
 บทที ่3 
 

วธิีด ำเนินกำรวจิัย 
 

วธีิการด าเนินการวิจยั เร่ือง “การศึกษาเพื่อ พฒันาเคร่ืองตน้แบบการผลิตผงเอนไซมผ์สม
จากตน้สดขา้วฟ่างหวานส าหรับอุตสาหกรรมเอทานอล” ประกอบดว้ยหวัขอ้การวจิยัต่างๆ 
ดงัต่อไปน้ี 

 ศึกษาองคป์ระกอบของล าตน้ขา้วฟ่างหวาน ไดแ้ก่ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ
ลิกนิน และการกระจายขนาดอนุภาค 

 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการหมกัแขง็ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานดว้ยจุลินทรียผ์สม 
ในอาหารเหลว พีเอช 5 

 การหมกัแขง็ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานดว้ยจุลินทรียผ์สมในอาหารเหลวท่ีสภาวะ
เหมาะสม 

 การผลิตผงจุลินทรียผ์สมจากล าตน้สดขา้วฟ่างหวานหรือเรียกวา่เอนไซมผ์สม  
 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการหมกัก่ึงเหลวแบบกะในขั้นตอนเดียวจากล าตน้สด

ขา้วฟ่างหวานดว้ยผงจุลินทรียผ์สมเพื่อผลิตเอทานอล 
 กระบวนการหมกัก่ึงเหลวแบบก่ึงกะหรือ Fed-batch เพื่อผลิตเอทานอลจากล าตน้สด

ขา้วฟ่างหวานดว้ยผงจุลินทรียผ์สม กระบวนการต่างๆ ในแต่ละขั้นตอน ดงัรูปท่ี 3.1  
 

 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.1 แผนภาพการเตรียมวตัถุดิบ 

 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.2 แผนภาพการเตรียมจุลินทรียผ์สม 

ตน้สดขา้วฟ่างหวาน เคร่ืองยอ่ยตน้พืช 

หมอ้ความดนัไอน ้ า ท่ี 14.75 psi, 120 oC นาน 20 นาที 

ตน้สดขา้วฟ่างหวาน ขนาดอนุภาค 0.5 cm -2 cm 

อาหารเหลว พีเอช 5 

อาหารเหลว พีเอช 5 ปลอดเช้ือ ตน้สดขา้วฟ่างหวานปลอดเช้ือ 

เช้ือราไตรโคเดอร์มา รีสิอี 

เพาะเล้ียงบนจานอาหารวุน้แขง็พีดีเอจานเดียวกนัท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 5-7 วนั 

เช้ือยสีตแ์ซคคาโรมายซิส สิรีวซิิอี 

จุลินทรียผ์สม 
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รูปท่ี 3.3 แผนภาพการผลิตผงจุลินทรียผ์สมจากการหมกัแขง็ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 3.4 แผนภาพกระบวนการหมกัเอทานอลจากล าตน้สดขา้วฟ่างหวานดว้ยผงจุลินทรียผ์สม 

ตน้สดขา้วฟ่างหวานปลอดเช้ือ 
ขนาดอนุภาค 0.5 cm -2 cm 

อาหารเหลว พีเอช 5 
ปลอดเช้ือ 

ถงัหมกัชีวภาพ มีระบบเติมอากาศและการกวนผสมท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

เติมท่ีเวลาเหมาะสม 

(โดยไม่มีการน าน ้ าหมกัออก) 

ผงเอนไซมผ์สม 

อาหารเหลวสูตร
เฉพาะ พีเอช 5 ปลอด

เช้ือ 

หมุนเวยีน
กลบัคืน 

น ้าหมกัท่ีมีเอนไซมผ์สม 1 ลิตร 

เคร่ืองกรองดว้ยเยือ่แผน่ จุลินทรียใ์นรีเทนเทต 

น ้าหมกัในเพอมิเอท 

จุลินทรียผ์สมอาย ุ5-7 วนั จากจานอาหารแขง็พี
ดีเอ 

อาหารเหลว พีเอช 5 ปลอดเช้ือ 

เคร่ืองกวนแม่เหลก็ 

 

เอนไซมผ์สมในอาหารเหลว
เหลว 

ถงัพลาสติกใสฝาปิดเจาะรูในตูบ่้มท่ี 26 oC นาน 5-7 วนั จุลินทรียผ์สมสด 

เคร่ืองอบแหง้ 

ผงจุลินทรียผ์สม 

เคร่ืองบดอนุภาค 

ตน้สดขา้วฟ่างหวานปลอดเช้ือ 
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3.1 วตัถุดิบและสำรเคมี 
วตัถุดิบหรือวสัดุลิกโนเซลลูโลสท่ีใชใ้นงานวจิยัคือ ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานซ่ึงไดรั้บ

ความอนุเคราะห์จากศูนยพ์ฒันาและวจิยัการเกษตรสุพรรณบุรี ท าการลดขนาดวตัถุดิบใหมี้ขนาด 
0.5-2.0 เซ็นติเมตร เพื่อใชเ้ป็นสับสเตรทหรือแหล่งคาร์บอน ดงัรูปท่ี 3.5 เก็บวตัถุดิบน้ีไวใ้นตูแ้ช่
แขง็ท่ีอุณหภูมิ 2-4 oC  ก่อนน าไปใชท้  าการหมกัตอ้งท าล าตน้สดขา้วฟ่างหวานใหป้ลอดเช้ือในหมอ้
น่ึงความดนัไอน ้าท่ี 120 oC, 15 psig นาน 20 นาที ดงัรูปท่ี 3.6  

 

 
 

 

รูปท่ี 3.5 การยอ่ยลดขนาดล าตน้สดขา้วฟ่างหวานท่ีแหล่งปลูก 
 

 
 

รูปท่ี 3.6 ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานท่ีผา่นการยอ่ยก่อนน าไปใชใ้นการหมกั 
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สารเคมีท่ีใชคื้ออาหารเหลว พีเอช 5 มีส่วนประกอบดงัตารางท่ี 3.1 และรูปท่ี 3.7 
 

ตำรำงที ่3.1 สูตรอาหารเหลวส าหรับการหมกัแขง็และการหมกัก่ึงเหลวของงานวิจยัน้ี 
 

สารประกอบ อาหารเหลว 
น ้าตาลมะพร้าว (กรัม) 
CaHPO4.2H2O (กรัม) 
MgSO4.7H2O   (กรัม) 
Urea (46 % (NH4)2SO4  (กรัม) 
Phosphate ( NPK-0–52-34 ) (กรัม) 
น ้า (กรัม)                                                                          

30 
1 
1 
8 

15 
1000 

 

 
 

