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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 การศึกษาองคประกอบทางเคมีในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน 
 ขาวฟางหวานท่ีใชในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ คือขาวฟางหวานพันธุ มข.40 ซ่ึงไดรับความ
อนุเคราะหจากโครงการวิจัยของรองศาสตราจารยประสิทธิ์ ใจศิล ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากร
การเกษตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน หลังจากเก็บเก่ียวตนขาวฟางหวานท่ีมีอายุ
ประมาณ 120 วัน นําลําตนขาวฟางหวานไปหีบสกัดเอาเฉพาะสวนน้ําหวานในลําตนไปใชใน
การศึกษาวิจัย โดยนําไปวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมี อาทิเชน ความเปนกรด-ดาง ปริมาณ
ของแข็งท่ีละลายได ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด น้ําตาลซูโครส น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลฟรุกโตส รวมท้ังแร
ธาตุชนิดตางๆ ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4.1 จากขอมูลจะเห็นไดวาน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานมีน้ําตาลเปนองคประกอบในปริมาณท่ีสูง ในขณะเดียวกันยังมีแรธาตุตางๆ ท่ีมีความจําเปน
สําหรับการเจริญ และกิจกรรมการทํางานของเอนไซมตางๆ ของเซลลยีสต รวมท้ังคาความเปนกรด-
ดางยังอยูในชวงท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของยีสต นั่นคือมีคาอยูในชวง 3.8 – 5.5 (วราวุฒ ิ
ครูสง, 2529)  
 

หากจะเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีระหวางน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานและน้ําออย 
พบวาคาความเปนกรด-ดางของน้ําออยมีคาสูงกวาน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานเล็กนอย อยางไรก็ตาม
ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด และปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีพบในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานมีคา
อยูในชวงเดียวกับท่ีพบในน้ําออย จากขอมูลนี้แสดงใหเห็นวาน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานมีศักยภาพท่ี
สามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลเชนเดียวกับน้ําออย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

ตารางท่ี 4.1 แสดงองคประกอบทางเคมีในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานและน้ําออย 
 

องคประกอบทางเคมี ปริมาณ 
น้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน น้ําออย* 

คาความเปนกรด-ดาง 4.98 – 5.10 5.45 
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ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด  
(Total soluble solid) (องศาบริกซ) 

21.5 20 – 24  

ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด (กรัมตอลิตร) 194.04 180 – 240   
น้ําตาลซูโครส (กรัมตอลิตร) 175.97 ND 
น้ําตาลกลูโคส (กรัมตอลิตร) 12.32 ND 
น้ําตาลฟรุกโตส (กรัมตอลิตร) 5.75 ND 
ปริมาณของธาตุไนโตรเจน (N) (มิลลิกรัมตอลิตร) 30.82 ND 
ปริมาณของธาตุแมกนีเซียม (Mg) (มิลลิกรัมตอลิตร) 231.72 ND 
ปริมาณของธาตุเหล็ก (Fe) (มิลลิกรัมตอลิตร) 2.39 4.2 – 7.1  
ปริมาณของธาตุสังกะสี (Zn) (มิลลิกรัมตอลิตร) 1.67 ND 
ปริมาณของธาตุทองแดง (Cu) (มิลลิกรัมตอลิตร) 0.36 ND 
ปริมาณของธาตุแมงกานีส (Mn) (มิลลิกรัมตอลิตร) 3.58 ND 
หมายเหตุ ND หมายถึงไมไดวิเคราะหขอมูล 

ท่ีมา: Chauhan et al. (2002) 
 

4.2 การศึกษารูปแบบการเจริญและอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดของ S. cerevisiae DBKKU-53 
ในอาหารสูตรสมบูรณ (YM medium) และอาหารสูตรผลิตเอทานอล (EP medium) 

จากการเพาะเลี้ยงยีสตทนรอน S. carevisiae DBKKU-53 ในอาหารสูตร YM และในสูตร
อาหารผลิตเอทานอล (EP) ท่ีใชน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานเปนแหลงคารบอน (ความหวานเริ่มตน 23 
องศาบริกซ) ท่ีสภาวะอุณหภูมิตางๆ กัน และติดตามการเจริญโดยการนับจํานวนเซลลยีสตท่ี
ระยะเวลาตางๆ ในการเพาะเลี้ยง และนําขอมูลท่ีไดไปวิเคราะหหาอัตราการเจริญจําเพาะ พบวา
อัตราการเจริญจําเพาะของยีสตทนรอน S. cerevisiae ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร YM ท่ีอุณหภูมิ 30, 
37 และ 40 องศาเซลเซียส มีคาสูงกวาอัตราการเจริญจําเพาะของยีสตท่ีเพาะเลี้ยงในน้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวาน อยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงยีสตในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
มีอัตราการเจริญจําเพาะสูงกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร YM (ตารางท่ี 4.2) 
 
