด (Khongsay และคณะ, 2012 และ Nuanpeng และคณะ, 2011, Deesuth และคณะ, 2012) 
*** กากเซลลยีสตรวมกับโลหะ 
 

3.4.4.2 เตรียมกลาเชื้อ S. cerevisiae NP 01 (ขอ 3.2.2) จากนั้นนําเซลลยีสตท่ีไดถาย
ลงในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานท่ีปลอดเชื้อในขอ 3.4.4.1 โดยใหมีปริมาณเชื้อเริ่มตน 5×107 เซลลตอ
มิลลิลิตร (ทําการทดลอง 2 ซํ้า) 

3.4.4.3 นําฟลาสกในขอ 3.4.4.2 ไปบมโดยมีอัตราการกวน 100 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตัวอยางท่ีเวลา 0, 6, 12, 24, 36 48, 60 และ 72 ชั่วโมงเพ่ือวิเคราะหดังขอ 
3.4.2.3 และคํานวณความเขมขนเอทานอล ผลได และอัตราผลผลิตเอทานอล 
 
 

 
 