รูปท่ี 3.7 อาหารเหลว พีเอช 5 ท่ีปลอดเช้ือ 
 

3.2 วธีิกำรวเิครำะห์คุณสมบัติของล ำต้นสดข้ำวฟ่ำงหวำน 
คุณสมบติัของล าตน้สดขา้วฟ่างหวานท่ีส าคญัส าหรับงานวิจยัน้ี ไดแ้ก่ เซลลูโลส เฮมิ-

เซลลูโลส และลิกนิน โดยการน าล าตน้สดขา้วฟ่างหวานไปอบแหง้ดว้ยตูอ้บลมร้อน ท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส จนไดค้วามช้ืนเฉล่ียประมาณร้อยละ 10 โดยน ้าหนกั แลว้จึงน าไปเก็บใน
โถดูดความช้ืนก่อนน าไปท าการวเิคราะห์ตามวธีิมาตรฐาน ดงัตารางท่ี 3.2 

 

ตำรำงที ่3.2 วธีิมาตรฐานท่ีใชว้เิคราะห์องคป์ระกอบของล าตน้สดขา้วฟ่างหวาน 
รายการ มาตรฐาน เอกสารอา้งอิง ภาคผนวก 

เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส TAPPI 203 om–88   [33] ก 
ลิกนิน TAPPI 222 om-88 [34] ข 
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3.3 วธีิวดัควำมช้ืนของล ำต้นข้ำวฟ่ำงหวำนและผงจุลนิทรีย์ผสม 
การวดัคุณสมบติัดา้นความช้ืนของล าตน้สดขา้วฟ่างหวานก่อนการหมกัแขง็และผง

จุลินทรียผ์สมโดยใชเ้คร่ืองวดัความช้ืนดงัรูปท่ี 3.8 ดงัน้ี คือ 
 วางจานแกว้ แลว้ปิดฝา เคร่ืองจะแสดงน ้าหนกัจานเปล่า กด tare   
 ใชต้วัอยา่งประมาณ 0.5 ถึง 1 กรัม ใส่ลงในจาน เคร่ืองจะบนัทึกน ้าหนกัตวัอยา่งไว ้ 
 กดปุ่ม start เคร่ืองจะท างานและบนัทึกน ้าหนกัท่ีเปล่ียนไป ขณะท่ีเคร่ืองใหค้วามร้อน

ดว้ยรังสีอินฟาเรดเคร่ืองจะค านวณและแสดงผลเป็นร้อยละโดยน ้าหนกัเม่ือส้ินสุดการอบแหง้  
 บนัทึกผลท่ีได ้ท าการทดลอง 3 ซ ้ า 
 

 
 

รูปท่ี 3.8 เคร่ืองวดัความช้ืน 
 

3.4 วธีิกำรหำกำรกระจำยขนำดอนุภำคของล ำต้นข้ำวฟ่ำงหวำน 
วธีิการหาการกระจายขนาดอนุภาคของล าตน้ขา้วฟ่างหวาน ท าโดยสุ่มตวัอยา่งล าตน้

สดขา้วฟ่างหวานประมาณ 1 กิโลกรัม น าไปอบแหง้ในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 70oC 
จนกระทัง่ไดน้ ้าหนกัแหง้ของล าตน้ขา้วฟ่างหวานคงท่ี จึงน าไปใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน โดยมี
วธีิการทดลอง ดงัน้ี 

 ชัง่ตะแกรงเปล่าดว้ยเคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง บนัทึกน ้าหนกัตะแกรงเปล่า จดัเรียงล าดบั
ตะแกรงให้รูตะแกรงเส้นผา่ศูนยก์ลางใหญ่ไปหาเล็กจากบนลงล่าง ดงัตารางท่ี 3.3 

 ชัง่ล าตน้ขา้วฟ่างหวานแหง้ 200 กรัม ดว้ยเคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง ใส่ลงในตะแกรง
บนสุด ดงัรูปท่ี 3.9  

 เปิดเคร่ืองเขยา่ ปรับปุ่มความเร็วรอบท่ีขีดกลาง ตั้งเวลาเขยา่ 30 นาที  
 น าตะแกรงหมายเลขต่างๆ ชัง่น ้าหนกัดว้ยเคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง บนัทึกผล 
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 น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปค านวณหาการกระจายขนาดอนุภาคของล าตน้ขา้วฟ่างหวานแหง้ 
เส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียของอนุภาคโดยอตัราส่วนของปริมาตรต่อพื้นท่ี (

sD ) แลว้จึงน าไปเขียน
กราฟแสดงการกระจายขนาดอนุภาคล าตน้สดขา้วฟ่างหวาน โดยใชสู้ตร 

1

1
s n

i

i pi

D
x

D




  และ    i

i

T

m
x

m
  และ    1

2

pi pi

pi

D D
D


  

โดยท่ี 
sD =  เส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียโดยอตัราส่วนของปริมาตรต่อพื้นท่ี (mm) 

        ix   =  อตัราส่วนโดยมวลของอนุภาคในตะแกรงล าดบัท่ี i              
im  =  มวลของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี (g) และ =  มวลของอนุภาคทั้งหมด (g)        

piD       =  ขนาดเฉล่ียของอนุภาคท่ีคา้งในตะแกรงล าดบัท่ี i (mm),  
     

piD  =  ขนาดรูเปิดของตะแกรงล าดบัท่ี i ซ่ึงเป็นตะแกรงท่ีอนุภาคคา้งอยู ่(mm) 
   

1piD 
 =  ขนาดรูเปิดของตะแกรงท่ีอนุภาคผา่นมาหรือตะแกรงท่ีอยูข่า้งบนตะแกรงล าดบัท่ี i (mm) 

 

 
 

รูปท่ี 3.9 เคร่ืองร่อนพร้อมตะแกรงเพื่อหาการกระจายขนาดอนุภาคล าตน้ขา้วฟ่างหวานแหง้ 
 

ตำรำงที ่3.3 การเรียงล าดบัตะแกรงจากบนลงล่างตามขนาดรูตะแกรง 
หมายเลขตะแกรงมาตรฐาน ขนาดรูตะแกรง น ้าหนกัตะแกรงเปล่า (กรัม) 

4 4.75 มิลลิเมตร 438.70 
6 3.35 มิลลิเมตร 411.55 
8 2.36 มิลลิเมตร 401.07 
18 1.00 มิลลิเมตร 351.86 
35 500 ไมโครเมตร 305.89 
80 180 ไมโครเมตร 286.98 
ฐาน - 254.21 

 

i
Tm
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3.5 เคร่ืองต้นแบบส ำหรับกำรบดผงจุลนิทรีย์ผสม 
เน่ืองจากจุลินทรียผ์สมท่ีจะน ามาบดเจริญเติบโตอยูบ่นวตัถุดิบของแขง็ในท่ีน้ีคือล าตน้สด