 
 
ตารางท่ี 4.2 อัตราการเจริญจําเพาะของยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 เม่ือเพาะเลี้ยงใน

อาหารสูตร YM และในอาหารสูตรผลิตเอทานอล (EP medium) ท่ีมีน้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวานเปนแหลงคารบอน 

Temperature (oC) Specific growth rate (h-1) 
YM EP 

30 0.409 0.330 
37 0.408 0.320 
40 0.401 0.320 
45 0.072 0.102 
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 การท่ียีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 สามารถเจริญและมีอัตราการเจริญจําเพาะ
ในอาหารเหลวสูตร YM สูงกวาในอาหารสูตรผลิตเอทานอล อาจเปนเพราะในอาหารเหลวสูตร YM มี
องคประกอบและปริมาณของสารอาหารท่ีเปนแหลงคารบอน ไนโตรเจน รวมท้ังแรธาตุและสารเสริม
การเจริญของยีสต เชน วิตามิน ท่ีสมบูรณกวาในอาหารสูตรผลิตเอทานอล ท้ังนี้มีรายงานวายีสตสกัด 
นอกเหนือจากเปนแหลงไนโตรเจนแลว ยังมีวิตามิน เชน ไทอะมีน ในปริมาณสูงเชนกัน 
 
4.3 การศึกษาปจจัยบางประการท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานโดยใช

ยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 
4.3.1 การคัดเลือกปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอลโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-

53 
จากการคัดเลือกปจจัยท่ีคาดวานาจะมีผลตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง

หวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 โดยใชแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman 
design โดยทําการทดลองท้ังสิ้น 12 runs (ตารางท่ี 4.3) และวิเคราะหหาคาความแปรปรวนดวย
โปรแกรมทางสถิติ (ANOVA) โดยใชคาความเขมขนของเอทานอล และอัตราการผลิตเอทานอลเปน
เกณฑในการพิจารณา พบวาคาความเขมขนของเอทานอลท่ีผลิตไดและคาอัตราการผลิตเอทานอลท่ี
ไดจากการทดลอง มีคาใกลเคียงกับคาความเขมขนของเอทานอลและอัตราการผลิตเอทานอลท่ีไดจาก
การทํานายโดยใชโปรแกรมทางสถิติ (ตารางท่ี 4.4) แสดงใหเห็นวาแผนการทดลองแบบ Plackett-
Burman มีประสิทธิภาพท่ีสามารถใชเปนแนวทางในการคัดเลือกปจจัยท่ีมีผลตอการทดลองได 

 
 
 

 

ตารางท่ี 4.3 ปจจัยและระดับของแตละปจจัยท่ีใชในการคัดเลือกดวยแผนการทดลองแบบ Plackett-
Burman  

codes Factors units Low level (-1) High level (+1) 

A Sugar concentration g L-1 180 250 
B pH  4.5 5.5 
C Cell concentration Cells mL-1 1×106 1×108 
D NH4NO3 g L-1 0.00 1.5 
E urea g L-1 0.00 1.5 
F Yeast extract g L-1 0.00 9.0 
G DAP g L-1 0.00 1.5 
H MgSO4.7H2O g L-1 0.5 3.0 

 
ตารางท่ี 4.4 ชุดการทดลองเพ่ือทดสอบหาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอลโดยยีสตทนรอน S. 

cerevisiae DBKKUY-53 และคาตอบสนอง ภายหลังจากการออกแบบการทดลองดวย
แผนการทดลองแบบ Plackett-Burman 
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Runs 

Experiment values Ethanol (g/l) Productivity (g/l.h) 

A B C D E F G H Model Exp. Model Exp. 

