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ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
 

โครงการนี้เป็นการร่วมมือกันระหว่าง กลุ่มวิจัย solid state fermentation and bioprocess 
engineering มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี และ ห้องปฏิบัติการ genetic ของ ดร. ชลุ ี  
ยมภักดี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในงานวิจัยเพื่อคัดเลือกสายพันธ์
ยีสต์และศึกษากระบวนการผลิตเอทานอลโดยใช้น้้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์ 

  
ปัจจุบันราคาน้้ามันดิบในตลาดโลกขยับขึ้นเรี่อย ๆ ชนิดฉุดไม่อยู่ ที่คาดกันว่าจะขึ้นทะลุ 100 

ดอลลาร์/บาเรลในไม่ช้า ส่วนหนึ่งเป็นเรื่องของการเก็งก้าไร หรือปั่นราคาน้้ามัน ดังนั้น ถ้าวันนี้มีการเก็ง
ก้าไรน้้ามันไปที่ 100 ดอลลาร์ได้ ท้าไมวันนี้น้้ามันจะถูกปั่นราคาให้สูงกว่านี้ไม่ได้ ประเทศผู้น้าเข้าน้้ามัน 
รวมทั้งประเทศไทยด้วยได้รับผลกระทบเต็ม ๆ รัฐบาลทุกชุดมีภารกิจส้าคัญคือ ท้าอย่างไรจะให้ประชาชน
ได้รับผลกระทบน้อยที่สุด เพราะการขึ้นลงของราคาน้้ามันส่งผลกระทบต่อชีวิตความเป็นอยู่ประจ้าวันของ
ประชาชนอย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ นอกเหนือจากการหาพลังงานอื่น เช่น ก๊าซธรรมชาติ ถ่านหิน พลังน้้า มา
ชดเชยแล้ว การกลับมาเน้นในเรื่องการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบทางการเกษตรอีกครั้ง แม้แต่
สหรัฐอเมริกาซ่ึงเป็นผู้บริโภคน้้ามันรายใหญ่ที่สุดของโลกยังให้ความส้าคัญต่อการค้นคว้า วิจัย และผลิต  
เอทานอลเพิ่มข้ึน แต่ส่วนใหญ่ผลิตจากอ้อยซึ่งปลูกกันมากในสหรัฐ อย่างไรก็ดี พอราคาอ้อยสูงขึ้น การ
ผลิตเอทานอลในสหรัฐก็ลดลง แต่หันมาน้าเข้าเอทานอลจากบราซิลมากข้ึนเพราะราคาอ้อยยังถูกอยู่ 
สะท้อนให้เห็นว่า แม้ประเทศยักษ์ใหญ่เช่นสหรัฐยังให้ความส้าคัญต่อการผลิตเอทานอลเพ่ือใช้เป็น
เชื้อเพลิง 

 
 จากการวิเคราะห์หาสาเหตุที่มาของปัญหาดังกล่าวอาจกล่าวได้ว่า “การพัฒนากระบวนการผลิต

เอทานอล” เป็นหัวใจส้าคัญที่จะช่วยเพ่ิมก้าลังการผลิต เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตได้เป็นอย่างดี ซึ่ง
ปัจจัยส้าคัญประการหนึ่งก็คือ การเลือกใช้ “จุลินทรีย์” ที่มีประสิทธิภาพ และเหมาะสมส้าหรับ
กระบวนการหมักเอทานอล อย่างไรก็ตามในอดีตการผลิตแอลกอฮอล์จะใช้ยีสต์ขนมปังซึ่งการผลิตโดยวิธีนี้
มีมานานกว่าพันปี แต่การน้ายีสต์ขนมปังมาผลิตพลังงานทางเลือกอย่างเอทานอลเพ่ิงจะมีการน้ามาใช้ไม่กี่
ปีเท่านั้น โดยปัญหาและอุปสรรคของการผลิตเอทานอลในอดีต ได้แก่ 
 

1. ปัญหาจากต้นทุนการย่อยน้้าตาลโมเลกุลใหญ่ให้เป็นน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยวก่อนกระบวนการ
หมักท่ีต้องใช้อุณหภูมิสูงในการท้าปฎิกิริยาด้วยเอมไซม์เซลลูเลส 

2. ประสิทธิภาพการใช้น้้าตาลไซโรส และน้้าตาลเพนโตสของยีสต์ที่ใช้ในกระบวนการหมักยังไม่
ดีเท่าท่ีควร 

 
 

จุลินทรีย์ส่วนใหญ่ที่ใช้ในการหมักมักจะไม่สามารถทนอุณหภูมิสูงได้ จากข้อจ้ากัดดังกล่าวท้าให้
ทีมวิจัยมีความประสงค์ที่จะหาจุลินทรีย์ที่สามารถทนต่อสภาวะการย่อยสลายน้้าตาลโมเลกุลใหญ่เป็น
น้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว และเปลี่ยนน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยวไปเป็นเอทานอล เพ่ือลดต้นทุนการผลิตเอทานอลจาก
การปรับเปลี่ยนสภาวะการผลิตก่อนเข้าสู่กระบวนการหมัก หนึ่งในหลักการส้าคัญของการย่อยสลาย
น้้าตาลโมเลกุลใหญ่ก็คือการย่อย Lignocelluloses ที่ต้องอาศัยประสิทธิภาพในการย่อยน้้าตาลไซโรส 
เนื่องจากน้้าตาลไซโรสเป็นส่วนประกอบหลักของเซลลูโรสกว่า 30% (Je!ries, T.W. และคณะ) จาก
การศึกษากระบวนการหมักเอทานอลในอดีตจะพบว่ามีการใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae เป็น
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จุลินทรีย์หลักในการหมักให้ได้เอทานอล แต่ยีสต์ชนิดนี้มีความสามารถใช้น้้าตาลไซโรสต่้า โดยมีแนวโน้มที่
จะมีความสามารถในการย่อยสลายน้้าตาลกูลโคส และน้้าตาลเฮกโซสในรูปแบบอ่ืนๆ ได้ดีกว่า (Bao, X.
และคณะ) จึงท้าให้ประสิทธิภาพการย่อยสลาย Lignocelluloses ในอุณหภูมิสูงไม่ดีเท่าที่ควร  
 

ในงานวิจัยนี้จะน้ายีสต์จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งได้
คัดเลือกยีสต์จากโรงงานน้้าตาลทราย จ้านวน 94 ไอโซเลต จนได้ยีสต์ที่มีความสามารถในการทนต่อ
อุณหภูมิสูง และสามารถผลิตเอทานอลได้สูง จ้านวน 8-20 ไอโซเลต มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตเอทานอลในระดับโรงงานต้นแบบต่อไป 

 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. คัดเลือกยีสต์ที่สามารถทนทานต่ออุณหภูมิสูง ในระหว่างกระบวนการผลิต และผลิตเอทานอล
ได้สูง 

2. ศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อกระบวนการหมักเอทานอลโดยใช้ยีสต์ที่คัดเลือกได้ 
3. ศึกษากระบวนการหมักเอทานอลด้วยยีสต์ที่คัดเลือกได้ ในแง่ของการเพ่ิมประสิทธิภาพการ

หมักให้ได้ผลผลิตที่มากกว่ากระบวนการผลิตด้วยยีสต์สายพันธุ์อ่ืน 
4. ศึกษาความเป็นไปได้ในการน้ายีสต์ที่คัดเลือกได้ มาใช้ในการหมักเอทานอลในระดับโรงงาน

ต้นแบบ 
 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 

คัดเลือกสายพันธุ์ยีสต์จากของเสียโรงงานน้้าตาลที่สามารถทนอุณหภูมิสูง และผลิตเอทานอลได้
สูง แล้วน้ามาทดลองเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตร   เพ่ือศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อกระบวนการหมัก
เอทานอลโดยใช้ยีสต์ ในน้้าทิ้งจากอุตสาหกรรมการหมัก 

 
 
 
 

ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
 

เอทานอล (Ethanol) หรือ เอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl Alcohol) ในทางเคมีเป็นกลุ่มสารประกอบ
อินทรีย์มีสูตรทางเคมีคือ C2H5OH ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน เป็นไฮดรอกซิล ดิริ
เวทีฟของไฮโดรคาร์บอน เกิดจากการแทนที่ไฮโดรเจนอะตอมด้วย hydroxyl group (OH)  มีน้้าหนัก
โมเลกุล 46.07 จุดเดือดประมาณ 78 องศาเซลเซียส เป็นของเหลวใสไม่มีสี ติดไฟง่าย ให้เปลวไฟสีน้้าเงิน 
ไม่มีควัน ประเทศที่ผลิตเอทานอลมากที่สุดของโลกในล้าดับต้นๆ ได้แก่ บราซิล และประเทศสหรัฐอเมริกา 
ซึ่งแนวโน้มการใช้น้้ามันแก๊สโซฮอล์ของโลกยังคงเติบโตอย่างต่อเนื่อง ส่วนในประเทศแถบเอเชีย เช่น จีน 
อินเดีย ก็ให้ความสนใจมากในการใช้พลังงานทดแทนโดยเฉพาะเอทานอล และปัจจุบันอินเดียได้มีการ
ส่งเสริมและพัฒนาเทคโนโลยีในการผลิตเอทานอลบริสุทธิ์ เพ่ือใช้ภายในประเทศ อีกทั้งยังสามารถส่งออก
เทคโนโลยีไปยังประเทศต่างๆ รวมทั้งประเทศไทย การศึกษาของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งประเทศไทย พบว่า การผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบชนิดต่างๆ ในโรงงานต้นแบบพบว่า ต้นทุนที่ใช้ผลิต
เอทานอล หัวมันส้าปะหลังสด 8.94 บาท/ลิตร  มันส้าปะหลังเส้น 9.41 บาท/ลิตร   แป้งมันส้าปะหลัง 
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13.50 บาท/ลิตร  อ้อย 10.54 บาท/ลิตร  และข้าวโพด 10.65 บาท/ลิตร  จากวัตถุดิบนี้พบว่า หัวมัน
ส้าปะหลังสดมีต้นทุนถูกที่สุด อย่างไรก็ตามการศึกษาในห้องปฏิบัติการโดยใช้ถังหมักขนาด 2 ลิตร จะท้า
การหมักยีสต์โดยใช้สารอาหารที่จ้าลองส่วนประกอบของวัตถุดิบที่ใช้ในกระบวนการหมัก ได้แก่ น้้าตาล
กลูโคส ซึ่งจะเปลี่ยนเป็นเอทานอลโดยผ่านกระบวนการภายในเซลล์ยีสต์ แสดงดังรูปที่ 1 

 
รูปที่ 1 Simplified scheme of sugar transport and metabolism in S. cerevisiae.  