ขา้วฟ่างหวานท่ีผา่นการอบแหง้แลว้ ขนาดอนุภาคประมาณ 0.1 ถึง 0.5 เซ็นติเมตร ซ่ึงตอ้งใชเ้คร่ือง
บดใหมี้ขนาดอนุภาคประมาณ 80 ถึง 100 เมช อยา่งไรก็ตาม เคร่ืองบดท่ีน ามาใชต้อ้งเป็นระบบปิด
เพื่อไม่ใหเ้ช้ือจุลินทรียผ์สมฟุ้งกระจายสู่อากาศ และตอ้งการก าลงัมอเตอร์สูงในการบด จึงท าการ
ออกแบบขนาดใบมีดและก าลงัมอเตอร์ ดงัรูปแบบรายการ ในภาคผนวก ฒ  

 
3.6 วธีิกำรเพำะเลีย้งจุลนิทรีย์ผสม 

การเพาะเล้ียงเช้ือผสมซ่ึงจะเรียกวา่จุลินทรียผ์สม TY เพื่อน าไปใชใ้นการหมกัแขง็ล าตน้
สดขา้วฟ่างหวานจากรายงานวจิยัของผอ่งศรี และคณะ, 2553 คือน าจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิ 2 สายพนัธ์ุ 
ไดแ้ก่ เช้ือราไตรโคเดอร์มา รีสิอีหรือ T จากจานอาหารวุน้แขง็พีดีเอ และเช้ือยสีตแ์ซคคาโรมายซิส 
ซิรีวสิิอีหรือ Y จากจานอาหารวุน้แขง็วายเอม็เอ (สูตรอาหารทั้ง 2 ชนิดอยูใ่นภาคผนวก ง) มา
เพาะเล้ียงร่วมกนับนอาหารวุน้แขง็พีดีเอจานเดียวกนั (ผอ่งศรี และคณะ, 2553)  

วธีิการเพาะเล้ียงท าโดยการใชเ้ขม็เข่ียเช้ือปลายแหลม เข่ียเช้ือราไปวางตรงกลางจาน
อาหารวุน้แขง็พีดีเอท่ีผา่นการเตรียมและท าใหป้ลอดเช้ือ ดงัภาคผนวก ค จากนั้นใชลู้ปเข่ียลากเช้ือ
ยสีตบ์ริสุทธ์ิจากมุมหน่ึงของจานอาหารวุน้แขง็พีดีเอ บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 5-7 วนั จุลินทรียผ์สม
ท่ีไดด้งัแสดงในรูปท่ี 3.10  

 

   
  

           (ก)                                                                      (ข)  
 

รูปท่ี 3.10 จุลินทรียผ์สมบนจานอาหารวุน้แขง็พีดีเอ ก. อาย ุ1 วนั ข. อาย ุ7 วนั 
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3.7 วธีิกำรหมักแข็งล ำต้นสดข้ำวฟ่ำงหวำน 
งานวจิยัน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 ขั้นตอน ดงัน้ี 
3.7.1 ขั้นตอนท่ี 1 การหาสภาวะเหมาะสมของการหมกัแขง็ล าตน้สดขา้วฟ่างหวาน 
 เตรียมอาหารเหลว พีเอช 5 (ไม่เติมน ้าตาล) ดงัภาคผนวก ง จ านวน 2 ขวดๆ ละ 1000 

มิลลิลิตร และปรับพีเอชให้เท่ากบั 5 
 ชัง่ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานจ านวน 6 ถุง ถุงละ 100 กรัม รัดดว้ยยางใหใ้หแ้น่น  
 น าอาหารเหลวท่ีเตรียมและล าตน้สดขา้วฟ่างหวานไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ภายใตค้วามดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ในหมอ้น่ึงความดนัไอน ้าเป็นเวลา 20 นาที ดงัรูปท่ี 
3.11 (ก) หลงัจากนั้นใหน้ าวตัถุดิบทั้ง 2 ชนิดออกจากหมอ้น่ึง และปล่อยใหเ้ยน็ลงในตูป้ลอดเช้ือ  

 เตรียมหัวเช้ือจุลินทรียผ์สมโดยขูดจุลินทรียผ์สม TY อายุ 7 วนัจากผิวหน้าจานเพาะ
เช้ือลงไปในขวดอาหารเหลวปลอดเช้ือ จ านวน 3 จาน ซ่ึงจะไดค้วามเขม้ขน้จุลินทรียผ์สมประมาณ 
106 เซลล/์มิลลิลิตรต่อขวด กวนผสมใหจุ้ลินทรียโ์ดยใชเ้คร่ืองกวนแม่เหล็ก นานคร่ึงชัว่โมง  

 น าล าตน้สดขา้วฟ่างหวานท่ีปลอดเช้ือใส่ลงในชามแกว้ขนาด 500 มิลลิลิตร ชามละ 
100 กรัม จ านวน 6 ชาม จากนั้นเทอาหารเหลวท่ีเป็นหวัเช้ือจุลินทรียผ์สมปริมาตร 40, 60 และ 80 
มิลลิลิตร ปริมาตละ 2 ชาม ตามล าดบั คลุกเคลา้ให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมอาหาร แลว้จึงปิดปากชาม
ดว้ยฟิลม์พลาสติก ดึงให้ตึง จากนั้นจึงเจาะรูฟิล์มพลาสติกดว้ยเข็มปลายแหลมจ านวน 100 รู ดงัรูป
ท่ี 3.12 แลว้น าแต่ละชามไปบ่มในตูบ้่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 242oC ดงัรูปท่ี 3.11 (ข) และ 3.12 

 เก็บตวัอยา่งเพื่อวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของจุลินทรีย ์[30]  (ภาคผนวก จ) น ้ าตาลรีดิวซ์ 
[28]  (ภาคผนวก ฉ)   และเซลลูเลส แอคติวิตี [29] (ภาคผนวก ช) ท่ีเวลาเร่ิมตน้และทุกๆ วนั ใช้
ระยะเวลาการหมกันาน 9 วนั  

                      
   (ก)                                                                (ข) 

รูปท่ี 3.11 (ก) หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (ข) ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิท่ี 242oC 
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รูปท่ี 3.12 การหมกัแขง็ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานดว้ยหวัเช้ือจุลินทรียผ์สมในอาหารเหลว พีเอช 5 
 

3.7.2 ขั้นตอนท่ี 2 การผลิตผงเอนไซมผ์สมโดยการหมกัแขง็ล าตน้สดขา้วฟ่างหวาน 
 ท  าการขยายขนาดการหมกัแข็งล าตน้สดขา้วฟ่างหวานจากระดบัในชามแกว้ขนาด 500 

มิลลิลิตรไปเป็นถงัหมกัพลาสติกขนาด 10 ลิตรโดยขยายสเกลเป็น 6 เท่าของสภาวะเหมาะสม โดยมี
วธีิการตามล าดบัต่อไปน้ี 