1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 75.07 75.12±2.01 3.17 3.10±0.04 
2 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 64.41 65.54±1.68 1.26 1.35±0.02 
3 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 71.93 70.81±2.01 1.55 1.46±0.02 
4 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 85.37 87.64±0.62 2.44 2.43±0.01 
5 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 80.31 82.55±8.32 1.66 1.66±0.09 
6 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 84.83 82.57±0.42 1.70 1.72±0.00 
7 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 73.33 72.22±0.98 2.11 2.02±0.01 
8 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 80.03 79.98±1.48 3.23 3.31±0.03 
9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 60.75 59.56±3.21 1.04 1.22±0.03 
10 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 92.15 90.96±2.40 3.57 3.75±0.05 
11 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 85.81 85.88±0.33 2.46 2.38±0.00 
12 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 72.05 73.26±0.39 2.21 2.03±0.01 

Exp.: experimental value. 
Mod.: model-predicted value. 
 

เม่ือนําขอมูลผลการทดลองท่ีไดไปวิเคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติเพ่ือตรวจสอบวา
ปจจัยใดบางท่ีใหผลตอคาตอบสนองแตกตางกันทางสถิติโดยใชคาความเขมขนของเอทานอลและ
อัตราการผลิตเอทานอลเปนคาตอบสนอง ผลการศึกษาพบวาปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการผลิตเอทานอล
โดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 เม่ือใชคาความเขมขนของเอทานอลเปนคาตอบสนอง 
คือ คามเขมขนของเอทานอล ความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตน และยีสตสกัด สวนปจจัยท่ีมีอิทธิพล
ตอการผลิตเอทานอลเม่ือใชคาอัตราการผลิตเอทานอลเปนคาตอบสนอง คือ ความเขมขนของเซลล
เริ่มตน และยีสตสกัด (ตารางท่ี 4.5) ดังนั้นในข้ันตอนของการศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตเอทานอลโดยใชแผนการทดลองแบบ central composite design จะนําปจจัยท้ังสามปจจยั
ขางตนไปใชในการทดลอง  

 
ตารางท่ี 4.5 ผลการวิเคราะหคามแปรปรวนทางสถิติเพ่ือตรวจสอบปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอล

จากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน โดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53   
Factors Standardized 

effects (Exi) 
coefficients 
estimated 

Sum of 
square 

df Mean 
Square 

F value P value 
Prob> F  

For P         

A 12.46 6.23 465.39 1 465.39 59.78 0.0045 significant 
B 1.9 0.95 10.78 1 10.78 1.38 0.3241  
C 9.59 4.79 275.72 1 275.72 35.42 0.0095 significant 
D 3.05 1.52 27.88 1 27.88 3.58 0.1548  
E 0.46 -0.23 0.64 1 0.64 0.082 0.7935  
F 7.13 3.57 152.57 1 152.57 19.6 0.0214 significant 
G 1.13 0.56 3.82 1 3.82 0.49 0.5339  
H 1.95 -0.97 11.4 1 11.4 1.46 0.3129  

For Qp         

A 0.062 0.031 0.012 1 0.012 0.25 0.653  
B 0.26 -0.13 0.2 1 0.2 4.3 0.1298  
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C 1.26 0.63 4.76 1 4.76 101.44 0.0021 significant 
D 0.028 0.014 2.43E-03 1 2.43E-03 0.052 0.8347  
E 0.052 0.026 8.05E-03 1 8.05E-03 0.17 0.7065  
F 0.79 0.39 1.85 1 1.85 39.52 0.0081 significant 
G 0.36 0.18 0.39 1 0.39 8.25 0.0639  
H 0.043 0.021 5.46E-03 1 5.46E-03 0.12 0.7555  

P; ethanol concentration (gL-1) 
Qp; productivity (gL-1h-1) 

 
4.3.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae 

DBKKUY-53 
ในการศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมและอิทธิพลของปจจัยรวมตางๆ ในการผลิตเอทานอล

จากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 อาศัยแผนการทดลอง
แบบ central composite design โดยปจจัยท่ีนํามาทําการศึกษาประกอบดวยความเขมขนของ
น้ําตาลเริ่มตน ความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตน และยีสตสกัด โดยระดับของแตละปจจัยท่ี
ทําการศึกษาแสดงในตารางท่ี 4.6  
 
ตารางท่ี 4.6 ระดับและรหัสของแตละปจจัยท่ีทําการศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชแผนการ

ทดลองแบบ central composite design 
codes Factors units Levels 

-1.68 -1 0 +1 +1.68 

A Cell concentration cells mL-1 5.00×106 2.43×107 5.25×107 8.07×107 1.00×108 
B Sugar concentration g L-1 180 204 240 276 300 
C Yeast extract g L-1 3 4.8 7.5 10.2 12 

 