1. Low- and intermediate-affinity hexose transporters.  
2. High-affinity hexose transporters. (Abbreviations: PPP, pentose phosphate 

pathway; XR, xylose reductase; XDH, xylitol dehydrogenase; XK, xylulokinase; GK, 
glucokinase; PGI, phosphoglucose isomerase; PFK, phosphofructokinase; AD, aldolase; TPI, 
triose phosphate isomerase; GDH, glyceraldehyde-3-P dehydrogenase; GPD, glycerol-3-P 
dehydrogenase; GPP, glycerol-3-phosphatase; PDC, pyruvate decarboxylase; ALD, 
acetaldehyde dehydrogenase; ADH, alcohol dehydrogenase)  
 

อย่างไรก็ตามยีสต์ที่ใช้ในงานวิจัยชิ้นนี้ เป็นยีสต์ที่ได้จากการคัดเลือกให้มีคุณสมบัติทนอุณหภูมิสูง
และทนแอลกอฮอล์สูง เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการหมัก โดยคาดหวังว่าจะสามารถผลิตเอทานอลได้สูงกว่า
สายพันธุ์เดิม โดยงานวิจัยชิ้นนี้ได้ใช้ยีสต์ที่ถูกพัฒนาสายพันธุ์จาก ผู้ช่วยศาสตราจารย ์ ดร.ชุล ี ยมภักด ี
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งมีคุณสมบัติในการสะสมเอทานอล 
และทนแอลกอฮอล์ได้สูงกว่าสายพันธุ์ทั่วไป 

 
 

ปัจจัยท่ีมีผลต่อการหมักเอทานอล 
 
 มีปัจจัยหลายอย่างที่มีบทบาทส้าคัญในการยับยั้งปฏิกริยาการผลิตเอทานอล ท้าให้ผลิตเอทานอล
ได้น้อย โดยปัจจัยหลักๆ ได้แก่ 
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1. ความเข้มข้นของเอทานอล 
การมีเอทานอลสะสมอยู่ในถังหมักจะไปยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ ท้าให้จุลินทรีย์เจริญช้า

ลง จนเกือบหยุดการเจริญ เอทานอลไปมีผลต่อการยับยั้งแบบไม่แข่งขัน (non-competitive inhibitor) 
ในการขนส่งกลูโคส มอลโทส แอมโมเนีย และกรดอะมิโนต่างๆ ยีสต์สายพันธุ์ที่เยื่อหุ้มเซลล์มีส่วนประกอบ 
ของกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ปริมาณมาก สามารถมีชีวิตอยู่ได้เมื่ออยู่ในสภาวะที่มี 
ความเข้มข้นของเอทานอลสูงๆ เทียบกับยีสต์สายพันธุ์ที่มีส่วนประกอบของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวอยู่น้อย  
นอกจากนี้ยังพบว่าฟอสโฟลิปิดบนเยื่อหุ้มเซลล์มีบทบาทส้าคัญต่อการทนเอทานอลของยีสต์อีกด้วย 
(Hong M.E. et al., 2010) 

 
2. ความเข้มข้นของน้้าตาล 

อาหารส้าหรับหมักที่มีน้้าตาลสูงกว่า 150 กรัมต่อลิตร จะท้าให้การหมักเอทานอลของยีสต์ 
หยุดลง (Nagodawithana et al., 1976)  ดังนั้นการใช้ยีสต์มาหมักในสภาวะเช่นนี้ จึงมีผลท้าให้การหมัก
เป็นไปได้ช้า และเมื่อเลือกใช้ยีสต์ที่ทนต่อแรงดันออสโมซีส (osmotolerant yeast) พบว่าสามารถเจริญ
ได้ดีในอาหารที่มีความเข้มข้นของน้้าตาลสูง แต่มีความสามารถในการผลิตเอทานอลต่้า (D’ Amore et 
al., 1988) 

 
 

3. สารอาหารและโคแฟกเตอร์ (cofactor) ที่จ้าเป็นส้าหรับการหมัก ได้แก่ 
3.1 ไนโตรเจน โดยทั่วไปยีสต์สามารถใช้แอมโมเนียมไอออน (ammonium ion) ได้ ซ่ึง

จัดเป็นแหล่งของไนโตรเจนที่มีมวลโมเลกุลต่้า ที่ยีสต์สามารถใช้ได้ 
3.2 ฟอสฟอรัส  ปกติใส่ในรูปของฟอสเฟต ซึ่งเป็น ionic factor จัดเป็นธาตุอาหารที่มีความ 

ส้าคัญต่อการเจริญของยีสต์ (สาวิตรี  ลิ่มทอง, 2540) 
3.3 ซัลเฟอร์  ปกติในอุตสาหกรรมใช้ในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟต จัดเป็นธาตุอาหารที่มี

ความจ้าเป็นต่อการเจริญของยีสต์เช่นเดียวกับฟอสฟอสรัส โดยอยู่ในรูปของ methionine แต่เนื่องจากมี 
ราคาแพงมาก จึงใช้เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแทน 

3.4 แร่ธาตุต่างๆ มีความส้าคัญต่อการเจริญเติบโตแบ่งออกเป็น 3 ประเภท ได้แก่ 
3.4.1 Macroelements ได้แก่ โพแทสเซียม, แมกนีเซียม, แคลเซียม, สังกะสี, เหล็ก, 

แมงกานีส 
3.4.2 Microelements ได้แก่ โคบอล, โบรอน, โครเมียม, ไอโอดีน, โมลิบดินัม, 

แคดเมียม, นิกเกิล, ทองแดง, โซเดียม 
3.4.3 Inhibitors ได้แก่ เงิน, สารหนู, ปรอท, ลิเทียม, เซลิเนียม 

 3.5 วิตามิน เป็นตัวควบคุมเมตาบอลิซึมของยีสต์ ควบคุมเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง   เนื่องจาก 
วิตามินเป็นสารตั้งต้น (precursor) ที่จะท้าให้เอนไซม์สามารถท้างานได้เต็มที่ 
 การที่จะเติมสารอาหารใดลงไปนั้น ควรค้านึงถึงผลต่อต้นทุนการผลิต โดยปริมาณที่ใส่นั้นจะ
ขึ้นอยู่กับความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสต์สายพันธุ์นั้นๆ 
 

4. สภาวะแวดล้อมในการเจริญเติบโตที่เหมาะสมของยีสต์ ได้แก่ ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
อุณหภูมิ คาร์บอนไดออกไซด์ 
 
จุลินทรีย์ท่ีใช้ส าหรับการผลิตเอทานอล 
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 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอลในระดับโรงงานอุตสาหกรรมนั้น ต้องมีลักษณะเหมาะสมกับ
กระบวนการและอุปกรณ์ที่ใช้ในการผลิต โดยจุลินทรีย์ที่ดีและมีความเหมาะสมในการผลิตเอทานอล ควรมี
ลักษณะดังนี้ (สาวิตรี  ลิ่มทอง, 2540) 

1. ให้ผลผลิตสูง 
2. ทนต่อเอทานอล (ethanol tolerance) 
3. ทนต่อแรงดันออสโมซีส (osmotolerance) 
4. มีความคงตัวภายใต้สภาวะต่างๆ ของการหมัก 
5. ทนต่อภาวะความเป็นกรด (acid tolerance) 
6. ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 
7. มีอัตราการหมักเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 
8. เพ่ิมจ้านวน (propagation) ได้ง่าย 
9. ให้ความร้อนในระหว่างการหมักต่้า 
10. นอกเหนือจากการใช้กลูโคส มีความสามารถในการใช้ไดแซกคาไรด์ หรือ โพลีแซกคาไรด์ 
11. มีความทนทานต่อสารพิษต่างๆ  

 
การผลิตเอทานอลด้วยยีสต์สายพันธุ์ใหม่ 
 

ยีสต์ท้าขนมปังสายพันธุ์ใหม่ Saccharomyces cerevisiae ถูกพัฒนาขึ้นโดยสามารถใช้หมักท้า
น้้าตาลเพนโทสได้อย่างมีประสิทธภาพ และสามารถพบได้ในวัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตรและไม้เนื้อแข็ง 
 

กลุ่มนักวิจัยได้เขียนผลงานนี้ลงใน BioMed Central ในหมวดวารสาร Biotechnology for 
Biofuels อธิบายถึงการสร้าง S. cerevisiae สายพันธุ์ใหม่ TMB3130 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการเพ่ิมขึ้นของ
อัตราการเกิดเชื้อและความเข้มข้นของชีวมวลในตัวอย่างน้้าตาลที่ประกอบด้วยน้้าตาลเพนโทส 2 ตัว, 
ไซโลส และ อราบิโนส 

 
Marie Gorwa-Grauslund แห่งมหาวิทยาลัย Lund ประเทศสวีเดน ท้างานร่วมกับทีมนักวิจัย

นานาชาติเพ่ือสร้างจุลินทรีย์ชนิดใหม่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งยีสต์ท้าขนมปังทั่วไปไม่สามารถใช้หมักน้้าตาล
เพนโทสได้ท้ังหมด โดยการใส่ยีนส์ที่จ้าเป็นที่ได้มาจากเชื้อราหรือแบคทีเรียชนิดอื่น มันก็เป็นไปได้ที่จะท้า
ให้เกิดการเปลี่ยนพันธุกรรมของสายพันธุ์ที่ไม่สามารถใช้หมักน้้าตาลเพนโทสได้ Gorwa-Grauslund และ
เพ่ือนร่วมงานของเธอได้น้าหนึ่งในสายพันธุ์ที่ถูกดัดแปลง TMB3061 และเพาะเลี้ยงมันในของผสมระหว่าง
น้้าตาลไซโลสและอราบิโนสเพ่ือที่จะเลือกกลุ่มสายพันธุ์ที่มีความคงตัวซึ่งสามารถย่อยสลายน้้าตาลเพนโทส
ได้มากท่ีสุด 
 
การน าน้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใช้ในการหมักเอทานอล 
 

น้้าทิ้งจากอุตสาหกรรมการหมักมีส่วนประกอบของน้้าตาลที่ได้จากการผลิตบางส่วน และธาตุ
อาหารคาร์บอนที่สามารถเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้ จากการศึกษาของ Kripa, R. และคณะ ได้น้าน้้าเสียจาก
การผลิตเบียร์ เติม Trace mineral solutions  สามารถผลิตเอทานอลได้ 8.42 – 15.52 g/L น้้าเสียจาก
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โรงงานผลิตเบียร์ซึ่งใช้ยีสต์หมักอยู่แล้วก็พบว่ามีความเป็นไปได้ในการน้ามาผลิตเอทานอลเช่นกัน ใน
การศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้้าเสียโรงงานเบียร์โดยใช้แบคทีเรีย E.coli K011 และยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae พบว่าจุลินทรีย์สองชนิดนี้มีประสิทธิภาพในผลิตเอทานอลจากน้้าเสีย
โรงงานเบียร์ และจะได้ผลิตภัณฑ์คือเอทานอลเพิ่มสูงขึ้น เมื่อน้าน้้าเสียมาท้าการเติมเอนไซม์ α-amylase 
pectinase และเอนไซม์ผสมของทั้งสองชนิดโดยท้าให้ได้เอทานอลเพิ่มข้ึนถึง 61-84% เปรียบเทียบกับ
กรณีท่ีไม่มีการเติมเอนไซม์ และการเติมเอนไซม์ผสมให้ผลผลิตสูงสุดส้าหรับการหมักไม่ว่าเป็นแบคทีเรีย
หรือยีสต์ (Kripa, R. และคณะ) 
 
การวิเคราะห์ตัวอย่างน้ าทิ้งจากการผลิตเบียร์ (อุตสาหกรรมการหมัก) 
 

จากการศึกษาของ Kripa, R. และคณะได้ท้าการวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลในน้้าทิ้งจากการผลติ
เบียร์ แสดงดังรูปที่ 3 จากตัวอย่างที่วิเคราะห์ตัวอย่างหนึ่งพบว่า น้้าทิ้งจากการผลิตเบียร์มีปริมาณน้้าตาล
Maltotetraose 9.52 g/L น้้าตาล Maltotriose 4.08 g/L น้้าตาล Maltose 8.55 g/L น้้าตาลกลูโคส 
2.00 g/L  และน้้าตาล Galactose 0.89 g/L ตามล้าดับ 
 

 
รูปที่ 2  ปริมาณน้้าตาลชนิดต่างๆ ในน้้าทิ้งจากการผลิตเบียร์ (Kripa, R. และคณะ) 
 
ส้าหรับขั้นตอนการบ้าบัดน้้าทิ้งจากโรงงานเบียร์มีขั้นตอนต่างๆ ดังต่อไปนี้ 

1. น้้าทิ้งจากโรงเบียร์จะถูกส่งเข้าไปยัง Equalization Tank ซึ่งจะกวนน้้าอยู่ตลอดเวลาเพื่อป้องกัน 
การตกตะกอน  