 เตรียมอาหารเหลว พีเอช 5 (ไม่เติมน ้ าตาล) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร จ านวน 3 ขวด 
ปรับพีเอชเท่ากบั 5  

 ชัง่ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานใส่ถุงๆ ละ 600 กรัม รัดดว้ยยางใหแ้นบแน่นและไม่มีอากาศ
อยูใ่นถุง จ านวน 8 ถุง 

 น าอาหารเหลวท่ีเตรียมและล าตน้สดขา้วฟ่างหวานไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว ในหม้อน่ึงความดันไอน ้ าเป็นเวลา 20 นาที 
หลงัจากนั้นใหน้ าวตัถุดิบทั้ง 2 ชนิดออกจากหมอ้น่ึง และปล่อยใหเ้ยน็ลงในตูป้ลอดเช้ือ  

 ขูดจุลินทรีย์ผสม TY อายุ 7 วนั บนผิวหน้าจานเพาะเช้ือลงไปในขวดอาหารเหลว
ปลอดเช้ือ จ านวน 3 จาน ให้ความเขม้ขน้จุลินทรียผ์สมประมาณ 106 เซลล์/มิลลิลิตรต่อขวด กวน
ผสมโดยใชเ้คร่ืองกวนแม่เหล็ก นานคร่ึงชัว่โมง  

 น าล าตน้สดขา้วฟ่างหวานท่ีปลอดเช้ือใส่ลงในถงัหมกัพลาสติกแห้ง สะอาดและผา่น
การท าให้ปลอดเช้ือดว้ยรังสียูวีนาน 20 ถึง 30 นาที ถงัละ 600 กรัม เติมอาหารเหลวท่ีมีจุลินทรีย์
ผสมปริมาตร 360 มิลลิลิตรต่อถงั คลุกเคลา้ใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมอาหารก่อนปิดปากถงัพลาสติก
ดว้ยฟิลม์พลาสติกใหตึ้ง จากนั้นจึงเจาะรูฟิลม์พลาสติกดว้ยเขม้ปลายแหลมจ านวน 100 รู แลว้จึงน า
แต่ละถงัไปบ่มในตูบ้่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 242oC ดงัรูปท่ี 3.13  

 เก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ความเข้มข้นของจุลินทรีย์ (ภาคผนวก จ) น ้ าตาลรีดิวซ์ 
(ภาคผนวก ฉ)   และเซลลูเลส แอคติวตีิ (ภาคผนวก ช) ท่ีเวลาเร่ิมตน้และท่ีระยะหมกันาน 7 วนั  

 หลงัจากครบ 7 วนัแลว้น าจุลินทรียผ์สมสดท่ีไดทุ้กถงัมาคลุกเคลา้รวมกนัและน าใส่
ถาดปริมาณเท่าๆ กนั เกล่ียให้มีความหนาสม ่าเสมอ ชั่งน ้ าหนักจุลินทรียผ์สมสดและวดัร้อยละ
ความช้ืนก่อนการอบแหง้  
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รูปท่ี 3.13 การผลิตจุลินทรียผ์สมท่ีสภาวะเหมาะสมในตูบ้่มโดยใชถ้งัหมกัพลาสติกขนาด 10 ลิตร 
 

 หลงัจากนั้นจึงน าไปอบแห้งในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 18 
ชัว่โมง ดงัรูปท่ี 3.14 จนกระทัง่ความช้ืนสุดทา้ยมีค่าร้อยละประมาณ 12 โดยน ้าหนกั 

 
 

รูปท่ี 3.14 ตูอ้บลมร้อนส าหรับการอบแหง้จุลินทรียผ์สม   
 

 ท าการเก็บจุลินทรียผ์สมหลงัการอบแห้งไวใ้นถุงพลาสติกและปิดปากถุงให้สนิท ชัง่
น ้าหนกัหลงัการอบแหง้ หลงัจากนั้นน ้ าไปบดดว้ยเคร่ืองบดละเอียดซ่ึงเป็นเคร่ืองตน้แบบของงานวิ
จนัน้ี ดงัรูปท่ี 3.15 แลว้จึงชัง่น ้าหนกัผงจุลินทรียผ์สมท่ีได ้เก็บไวใ้นท่ีสะอาด และแหง้ก่อน 

 
 

รูปท่ี 3.15 เคร่ืองบดละเอียดตน้แบบของงานวจิยัน้ี 
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3.8 วธีิกำรหำสภำวะเหมำะสมส ำหรับกำรหมักเอทำนอลกึง่เหลวจำกล ำต้นสดข้ำวฟ่ำงหวำนด้วย
ผงจุลนิทรีย์ผสม (TY) โดยใช้วธีิกำรทดลองออร์โธโกนอล 

การออกแบบการทดลองโดยแปรผนัปัจจยัควบคุม 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ น ้าหนกัของล าตน้สด
ขา้วฟ่างหวาน น ้าหนกัของผงจุลินทรียผ์สม  และระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกั แต่ละปัจจยัแบ่ง
ออกเป็น 4 ระดบั ไดแ้ก่ 20, 25, 30, และ 35 กรัม, 1.5, 3.0, 3.5 และ 4.5 กรัม และ 3, 5, 7 และ 9 วนั 
ตามล าดบั โดยใชอ้าหารเหลวปริมาตรคงท่ีเท่ากบั 100 มิลลิลิตรและพีเอชเท่ากบั 5 ท าการหมกัใน
ขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร ปิดจุกดว้ยส าลีวางบนเคร่ืองเขยา่ 120 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
เก็บตวัอยา่งวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของเอทานอล [31] (ภาคผนวก ซ) และจุลินทรีย ์ท าการทดลอง 2 
ซ ้ าๆ ละ 16 การทดลอง ดงัตารางท่ี 3.4 
 

ตำรำงที ่3.4 การออกแบบสภาวะของการหมกัเอทานอลก่ึงเหลวโดยวิธีการทดลองออร์โธโกนอล 

การทดลองท่ี ล าตน้สดขา้วฟ่างหวาน (กรัม) ครูดเอนไซมผ์ง (กรัม) เวลา (วนั) 
1 20 1.5 3 
2 25 1.5 5 
3 30 1.5 7 
4 35 1.5 9 
5 20 3 5 
6 25 3 7 
7 30 3 9 
8 35 3 3 
9 20 4.5 7 

10 25 4.5 9 
11 30 4.5 3 
12 35 4.5 5 
13 20 6 9 
14 25 6 3 
15 30 6 5 
16 35 6 7 

 
 ชัง่ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานถุงละ 20 25 30และ 35 กรัม แต่ละน ้าหนกัจ านวน 4 ถุง 
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 เตรียมอาหารเหลว พีเอช 5 (สูตรไม่เติมน ้ าตาล) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร จ านวน 2 
ขวดและปรับพีเอชเท่ากบั 5 