จากการออกแบบดวยแผนการทดลองแบบ CCD สามารถกําหนดจํานวนชุดการทดลองได
ท้ังสิ้น 19 ชุดการทดลอง (run) ซ่ึงสภาวะการทดลองในแตละชุด รวมท้ังคาตอบสนองคือคาความ
เขมขนของเอทานอลและอัตราการผลิตเอทานอลท่ีคาดคะเนไดจากโมเดล สามารถสรุปไดดังตารางท่ี 
4.7  

เม่ือนําสภาวะดังกลาวไปทดสอบการหมักเพ่ือผลิตเอทานอลในระดับฟลาสกขนาด 500 
มิลลิลิตร ภายใตสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวาคาความเขมขนของเอทานอลและ
อัตราการผลิตเอทานอลท่ีไดจากการทดลองมีคาใกลเคียงกับคาท่ีคาดคะเนไดจากโมเดลทาง
คณิตศาสตร ท้ังนี้พบวาชุดการทดลองท่ี 17 ใหคาความเขมขนของเอทานอล และอัตราการผลิตเอทา
นอลสูงสุด นั่นคือ 102.14 กรัมตอลิตร และ 2.84 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ เม่ือนําคาผลการ
ทดลองท่ีไดคือคาความเขมขนของเอทานอลไปคํานวณหาสมการแบบ three-factor quadratic 
polynomial เพ่ือใชในการทํานายผลการทดลอง สมการท่ีไดเปนดังนี้ 

 
Y (g L-1) =94.69 + 3.6A + 2.54C-4.53B2       
 
ในท่ีนี้ A, B และ C คือความเขมขยของเซลลเริ่มตน ความเขมขนของน้ําตาล และยีสตสกัด 

ตามลําดับ 
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เม่ือนําขอมูลผลการทดลองท่ีไดไปวิเคราะหความแปรปรวนของการทดลองโดยใช Fisher’s 
F-test ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติสามารถสรุปไดดังตารางท่ี 4.8 จากขอมูลในตารางจะ
เห็นวาคาความนาจะเปนของโมเดล (propability) มีคา 0.0044 ซ่ึงมีคานอยกวาคาความนาจะเปนท่ี
กําหนดคือ 0.05 นั่นคือโมเดลท่ีใชใหผลท่ีแตกตางทางสถิติ ในขณะเดียวกันก็พบวาคาความนาจะเปน
ของ lack of fit มีคามากกวาคาความนาจะเปนท่ีกําหนดคือ 0.05 แสดงใหเห็นวาคา lack of fit ไม
แตกตางทางสถิติ จากขอมูลนี้พอท่ีจะสรุปผลไดวาโมเดลท่ีใชมีความเหมาะสมสําหรับใชในการทํานาย
ผลการทดลองหมักเอทานอลโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 สําหรับ coefficient ของ
โมเดล (R2) ท่ีไดจากการทดลองครั้งนี้มีคาเทากับ 0.85 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาโมเดลท่ีใชมีความเหมาะสม 
(Niladeyi et al., 2009) คา R2 0.85 หมายความวา 85 เปอรเซ็นต ของความเขมขนของเอทานอลท่ี
ไดจากการทดลองสามารถอธิบายไดดวยโมเดลนี้ หากพิจารณาถึงปจจัยท่ีทําการทดสอบ พบวาคา
ความเขมขนของเซลลยีสต และยีสตสกัด ใหผลแตกตางทางสถิติท่ีระดับความนาจะเปน 0.5 
(p<0.05) ในขณะเดียวกันคา quadratic term ของปจจัย B2 หรือความเขมขนของน้ําตาลก็ใหผล
แตกตางทางสถิติเชนกัน  

 
ตารางท่ี 4.7 ชุดการทดลองการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยยีสตทนรอน S. 

cerevisiae DBKKUY-53 ภายใตแผนการทดลองแบบ Central Composite Design 
(CCD) 