2. น้้าทิ้งจะถูกส่งไปยังถังหมักแอนแอโรบิค ซึ่งเรียกว่า ถังปฏิกิริยา UASB เพ่ือให้แบคทีเรียแบบไม่ใช้ 
ออกซิเจนย่อยสลาย สารอินทรีย์แล้วเปลี่ยนให้เป็น "ก๊าซชีวภาพ" 
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3. น้้าทิ้งจะถูกส่งไปบ้าบัดต่อยัง ถังเติมอากาศ (Aeration Tank) ซึ่งออกซิเจนจะกระตุ้นการเจริญ 
เติบโตของแบคทีเรียที่อาศัยอากาศในการเจริญเติบโต เพ่ือให้แบคทีเรียย่อยสลายสสารอินทรีย์ ที่
ยังเหลืออยู่ให้หมดไป ก่อนจะถ่ายเทไปยังถังตกตะกอน 

4. น้้าใสจากบ่อตกตะกอนจะถูกแยกและปั๊มออกมายังบ่อพัก หลังจากมีการตรวจสอบคุณสมบัติน้้า
ว่าตรง ตามระเบียบ ของทางรัฐบาลแล้ว จึงจะปล่อยน้้าลงยังแม่น้้าเจ้าพระยา นอกจากจะปล่อย
น้้าลงในแม่น้้า แล้ว ยังมีการใช้น้้าที่ได้รับการบ้าบัดแล้วในการรดน้้าต้นไม้และล้างท้าความสะอาด
บริเวณโรงเบียร์ อีกด้วย 

5. สิ่งที่เหลืออยู่ในถังตกตะกอนจะถูกส่งไปยัง sludge thickener ซึ่งจะแยกน้้าที่เหลือออก 
6. ตะกอนที่เหลือจะน้้าไปผ่านเครื่องแยกน้้าจากตะกอน ซึ่งจะแยกน้้าออกจากตะกอนเป็นครั้ง

สุดท้าย ส่วนตะกอนที่เหลือในขั้นตอนนี้จะถูกน้าไปใช้เป็นปุ๋ย หรือผลิตภัณฑ์อ่ืน ส่วนน้้าที่ได้จาก
ขั้นตอนนี้ จะถูกปั๊มเข้าไปยังระบบบ้าบัดน้้าทิ้งอีกครั้งเพ่ือให้มั่นใจได้ว่าคุณภาพ น้้าจะอยู่ในระดับ 
ที่สามารถ ปล่อยออกจากระบบได้ 

7. ในขั้นตอนการบ้าบัดน้้าทิ้งจะได้ก๊าซชีวภาพด้วย ซึ่งก๊าซจะถูกน้าไปใช้ในการต้มเบียร์ ท้าให้
สามารถ ประหยัดพลังงานได้อย่างมาก 
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การทดสอบการหมักเอทานอลจากน้ าเสียโรงงานเบียร์โดย  
Saccharomyces cerevisiae No. 75 
 
ขั้นตอนการเตรียมเชื้อ 
1. น้าตัวอย่างปริมาณ 1 loop ใส่ลงในอาหาร YMB 50 มิลลิลิตร ใน flask 250 มิลลิลิตร  บ่มเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 oC ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
 
ขั้นตอนการผลิตเอทานอลการทดลองท่ี 1-3 
2. น้าตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ใส่ลงในตัวอย่างน้้าเสีย บ่มที่อุณหภูมิ 30o c ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
 
ขั้นตอนการตรวจสอบ 
3. น้าตัวอย่างที่ผ่านการบ่มแล้วมาตรวจสอบด้วยเครื่อง HPLC  
4. ท้าสารมาตรฐานโดยใช้ absolute ethanol เจือจางด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 

0.8 และ 1.0 %(V/V) 
5. ท้าการตรวจสอบการเจริญของยีสต์ด้วยวิธี spread plate โดยใช้อาหาร YMA ท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
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การทดลองที่ 1  การทดสอบการหมักเอทานอลจากน้ าเสียโรงงานเบียร์โดย Saccharomyces 
cerevisiae No. 75 โดยไม่ท าลายเชื้อจุลินทรีย์ดั้งเดิมในน้ าเสีย 
 
ขั้นตอนการเตรียมน้้าเสีย 
-  น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใส่ใน flask 250 มิลลิลิตร ไม่ต้องท้าลายเชื้อจุลินทรีย์ในน้้า
เสีย ท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
-  เติมเชื้อจาก 1 ลงไป 10 มิลลิลิตร 
 
 
ผลการทดลอง 

1. การผลิตเอทานอล  
จากการทดลองการหมักโดยไม่ท้าลายจุลินทรีย์ดั้งเดิมในน้้าเสีย จะเห็นได้ว่าเมื่อเปรียบเทียบพ้ืนที่

ใต้กราฟระหว่างตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม กับสารมาตรฐานเอทานอลนั้น พบว่าสารมาตรฐาน
มีการผลิตเอทานอล ออกมาที่เวลา 16.273 นาที แต่ทั้งตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม ไม่พบการ
ผลิตเอทานอล ของกราฟในเวลาดังกล่าว (รูปที่ 2 และ 3) แสดงว่าไม่มีเอทานอลผลิตขึ้นในการทดลองนี้ 
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Detector B
ETOH10
ETOH10-Rep2

Retention Time

 
Pk # Retention Time Area Area % Height Height % 

1 14.7 1420 0.034 55 0.054 
2 16.284 4215113 99.966 102198 99.946 

Totals  4216533 100 102253 100 
รูปที่ 3 ผล HPLC ของเอทานอลมาตรฐาน 1% 
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Detector B
TEST2_BO1
TEST2_BO1

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 6.167 421 0.057 44 0.12 
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2 6.605 305769 41.288 19012 51.506 
3 7.136 82954 11.201 4196 11.368 
4 7.741 159667 21.56 7112 19.267 
5 8.851 381 0.051 39 0.105 
6 9.228 568 0.077 50 0.135 
7 11.911 1449 0.196 79 0.214 
8 13.02 72601 9.803 2802 7.591 
9 18.122 116758 15.766 3578 9.693 

Totals  740569 100 36912 100 
รูปที่ 4 ผล HPLC ของน้้าเสียห้องต้ม หลังการบ่ม 
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Detector B
TEST2_EQ1
TEST2_EQ1

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 6.468 47353 21.807 2425 29.825 
2 8.861 3500 1.612 206 2.53 
3 14.809 42084 19.38 1579 19.42 
4 18.123 124211 57.201 3920 48.225 

Totals  217148 100 8129 100 
รูปที่ 5 ผล HPLC ของน้้าเสียห้องรวม หลังการบ่ม 
2. การเจริญของจุลินทรีย์ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ  

เมื่อน้าตัวอย่างหลังการบ่มทั้งสองตัวอย่างมา spread plate เพ่ือตรวจสอบการเจริญของยีสต์ 
นั้นพบว่ายีสต์เจริญได้ไม่ดีนักในตัวอย่างห้องต้ม และห้องรวม แต่ตัวอย่างจากห้องต้ม สามารถเจริญได้
ดีกว่าตัวอย่างจากห้องรวม (ตารางที่ 1) 
 
ตารางที ่1 เปรียบเทียบการเจริญของยีสต์ระหว่างตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม 

ตัวอย่าง จานเลี้ยงเชื้อที่ 1 จานเลี้ยงเชื้อที่ 2 

ห้อง ต้ม + + 

ห้องรวม + - 

หมายเหตุ  +++ เจริญดีมาก, ++ เจริญดี, + เจริญ, – ไม่เจริญ 
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การทดลองที่ 2  การทดสอบการหมักเอทานอลจากน้ าเสียโรงงานเบียรท์ี่ท าลายจุลินทรีย์ดั้งเดิมแล้ว
โดย Saccharomyces cerevisiae No. 75  
 
ขั้นตอนการเตรียมน้้าเสีย 
- เติมตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงใน flask 250 มิลลิลิตร น้าไปฆ่าเชื้อ ท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
- เติมเชื้อจาก 1 ลงไป 10 มิลลิลิตร 
 
ผลการทดลอง 

1. การผลิตเอทานอล  
จากการทดลองการหมักโดยท้าลายจุลินทรีย์ดั้งเดิมในน้้าเสีย จะเห็นได้ว่าเมื่อเปรียบเทียบพ้ืนที่ใต้

กราฟระหว่างตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม กับสารมาตรฐานเอทานอลนั้น พบว่าสารมาตรฐานมี
กราฟออกมาที่เวลา 16.273 นาที แต่ทั้งตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม ไม่พบการผลิตเอทานอล
ของกราฟในเวลานี้แต่อย่างใด (รูปที่ 5 และ 6) แสดงว่าไม่มีเอทานอลผลิตขึ้นในการทดลองนี้ 
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Detector B
ETOH10
ETOH10-Rep2

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 14.7 1420 0.034 55 0.054 
2 16.284 4215113 99.966 102198 99.946 

Totals  4216533 100 102253 100 
รูปที่ 6 ผล HPLC ของเอทานอลมาตรฐาน 1% 
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Detector B
BO01
TEST_BO001-Rep1

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 8.869 456502 37.633 16482 43.382 
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2 9.561 106911 8.814 4361 11.478 
3 10.382 367245 30.275 10786 28.391 
4 11.883 3894 0.321 176 0.463 
5 12.225 5650 0.466 212 0.559 
6 13.142 3794 0.313 165 0.435 
7 13.471 6774 0.558 272 0.715 
8 17.474 138659 11.431 3236 8.517 
9 24.361 110752 9.13 2027 5.336 
10 26.923 12848 1.059 275 0.724 

Totals  1213028 100 37992 100 
รูปที่ 7 ผล HPLC ของน้้าเสียห้องต้ม หลังการบ่ม 
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Detector B
EQ01
TEST_EQ001-Rep1

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 8.523 34894 26.729 1481 43.525 
2 11.872 4970 3.807 176 5.175 
3 19.841 1326 1.016 59 1.73 
4 24.373 89356 68.448 1687 49.571 

Totals  130546 100 3403 100 
รูปที่ 8 ผล HPLC ของน้้าเสียห้องรวม หลังการบ่ม 

2. การเจริญของจุลินทรีย์ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ  
เมื่อน้าตัวอย่างหลังการบ่มทั้งสองตัวอย่างมา spread plate เพ่ือตรวจสอบการเจริญของ

ยีสต์ นั้นพบว่ายีสต์เจริญได้ไม่ดีนักทั้งในตัวอย่างห้องต้ม และห้องรวม (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที ่2 เปรียบเทียบการเจริญของยีสต์ระหว่างตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม  
ตัวอย่าง จานเลี้ยงเชื้อที่ 1 จานเลี้ยงเชื้อที่ 2 

ห้อง ต้ม ++ + 

ห้องรวม + + 

หมายเหตุ  +++ เจริญดีมาก, ++ เจริญดี, + เจริญ, – ไม่เจริญ 
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การทดลองที่ 3  การทดสอบการหมักเอทานอลจากน้ าเสียโรงงานเบียร์ที่ท าลายจุลินทรีย์ดั้งเดิมแล้ว
โดย Saccharomyces cerevisiae No.75 ที่คัดเลือกได้ในสภาพไร้อากาศ 
 
ขั้นตอนการเตรียมน้้าเสีย 
- เติมตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน flask 250 มิลลิลิตรน้าไปฆ่าเชื้อ โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
- เติมเชื้อจาก 1 ลงไป 10 มิลลิลิตร 
 
ผลการทดลอง 

1. การผลิตเอทานอล  
จากการทดลองจะเห็นได้ว่าในสภาวะไร้อากาศ เมื่อเปรียบเทียบพ้ืนที่ใต้กราฟระหว่าง

ตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม กับสารมาตรฐานเอทานอลนั้น พบว่าสารมาตรฐานมีการผลิตเอทา
นอล ออกมาที่เวลา16.273 นาท ี(รูปที่ 7) และมีเพียงตัวอย่างห้องต้ม เท่านั้นที่มีการผลิตเอทานอล ขึ้นมา
ในช่วงเวลานี้ (รูปที่ 8) และเมื่อน้ามาค้านวณหาปริมาณเอทานอลเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเอทา
นอลนั้น จะพบว่าสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดที่ 0.009502 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 3) ในขณะที่ตัวอย่าง
ห้องรวมนั้นไม่พบการผลิตเอทานอล (รูปที่ 9) 
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Detector B
ETOH10
ETOH10-Rep2

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 14.7 1420 0.034 55 0.054 
2 16.284 4215113 99.966 102198 99.946 

Totals  4216533 100 102253 100 
 
รูปที่ 9 ผล HPLC ของเอทานอลมาตรฐาน 1% 
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Detector B
BO12
TEST_BO12-Rep1

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 6.693 427649 41.254 9279 42.108 
2 7.102 290982 28.07 8638 39.199 
3 8.171 242910 23.433 2948 13.375 
4 12.554 15635 1.508 263 1.192 
5 16.221 59457 5.736 909 4.126 

Totals  1036632 100 22038 100 
รูปที่ 10 ผล HPLC ของน้้าเสียห้องต้ม หลังการบ่ม 
 
ตารางที ่3 ปริมาณเอทานอลจากตัวอย่างห้อง ต้ม 

ตัวอย่าง 
พ้ินที่ใต้กราฟที่ 16 นาที ปริมาณเอทานอล 

(g/l) 1 2 เฉลี่ย 

Flask 1 36854 34457 35655.5 0.005691 
Flask 2 59457 59614 59535.5 0.009502 
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Detector B
EQ11
TEST_EQ11-Rep2

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 6.346 12155 28.581 382 40.147 
2 7.099 2826 6.644 104 10.912 
3 12.406 27547 64.774 465 48.941 

Totals  42527 100 951 100 
รูปที่ 11 HPLC ของน้้าเสียห้องรวม หลังการบ่ม 
   

2. การเจริญของจุลินทรีย์ใน จานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
 เมื่อน้าทั้ง 2 ตัวอย่างมาตรวจสอบการเจริญของยีสต์ด้วยการเพาะเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
พบว่าตัวอย่างห้องต้ม สามารถเจริญได้ดีกว่าตัวอย่างห้องรวม (ตารางที่ 4) 
 
ตารางที ่4 เปรียบเทียบการเจริญของยีสต์ระหว่างตัวอย่างห้อง ต้ม และตัวอย่างห้องรวม  

ตัวอย่าง จานเลี้ยงเชื้อที่ 1 จานเลี้ยงเชื้อที่ 2 

ห้องต้ม +++ +++ 

ห้องรวม +++ ++ 
หมายเหตุ  +++ เจริญดีมาก, ++ เจริญดี, + เจริญ, – ไม่เจริญ 
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การทดลองที่ 4  การทดสอบการหมักเอทานอลจากน้ าเสียโรงงานเบียร์ที่ท าลายจุลินทรีย์ดั้งเดิมแล้ว
โดย Saccharomyces cerevisiae No.75 ที่คัดเลือกได้ ในสภาพมีอากาศในช่วงแรก และสภาพไร้
อากาศในช่วงหลัง 
 
ขั้นตอนการเตรียมน้้าเสีย 
- เติมตัวอย่างน้้าเสียที่ฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงใน flask 250 มิลลิลิตรน้าไปฆ่าเชื้อ ท้า
ตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
 
ขั้นตอนการผลิตเอทานอล 
- น้าตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์จาก 1 ใส่ลงในตัวอย่างน้้าเสียที่ฆ่าเชื้อ 10 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30o C 
ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
- จากนั้นปิดทับด้วยพาราฟินเหลวที่ฆ่าเชื้อแล้ว บ่มที่อุณหภูมิ 30o C ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง 
 
ผลการทดลอง 

1. การผลิตเอทานอล  
จากการทดลองการหมักโดยไม่ท้าลายจุลินทรีย์ดั้งเดิมในน้้าเสีย จะเห็นได้ว่าเมื่อเปรียบเทียบ 

พ้ืนที่ใต้กราฟ ระหว่างตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม กับสารมาตรฐานเอทานอลนั้น พบว่าสาร
มาตรฐานมี การผลิตเอทานอล ออกมาท่ีเวลา 16.273 นาที (รูปที่ 10) และมีเพียงตัวอย่างห้องต้ม เท่านั้น
มีการผลิตเอทานนอล ขึ้นมาในช่วงเวลานี้ (รูปที่ 11) และเม่ือน้ามาค้านวณหาปริมาณเอทานอล
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเอทานอลนั้นจะพบว่าสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดที่ 0.006036 กรัมต่อ
ลิตร (ตารางที่ 5) ในขณะที่ตัวอย่างห้องรวมนั้นไม่พบการผลิตเอทานอล (รูปที่ 12) 
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Detector B
ETOH10
ETOH10-Rep2

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area % Height Height 

% 
1 14.7 1420 0.034 55 0.054 
2 16.284 4215113 99.966 102198 99.946 

Totals  4216533 100 102253 100 
รูปที่ 12 ผล HPLC ของเอทานอลมาตรฐาน 1% 
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Detector B
BO21
TEST_BO21-Rep1

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area 

% 
Height Height 

% 
1 6.611 392073 39.315 9275 42.158 
2 7.18 317096 31.797 8868 40.308 
3 8.145 235895 23.655 3021 13.73 
4 12.549 14223 1.426 248 1.127 
5 16.167 37966 3.807 589 2.676 

Totals  997253 100 22001 100 
รูปที่ 13 ผล HPLC ของน้้าเสียห้อง ต้ม หลังการบ่ม 
 
ตารางที่ 5 ปริมาณเอทานอลจากตัวอย่างห้องต้ม 

ตัวอย่าง 
พ้ืนที่ใต้กราฟที่ 16 นาที ปริมาณเอทานอล 

(g/l) 1 2 เฉลี่ย 

Flask 1 37966 37678 37822 0.006036 
Flask 2 15345 11709 13527 0.002159 
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Detector B
EQ21
TEST_EQ21-Rep1

Retention Time

 
Pk # Retention 

Time 
Area Area 

% 
Height Height 

% 
1 6.384 10108 20.348 312 41.315 
2 12.405 39570 79.652 443 58.685 

Totals  49679 100 754 100 
รูปที่ 14 ผล HPLC ของน้้าเสียห้องรวม หลังการบ่ม 
 

2. การเจริญของจุลินทรีย์ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
 เมื่อน้าทั้ง 2 ตัวอย่างมาตรวจสอบการเจริญของยีสต์ด้วยการเพาะเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

พบว่าตัวอย่างห้องต้ม สามารถเจริญได้ดีกว่าตัวอย่างห้องรวม (ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 6 เปรียบเทียบการเจริญของยีสต์ระหว่างตัวอย่างห้องต้ม และตัวอย่างห้องรวม  

ตัวอย่าง จานเลี้ยงเชื้อที่ 1 จานเลี้ยงเชื้อที่ 2 

ห้อง ต้ม +++ +++ 

ห้องรวม +++ ++ 
หมายเหตุ  +++ เจริญดีมาก, ++ เจริญดี, + เจริญ, – ไม่เจริญ 
 

 

ตารางที่ 7 ปริมาณเอทานอลที่ผลิดขี้นได้ในแต่ละการทดลอง 

 
การทดลองที่ 1 (g/l) การทดลองที่ 2 (g/l) การทดลองที่ 3 (g/l) การทดลองที่ 4 (g/l) 

flaskA 0 0 0.0056910 0.006036 
flaskB 0 0 0.0095020 0.002159 

เฉลี่ย 0 0 0.0075965 0.0040975 
 

 
 
ผลการทดลองการทดลองที่ 1-4 
 จากการทดลองการหมักเอทานอลด้วยยีสต์โดยใช้น้้าเสีย จากโรงงานอุตสาหกรรมผลิตเบียร์ 2 
ชนิด ได้แก่ น้้าเสียห้องต้ม และ น้้าเสียห้องรวมนั้น เมื่อแบ่งตามชนิดของตัวอย่างแล้วจะเห็นได้ว่า ตัวอย่าง
ห้องต้ม จากการทดลองที่ 3 และ 4 ซึ่งเป็นการหมักแบบไร้อากาศ เท่านั้นที่มีการผลิตเอทานอล (รูปที่ 8 



21 
 

และ 11) ในขณะที่การหมักแบบมีอากาศในการทดลองท่ี 1 และ 2 ไม่มีการผลิตเอทานอลผลิตขึ้น (รูปที่ 2 
และ 5) และตัวอย่างห้องรวมนั้น ไม่พบว่ามีการผลิตเอทานอลทั้งในสภาวะที่มีอากาศและไม่มีอากาศ (รูป
ที่ 3, 6, 9 และ 12) แสดงให้เห็นว่ามีเพียงตัวอย่างห้องต้ม ที่เลี้ยงในสภาวะไม่มีอากาศเท่านั้นที่ยีสต์
สามารถผลิตเอทานอลได้ และในการเปรียบเทียบระหว่างการเลี้ยงในสภาวะไร้อากาศ (การทดลองที่ 3) 
กับการเลี้ยงในสภาวะมีอากาศในช่วงแรก  (การทดลองที่ 4) พบว่าการทดลองที่ 3 นั้นดีกว่าการทดลองที่ 
4 สังเกตได้จากปริมาณเอทานอลที่ผลิตออกมาได้ในการทดลองที่ 3 นั้นสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุด 
0.008 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 3) ในขณะที่การทดลองที่ 4 นั้นสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุด 0.004 กรัม
ต่อลิตร (ตารางที่ 4) 
 จากการเพาะเลี้ยงเพ่ือตรวจสอบความเจริญของยีสต์นั้นจะเห็นได้ชัดว่าตัวอย่างจากห้องต้ม ได้ผล
การทดลองที่ดีกว่าตัวอย่างจากห้องรวม ในทุกๆ การทดลอง (ตารางท่ี 1, 2, 4 และ 6) โดยเมื่อ
เปรียบเทียบในแต่ละการทดลองแล้วจะพบว่าการทดลองที่  3  ซึ่งเลี้ยงในสภาวะไร้อากาศนั้นให้ผลการ
ทดลองดีที่สุด (ตารางที่ 4) 
 จากการทดสอบทั้งหมดนั้นท้าให้ทราบได้ว่ามีเพียงตัวอย่างห้องต้ม เท่านั้นที่สามารถน้ามาผลิตเอ
ทานอลได้ และจะต้องเลี้ยงในสภาวะไร้อากาศเพ่ือผลการทดลองท่ีดีที่สุด 
 
การปรับปรุงแผนการด าเนินงานทดลอง 
 หลังจากได้ตัวอย่างและสภาวะที่เหมาะสมที่สุดแล้ว หลังจากนี้จะท้าการปรับปรุงสูตรอาหารที่ใช้
ในการผลิตเอทานอล และท้าการเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ทางการค้า Saccharomyces cerevisiae 
TISTR 5339  เพ่ือทดสอบว่าจุลินทรีย์ที่แยกได้นั้นมีความสามารถที่ดีหรือด้อยกว่าจุลินทรยี์ทางการค้า 
 หลังจากที่ทราบสภาวะที่ดีที่สุดในการผลิตเอทานอลแล้วการทดลองต่อจากนี้  จะเป็นการเติม
กากน้้าตาลลงในน้้าเสีย เพ่ือเป็นการเพ่ิมสารอาหารและจะท้าการทดสอบเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ทาง
การค้า Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 โดยการทดลองจะแบ่งเป็น การใช้กากน้้าตาลเข้มข้น 
17.5, 20 และ 25 %  
 
 
 
 
 