 น าถุงล าตน้สดขา้วฟ่างหวานและอาหารเหลวท่ีเตรียมไว ้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอ
น ้ าความดนัสูงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที 
เม่ือครบ 20 นาที จึงน าออกจากหมอ้น่ึงไอน ้า มาตั้งไวใ้นตูเ้ข่ียเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 เตรียมขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีสะอาดผ่านการอบแห้งจากตูอ้บลมร้อนท่ี 
200oC นาน 1 ชัว่โมง ไวใ้นตูเ้ข่ียเช้ือ ติดฉลากท่ีขวดตามสภาวะต่างๆ ดงัตารางท่ี 3.4 จ  านวน 16 
ขวด พร้อมส าลีท่ีผา่นการท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยรังสียวูนีาน 20 นาที 

 ใส่ในอาหารเหลวปลอดเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงในขวดรูปชมพู่ จากนั้นชั่งผง
จุลินทรียผ์สมท่ีผา่นการบดแหง้ตามน ้าหนกัดงัตารางท่ี 3.4  ใส่ลงไปในขวด เขย่าขวดดว้ยให้ผสม
เป็นเน้ือเดียวกนั จึงเติมล าตน้สดขา้วฟ่างหวานแต่ละถุงลงในแต่ละขวด แลว้ปิดจุกดว้ยส าลี 

 น าขวดรูปชมพู่ต่างๆ ไปวางบนเคร่ืองเขย่าดว้ยอตัราเร็ว 120 รอบต่อนาที ตลอด 24 
ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิห้อง วดัความเขม้ขน้ของเอทานอล (ภาคผนวก ซ)  และจุลินทรีย ์(ภาคผนวก จ)   
ตามระยะเวลาท่ีใช้หมกัในตารางท่ี 3.4  ดงัรูปท่ี 3.16 น าผลการทดลองไปค านวณตามวิธีทดลอง
ออร์โธ-โกนอลเพื่อหาสภาวะเหมาะสม 

 

 
 

รูปท่ี 3.16 การหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะจากตน้ขา้วฟ่างหวานดว้ยผงจุลินทรียผ์สมในขวดรูป
ชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร เพื่อหาสภาวะเหมาะสม   

 

3.9 วธีิกำรหมักเอทำนอลกึง่เหลวแบบกะจำกล ำต้นสดข้ำวฟ่ำงหวำนด้วยผงจุลนิทรีย์ผสมในขวด
รูปชมพู่ขนำด 5 ลติรทีส่ภำวะเหมำะสม 

 

วธีิการหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะจากตน้ขา้วฟ่างหวานดว้ยผงจุลินทรียผ์สมใชส้ภาวะ
เหมาะสมท่ีไดจ้ากการค านวณวธีิออร์โธโกนอลของการทดลองท่ี 3.8 โดยขยายขนาดเป็น 30 เท่าใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 5 ลิตร ปริมาตรอาหารเหลว พีเอช 5 มีค่าคงท่ีเท่ากบั 3000 มิลลิลิตรหรือ 3 ลิตร 
ท าการทดลอง 3 ซ ้ า โดยมีวธีิการตามล าดบัต่อไปน้ี 
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 ชัง่ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานใส่ถุงๆละ 1050 กรัม จ านวน 3 ถุง และ เตรียมอาหารเหลว 
พีเอช 5 (สูตรไม่เติมน ้าตาล) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตรจ านวน 9 ขวด 

 น าล าตน้สดขา้วฟ่างหวานและอาหารเหลวไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอน ้ าความดนัสูง
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 20 นาที เม่ือครบเวลาแลว้
จึงน าออกมาตั้งไวใ้นตูเ้ข่ียเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง 

 น าอาหารเหลวปลอดเช้ือจ านวน 3 ขวดๆ ละ 1000 มิลลิลิตรใส่ลงในขวดรูปชมพู่
ขนาด 5 ลิตร จากนั้นเติมผงจุลินทรียผ์สม 135 กรัม และผสมให้เขา้กนัเพื่อให้เช้ือราปรับสภาพกบั
อาหารเหลวจึงน าล าตน้สดขา้วฟ่างหวาน 1 ถุง เทลงในขวดรูปชมพู ่ 

 ปิดปากขวดดว้ยส าลีท่ีฆ่าเช้ือดว้ย UV แลว้วางขวดบนเคร่ืองเขย่าดว้ยอตัราเร็ว 120 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องตลอด 24 ชัว่โมง ดงัรูปท่ี 3.17 เก็บตวัอย่างวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของ
เช้ือจุลินทรียผ์สม น ้าตาลรีดิวซ์ เซลลูเลส แอคทิวตีิและเอทานอลตั้งแต่เร่ิมตน้และทุกวนันาน 12 วนั 

 ผลการทดลองท่ีไดน้ าไปใช้ในการหาจลพลศาสตร์การเติบโตเช้ือจุลินทรียผ์สมของ
การหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะเพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลในการหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบก่ึงกะต่อไป 
 

         
 

รูปท่ี 3.17 การหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะจากตน้ขา้วฟ่างหวานดว้ยผงจุลินทรียผ์สมในขวดรูป
ชมพูข่นาด 5 ลิตร ท่ีสภาวะเหมาะสม  

 

3.10 วธีิกำรหมักเอทำนอลกึง่เหลวแบบกะจำกล ำต้นสดข้ำวฟ่ำงหวำนด้วยผงจุลนิทรีย์ผสมในถัง
หมักขนำด 15 ลติรทีส่ภำวะเหมำะสม 

 

วิธีการหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะจากตน้ขา้วฟ่างหวานด้วยผงจุลินทรียผ์สมในถงั
หมกัขนาด 15 ลิตรเหมือนวิธีการทดลองท่ี 3.8 เพียงแต่ท าการขยายขนาดเพิ่มข้ึนเป็น 6 เท่า โดยใช้
ถงัหมกัขนาด 15 ลิตร ปริมาตรอาหารเหลว พีเอช 5 มีค่าคงท่ีเท่ากบั 6000 มิลลิลิตรหรือ 6 ลิตร โดย
มีวธีิการตามล าดบัต่อไปน้ี 

3.10.1  การทดลองท่ี 1 เพื่อศึกษาเวลาท่ีใชก้วนผสมต่อวนั ไดแ้ก่ 3 ชัว่โมง และ 6 ชัว่โมง โดย
ใชใ้บกวนแบบ paddle blade ท่ีความเร็วรอบท่ีใชผ้สมเท่ากบั 200 รอบต่อนาที ดงัรูปท่ี 3.18 
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รูปท่ี 3.18 การหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะในถงัหมกัขนาด 15 ลิตรท่ีสภาวะเหมาะสมโดยใชใ้บ