Run A B C Ethanol concentration productivity 

Exp. Model Exp. Model 
1 8.07E+07 204 4.8 84.12 85.84 2.34 2.38 
2 5.25E+07 240 7.5 92.33 94.07 2.56 2.61 
3 8.07E+07 276 10.2 94.53 98.09 2.63 2.72 
4 5.25E+07 240 7.5 90.47 94.07 2.51 2.61 
5 8.07E+07 204 10.2 90.80 92.93 2.52 2.58 
6 5.25E+07 240 7.5 97.75 94.07 2.72 2.61 
7 2.43E+07 276 10.2 85.61 85.35 2.38 2.37 
8 2.43E+07 204 10.2 88.69 89.35 2.46 2.48 
9 8.07E+07 276 4.8 92.42 93.26 2.57 2.59 
10 5.00E+06 240 7.5 82.40 84.47 2.29 2.35 
11 5.25E+07 180 7.5 81.42 80.60 2.26 2.24 
12 5.25E+07 240 7.5 97.41 94.07 2.71 2.61 
13 2.43E+07 276 4.8 82.99 82.29 2.31 2.28 
14 5.25E+07 240 3.0 89.91 90.72 2.50 2.52 
15 1.00E+08 240 7.5 101.03 96.82 2.81 2.68 
16 5.25E+07 240 7.5 92.08 94.07 2.56 2.61 
17 5.25E+07 240 12.0 102.14 99.23 2.84 2.75 
18 5.25E+07 300 7.5 84.39 83.09 2.34 2.30 
19 2.43E+07 204 4.8 86.01 84.02 2.39 2.33 

Exp.: experimental value. 
Mod.: model-predicted value. 
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ตารางท่ี 4.8 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนของการทดลองผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 ภายใตแผนการทดลองแบบ 
central composite design 

Sources Sum of 
Square 

df Mean 
Square 

F value P value 
Prob>F 

  

Model 638.91 9 70.99 6.16 0.0044 significant 

A 182.28 1 182.28 15.82 0.0026  

B 8.73 1 8.73 0.76 0.4046  

C 87.85 1 87.85 7.62 0.0201  
AB 41.10 1 41.10 3.57 0.0883  

AC 1.52 1 1.52 0.13 0.7243  

BC 2.69 1 2.69 0.23 0.6391  

A2 28.69 1 28.69 2.49 0.1456  

B2 295.11 1 295.11 25.61 0.0005  

C2 0.18 1 0.18 0.016 0.9022  

Residual 115.22 10 11.52 
  

 

Lack of Fit 58.88 5 11.78 1.05 0.4813 not significant 

Pure Error 56.34 5 11.27 
  

 
Cor Total 754.13 19 

   
 

R2 0.85      
 
 

 รูปท่ี 4.1 แสดงภาพสามมิติและพ้ืนผิวตอบสนอง (contour plot) ของอิทธิพลของความ
เขมขนของเซลลยีสต ความเขมขนของน้ําตาล และยีสตสกัดตอคาความเขมขนของเอทานอล โดยท่ี
รูปท่ี 4.1a แสดงอิทธิพลของความเขมขนของน้ําตาลและความเขมขนของเซลลยีสตตอความเขมขน
ของเอทานอลเม่ือกําหนดใหยีสตสกัดเปนปจจัยคงท่ี จากผลการทดลองพบวาความเขมขนของเอทา
นอลมีคาสูงสุดท่ีระดับความเขมขนของน้ําตาลเทากับ 240 กรัมตอลิตร อยางไรก็ตามพบวาความ
เขมขนของเอทานอลมีแนวโนมลดลงเม่ือเพ่ิมความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตน รูปท่ี 4.1b แสดงผล
ของอิทธิพลของยีสตสกัดและความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตนตอการผลิตเอทานอล โดยกําหนดให
ปจจัยความเขมขนของน้ําตาลคงท่ีท่ีระดับความเขมขน 240 กรัมตอลิตร จากผลการทดลองพบวา
ความเขมขนของเอทานอลมีคาเพ่ิมข้ึนเม่ือเพ่ิมความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตนและยีสตสกัด รูปท่ี 
4.1c แสดงอิทธิพลของความเขมขนของยีสตสกัดและความเขมขนของน้ําตาลตอการผลิตเอทานอล 
โดยกําหนดใหความเขมขนของเซลลยีสตคงท่ีท่ีระดับความเขมขน 5.25×107 เซลลตอมิลลิลิตร จาก
ผลการทดลองพบวาความเขมขนของเอทานอลมีคาสูงสุดท่ีระดับความเขมขนของน้ําตาลเทากับ 240 
กรัมตอลิตร อยางไรก็ตามพบวาความเขมขนของเอทานอลมีคาแนวโนมลดลงเม่ือความเขมขนของ
ยีสตสกัดเพ่ิมข้ึน จากผลการสรางกราฟพ้ืนผิวตอบสนองแบบสามมิติ สามารถท่ีจะสรุปไดวาความ
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เขมขนของน้ําตาลเปนปจจัยหลักท่ีมีอิทธิพลสําคัญตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 การเพ่ิมความเขมขนของน้ําตาลท่ีระดับสูงกวา 
240 กรัมตอลิตร มีผลทําใหความเขมขนของเอทานอลมีแนวโนมลดลง ผลการทดลองท่ีไดใน
การศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับรายงานการวิจัยของ Limtong et al. (2007) ซ่ึงรายงานวาความเขมขน
ของเอทานอลจะลดลงหากความเขมขนของน้ําตาลเพ่ิมข้ึน ท้ังนี้เพราะวาท่ีความเขมขนของน้ําตาล
สูงๆ มีผลทําใหเกิด osmotic stress ทําใหยีสตชะงักการเจริญเติบโต และอาจตายได นอกจาก 
osmotic stress และการเพ่ิมข้ึนของอุณหภูมิในระหวางการหมักก็มีผลทําใหการผลิตเอทานอลมี
แนวโนมลดลงดวยเชนกัน (Grubb and Mawson, 1993).  

