
บทสรุปสําหรับผูบริหาร 

ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอลจากขาวฟางหวานโดยใชยีสตทนรอน  
Saccharomyces cerevisiae DBKKU-53 

 
การขยายตัวของภาคเศรษฐกิจและอุตสาหกรรมของประเทศ มีผลทําใหความตองการใชพลังงาน

โดยเฉพาะน้ํามันเชื้อเพลิงซ่ึงถือเปนแหลงพลังงานหลักคิดเปน 80% ของพลังงานท่ีใชในปจจุบัน เพ่ิมสูงข้ึน
ตามไปดวย และเนื่องจากประเทศไทยยังตองพ่ึงพาการนําเขาน้ํามันดิบจากตางประเทศเปนหลัก เม่ือปริมาณ
การใชน้ํามันภายในประเทศเพ่ิมสูงข้ึน และความไมแนนอนของราคาน้ํามันดิบในตลาดโลก ดังนั้นวิกฤตการณ
ดานราคาน้ํามันจึงสงผลกระทบอยางรุนแรงกับระบบเศรษฐกิจและความม่ันคงของประเทศ ดวยเหตุนี้รัฐบาล
จึงตองผลักดัน สงเสริมและสนับสนุนใหมีการอนุรักษและใชพลังงานอยางมีประสิทธิภาพ ในขณะเดียวกันก็
ผลักดันใหมีการพัฒนาพลังงานชีวภาพและพลังงานทางเลือกชนิดตางๆ ข้ึนใชภายในประเทศ เอทานอลเปน
หนึ่งในพลังงานชีวภาพท่ีรัฐบาลใหความเห็นชอบ และไดเสนอไวเปนวาระแหงชาติในเรื่องพลังงานทดแทน 
โดยวัตถุดิบหลักท่ีสําคัญในการผลิตเอทานอลภายในประเทศคือ กากน้ําตาล มันสําปะหลัง (ในรูปมันสด และ
มันเสน) และออย แตเนื่องจากวัตถุดิบเหลานี้ไมเพียงแตใชในอุตสาหกรรมผลิตเอทานอลเทานั้น ยังมีการใชใน
อุตสาหกรรมอ่ืนๆ อีกมากมาย อาทิเชน มันสําปะหลังใชในอุตสาหกรรมผลิตแปง ผลิตสารปรุงแตงรสอาหาร 
ผลิตกรดอินทรีย เชน กรดซิตริก เปนตน หรือผลิตอาหารสัตว สวนออยมีการนําไปใชเปนวัตถุดิบใน
อุตสาหกรรมผลิตน้ําตาลทราย และผลพลอยได  (by product) จากกระบวนการผลิต คือ กากน้ําตาล ก็มีการ
นําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตสุรา ผงชูรส เปนตน เพ่ือหลีกเลี่ยงและลดปญหาการแกงแยงวัตถุดิบซ่ึงสวน
ใหญเปนพืชอาหาร การใชพืชพลังงานทางเลือกท่ีมีคุณภาพเทียบเทาวัตถุดิบขางตน จึงเปนแนวทางหนึ่งท่ีไดรับ
ความสนใจและมีการศึกษาวิจัยกันมากในปจจุบัน 

ขาวฟางหวาน (sweet sorghum) มีชื่อวิทยาศาสตรวา Sorghum bicolor L. Moench เปนพืช
พลังงานทางเลือกอีกชนิดหนึ่งท่ีมีคุณสมบัติเหมาะสมสําหรับใชในการผลิตเอทานอล เนื่องจากเปนพืชท่ี
เจริญเติบโตเร็ว มีอายุเก็บเก่ียวสั้นประมาณ 120-140 วันหลังปลูก เม่ือเทียบกับออยหรือมันสําปะหลัง 
(ประมาณ 12-18 เดือน) ทําใหสามารถปลูกไดปละ 2-3 ครั้ง ใหผลผลิตตอพ้ืนท่ีสูง (ประมาณ 5 ตันตอไร) 
สามารถปลูกในเขตรอนและรอนชื้นไดดี ทนทานตอความแหงแลงได นอกจากนี้ยังมีสารประกอบ
คารโบไฮเดรตท้ังท่ีละลายน้ําได เชน น้ําตาล และท่ีละลายน้ําไมได เชน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ในปริมาณสูง 
ท่ีผานมามีการศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานและพบวาสามารถผลิตเอทานอลไดสูงถึง 
70 ลิตรตอตันวัตถุดิบ ซ่ึงใหผลผลิตเทียบเทาผลผลิตเอทานอลจากออย  