กวนแบบ paddle blade ท่ีความเร็วรอบท่ีใชผ้สมเท่ากบั 200 รอบต่อนาที  
 
วธีิการหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะในถงัหมกัขนาด 15 ลิตรสภาวะเหมาะสมโดยใชใ้บ

กวนแบบ paddle blade ท่ีความเร็วรอบท่ีใชผ้สมเท่ากบั 200 รอบต่อนาที นาน 3 และ 6 ชัว่โมงต่อ
วนั ดงัน้ี 

 ชัง่ล าตน้สดขา้วฟ่างหวานใส่ถุงๆละ 2100 กรัม จ านวน 2 ถุง และเตรียมอาหารเหลว 
พีเอช 5 (สูตรไม่เติมน ้าตาล) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตรจ านวน 12 ขวด 

 น าล าตน้สดขา้วฟ่างหวานและอาหารเหลวไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอน ้ าความดนัสูง
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 20 นาที เม่ือครบเวลาแลว้
จึงน าออกมาตั้งไวใ้นตูเ้ข่ียเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง 

 น าอาหารเหลวปลอดเช้ือจ านวน 6 ขวดๆ ละ 1000 มิลลิลิตรใส่ลงในถงัหมกัขนาด 15 
ลิตรแต่ละถงั ถงัหมกัท่ีใชจ้  านวน 2 ชุด ซ่ึงตอ้งผา่นการท าให้ปลอดเช้ือดว้ยยวูีนาน 20 นาทีในตูเ้ข่ีย
เช้ือก่อนน ามาใชท้  าการหมกั จากนั้นเติมผงจุลินทรียผ์สม 270 กรัม และตามดว้ยล าตน้สดขา้วฟ่าง
หวานจ านวน 1 ถุง ลงในแต่ละถงั ติดตั้งมอเตอร์และใบกวนแบบ paddle blade ปิดฝาถงัหมกัให้
สนิท และปรับใหถ้งัหมกัวางตวัในสมดุลกบัฐาน จึงเปิดมอเตอร์ให้หมุนใบกวนดว้ยอตัรา 200 รอบ
ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 และ 6 ชัว่โมงต่อวนั ท าการทดลอง 2 ซ ้ า  

 เม่ือใช้มอเตอร์ความเร็ว 200 รอบต่อนาทีกวนผสมตามเวลาท่ีก าหนดแล้ว ให้ปิด
มอเตอร์ และตั้งทิ้งไว ้6 ชัว่โมง จึงเก็บตวัอย่างวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของจุลินทรียผ์สม เอทานอล 
น ้าตาลรีดิวซ์ และเซลลูเลส แอคทิวตีิ ตั้งแต่เร่ิมตน้และทุกๆ วนั นาน 12 วนั  
หมำยเหตุ: ตอ้งเก็บตวัอยา่งน ้าหมกัในถงัหมกัท่ีความลึกเท่ากนัทุกๆ วนัและอุปกรณ์ต่างๆ ท่ีใชต้อ้ง
ท าใหป้ลอดเช้ือก่อน  
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3.10.2 การทดลองท่ี 2 เพื่อศึกษาชนิดของใบกวน 2 แบบ ไดแ้ก่แบบ pitch blade และ paddle 
blade ดงัรูปท่ี 3.19 วธีิการหมกัของการทดลองท่ี 2 เหมือนกบัการทดลองท่ี 1 เพียงแต่ถงัหมกัท่ี 1 
ใชใ้บกวนแบบ pitch blade ถงัหมกัท่ี 2 ใช ้แบบ paddle blade ท่ีความเร็วรอบกวนผสมคงท่ีเท่ากบั 
100 รอบต่อนาที และเวลากวนผสมคงท่ีต่อวนั 
 
 
 
 
 
 
 

 

        ก. แบบ pitch blade      ข. paddle blade 
รูปท่ี 3.19 ชนิดของใบกวน 2 แบบท่ีใชใ้นถงัหมกัขนาด 15 ลิตร 
  

3.10.3 การทดลองท่ี 3 เพื่อศึกษาความเร็วรอบท่ีใชผ้สม ไดแ้ก่ 100 รอบต่อนาที และ 200 รอบ
ต่อนาที โดยใชใ้บกวนแบบ paddle blade และเวลากวนผสมต่อวนัคงท่ี ดงัรูปท่ี 3.20  

 

 
 

รูปท่ี 3.20 การหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะในถงัหมกัขนาด 15 ลิตรท่ีสภาวะเหมาะสมโดยใชใ้บ
กวนแบบ paddle blade ท่ีความเร็วรอบท่ีใชผ้สมเท่ากบั 100 รอบต่อนาที และ 200 รอบ
ต่อนาที    

 

วธีิการหมกัของการทดลองท่ี 3 เหมือนกบัการทดลองท่ี 1 เพียงแต่ถงัหมกัท่ี 1 และ 2 ใช้
ใบกวนแบบ paddle blade ท่ีความเร็วรอบท่ีใชผ้สมเท่ากบั 100 รอบต่อนาที และ 200 รอบต่อนาที 
และเวลากวนผสมต่อวนัคงท่ี  
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3.11 วธีิกำรหมักเอทำนอลกึง่กะจำกล ำต้นสดข้ำวฟ่ำงหวำนด้วยผงจุลนิทรีย์ผสมในถังหมักขนำด 
15 ลติรทีส่ภำวะเหมำะสม  

วธีิการหมกัเอทานอลก่ึงกะจากตน้ขา้วฟ่างหวานดว้ยผงจุลินทรียผ์สมในถงัหมกัขนาด 15 
ลิตรใชส้ภาวะเหมาะสมท่ีไดจ้ากวธีิการทดลองท่ี 3.8 เพียงแต่ท าการขยายขนาดเพิ่มข้ึนเป็น 6 เท่า 
โดยใชถ้งัหมกัขนาด 15 ลิตร เร่ิมตน้อาหารเหลว พีเอช 5 มีค่าคงท่ีเท่ากบั 6000 มิลลิลิตรหรือ 6 ลิตร 
จากนั้นจึงเติมอาหารเหลว พีเอช 5 ลงในถงัหมกัท่ีเวลาแน่นอนซ่ึงไดผ้ลจากการทดลองท่ี 3.9 
เปรียบเทียบการปรับพีเอชน ้าหมกัเท่ากบั 5 ทุกๆ วนักบัไม่มีการปรับพีเอชโดยท่ีไม่มีการถ่ายน ้า
หมกัออกจากถงัตลอดระยะเวลาหมกั ท่ีความเร็วกวนผสม 200 รอบต่อนาทีและชนิดใบกวนแบบ 
paddle blade ซ่ึงไดผ้ลจากการทดลองท่ี 3.10 โดยใชน้ าสภาวะดงักล่าวมาท าการทดลองหมกัเอทา
นอลก่ึงกะหรือเฟด-แบทช์ การทดลองน้ีจะท าการแปรผนัปริมาตรอาหารเหลวใหม่ท่ีใชเ้ติมคือ 300 
และ 500 มิลลิลิตร ทุกๆ 2 วนั แบ่งออกเป็น 3 การทดลอง คือ 