 
 
การทดลองที่ 5  การเปรียบเทียบการหมักเอทานอลจากน้ าเสียจากห้องต้มที่เติมกากน้ าตาลและน้ า
กลั่นที่เติมกากน้ าตาลและเปรียบเทียบ  Saccharomyces cerevisiae ระหว่างสายพันธุ์ที่คัดเลือกได้
ได้กับสายพันธุ์ทางการค้า Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 โดยให้ความเข้มข้น
กากน้ าตาลที่ 17.5% (V/V) 
 
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 
- น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า จากนั้น
น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
- น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 82.5 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกากน้้าตาล 17.5 
มิลลิลิตร โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
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- น้าน้้ากลั่นปริมาตร 82.5 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกากน้้าตาล 17.5 มิลลิลิตร 
โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
 
 
ขั้นตอนการผลิตเอทานอล 
- น้าตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์จาก 1 ใส่ลงในตัวอย่างน้้าเสียที่ฆ่าเชื้อแล้ว 10 มิลลิลิตร จากนั้นปิดทับด้วย
พาราฟินเหลวที่ฆ่าเชื้อแล้ว น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30o c ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
ตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
 
ขั้นตอนการตรวจสอบ 
-  ตรวจสอบปริมาณกลูโคส และเอทานอลด้วยเครื่อง HPLC 
- ท้าสารมาตรฐานกลูโคส โดยใช้กลูโคสเจือจางด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 
และ 1.0 % (V/V) 
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ผลการทดลอง 
1. การผลิตเอทานอลจากน้้าเสีย 
 จากผลการทดลอง จะเห็นได้ว่าน้้าเสียก่อนการบ่มนั้น มีปริมาณกลูโคสเริ่มต้นน้อยมากเพียง 
0.00548 กรัมต่อลิตร และเม่ือผ่านการบ่มแล้วปริมาณกลูโคสได้หมดลง และไม่พบเอทานอลจากการ
ทดลอง 
 
ตารางที่ 8 เปรียบเทียบการลดลงของน้้าตาลต่อการเพ่ิมของเอทานอลในน้้าเสีย 

น้้าเสีย 

Ethanol Glucose 

พ้ืนที่ใต้กราฟ Total 
(g/l) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ Total 
(g/l) 1 2 ค่าเฉลี่ย 1 2 ค่าเฉลี่ย 

ก่อนการบ่ม 14822 14790 14806 0 1548 1655 1601.5 0.00584 

หลังการบ่ม FlaskA 25892 25783 25837.5 0 1278 0 0 0 

หลังการบ่ม FlaskB 28642 28643 28642.5 0 1253 0 0 0 
จากตารางจะเห็นได้ว่ามีปริมาณของน้้าตาลอยู่ในน้้าเสียน้อยมาก และเมื่อน้ามาตรวจสอบปริมาณ

เอทานอลหลังการบ่มพบว่าไม่มีเอทานอลเกิดขึ้น 
 
2. การผลิตเอทานอลจากน้้ากลั่นผสมกากน้้าตาล 17.5 % (V/V) 
 จากผลการทดลอง เห็นได้ว่าก่อนการบ่มนั้นมีปริมาณกลูโคสสูงถึง 8.67 กรัมต่อลิตร และหลังการ
บ่ม 48 ชั่วโมง กลูโคสถูกใช้ไปจนหมด และมีการผลิตเอทานอลปริมาณเฉลี่ย 8.3 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 9) 
 
ตารางที ่ 9 เปรียบเทียบการลดลงของน้้าตาลต่อการเพ่ิมของเอทานอลในน้้ากลั่นเติมกากน้้าตาลเข้มข้น 
17.5% (V/V) 

น้้ากลั่น + 
กากน้้าตาล  

17.5 % (V/V) 

Ethanol Glucose 

พื้นที่ใต้กราฟ Total 
(g/l) 

พื้นที่ใต้กราฟ Total 
(g/l) 1 2 ค่าเฉลี่ย 1 2 ค่าเฉลี่ย 

ก่อนการบ่ม 16212 16212 16212 0 2377378 2377378 2377378 8.6690 

หลังการบ่ม 
FlaskA 

1645172 1599424 1622298 8.0201 0 0 0 0 

หลังการบ่ม 
FlaskB 

1734838 1728270 1731554 8.5932 0 0 0 0 

จากตารางจะเห็นว่าน้้ากลั่นที่เติมกากน้้าตาลนั้นมีปริมาณของกลูโคสที่สูงถึง 8.7 กรัมต่อลิตร และ
สามารถผลิตเอทานอลได้มากถึง 8.6 กรัมต่อลิตร 
3. การผลิตเอทานอลจากน้้าเสียผสมกากน้้าตาล 17.5 % (V/V) 
 จากผลการทดลอง จะเห็นได้ว่าก่อนการบ่มนั้นมีปริมาณกลูโคสสูงถึง 9.15 กรัมต่อลิตรและหลัง
การบ่ม 48 ชั่วโมง กลูโคสถูกใช้ไปจนหมด และมีการผลิตเอทานอลปริมาณเฉลี่ย 8.1 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที ่ 10 เปรียบเทียบการลดลงของน้้าตาลต่อการเพ่ิมของเอทานอลในน้้าเสียเติมกากน้้าตาลเข้มข้น 
17.5% (V/V) 

น้้าเสีย +
กากน้้าตาล 17.5% 

(V/V) 

Ethanol Glucose 

พื้นที่ใต้กราฟ 
Total 
(g/l) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
Total 
(g/l) 1 2 ค่าเฉลี่ย 1 2 ค่าเฉลี่ย 

ก่อนการบ่ม 48721 48443 48582 0 2509546 2509967 2509757 9.1517 

หลังการบ่ม FlaskA 1519765 1514307 1517036 7.4679 0 0 0 0 

หลังการบ่ม FlaskB 1771856 1761218 1766537 8.7767 0 0 0 0 

จากตารางจะเห็นว่าน้้ากลั่นที่เติมกากน้้าตาลนั้นมีปริมาณของกลูโคสที่สูงถึง 9.1 กรัมต่อลิตร และ
สามารถผลิตเอทานอลได้มากถึง 8.8  กรัมต่อลิตร 
 
สรุปผลการทดลอง 
 จากการทดลองเพ่ือเปรียบเทียบผลระหว่างตัวอย่างที่เติมและไม่เติมกากน้้าตาล จะเห็นได้ชัดเจน
ว่าตัวอย่างเติมกากน้้าตาลนั้นเมื่อน้ามาทดสอบด้วยเครื่อง HPLC จะมีปริมาณน้้าตาลมากกว่าอย่างเห็นได้
ชัด และหลังจากการบ่มพบว่าปริมาณของกลูโคสได้ลดลงจนหมดทั้งในตัวอย่างที่เติมและไม่เติมกากน้้าตาล 
แต่มีเพียงตัวอย่างที่เติมกากน้้าตาลเท่านั้นที่มีปริมาณของเอทานอลออกมามากถึงระดับที่สามารถวัดได้ 
 จากการทดลองเพ่ือเปรียบเทียบผลระหว่างตัวอย่างน้้าเสียและน้้ากลั่นที่เติมกากน้้าตาล พบว่า
ตัวอย่างน้้าเสียที่เติมกากน้้าตาลนั้นมีปริมาณน้้าตาลเริ่มต้นมากกว่า คือน้้ากลั่นเติมกากน้้าตาลมีความ
เข้มข้น 8.67 กรัมต่อลิตร และน้้าเสียเติมกากน้้าตาลมีความเข้มข้น 9.15 กรัมต่อลิตรและหลังจากการบ่ม
พบว่าปริมาณน้้าตาลได้หมดไปทั้ง 2 ตัวอย่าง แต่เมื่อตรวจสอบปริมาณเอทานอลนั้นพบว่าน้้ากลั่นเติม
กากน้้าตาลมีมากกว่าคือมีถึง 8.3 กรัมต่อลิตร ในขณะที่ตัวอย่างน้้าเสียเติมกากน้้าตาลนั้นมี 8.1 กรัมต่อ
ลิตร  
 จากการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลตั้งต้นและปริมาณของเอทานอลที่ผลิตขึ้นนั้น จะเห็นได้ว่าน้้า
เสียที่เติมกากน้้าตาลนั้นมีปริมาณกลูโคสตั้งต้นมากกว่า แต่ผลการทดลองกลับแสดงว่าน้้ากลั่นเติม
กากน้้าตาลนั้นมีปริมาณเอทานอลมากกว่าซึ่งไม่ตรงตามทฤษฎีที่ควรจะเป็น ดังนั้นในการทดลองต่อไป 
จะต้องท้าการเก็บผลให้บ่อยขึ้น ทุก 3 ชม. และเพ่ิมความเข้มข้นของกากน้้าตาลเป็น 20 และ 25% 
 
การทดลองที่ 6  การเปรียบเทียบการหมักเอทานอลจากน้ าเสียห้องต้มที่เติมกากน้ าตาลและน้ ากลั่นที่
เติมกากน้ าตาลและเปรียบเทียบ  Saccharomyces cerevisiae ระหว่างสายพันธุ์ที่คัดเลือกได้กับ
สายพันธุ์ทางการค้าโดยให้ความเข้มข้นกากน้ าตาลที่ 17.5 % (V/V) และทดสอบน้ าเสียเติม
กากน้ าตาลที่ 20 % (V/V) และ 25 % (V/V) 
 
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 
- น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 82.5 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกากน้้าตาล 17.5 
มิลลิลิตร โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
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- น้าตัวอย่างน้้ากลั่นปริมาตร 82.5 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกากน้้าตาล 17.5  
มิลลิลิตร โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
- น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 80 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกากน้้าตาล 20  มิลลิลิตร
โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
- น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 75 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกากน้้าตาล 25  มิลลิลิตร
โดยท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
 
ขั้นตอนการผลิตเอทานอล 
- น้าตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ใส่ลงในตัวอย่างน้้าเสียที่ฆ่าเชื้อแล้วจากนั้นปิดทับด้วยพาราฟินเหลวที่ฆ่าเชื้อแล้ว 
น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30o c ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
 
ขั้นตอนการตรวจสอบ 
- ท้าสารมาตรฐานกลูโคสโดยใช้กลูโคสเจือจางด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 
0.8 และ    1.0 % 
 
 
ผลการทดลอง 

1. การเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลและเอทานอลที่ผลิตขึ้นระหว่างน้้ากลั่นเติมกากน้้าตาลและน้้าเสีย
เติมกากน้้าตาล 
จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าน้้าเสียที่เตมิกากน้้าตาลความเข้มข้น 17.5%(V/V) นั้นจะมีปริมาณ

น้้าตาลเริ่มต้นมากกว่าน้้ากลั่นที่เติมกากน้้าตาล และเม่ือท้าการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมงจะพบว่าน้้าเสียที่
เติมกากน้้าตาลจะได้ปริมาณเอทานอลมากกว่าทั้ง 2 ชนิดของเชื้อ โดยเชื้อ Saccharomyces cerevisiae 
ที่คัดเลือกได้ No. 75   นั้นจะได้มากกว่าอย่างเห็นได้ชัดเจน แต่เมื่อผ่านไป 48 ชั่วโมงแล้ว จะพบว่า
ปริมาณของเอทานอลได้ลดลงอย่างเห็นได้ชัด โดยทั้งน้้าเสียและน้้ากลั่นจากเชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75 นั้นจะลดมากกว่าทั้ง 2 ตัวอย่าง 
 
ตารางที ่ 11 เปรียบเทียบการลดลงของน้้าตาลต่อการเพ่ิมของเอทานอลในน้้ากลั่นทีเ่ติมกากน้้าตาลเข้มข้น 
17.5% (V/V) 

น้้ากลั่น  + 
กากน้้าตาล 

17.5 
%(V/V) 

  