 
  a) 

 
 

  b) 

 
 
 
 
 
 

  c) 
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รูปท่ี 4.1  แผนภาพพ้ืนผิวตอบสนองแบบสามมิติแสดงอิทธิพลของความเขมขนของเซลลยีสต ความ
เขมขนของน้ําตาล และยีสตสกัดตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดย
ยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 

 
 หากพิจารณาอิทธิพลของปจจัยตางๆ คือความเขมขนของเซลลยีสต ความเขมขนของน้ําตาล 
และยีสตสกัดตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae 
DBKKUY-53 โดยใชคาอัตราการผลิตเอทานอลเปนคาตอบสนอง พบวาอัตราการผลิตเอทานอลท่ีได
จากการทดลองมีคาอยูในชวง 2.26 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ถึง 2.84 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (ตารางท่ี 
4.7) จากขอมูลผลการทดลองท่ีไดเม่ือนําไปคํานวณหาสมการเพ่ือใชในการทํานายอิทธิพลของปจจัย
ตางๆ ตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-
53 ไดสมการ three-factor quadratic polynomial ดังนี้ 
 

Y (g L-1h-1) = 2.63 + 0.10A + 0.07C – 0.13B2     (7) 

ในท่ีนี้ A, B และ C แทนความเขมขนของเซลลยีสต ความเขมขนของน้ําตาล และความ
เขมขนของยีสตสกัด ตามลําดับ 
  

เม่ือนําผลการทดลองไปวิเคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติ ผลการศึกษาพบวาโมเดลท่ีใช
ในการทดลองใหแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีคา lack of fit ของ
โมเดลไมแสดงผลท่ีแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต สวนคา coefficient ของ
โมเดลมีคาเทากับ 0.85 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาคาตอบสนองท่ีไดจากการทดลองมีความนาเชื่อถือและมีคา
ใกลเคียงกับคาท่ีทํานายไดจาก  

เม่ือพิจารณาถึงอิทธิพลของแตละปจจัยตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน
โดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 พบวาความเขมขนของเซลลยีสต ความเขมขนของยีสต
สกัด และคาอิทธิพลของความเขมขนของน้ําตาลในเทอมของ quadratic (B2) ใหผลแตกตางทางสถิติ
ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 4.9) แสดงใหเห็นวาปจจัยเหลานี้มีอิทธิพลตอคาอัตรา
การผลิตเอทานอล 
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ตารางท่ี 4.9  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนท่ีเกิดจากอิทธิพลของความเขมขนของเซลลยีสต 

ความเขมขนของน้ําตาล และความเขมขนของยีสตสกัดตอคาอัตราการผลิตเอทานอล
ภายใตแผนการทดลองแบบ central composite design  

Sources Sum of 
Square 

df Mean 
Square 

F value P value 
Prob>F 

  

Model 0.49 9 0.055 6.16 0.0044 significant 
A 0.140 1 0.14 15.81 0.0026  
B 6.773e-3 1 6.733e-3 0.76 0.4046  

C 0.068 1 0.068 7.62 0.0201  
AB 0.032 1 0.032 3.57 0.0882  

AC 1.175E-003 1 1.175E-003 0.13 0.7238  

BC 2.079E-003 1 2.079E-003 0.23 0.6391  

A2 0.022 1 0.022 2.49 0.1457  

B2 0.23 1 0.23 25.61 0.0005  

C2 1.411E-004 1 1.411E-004 0.016 0.9023  

Residual 0.089 10 8.892E-003    

Lack of Fit 0.045 5 9.090E-003 1.05 0.4811 not significant 

Pure Error 0.043 5 8.695E-003    
Cor Total 0.58 19     
R2 0.85      

 