3.11.1  การหมกัเอทานอลแบบก่ึงกะโดยไม่ไดป้รับพีเอชระหวา่งการหมกั มีวธีิการดงัน้ี 
 เตรียมอาหารเหลว พีเอช 5 (ไม่มีน ้าตาล) ขวดละ 1000 มิลลิลิตร จ านวน 6 ขวด  
 ชัง่ล าตน้สดขา้วฟ่างหวาน จ านวน 2,100 กรัม จ านวน 1 ถุง รัดปากถุงให้แน่นและ

ไม่ใหมี้อากาศในถุง 
 น าอาหารเหลวและล าตน้สดขา้วฟ่างหวานท่ีเตรียมไวไ้ปน่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส  ภายใตค้วามดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว  ในหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ าเป็นเวลา 20 นาที เม่ือ
ครบเวลาแลว้จึงน าออกมาตั้งไวใ้นตูเ้ข่ียเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง 

 น าถงัปฏิกรณ์ขนาด 15 ลิตร ฝาปิดถงั และใบกวน ใส่ในตูเ้ข่ียเช้ือเพื่อท าให้ปลอด
เช้ือดว้ย UV  ประมาณ 20 นาที 

 น าอาหารเหลว พีเอช 5 วดัค่าพีเอช ถา้หาก pH > 5.0 ให้ปรับค่าดว้ยกรดอะซิติก  ถา้ 
pH < 4.5 ใหป้รับค่าดว้ย 10% w/v สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

 ชัง่ผงจุลินทรียผ์สมหนกั 45 กรัม จ านวน 6 ถุง ใส่แต่ละถุงลงในอาหารเหลวท่ีเตรียม
ไว ้ท าการผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชแ้ท่งแม่เหล็กเป็นเวลา 30 นาที  

 ใส่อาหารเหลวท่ีมีผงจุลินทรียผ์สม ทั้ง 6 ขวด ลงในถงัหมกัขนาด 15 ลิตร ซ่ึงมีล า
ตน้สดขา้วฟ่างจ านวน 2,100 กรัม อยูใ่นถงัแลว้ 

 ปิดฝาถงัหมกัและติดตั้งใบกวนพร้อมมอเตอร์ โดยปรับให้มีความเร็วรอบประมาณ 
200 รอบต่อนาที ใชเ้วลากวนผสม 3 ชัว่โมงต่อวนั จากนั้นตั้งทิ้งไว ้6 ชัว่โมง แลว้จึงเก็บตวัอยา่งไป
วิเคราะห์ทุกวนัเพื่อหาความเข้มข้นจุลินทรีย์ เอทานอล น ้ าตาลรีดิวซ์ และเซลลูเลส แอคติวีตี 
ตามล าดบั 
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 เม่ือเก็บตัวอย่างเรียบร้อยแล้วจึงเติมอาหารเหลว (ไม่มีน ้ าตาล) ซ่ึงเตรียมใหม่
ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ทุกๆ 2 วนั ใชเ้วลาหมกันาน 12 วนั 

 ท าการทดลองเหมือนขา้งตน้ ยกเวน้ เม่ือเก็บตวัอยา่งเรียบร้อยแลว้จึงเติมอาหารเหลว 
(ไม่มีน ้าตาล) ซ่ึงเตรียมใหม่ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ทุกๆ 2 วนั ใชเ้วลาหมกันาน 12 วนั 
หมำยเหตุ: 1. ตอ้งเก็บตวัอย่างน ้ าหมกัของเหลวในถงัหมกัท่ีความลึกเท่ากนัทุกๆ วนัและอุปกรณ์
ต่างๆ ท่ีใชต้อ้งท าใหป้ลอดเช้ือก่อน  
 2. ตอ้งเก็บตวัอยา่งน าไปวเิคราะห์ก่อนการเติมอาหารทุกคร้ัง 

3.11.2  การหมกัเอทานอลก่ึงกะท่ีปรับพีเอชระหวา่งการหมกั ท าการทดลองเหมือนวิธีการ
ทดลองท่ี 3.11.1 ยกเวน้มีการปรับพีเอชของน ้าหมกัใหเ้ท่ากบั 5 ทุกๆ วนั 
 
3.12 วธีิกำรหมักเอทำนอลกึง่กะร่วมกบักำรรีไซเคิลจุลนิทรีย์ 

ท าการหมกัเอทานอลก่ึงกะจากล าตน้สดขา้วฟ่างหวานหนกั 2010 กรัม ดว้ยผงจุลินทรีย ์
270 กรัมในถงัหมกัขนาด 15 ลิตร ปริมาตรเร่ิมตน้เท่ากบั 6 ลิตร ใชใ้บกวนชนิด paddle blade 
อตัราเร็วในการกวนเท่ากบั 200 รอบต่อนาที ใชเ้วลากวนผสม 3 ชัว่โมงต่อวนั เก็บตวัอยา่งของเหลว
หลงัจากการกวนผา่นไป 6 ชัว่โมงทุกๆ วนั ควบคุมพีเอชในถงัหมกัคงท่ีเท่ากบั 5 ตลอดระยะเวลา
หมกั เติมอาหารเหลวทุกๆ 2 วนั ร่วมกบัรีไซเคิลจุลินทรียท่ี์ไดจ้ากรีเทนเทต ควบคุมปริมาตรในถงั
หมกัเท่ากบั 9 ลิตรดงัรูปท่ี 3.21 ก่อนน าน ้าหมกัประมาณ 1 ลิตรไปศึกษาความเร็วการป้อนผา่น
เคร่ืองกรองเยือ่แผน่อลัตรา จะไดรี้เทนเทต 300 มิลลิลิตร และเพอมิเอท 700 มิลลิลิตร ดงัน้ี 

3.12.1 วธีิการหาความเร็วการป้อนผา่นเคร่ืองกรองเยื่อแผน่อลัตรา 
ท าการทดลองแปรผนัความเร็วการป้อนน ้าหมกัเท่ากบั  0.1, 0.2 และ 0.3 เมตรต่อวินาที 

ท าการทดลอง 3 ซ ้ าในแต่ละความเร็วการป้อนผา่นเคร่ืองกรองเยื่อแผน่อลัตราซ่ึงเป็นชนิดการไหล
ขวาง ภายในหลอดบรรจุเยือ่แผน่ชนิด Hollow fiber cartridge UFP-30-E-4MA ผลิตจากประเทศ
เยอรมนั ขนาด 30,000 NMWC พื้นท่ีผวิเท่ากบั 420 ตารางเซนติเมตร ดงัรูปท่ี 3.22 ดงัต่อไปน้ี 