ตัวอย่างจุลินทรีย์ 
Saccharomyces 

cerevisiae TISTR 5339 

เชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae ที่คัดเลือกได้ 

No. 75 
0 

ชั่วโมง 
น้้าตาล (g/l) 1.89 1.89 

เอทานอล (g/l) 0.00 0.00 
24 

ชั่วโมง 
น้้าตาล (g/l) 0.81 0.50 

เอทานอล (g/l) 21.96 23.89 
48 

ชั่วโมง 
น้้าตาล (g/l) 0.00 0.00 

เอทานอล (g/l) 21.17 20.91 
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รูปที่ 15 ผลของปริมาณน้้าตาลและเอทานอลที่เวลาต่างๆ ของการเลี้ยงเชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No.75 และเชื้อจุลินทรีย์ทางการค้าด้วยน้้าเสียและน้้ากลั่นที่มีความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 17.5 %(V/V) 
 
  



27 
 

ตารางที ่ 12 เปรียบเทียบการลดลงของน้้าตาลต่อการเพ่ิมของเอทานอลในน้้าเสียทีเ่ติมกากน้้าตาลเข้มข้น 
17.5%  (V/V) 

น้้าเสีย  + 
กากน้้าตาล 

17.5 
%(V/V) 

  

ตัวอย่างจุลินทรีย์ 
Saccharomyces cerevisiae 

TISTR 5339 

เชื้อSaccharomyces 
cerevisiae ที่คัดเลือกได้ 

No. 75 
0 

ชั่วโมง 
น้้าตาล (g/l) 2.01 2.01 

เอทานอล (g/l) 0.00 0.00 
24 

ชั่วโมง 
น้้าตาล (g/l) 0.55 0.41 

เอทานอล (g/l) 24.79 29.39 
48 

ชั่วโมง 
น้้าตาล (g/l) 0.00 0.00 

เอทานอล (g/l) 20.91 21.17 
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รูปที่  16  ผลของปริมาณน้้าตาลและเอทานอลที่ เวลาต่างๆ ของการเลี้ยงเชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75 และเชื้อจุลินทรีย์ทางการค้าด้วยน้้าเสียที่มีความเข้มข้นกากน้้าตาล
เริ่มต้น 17.5%(V/V) 
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จากการทดลองนี้จะเห็นได้ชัดเจนว่าน้้าเสียที่เติมกากน้้าตาลนั้น มีปริมาณของเอทานอลที่ได้จาก
การหมักมากกว่าน้้ากลั่นที่เติมกากน้้าตาลทั้งในเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75 
และเชื้อทางการค้า โดยเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75 จากการหมักน้้ากลั่น
เติมกากน้้าตาลได้สูงสุด 23.89 กรัมต่อลิตร น้้าเสียเติมกากน้้าตาลได้สูงสุด 29.39 กรัมต่อลิตร ส่วน
ตัวอย่างเชื้อทางการค้าจากการหมักน้้ากลั่นเติมกากน้้าตาลได้เอทานอลสูงสุด 21.96 กรัมต่อลิตร และน้้า
เสียเติมกากน้้าตาลได้ 24.79 กรัมต่อลิตร (รูปที่ 13 และ 14) (ตารางที่ 11 และ 12) 
 
 
 
2. การผลิตเอทานอลโดยใช้น้้าเสียที่เติมกากน้้าตาล 20 %(V/V) 

จากรูปที่เห็นได้ว่าที่ความเข้มข้น 20 % (V/V) นั้น Saccharomyces cerevisiae No.75  มีการ
ใช้น้้าตาลที่รวดเร็วกว่าและมีปริมาณการผลิตเอทานอลมากกว่าที่เวลา 24 ชั่วโมง แตเ่มื่อผ่านไป 48 
ชั่วโมงแล้วจะเห็นได้ว่าน้้าตาลได้หมดลงทั้ง 2 ตัวอย่างและในตัวอย่างที่ใช้ Saccharomyces cerevisiae 
No.75  นั้นจะมีปริมาณเอทานอลน้อยกว่าจุลินทรีย์ทางการค้าอย่างเห็นได้ชัด 
 
ตารางที ่ 13 เปรียบเทียบการลดลงของน้้าตาลต่อการเพ่ิมขึ้นของเอทานอลในน้้าเสียทีเ่ติมกากน้้าตาล
เข้มข้น 20 % (V/V) 

น้้าเสีย  + 
กากน้้าตาล
20 %(V/V) 

 

ตัวอย่างจุลินทรีย์ 
Saccharomyces 

cerevisiae TISTR 5339 

เชื้อSaccharomyces 
cerevisiae ที่คัดเลือกได้ 

No. 75 

0 
ชั่วโมง 

น้้าตาล g/l 3.25 
 

3.25 
 

เอทานอล g/l 0 
 

0 
 

24 
ชั่วโมง 

น้้าตาล g/l 1.79 ± 0.05 1.51 ± 0.05 

เอทานอล g/l 17.65 ± 3.57 25.23 ± 2.96 

48 
ชั่วโมง 

น้้าตาล g/l 0 
 

0 
 

เอทานอล g/l 44.25 ± 0.66 31.09 ± 7.3 
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รูปที่ 17 ผลของปริมาณน้้าตาลและเอทานอลที่เวลาต่างๆ ของการเลี้ยงเชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae No.75 และเชื้อตัวอย่างด้วยความเข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 20 %(V/V) 
 
3. การผลิตเอทานอลโดยใช้น้้าเสียที่เติมกากน้้าตาล 25 %(V/V) 

จากรูปที่ 14 จะเห็นได้ว่าตัวอย่าง No.75 นั้นมีการใช้น้้าตาลและการผลิตเอทานอลมากกว่าอย่าง
เห็นได้ชัดทั้งในช่วงเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แต่ในการทดลองนี้จะเห็นได้ว่าน้้าตาลไม่ได้หมดไปภายใน
เวลา 48 ชั่วโมง  
 
ตารางที ่ 14 เปรียบเทียบการลดลงของน้้าตาลต่อการเพ่ิมของเอทานอลในน้้าเสียทีเ่ติมกากน้้าตาลเข้มข้น 
25 % (V/V) 

น้้าเสีย  + 
กากน้้าตาล
25% (V/V) 

 

ตัวอย่างจุลินทรีย์ 
Saccharomyces 

cerevisiae TISTR 5339 

เชื้อSaccharomyces 
cerevisiae ที่คัดเลือกได้ 

No. 75 

0ชั่วโมง 
น้้าตาล g/l 4.84 

 
4.84 

 
เอทานอล g/l 0.00 

 
0.00 

 
24

ชั่วโมง 
น้้าตาล g/l 3.39 ±0.03 2.73 ±0.19 

เอทานอล g/l 16.71 ±0.85 25.23 ±0.65 

48 
ชั่วโมง 

น้้าตาล g/l 0.92 ±0.18 0.68 ±0.08 

เอทานอล g/l 53.16 ±4.19 67.97 ±2.21 
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รูปที่ 18 ผลของปริมาณน้้าตาลและเอทานอลที่เวลาต่างๆ ของการเลี้ยงเชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae No.75 และเชื้อจุลินทรีย์ทางการค้าด้วยความเข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 25% (V/V) 
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สรุปผลการทดลอง 
จากการเปรียบเทียบระหว่างน้้ากลั่นและน้้าเสียที่เติมกากน้้าตาลความเข้มข้น 17.5 % (V/V) นั้น

จะเห็นได้ชัดเจนว่าปริมาณน้้าตาลของน้้าเสียที่เติมกากน้้าตาลมากกว่าน้้ากลั่นที่ เติมกากน้้าตาลอย่างเห็น
ได้ชัด แสดงว่าในน้้าเสียนั้นมีปริมาณน้้าตาลอยู่เล็กน้อยและเมื่อท้าการบ่มเป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง
พบว่าน้้าเสียที่เติมกากน้้าตาลมีปริมาณเอทานอลมากกว่าน้้ากลั่นที่เติมกากน้้าตาลทั้ง 2 ช่วงเวลาดังนั้นจึง
ทดลองหาปริมาณกากน้้าตาลที่เหมาะสมในการใช้ผสมกับน้้าเสียเพ่ิมเติม ที่ความเข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 
17.5 และ 20  % 
 จากการทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณของเอทานอลที่ผลิตได้ที่ 17.5 % (V/V) และ 20 % 
(v/v) จะเห็นได้ว่าที่เวลา 24 ชั่วโมงนั้นเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75 จะมี
ปริมาณเอทานอลมากกว่าและมีการใช้น้้าตาลมากกว่าอย่างเห็นได้ชัด แสดงว่าเชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75 นั้นมีความสามารถในการผลิตเอทานอลได้รวดเร็วกว่าเชื้อจุลินทรีย์ทาง
การค้า แต่เมื่อผ่านไป 48 ชั่วโมงจะเห็นได้ว่าปริมาณน้้าตาลได้ถูกใช้ไปจนหมดทั้ง 2 ชนิดของเชื้อแต่
ปริมาณเอทานอลกลับลดลงจากเวลา 24 ชั่วโมงอย่างเห็นได้ชัด โดยผลจากเชื้อตัวอย่างมีปริมาณมากกว่า 
และเมื่อเทียบการลดลงของเอทานอลนั้นพบว่าเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75 
มีการลดลงของเอทานอลมากกว่า  

จากการทดสอบที่ความเข้มข้นกากน้้าตาล 25 % (V/V) นั้นจะพบว่าเมื่อผ่านไป 24 ชั่วโมงผลการ
ทดลองเป็นไปในทางเดียวกับ 2 การทดลองที่ผ่านมาคือเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่คัดเลือกได้ 
No. 75 มีการใช้น้้าตาลที่มากกว่าและการผลิตเอทานอลได้ดีกว่า และเม่ือผ่านไป 48 ชั่วโมงนั้นจะเห็นได้
ว่าปริมาณน้้าตาลยังถูกใช้ไม่หมดและไม่มีการลดลงของเอทานอลเหมือน 2 การทดลองที่ผ่านมาและเชื้อ
Saccharomyces cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75   นั้นยังคงมีปริมาณเอทานอลที่มากกว่าอย่างเห็นได้
ชัด  
 จากการทดลองทั้ง 3 ท้าให้คาดได้ว่าเมื่อเชื้อใช้น้้าตาลจนหมดแล้วจะใช้เอทานอลในการ
เจริญเติบโตแทน ดังจะเห็นได้จากการทดลองที่ความเข้มข้นกากน้้าตาล 17.5 และ 20 % (V/V) ที่มีการ
ลดลงของเอทานอลที่เวลา 48 ชั่วโมง ซ่ึงใช้น้้าตาลหมดไปแล้วแต่ใน 25 % (V/V) ที่น้้าตาลยังไม่หมดนั้นยัง
ไม่มีการลดลงของเอทานอลที่ผลิตขึ้น ดังนั้นในการทดลองครั้งหน้าจะท้าการเก็บตัวอย่างให้บ่อยขึ้นเพ่ือหา
ว่าเวลาใดที่เชื้อใช้น้้าตาลจนหมด และจะมีการเก็บผลการเจริญของเชื้อเพ่ือตรวจสอบว่ามีความแตกต่าง
ของการเจริญโดยท้าการทดลองที่ความเข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้นเท่าเดิม คือ 17.5 และ 20%  
 จากผลการทดลองที่ 5 และ 6  นี้จะเห็นได้ชัดเจนว่าเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่
คัดเลือกได้ No. 75 นั้นมีความสามารถในการผลิตเอทานอลมากกว่าจุลินทรีย์ทางการค้าอย่างเห็นได้ชัด 
ดังนั้นการทดลองต่อจากนี้จึงจะใช้เพียงเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่คัดเลือกได้ No. 75 เท่านั้น 
 
 
 