ประมาณรอยละ 95 ของเอทานอลท่ีใชในปจจุบันไดมาจากกระบวนการผลิตทางชีวภาพ โดยจุลินทรีย
ท่ีนิยมใชกันมากคือ Saccharomyces cerevisiae ท้ังนี้เพราะสามารถผลิตเอทานอลไดในระดับสูง และเปนท่ี
ยอมรับในเรื่องความปลอดภัย อยางไรก็ตาม S. cerevisiae สายพันธุท่ีใชกันในปจจุบันไมสามารถเจริญและ
ผลิตเอทานอลไดดีเม่ือสภาวะอุณหภูมิในถังหมักสูงกวา 35 องศาเซลเซียส ดวยเหตุนี้เม่ือระดับอุณหภูมิในถัง
หมักเพ่ิมข้ึน อาจเพ่ิมสูงถึง 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนระดับท่ีทําใหการเจริญและการผลิตเอทานอลโดยยีสต S. 
cerevisiae หยุดชะงักได โรงงานอุตสาหกรรมสวนใหญจึงตองใชระบบหลอเย็นเพ่ือชวยควบคุมอุณหภูมิ สงผล
ทําใหเกิดการสิ้นเปลืองพลังงาน และทําใหตนทุนการผลิตเพ่ิมสูงข้ึน ดังนั้นหากสามารถหาจุลินทรียท่ีสามารถ
เจริญและผลิตเอทานอลไดดีในสภาวะอุณหภูมิสูง ปญหาการใชพลังงานในระบบหลอเย็นนาจะลดลง ใน
ขณะเดียวกันตนทุนการผลิตก็จะลดลงตามไปดวย 



งานวิจัยนี้สนใจท่ีจะทดสอบการผลิตเอทานอลในสภาวะอุณหภูมิสูงโดยใชยีสตทนรอน S. cerevisiae 
DBKKU-53 ซ่ึงคัดแยกไดจากธรรมชาติ โดยมีคุณสมบัติเดนคือสามารถเจริญไดท่ีระดับอุณหภูมิสูงถึง 45 องศา
เซลเซียส เม่ือทดสอบการผลิตเอทานอลจากขาวฟางหวานท่ีระดับอุณหภูมิตางๆ กันพบวายีสตทนรอนสาย
พันธุนี้สามารถผลิตเอทานอลไดสูงท่ีสุด 8.06% โดยปริมาตร เม่ือเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ก็สามารถผลิตเอทานอลไดสูงถึง 7.37% โดยปริมาตร (Nuanpeng et al., 
2010) จะเห็นไดวายีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 ท่ีคัดแยกไดนี้มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลไดดี
ท่ีสภาวะอุณหภูมิสูง เนื่องจากงานวิจัยท่ีผานมายังไมไดมีการศึกษาถึงปจจัยท่ีอาจมีผลตอการผลิตเอทานอล
จากขาวฟางหวานโดยยีสตทนรอนท่ีคัดแยกได ดังนั้นจุดมุงหมายหลักของงานวิจัยในครั้งนี้คือ การศึกษาเพ่ือ
หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากขาวฟางหวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53  
โดยคาดหวังวาขอมูลท่ีไดจากงานวิจัยนี้จะเปนประโยชนตอการนํายีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 ไป
ประยุกตใชเพ่ือการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 เพ่ือศึกษาถึงประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยใชยีสตทนรอน S. 
cerevisiae DBKKU-53 และเพ่ือศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานโดยใชยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
1. การเตรียมวัตถุดิบ (น้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน) 