รูปท่ี 4.2 แสดงแผนภาพพ้ืนผิวตอบสนองสามมิติและ contour plots เพ่ือแสดงอิทธิพลของ
ความเขมขนของเซลลยีสต ความเขมขนของน้ําตาล และความเขมขนของยีสตสกัด ตออัตราการผลิต
เอทานอล รูปท่ี 4.2a แสดงอิทธิพลของความเขมขนของน้ําตาล และเซลลยีสตตออัตราการผลิตเอทา
นอล โดยกําหนดใหระดับของปจจัยความเขมขนของยีสตสกัดคงท่ี ผลการศึกษาพบวาอัตราการผลิต
เอทานอลมีคาสูงสุดเม่ือระดับความเขมขนของเซลลยีสตและความเขมขนของน้ําตาลอยูท่ี 5.25×107 
เซลลตอมิลลิลิตร และ 240 กรัมตอลิตร เม่ือความเขมขนของน้ําตาลหรือความเขมขนของเซลลยีสต
เพ่ิมข้ึน อัตราการผลิตเอทานอลมีแนวโนมลดลง รูปท่ี 4.2b แสดงอิทธิพลของความเขมขนของยีสต
สกัดและความเขมขนของเซลลยีสตตออัตราการผลิตเอทานอล โดยกําหนดใหความเขมขนของน้ําตาล
คงท่ีท่ีระดับ 240 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวาอัตราการผลิตเอทานอลมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนเม่ือความ
เขมขนของเซลลยีสตเริ่มตนและยีสตสกัดเพ่ิมข้ึน รูปท่ี 4.2c แสดงอิทธิพลของความเขมขนของยีสต
สกัดและความเขมขนของน้ําตาลตออัตราการผลิตเอทานอล โดยกําหนดใหความเขมขนของเซลลยีสต
เริ่มตนคงท่ีท่ี 5.25×107 เซลลตอมิลลิลิตร ผลการทดลองพบวาอัตราการผลิตเอทานอลมีคาสูงสุดท่ี
ระดับความเขมขนของน้ําตาลเทากับ 240 กรัมตอลิตร นอกจากนี้ยังพบวาอัตราการผลิตเอทานอลมี
แนวโนมเพ่ิมข้ึนเม่ือเพ่ิมความเขมขนของยีสตสกัด  



 37 

เม่ือพิจารณาหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน
โดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 โดยใชสมการขางตน พบวาสภาวะดังกลาวคือ ความ
เขมขนของเซลลยีสตเริ่มตน 7.85×107 เซลลตอมิลลิลิตร ความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 247 กรัมตอ
ลิตร และความเขมขนของยีสตสกัด 9.99 กรัมตอลิตร โดยใหคาความเขมขนของเอทานอลและอัตรา
การผลิตเอทานอลสูงสุดเทากับ 97.12 กรัมตอลิตร และ 2.70 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ  
Nuanpeng et al. (2010) รายงานผลการศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน
ภายใตสภาวะ Very High Gravity (VHG) โดยพบวาการเติมยีสตสกัดท่ีความเขมขน 9 กรัมตอลิตร มี
ผลทําใหความเขมขนของเอทานอลมีคาสูงสุด  Laopaiboon et al. (2007) รายงานสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน โดยพบวาสภาวะดังกลาวคือ ความ
เขมขนของเซลลเริ่มตน และคาของแข็งท่ีละลายได 1×108 เซลลตอมิลลิลิตร และ 24 องศาบริกซ 
ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาเม่ือความเขมขนของน้ําตาลเพ่ิมข้ึนจาก 240 กรัมตอลิตร เปน 280 
กรัมตอลิตร ความเขมขนของเอทานอลท่ีผลิตไดมีคาไมแตกตางกันทางสถิติ (Laopaiboon et al., 
2008). 

 
 
 
 
 
 
 

 
  
 
 
 
  a) 

 
  b) 
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  c) 

 
 
รูปท่ี 4.2 แผนภาพพ้ืนผิวตอบสนองแบบสามมิติเพ่ือแสดงใหเห็นถึงอิทธิพลของความเขมขนของเซลล

ยีสตเริ่มตน ความเขมขนของน้ําตาล และความเขมขนของยีสตสกัดตอการผลิตเอทานอล
จากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน เม่ือใชแผนการทดลองแบบ CCD. 