การทดลองที่  7  การเปรียบ เที ยบการหมักเอทานอลจากน้ า เสียที่ เติมกากน้ าตาลโดยใช้ 
Saccharomyces cerevisiae No. 75 และความเข้มข้นกากน้ าตาลที่ 17.5% (V/V) และ 20% 
(V/V)  
 
วิธีการทดลอง 
ขั้นตอนการเตรียมเชื้อ 
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1. น้า Saccharomyces cerevisiae No. 75 มาบ่มในอาหาร YMB 2 flask บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30oC 
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง                                                           
2. น้าตัวอย่างที่ได้มานับปริมาณเชื้อใต้กล้องและปรับปริมาณเชื้อให้เท่ากับ   4x103   CFU/ml โดยอาหาร 
YMB    

ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 
3. น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 82.5 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร เติมกากน้้าตาล 17.5 มิลลิลิตร 
ท้า 2 ซ้้า จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
4. น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 80 มิลลิลิตร ลงใน flask 250 มิลลิลิตร เติมกากน้้าตาล 20  มิลลิลิตร ท้า 2 
ซ้้า จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
  
ขั้นตอนการผลิตเอทานอล 
5. น้าตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ใส่ลงในตัวอย่างน้้าเสียจากนั้นปิดทับด้วยพาราฟินเหลวที่ฆ่าเชื้อแล้ว น้าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30o c ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาทีและเก็บผลที่เวลา 0, 24, 27, 30, 33, 36, 39 และ 42 
ชั่วโมง ตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
 
ขั้นตอนการตรวจสอบ 
6. น้าตัวอย่างที่ผ่านการบ่มแล้วมาตรวจสอบด้วยเครื่อง HPLC  
7. ท้าสารมาตรฐานเอทานอลโดยใช้ absolute ethanol เจือจางด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ    1.0 % 
8. ท้าสารมาตรฐานกลูโคสโดยใช้ กลูโคสเจือจางด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 
0.8 และ    1.0 % 
8. ตรวจสอบการเจริญของเชื้อด้วยโดยเจือจางตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 105, 106 และ 107 CFU/ml 
ก่อนน้ามา spread plate โดยใช้อาหาร YMA ท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
 
 
 
ผลการทดอง 
ตารางที ่ 15 ผลของปริมาณน้้าตาล และผลของปริมาณเอทานอลที่เชื้อผลิตขึ้นที่เวลาต่างๆ ของการเลี้ยง
เชื้อ  Saccharomyces cerevisiae No.75  ด้วยความเข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 17.5% 

ความเข้มข้นกากน้้าตาล 17.5% (V/V) 

ชั่วโมง น้้าตาล (g/l) เอทานอล (g/l) 

0 6.28 ± 0.01 0 

24 4.64 ± 0.57 7.96 ± 0.01 

27 3.30 ± 1.22 11.66 ± 0.04 

30 1.89 ± 0.74 16.56 ± 0.03 
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33 1.13 ± 0.45 19.39 ± 0.07 

36 0.49 ± 0.36 19.12 ± 0.14 

39 0.19 24.10 ± 0.07 

42 0 21.39 ± 0.08 

 
ตารางที ่16 ผลของปริมาณน้้าตาลที่ และผลของปริมาณเอทานอลที่เชื้อผลิตขึ้นที่เวลาต่างๆ ของการเลี้ยง
เชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75  ด้วยความเข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

ความเข้มข้นกากน้้าตาล  20.00 % (V/V) 
ชั่วโมง น้้าตาล (g/l) เอทานอล (g/l) 

0 8.91 ± 0.01 0.00 
 

24 7.48 ±0.02 10.01 ±0.03 
27 5.66 ±0.02 17.35 ±0.04 
30 2.35 ±0.01 24.24 ±0.07 
33 1.01 ±0.25 26.66 ±0.46 
36 0.21 26.33 ±0.04 
39 0.19 39.26 ±0.03 
42 0.00 37.11 ±0.01 
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รปูที่ 19 ผลของปริมาณน้้าตาลที่เวลาต่างๆ และ ผลของปริมาณเอทานอลที่เชื้อผลิตขึ้นที่เวลาต่างๆ ของ
การเลี้ยงเชื้อ  Saccharomyces cerevisiae No.75  ด้วยความเข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 17.5 และ 20 
% (v/v) 
 
ตารางที ่ 17 ปริมาณของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75  ที่เวลาต่างๆ ของความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 17.5 % (v/v) 

ความเข้มข้น 
กากน้้าตาล 

17.5 % (V/V) 

เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 
0 0 
24 3.95x106 

27 7.25 x106 
30 8.75 x106 
33 1.16 x107 
36 Contaminate 
39 1.41x07 
42 1.34x07 

 
  



35 
 

ตารางที ่ 18 ปริมาณของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75  ที่เวลาต่างๆ ของความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

ความเข้มข้น 
กากน้้าตาล 
20 % (V/V) 

เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 
0 0 
24 8.9 x106 
27 1.2 x07 
30 1.62 x07 
33 1.86 x07 
36 2.15 x07 
39 2.07 x07 
42 2.37 x07 

 
 
สรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าปริมาณกากน้้าตาลเข้มข้น 20 % นั้นจะมีการลดลงของปริมาณ
น้้าตาลรวดเร็วกว่ากากน้้าตาลเข้มข้น 17.5 % จนกระท้ังถึงช่วงเวลาที่ 36 ชั่วโมงท่ีมีปริมาณใกล้เคียงกัน
และหมดพร้อมกันที่ 39 ชั่วโมง (รูปที่ 18) และในการเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ผลิตขึ้นจะเห็นได้
ชัดเจนว่าที่ความเข้มข้นกากน้้าตาล 20 % นั้นจะมีปริมาณเอทานอลมากกว่าความเข้มข้นกากน้้าตาล 
17.5 %  ในทุกๆ ช่วงเวลาและท้ัง 2 ความเข้มข้นมีการเพ่ิมข้ึนช้าลงที่ 33-36 ชั่วโมงก่อนจะเพ่ิมข้ึนอย่าง
รวดเร็วที่ช่วงเวลา 36 – 39 ชั่วโมงและมีปริมาณเอทานอลมากทีสุ่ดที่ 39 ชั่วโมงโดยมีปริมาณ  39.26  
กรัมต่อลิตร และมีปริมาณเอทานอลลดลงที่ 42 ชั่วโมง 
 จากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ผลิตขึ้นต่อปริมาณน้้าตาลที่ลดลงจะเห็นได้
ชัดเจนว่ามีปริมาณเอทานอลสูงสุดที่ 39 ชั่วโมง เป็นปริมาณ 39.26  กรัมต่อลิตร ซึ่งเป็นเวลาเดียวกับที่
น้้าตาลถูกใช้จนหมดพอดี และจากนั้นจะมีปริมาณเอทานอลลดลงหลังจากน้้าตาลถูกใช้จนหมดไป 
เนื่องจากเชื้อยีสต์จะใช้เอทานอลในการเจริญแทนน้้าตาล 
 จากผลการทดลองการตรวจสอบเชื้อจุลินทรีย์จะพบว่าที่ความเข้มข้นกากน้้าตาล 20 % นั้นมี
ปริมาณของเชื้อมากกว่า 17.5 % ในทุกๆ ช่วงเวลา แต่ทั้ง 2 ความเข้มข้ันนั้นมีการเจริญไปในแนวทาง
เดียวกันคือมีการเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วที่เวลา 24 -33 ชั่วโมงแต่หลังจาก 36 ชั่วโมงเป็นต้นไปมีการเพ่ิมขึ้น
อย่างช้าๆ หรือไมเ่พ่ิมขึ้นเลย 
 จากการทดลองท่ีผ่านมาจะเห็นได้ว่าที่ความเข้มข้นของกากน้้าตาลที่ 20% นั้นจะได้ปริมาณของ
เอทานอลมากกว่าที่ 17.5% แต่ใช้เวลาเท่ากันดังนั้นการทดลองหลังจากนี้จะใช้เพียงกากน้้าตาลความ
เข้มข้น 20% 
 
การทดลองที่  8  การเปรียบเทียบการหมักเอทานอลจากน้ า เสียที่ เติมกากน้ าตาลโดยใช้ 
Saccharomyces cerevisiae No. 75 และความเข้มข้นกากน้ าตาลที่ 20% (V/V) โดยไม่ท าลาย
จุลินทรีย์เริ่มต้น 
 
วิธีการทดลอง 
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 
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-น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 80 มิลลิลิตร เติมลงใน flask 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกากน้้าตาล 20  
มิลลิลิตร ท้า 2 ซ้้า 
  
ขั้นตอนการผลิตเอทานอล 
- น้าตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ใส่ลงในตัวอย่างน้้าเสีย จากนั้นปิดทับด้วยพาราฟินเหลวที่ฆ่าเชื้อแล้ว น้าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30o c ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาที และเก็บผลที่เวลา 0, 24, 36, 39 และ 42 ชั่วโมง 
ตามล้าดับ ตัวอย่างละ 2 ซ้้า ทั้งท่ีเติมและไม่เติมจุลินทรีย์ 
 
ขั้นตอนการตรวจสอบ 
- ท้าสารมาตรฐานกลูโคสโดยใช้ กลูโคสเจือจางด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 
0.8 และ    1.0 % 
- ตรวจสอบการเจริญชองเชื้อด้วยโดยเจือจางตัวเอย่างให้มีความเข้มข้น 105, 106 และ 107 ก่อนน้ามา 
spread plate โดยใช้อาหาร YMA ท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
- ตรวจสอบค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) ด้วยเครื่องวัด pH 
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ผลการทดลอง 
ตารางที่ 19 ผลของปริมาณน้้าตาล และผลของปริมาณเอทานอลที่ผลิตขึ้น ณ เวลาต่างๆ ด้วยความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v)  

ไม่เติมเชื้อ 

ชั่วโมง น้้าตาล (g/l) เอทานอล (g/l) 

0 25.10 ± 0.01 0.00 
 

24 17.82 ± 0.03 26.66 ± 0.08 

36 11.93 ± 0.14 43.46 ± 0.07 

39 9.37 ± 0.08 53.08 ± 0.01 

42 5.60 ± 0.58 55.96 ± 0.76 
 

 
เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 

ชั่วโมง น้้าตาล (g/l) เอทานอล (g/l) 

0 25.10 ± 0.01 0.00 
 

24 12.65 ± 0.02 49.56 ± 0.01 

36 10.97 ± 0.25 49.74 ± 0.00 

39 8.29 ± 0.03 58.12 ± 0.04 

42 5.10 ± 0.07 65.16 ± 0.46 
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รปูที่ 20 ผลของปริมาณน้้าตาลที่เวลาต่างๆ และ ผลของปริมาณเอทานอลที่เชื้อผลิตขึ้นที่เวลาต่างๆ ของ
การเลี้ยงเชื้อที่เติมและไม่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75  ด้วยความเข้มข้นกากน้้าตาล  
20 % (v/v) 
 
ตารางที ่ 20 ปริมาณของเชื้อที่เวลาต่างๆท่ีไม่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 ของความ
เข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/V) 

เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 
0 6.95 x104 
24 6.30 x106 
36 9.20 x07 
39 8.50 x08 
42 3.95 x07 

 
ตารางที่ 21 ปริมาณของเชื้อที่เวลาต่างๆที่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 ของความ
เข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 
0 ไม่สามารถนับได้ 
24 4.35 x107 
36 9.90 x 107 
39 1.35 x109 
42 3.90 x07 

ตารางที่ 22 ค่า pH ที่เวลาต่างๆ ซึ่งไม่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 ของความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

เวลา (ชั่วโมง) ค่า pH 
0 5.069 
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24 5.016 
36 4.974 
39 4.965 
42 4.963 

 
ตารางที ่23 ค่า pH ที่เวลาต่างๆท่ีเวลาต่างๆ ซ่ึงเติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 ของความ
เข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