นําตนขาวฟางหวานท่ีมีอายุประมาณ 100-140 วันหลังปลูก มาบีบสกัดน้ําหวานโดยใชเครื่องหีบ 
จากนั้นแบงน้ําหวานสวนหนึ่งไปวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมี และสวนท่ีเหลือนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ –20 
องศาเซลเซียส เพ่ือไวใชในการทดลองตอไป โดยการวิเคราะหทางเคมีประกอบดวย pH (โดยใช pH meter) 
ความหวาน (โดยใช hand refractometer) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด (โดยใชวิธี phenol-sulfuric) ปริมาณแร
ธาตุบางชนิด (โดยใชเครื่อง atomic absorption) 
2. การเตรียมกลาเช้ือยีสตเพ่ือใชในการศึกษาการเจริญและผลิตเอทานอล 
 เข่ียเชื้อยีสต S. cerevisiae BDKKUY-53 เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร YM จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ท่ีอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อลงสูอาหารใหม 
โดยใชกลาเชื้อเริ่มตน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และนําไปบมท่ีสภาวะเชนเดิม จนกระท่ังเซลลยีสตมีจํานวน
เริ่มตนประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร เม่ือตรวจนับดวย haemacytometer นําเซลลท่ีไดไปใชเปนกลาเชื้อ
เริ่มตนสําหรับการทดลองตอไป 
3. การศึกษารูปแบบการเจริญและอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดของ S. cerevisiae DBKKU-53  

ถายเชื้อ S. cerevisiae DBKKU-53 ลงในอาหารสูตร YM จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องบมเขยา 
(incubator shaker) ท่ีความเร็ว 100 รอบตอนาที ภายใตสภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง และถายเชื้อลงสูอาหารใหมโดยใหมีเซลลเริ่มตน 106 เซลลตอมิลลิลิตร เลี้ยงจนกระท่ังเชื้อมีการเจริญ
เขาสูระยะการเจริญสูงสุด (log phase) จึงถายเชื้อลงสูอาหารเหลวสูตร YM และอาหารสูตรผลิตเอทานอล 
(EP medium) ซ่ึงมีน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานเปนแหลงคารบอน โดยใหมีจํานวนเซลลเริ่มตน 106 เซลลตอ
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะนิ่ง (static culture) โดยแปรผันอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง
ในชวง 30-40 องศาเซลเซียส และติดตามการเจริญโดยการนับจํานวนเซลลดวย haemacytometer และวัด



ปริมาณการเปลี่ยนแปลงของน้ําตาลท้ังหมด โดยใชวิธี phenol-sulfuric นําขอมูลท่ีไดไปวิเคราะหหาคาอัตรา
การเจริญสูงสุด เพ่ือใชเปนแนวทางในการวางแผนการทดลองตอไป 
4. การศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
4.1 การคัดเลือกปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอลโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 

คัดเลือกปจจัยท่ีคาดวาจะมีผลตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานโดยยีสตทนรอน S. 
cerevisiae DBKKU-53 โดยใชแผนการทดลอง Plackett-Burman design ซ่ึงปจจัยท่ีทําการคัดเลือก และ
ระดับของปจจัยแตละปจจัยสามารถสรุปไดดังตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1 การคัดเลือกปจจัยท่ีคาดวาจะมีผลตอการผลิตเอทานอลดวยแผนการทดลอง Plackette-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 

 
4.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 

หลังจากทราบปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอลดวยแผนการทดลอง Plackette-Burman แลว นํา
ปจจัยเหลานั้นมาศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชแผนการทดลองท่ีเรียกวา central composite 
design (CCD) ดวยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง response surface methodology (RSM) ซ่ึงปจจัยท่ีนํามา
ศึกษา รวมท้ังระดับของแตละปจจัยภายหลังจากการวิเคราะหทางสถิติ สามารถสรุปไดดังตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2 ปจจัย และระดับของแตละปจจัยสําหรับใชในการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมดวยแผนการทดลอง
แบบ central composite design 
code 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 

 
ในการทดสอบการหมักเอทานอลภายใตสภาวะตางๆ ทําการหมักในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร และ

ในระหวางการหมักจะสุมเก็บตัวอยางน้ําหมักทุกๆ 3 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง นําตัวอยางท่ีไดไปวิเคราะห
หาคาตางๆ คือ ความเขมขนของน้ําตาลท้ังหมด (Total Sugar) (ดวยวิธี Phenol – sulphuric) การเจริญของ
เซลล (ดวยวิธี haemacytometer) คาความเปนกรด – ดาง (ดวย pH meter) ปริมาณของเอทานอล (ดวย 