 วธีิเตรียมเคร่ืองกรองก่อนท าการกรองน ้าหมกั คือการลา้งเยือ่แผน่ดว้ยน ้ากลัน่ 
จ  านวน 5 คร้ังๆ ละ 1 ลิตร จนกระทัง่น ้าลา้งมีพีเอชเท่ากบั 7 (เป็นการลา้ง 0.5 N สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดซ่ึ์งใชแ้ช่เยือ่แผน่ในการเก็บรักษา) 

 ปรับวาลว์ควบคุมความดนัตกคร่อมของเยือ่แผน่ (trans-membrane pressure) ท่ี
เคร่ืองกรองใหมี้ค่าเท่ากบั 5 psi  

 เตรียมน ้าหมกัท่ีไดจ้ากการหมกัก่ึงกะเพื่อใชใ้นการทดลองประมาณ 1 ลิตร ดงัรูปท่ี 
3.21 (ก) และ (ข)  
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(ก) 

  
(ข) 

รูปท่ี 3.21 การหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบก่ึงกะร่วมกบัการรีไซเคิลจุลินทรีย ์ 
 

                    
รูปท่ี 3.22 เคร่ืองกรองเยือ่แผน่อลัตรา 
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 เติมน ้าหมกั 1 ลิตรลงในหลอดสารป้อน (หลอดใหญ่ดา้นซา้ยมือ) ดงัรูปท่ี 3.22 
 ปรับความเร็วการป้อนท่ีเคร่ืองสูบชนิดเพอริสเตติก ท่ี 50 รอบต่อนาทีซ่ึงเท่ากบั

ความเร็วการป้อนท่ี 0.1 เมตรต่อวินาที 
 น ้าหมกัถูกป้อนผา่นเยือ่แผน่ (หลอดเล็กดา้นขวามือ) จากดา้นล่างข้ึนไปดา้นบน 

ของเหลวท่ีไหลขวางผา่นเยือ่แผน่คือเพอมิเอทจะไหลออกทางท่อสายยางดา้นล่างขวามือสุด ส่วน
ของเหลวท่ีไมผ่า่นเยือ่แผน่ เรียกวา่ รีเทนเทต จะไหลออกดา้นบนผา่นท่อสายยางซา้ยมือและไหล
กลบัสู่หลอดใหญ่  

 บนัทึกเวลาเป็นนาทีทุกๆ 25 มิลลิลิตรของเพอมิเอท เม่ือของเหลวในเพอมิเอทครบ 
100 มิลลิลิตร เก็บตวัอยา่ง 20 มิลลิลิตรทั้งในรีเทนเทตและเพอมิเอท ดงัรูปท่ี 3.23 (ก) และ (ข) เพื่อ
วเิคราะห์ความเขม้ขน้เอทานอล น ้าตาลรีดิวซ์ เซลลูเลส แอคทิวตีิ และจุลินทรีย ์

 

             
(ก)                                                    (ข) 

รูปท่ี 3.23 ของเหลวท่ีผา่นการกรอง (ก) รีเทนเทต  (ข) เพอมิเอท 
 

 ท าการทดลองเหมือนเดิม ยกเวน้ปรับความเร็วการป้อนท่ีเคร่ืองสูบชนิดเพอริสเตติก 
เป็น 70 และ 95 รอบต่อนาทีซ่ึงเท่ากบัความเร็วการป้อนท่ี 0.2 และ 0.3 เมตรต่อวินาที ตามล าดบั 

 เม่ือท าการกรองท่ีความเร็วการป้อนแต่ละคร้ัง ตอ้งท าการลา้งเยือ่แผน่ทุกคร้ัง โดยใช้
น ้ากลัน่ลา้งทั้งส้ิน 5 คร้ังๆ ละ 1 ลิตร ดงัรูปท่ี 3.24 น าน ้ าลา้งในแต่ละคร้ังไปตรวจวดัความเขม้ขน้
ของจุลินทรียท่ี์ออกมาจากการลา้ง 

 หลงัจากลา้งเยือ่แผน่ดว้ยน ้ากลัน่จนปราศจากจุลินทรียแ์ลว้ จากนั้นใชน้ ้ากลัน่ 1 ลิตร 
ชะลา้งเยือ่แผน่ ตามดว้ย 0.5 N สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดช์ะลา้งอีก 1 ลิตร และชะลา้งต่อไป
อีกดว้ยน ้ากลัน่ 3 ถึง 5 ลิตร  
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 ป้อน 0.5 N สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ผา่นเยือ่แผน่ จนกระทัง่มีสารละลายอยู่
ในหลอด 500 มิลลิลิตร จึงถอดหลอดและปิดจุกน าหลอดเยือ่แผน่ และเก็บรักษาไวใ้นตูเ้ยน็ท่ี 8oC 

 

   

รูปท่ี 3.24 น ้าลา้งเยือ่แผน่หลงัการกรอง น ้าลา้งคร้ังท่ี 1 ถึง 5 เรียงจากซา้ยไปขวา 
 

3.12.2 วธีิการหมกัเอทานอลก่ึงกะเพื่อผลิตน ้าหมกัไปใชใ้นการกรอง 
วธีิการหมกัเอทานอลก่ึงกะในช่วงแรกท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้ถึง 9 วนั จะเหมือนขา้งตน้ทุก

ประการ หลงัจากนั้นจึงน าน ้าหมกัไปใชใ้นการศึกษาความเร็วการป้อนผา่นเคร่ืองกรองเยื่อแผน่
อลัตรา ซ่ึงก าหนดเวลาและปริมาตรท่ีใชเ้ติมลงในถงัหมกั ดงัตารางท่ี 3.5 
 
ตำรำงที ่3.5 เวลาเติมอาหารเหลวร่วมกบัเวลารีไซเคิลจุลินทรียท่ี์ความเร็วการป้อนต่างๆ  

การด าเนินงาน ความเร็วการป้อน  
0.1 เมตรต่อวนิาที 0.2 เมตรต่อวนิาที 0.3 เมตรต่อวนิาที 
#1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3 

กรองท่ีเวลาหมกั (วนั) 10 18 22 26 30 34 38 42 46 
เวลาเติมอาหาร, 500 มล. (วนั) 17 20 24 28 32 36 40 44 48 
เวลาเติมอาหาร, 200 มล. (วนั) - 18 22 26 30 34 38 42 46 
เวลารีไซเคิลจุลินทรีย ์300 มล. (วนั) - 18 22 26 30 34 38 42 46 
หมายเหตุ: ท่ีระยะเวลาหมกันาน 39 วนั ไดเ้ติมล าตน้สดขา้วฟ่างหวานใหม่ลงถงัหมกัอีก 1050 กรัม 