เวลา (ชั่วโมง) ค่า pH 
0 5.08 
24 5.01 
36 4.96 
39 4.95 
42 4.948 

 
สรุปผลการทดลอง 
 จากการทดลองจะเห็นได้ว่ามีการผลิตเอทานอลทั้งที่เติมจุลินทรีย์ Saccharomyces cerevisiae 
No.75 และไม่ได้เติม แสดงว่าในน้้าเสียนั้นมีจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอทานอลอยู่แล้ว แต่เมื่อเปรียบเทียบ
ระหว่างที่เติมและไม่เติมเชื้อ จะเห็นได้ว่าที่เติมเชื้อลงไปนั้นมีการเจริญของเชื้อและปริมาณการผลิตเอทา
นอลมากกว่าอย่างเห็นได้ชัดและมีการลดลงของน้้าตาลมากกว่า 
 ในการใช้น้้าตาลเพ่ือผลิตเอทานอลนั้นเมื่อดูจากรูปที่ 19 จะเห็นได้ว่าตัวอย่างที่เติมเชื้อลงไปนั้นมี
การลดลงของน้้าตาลและการผลิตเอทานอลมากกว่าตัวอย่างที่ไม่ได้เติมเชื้อ และเม่ือผ่านไป 42 ชั่วโมง จะ
เห็นได้ชัดเจนว่าตัวอย่างที่เติมเชื้อลงไปมีปริมาณการผลิตเอทานอลมากกว่าอย่างเห็นได้ชัด 
 จากการตรวจสอบการเจริญของเชื้อบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นจะเห็นได้ว่าลักษณะการเจริญของ
เชื้อนั้นจะคล้ายกัน คือเพ่ิมอย่างรวดเร็วในช่วงเวลา 0 – 39 ชั่วโมง แต่ที่ 48 ชั่วโมงนั้นมีการลดลงของเชื้อ
อย่างเห็นได้ชัดเจน และตัวอย่างที่เติมเชื้อลงไปนั้นมีปริมาณเชื้อที่เจริญมากกว่าตัวอย่างที่ไม่ได้เติมท้าให้
คาดได้ว่าเชื้อที่เติมลงไปนั้นมีความสามารถที่จะทนทานและเจริญเติบโตได้ดีกว่าเชื้อที่มีอยู่เดิม 
  และจากการทดลองหลังจากนี้จะทดลองโดยไม่ท้าลายเชื้อดั้งเดิมของน้้าเสีย เพ่ือเป็นการลด
ต้นทุนในการใช้งานหากมีการน้าวิธีการนี้มาใช้จริงในโรงงาน 
 
การทดลองที่  9  การเปรียบ เที ยบการหมักเอทานอลจากน้ า เสียที่ เติมกากน้ าตาลโดยใช้ 
Saccharomyces cerevisiae No. 75 และความเข้มข้นกากน้ าตาลที่ 20% (V/V) โดยไม่ท าลาย
จุลินทรีย์เริ่มต้นและเก็บผลเพิ่มเติมที่ 42, 45 และ 48 ชั่วโมง 
 
วิธีการทดลอง 
ขั้นตอนการเตรียมเชื้อ 
1. น้าตัวอย่างยีสต์สายพันธุ์ที่ 75 มาบ่มในอาหาร YMB 2 flask บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30oC ความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง                                                           
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2. น้าตัวอย่างที่ได้มานับปริมาณเชื้อใต้กล้องและปรับปริมาณเชื้อให้เท่ากับ   4x103   CFU/ml โดยอาหาร 
YMB    

ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 
3.น้าตัวอย่างน้้าเสียปริมาตร 80 มิลลิลิตรลงใน flask 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกากน้้าตาล 20  มิลลิลิตร
2 flask  
  
ขั้นตอนการผลิตเอทานอล 
4. น้าตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ใส่ลงในตัวอย่างน้้าเสียจากนั้นปิดทับด้วยพาราฟินเหลวที่ฆ่าเชื้อแล้ว น้าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30o c ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาทีและเก็บผลที่เวลา 0, 24, 42, 45 และ 48 ชั่วโมงตามล้าดับ
ตัวอย่างละ 2 ซ้้าทั้งท่ีเติมและไม่เติมจุลินทรีย์ 
 
ขั้นตอนการตรวจสอบ 
5. น้าตัวอย่างที่ผ่านการบ่มแล้วมาตรวจสอบด้วยเครื่อง HPLC  
6. ท้าสารมาตรฐานเอทานอลโดยใช้ absolute ethanol เจือจางด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ    1.0 % 
7. ท้าสารมาตรฐานกลูโคสโดยใช้ กลูโคสเจือจางด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 
0.8 และ 1.0 % 
8. ตรวจสอบการเจริญชองเชื้อด้วยโดยเจือจางตัวเอย่างให้มีความเข้มข้น 105, 106 และ 107ก่อนน้ามา 
spread plate โดยใช้อาหาร YMA ท้าตัวอย่างละ 2 ซ้้า 
9. ตรวจสอบค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) ด้วยเครื่องวัด pH 
 
 
 
 
 
ผลการทดลอง 
ตารางที่ 18 ปริมาณน้้าตาล และเอทานอล ณ เวลาต่างๆ ด้วยความเข้มข้นกากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v)  

ไม่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 

ชั่วโมง น้้าตาล (g/l) เอทานอล (g/l) 

0 37.79 ± 0.01 0.00 
 

24 26.40± 0.03 41.77± 0.08 

42 10.02± 0.14 56.00± 0.01 

45 2.79± 0.02 71.96± 0.06 

48 0  82.56± 0.05 
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เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 

ชั่วโมง น้้าตาล (g/l) เอทานอล (g/l) 

0 37.79 ± 0.02 0.00 
 

24 22.98 ± 0.12 50.45± 0.01 

42 8.48 ± 0.04 62.41± 0.11 

45 0  82.68± 0.04 

48 0   77.03± 0.06 
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รูปที่ 21 ปริมาณน้้าตาลที่เวลาต่างๆและ ปริมาณเอทานอลที่เชื้อผลิตขึ้นที่เวลาต่างๆ ของการเลี้ยงเชื้อที่
เติมและไม่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75  ด้วยความเข้มข้นกากน้้าตาล  20 %(V/V) 
 
ตารางที ่20 ปริมาณของเชื้อที่เวลาต่างๆ ที่ไม่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 ความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

ไม่เติม 
จุลินทรีย์ 

เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 
0 7 x104 
24 5.9 x106 
42 9.2 x08 
45 8.5 x08 
48 3.95 x08 

 
ตารางที่ 21 ปริมาณของเชื้อที่เวลาต่างๆ ที่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 ความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

เติม 
จุลินทรีย์ 

เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 
0 6.12 x104 
24 4.28 x107 
42 9.9 x 108 
45 1.35 x109 
48 3.9 x08 

 
 
ตารางที่ 22  ค่า  pH ที่ เวลาต่างๆ ที่ไม่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 ความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

เวลา (ชั่วโมง) ค่า pH 
0 5.075 
24 5.013 
42 4.956 
45 4.915 
48 4.882 

 
ตารางที่ 23 ปริมาณของเชื้อที่เวลาต่างๆ ที่เติมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae No.75 ความเข้มข้น
กากน้้าตาลเริ่มต้น 20 % (v/v) 

เวลา (ชั่วโมง) ค่า pH 
0 5.077 
24 5.012 
42 4.952 
45 4.904 
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48 4.871 
 
 
 
 
 
 
สรุปผลการทดลอง 
 จากการทดลองนี้จะพบว่า ตัวอย่างที่มีการเติมเชื้อลงไปนั้นจะใช้น้้าตาลหมดภายในเวลา 45 
ชั่วโมง ส่วนตวัอย่างที่ไม่ได้เติมเชื้อลงไปจะใช้น้้าตาลหมดภายในเวลา 48 ชั่วโมง    และเมื่อดูปริมาณของ
เอทานอลที่ผลิตขึ้นนั้นจะพบว่า ที่เวลา 45 ชั่วโมงของตัวอย่างที่มีการเติมจุลินทรีย์นั้นมีปริมาณของเอทา
นอลที่มากกว่าคือประมาณ 82.68 กรัมต่อลิตร ในขณะที่ตัวอย่างที่ไม่เติมเฃื้อจุลินทรีย์นั้นจะมีปริมาณเอ
ทานอล ออกมา 82.56 กรัมต่อลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมง จะเห็นได้ว่าปริมาณเอทานอลสุดท้ายของตัวอย่างทั้ง 
2 นั้นมีความ ใกล้เคียงกัน แต่ตัวอย่างที่มีการเติมจุลินทรีย์นั้นจะใช้เวลาน้อยกว่าในการผลิต 
 ในการทดลองนี้เมื่อตรวจสอบค่าความเป็นกรด – เบส (pH) ของตัวอย่างแล้วพบว่าค่า pH มีการ
ลดลงอย่างสม่้าเสมอนั่นคือในชั่วโมงท่ี 0 ตัวอย่างที่ไม่ได้เติม และตัวอย่างที่มีการเติมจุลินทรีย์นั้นมีค่า pH 
ที ่ 5.075 และ 5.077 ตามล้าดับ และเม่ือเสร็จสิ้นการทดลองท่ี 48 ชั่วโมงนั้นมีค่า pH ที่ 4.882 และ 
4.871 ตามล้าดับซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ 
 
 
 
 
สรุปรวมผลการทดลอง 
 จากการทดลองท้ัง 8 ท้าให้ทราบได้ว่าการที่จะผลิตเอทานอลจากน้้าเสียให้คุ้มค่าท้ังเวลาและ
ปริมาณสารที่ใช้นั้นจะต้องใช้ความเข้มข้นของกากน้้าตาลที่ 20%(v/v) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
และใช้เวลาในการบ่ม 48 ชั่วโมงในสภาวะไร้อากาศ ซึ่งจากข้อมูลนี้จะน้าไปใช้ในการทดลองในส่วนที่ 2 
คือการขยายขนาดลงในถังหมักขนาด 2  ลิตร 
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ภาคผนวก 
สูตรอาหาร Yeast Malt Agar (YMA) 
Peptone       5 กรัม 
Yeast extract       3 กรัม 
Malt extract       3 กรัม 
D-glucose       20 กรัม 
Agar        20 กรัม 
น้้ากลั่น          1 ลิตร 
ท้าการฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่อุณหภูมิ 121o  C ความดัน 15 บรรยากาศ เป็นเวลา 15 นาที 

 
การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล ในน้้าหมัก 
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 ตรวจวิเคราะห์เอทานอลด้วยวิธี โครมาโทกราฟี ของเหลว สมรรถนะสูง (High Performance 
Liquid Chromatography, HPLC)  โดยใช้ Aminex hpx-87 H column (Bio Rad)   และ  0.3  mM  
sulfuric acid (H2SO4)   เป็นเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) และค่าอัตราการไหล (Flow rate) 0.6 
มิลลิลิตรต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิระหว่างการวิเคราะห์ที่ 45 องศาเซลเซียส         

 

 
รูปที่ 21 กราฟมาตรฐานเอทานอล 
 
 
 
 
 
 
การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส ในน้้าหมัก 
 ตรวจวิเคราะห์กลูโคสด้วยวิธี โครมาโทกราฟี ของเหลว สมรรถนะสูง (High Performance 
Liquid Chromatography, HPLC)  โดยใช้ Aminex hpx-87 H column (Bio Rad)   และ  0.3  mM  
sulfuric acid (H2SO4)   เป็นเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) และค่าอัตราการไหล (Flow rate) 0.6 
มิลลิลิตรต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิระหว่างการวิเคราะห์ที่ 45 องศาเซลเซียส 
 

y = 2E+07x
R² = 0.9958
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รูปที่ 22 กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 

y = 301772x
R² = 0.9985
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