Gas chromatography) จากนั้นนําคาตางๆ ท่ีไดไปวิเคราะหเพ่ือหาประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลโดย
ยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 
5. การทดสอบผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานโดยใชยีสตทนรอน S. cerevisiae 

DBKKU-53 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
  นําสภาวะท่ีเหมาะสมตามผลการทดลองท่ีไดไปใชทดสอบผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานโดยใชยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดยกําหนดปริมาตรเริ่มตนใน
การทํางาน (working volume) เทากับ 1.5 ลิตร ทําการติดตามการเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักโดยการ
เก็บตัวอยางน้ําหมักท่ีชวงเวลาตางๆ และนําไปวิเคราะหหาคาตางๆ คือ ความเขมขนของน้ําตาลท้ังหมด การ
เจริญของเซลล คาความเปนกรด – ดาง และปริมาณของเอทานอล 
 
ผลการศึกษาวิจัย 

งานวิจัยนี้มุงเนนการศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 โดยอาศัยแผนการทดลองทางคณิตศาสตร ท้ังนี้โดยทําการ
หมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในฟลาสกแบบ air-lock ขนาด 500 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะการ
หมักแบบนิ่ง ภายหลังจากการใชแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman เพ่ือคัดกรองปจจัยท่ีมีผลตอการ
ผลิตเอทานอล พบวาปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอลโดยยีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKUY-53 
คือความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตน ความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตน และความเขมขนของยีสตสกัด จึงนํา
ปจจัยเหลานี้มาศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชวิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง (Response Surface 
methodology) ภายใตแผนการทดลองแบบ Central Composite Design โดยกําหนดคาตอบสนองเปน
ความเขมขนของเอทานอลและคาอัตราการผลิตเอทานอล ผลการศึกษาพบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอ
ทานอลคือ ความเขมขนของเซลลเริ่มตน 7.85x107 เซลลตอมิลลิลิตร ความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 247 
กรัมตอลิตร และยีสตสกัด 9.99 กรัมตอลิตร เม่ือนําสภาวะท่ีเหมาะสมจากแผนการทดลองทางคณิตศาสตรมา
ทวนสอบ (verification) โดยทําการทดลองหมักเอทานอลพบวาคาความเขมขนของเอทานอลสูงสุดมีคา
เทากับ 99.75 ± 3.93 กรัมตอลิตร อัตราการผลิต 2.77 ± 0.11 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และเม่ือนําสภาวะท่ี
เหมาะสมไปทดสอบการหมักเอทานอลในถังหมักขนาด 2 ลิตร พบวาความเขมขนของเอทานอลและอัตราการ
ผลิตเอทานอลมีคาเทากับ 101.81 ± 2.72 กรัมตอลิตร และ 2.83 ± 0.08 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ  
 
ขอเสนอแนะเพ่ือการศึกษาวิจัย 
1. ในการทดสอบผลิตเอทานอลในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในการทดลองครั้งนี้ใชสภาวะท่ีเหมาะสมตามผลการ

ทดลองในระดับฟลาสก ซ่ึงปริมาตรและสภาวะตางๆ ในการหมักแตกตางไปจากสภาวะการหมักในฟ
ลาสก ดังนั้นหากตองการใหผลผลิตของเอทานอลเพ่ิมสูงข้ึน จําเปนตองศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลิตเอทานอลในระดับถังหมักอีกครั้ง 

2. จากขอมูลผลการทดลองท่ีได จะเห็นวายีสตทนรอน S. cerevisiae DBKKU-53 มีศักยภาพสูงในการผลิต
เอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน โดยเฉพาะในสภาวะอุณหภูมิสูง หากตองการนําผลการวิจัยไปใช
ในระดับอุตสาหกรรมท่ีมีกําลังการผลิตขนาดใหญ จําเปนตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลิตเอทานอล 



3. นอกเหนือจากการใชน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลแลว ควรมีการศึกษาการ
ผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบชนิดอ่ืนๆ เพ่ิมเติม เชน กากน้ําตาล มันสําปะหลัง หรือวัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลส 