4.3.3 การทวนสอบความแมนยําของโมเดล (Verification experiments) 
เพ่ือเปนการทวนสอบความแมนยําของโมเดลและสมการท่ีคํานวณไดจากผลการทดลองใน

ครั้ง จึงไดทําการทดลองหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยใชสภาวะท่ีเหมาะสมดัง
แสดงในตารางท่ี 4.10 โดยนอกเหนือจากการทดสอบโดยใชสภาวะท่ีเหมาะสมแลว ยังไดนําสภาวะท่ี
แตละปจจัยอยูในระดับต่ํามาทําการทดสอบดวย ผลการทดลองพบวาภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตเอทานอล ยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 สามารถผลิตเอทานอลใหคาความเขมขน
สูงสุดและคาอัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 99.75±3.93 กรัมตอลิตร และ 2.77±0.11 กรัมตอลิตร
ตอชั่วโมง ตามลําดับ ซ่ึงคาท่ีไดนี้ใกลเคียงกับคาท่ีทํานายไดจากสมการ นั่นคือ 97.12 กรัมตอลิตร 
และ 2.70 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ สําหรับความเขมขนของเอทานอลและอัตราการผลิตเอ
ทานอลท่ีผลิตไดภายใตสภาวะต่ํา พบวามีคาเทากับ 86.75±4.72 กรัมตอลิตร และ 2.50±0.13  กรัม
ตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ   
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ตารางท่ี 4.10  ความเขมขนและอัตราการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยยีสตทน
รอน S. cerevisiae DBKKUY-53 ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม  

 
Conditions Cell 

concentration 
Sugar 

concentration 
Yeast 

extract 
experiment model 

P Qp P Qp 

Optimum  7.85×107 247 9.99 99.75±3.93 2.77±0.11 97.12 2.70 
Minimum  2.42×107 275 4.82 86.75±4.72 2.50±0.13 87.33 2.42 
Fermenter  7.85×107 247 9.99 101.81±2.72 2.83±0.08 97.12 2.70 

P; ethanol concentration (gL-1) 
Qp; productivity (gL-1h-1) 

 
4.3.4 การทดสอบผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae 

DBKKUY-53 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
นอกเหนือจากการทดสอบผลิตเอทานอลภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมในระดับฟลาสกหมักแลว 

ยังไดทําการทดลองผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานในถังหมักขนาด 2 ลิตร ดวยโดยใช
ปริมาตรในการหมัก 1.5 ลิตร ผลการทดลองพบวาความเขมขนของเอทานอลสูงสุดและอัตราการผลิต
เอทานอลท่ีไดมีคาเทากับ 101.81±2.72 กรัมตอลิตร และ 2.83±0.08 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
ตามลําดับ รูปท่ี 4.3 แสดงการเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักเอทานอลในถังหมักขนาด 2 ลิตร จาก
ขอมูลจะเห็นวาความเขมขนของเซลล (เซลลท่ีมีชีวิต) มีคาเพ่ิมข้ึนในชวง 12 ชั่วโมงแรกของการหมัก 
จากนั้นจะมีแนวโนมลดลงเม่ือระยะเวลาในการหมักเพ่ิมข้ึน ความเขมขนของเอทานอลมีแนวโนม
เพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วในชวง 24 ชั่วโมงแรกของการหมัก และมีคาสูงสุดท่ีระยะเวลาในการหมัก 36 
ชั่วโมง ในทํานองเดียวกันพบวาความเขมขนของน้ําตาลมีแนวโนมลดลงซ่ึงสัมพันธกับความเขมขนของ
เอทานอลท่ีเพ่ิมสูงข้ึน ความเขมขนของน้ําตาลท่ีเหลือในน้ําหมักมีคาเทากับ 22.96±2.96 กรัมตอลิตร 
สําหรับคาผลไดของเอทานอลมีคาเทากับ 0.45±0.01 กรัมตอกรัมน้ําตาลท่ีถูกใช หรือคิดเปนรอยละ 
88.24 ของคาในทางทฤษฎี  
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รูปท่ี 4.3 การเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยยีสตทน

รอน S. cerevisiae DBKKUY-53 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม ■; 
log viable cell, ●; ethanol, ▲; total soluble solids, ▼; total residual sugar.  

 


