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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1  ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 
 จากการพัฒนาทางด้านอุตสาหกรรมและการเพ่ิมขึ้นของจ านวนประชากร ส่งผลให้ความต้องการ
ใช้พลังงานมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้น ความต้องการใช้พลังงานเพ่ิมขึ้น 17 เท่าเมื่อเทียบกับศตวรรษที่ผ่านมา 
(Demirbas,2007) อย่างไรก็ตามแหล่งของพลังงานดั้งเดิม เช่น พลังงานที่ได้จากฟอสซิลที่มีปริมาณจ ากัด 
ไม่สามารถตอบสนองความต้องการใช้พลังงานที่เพ่ิมมากขึ้นได้  อีกทั้งพลังงานที่ได้จากซากฟอสซิลเหล่านี้
ส่งผลเสียต่อสิ่งแวดล้อม ได้แก่ การปลดปล่อยก๊าซที่ท าให้เกิดปรากฎการณ์เรือนกระจก (green house 
effect) ด้วยเหตุนี้การใช้เชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuels) เช่น ไบโอเอทานอล จึงเป็นแหล่งพลังงานทางเลือก
อีกชนิดหนึ่งที่น่าสนใจและมีประโยชน์ เช่น ลดการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ลดการน าเข้าน้ ามัน
ในประเทศที่ไม่สามารรถผลิตน้ ามันได้ ท าให้เกิดพลังงานและเกิดการพัฒนาชุมชนในแถบชนบท แหล่ง
พลังงานชนิดนี้สามารถหาวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตพลังงานจากชีวมวลได้ง่ายและสามารถย่อยสลายได้เอง
ตามธรรมชาติ (Baras และคณะ,2002) 
 เอทานอลชีวภาพ (bioethanol) จัดเป็นเชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuels) ที่ผลิตได้จากวัตถุดิบที่
สามารถน ามาใช้ใหม่ได้ (renewable resources) กระบวนการหมักเอทานอลสามารถผลิตได้จากวัตถุดิบ
ประเภท น้ าตาล แป้ง และลิกโนเซลลูโลส โดยวัตถุดิบประเภทน้ าตาลและแป้งเดิมนิยมน ามาใช้ผลิต
อาหารสัตว์   ปัจจุบันนิยมน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลซึ่งให้ผลคุ้มค่าทางเศรษฐกิจ  ส าหรับ
ประเทศไทยวัตถุดิบประเภทแป้งท่ีสามารถหาได้ง่ายและเหมาะสมในการน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการหมักเอ
ทานอล คือ มันส าประหลัง นอกจากมันส าประหลังแล้ว มันเทศ  เป็นพืชทางเลือกใหม่ในการใช้เป็น
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอล โดยมีรายงานว่าในปี พ.ศ.  2550 - 2552  ค่าผลได้เฉลี่ยของมันเทศใน
ประเทศไทยมีประมาณ 101,892 ตัน ซึ่งจะเห็นว่าปริมาณมันเทศมีปริมาณมากพอที่จะน ามาผลิตเอทา
นอลได้ นอกจากจะน ามาใช้ในการประกอบอาหาร 
 ในปัจจุบันนี้งานวิจัยเกี่ยวกับไบโอเอทานอลมุ่งเน้นการลดต้นทุนในการผลิตลง จนสามารถผลิตเอ
ทานอลได้ในปริมาณสูง ท าให้ราคาของไบโอเอทานอลลดต่ าลง มีการพัฒนาเทคโนโลยีในด้านต่าง ๆ เช่น 
กระบวนการบ าบัดในขั้นแรก (pretreatment) ของวัตถุดิบที่น ามาใช้ในกระบวนการผลิต การน าเอนไซม์
ชนิดต่าง ๆ มาใช้ในกระบวนการหมัก  และการพัฒนารูปแบบกรรมวิธีการหมักเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพและ
ลดต้นทุนในการผลิตไบโอเอทานอลลง (Mielenz,2001) กระบวนการหมักโดยการน าเอนไซม์มาใช้ร่วมกับ
กระบวนการหมัก ที่เรียกว่ากระบวนการ simultaneous enzymatic saccharification and 
fermentation process (SSF) เป็นกระบวนการหนึ่งที่น ามาใช้ในการลดต้นทุนในการผลิตไบโอเอทานอล 
ขณะเดียวกันท าให้ได้ผลผลิตของเอทานอลที่ได้จากกระบวนการนี้สูงขึ้น กระบวนการ SSF เป็นที่นิยม
น ามาใช้ ในการผลิตไบโอเอทานอลมากกว่ากระบวนการแบบดั้งเดิมซึ่งมีกระบวนการย่อยให้ได้น้ าตาลที่
หมักได้ (hydrolysis)จากนั้นเข้าสู่กระบวนการหมัก( fermentation) เพ่ือให้ได้เอทานอล ซึ่งเรียก
กระบวนการในการผลิตไบโอเอทานอลแบบดั้งเดิมนี้ว่า separate hydrolysis and fermentation 
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(SHF) process  กระบวนการ SSF ให้ปริมาณเอทานอลที่สูงกว่า ใช้พลังงานในการผลิตต่ ากว่า และใช้
เวลาในการผลิตน้อยกว่ากระบวนการ SHF รวมทั้งไม่ก่อให้เกิด product  inhibition  (การยับยั้ง
เนื่องมาจากผลิตภัณฑ์ที่ได้) อย่างไรก็ตามปัญหาของกระบวนการหมักแบบ SSF คือ อุณหภูมิที่ใช้ใน
ขั้นตอนการย่อยสับสเตรท  ไม่ใช้อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ เนื่องมาจากอุณหภู มิที่
เหมาะสมต่อการย่อยของเอนไซม์ และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญและการหมักของยีสต์ที่น ามาใช้
แตกต่างกัน (Ohgren และคณะ, 2007) 
 เชื้อยีสต์สายพันธุ์  Saccharomyces cerevisiae เป็นจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตไบโอ
เอทานอลได้ดี ในงานวิจัยนี้สนใจสายพันธุ์   S. cerevisiae  ที่สามารถผลิตเอทานอลได้สูง โดยน าสาย
พันธุ์ของ  S. cerevisiae   ชนิดต่าง ๆ มาศึกษาและคัดเลือกสายพันธุ์ที่ผลิตเอทานอลได้สูงมาใช้ในการ
ทดลอง รวมทั้งใช้เทคโนโลยีการตรึงเซลล์ เพ่ือปรับปรุงกระบวนการผลิตเอทานอลให้ได้ผลผลิตเพ่ิมขึ้น 
การน าเซลล์ตรึง (immobilized cell) ของยีสต์มาใช้ในการผลิตเอทานอล ได้มีการศึกษามานานแล้ว 
เนื่องจากพบว่าการใช้เซลล์ตรึงมีข้อดีกว่าการใช้เซลล์ในรูปอิสระ ( free cell) การน าเซลล์ตรึงของ
จุลินทรีย์มาใช้ในกระบวนการหมักเพ่ือป้องกันการยับยั้งที่เกิดจากผลิตภัณฑ์(Product Inhibition) หรือ
สับสเตรทที่มีความเข้มข้นสูง  การตรึงเซลล์จึงช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการหมักท าให้ได้ผลผลิตของเอทานอล
ที่ได้จากระบวนการหมักเพ่ิมสูงขึ้น (William และ Munnecke,1981)  
 สารที่น ามาใช้ในการเป็นวัสดุตรึงเซลล์ที่มีรายงานการน าไปใช้ในปัจจุบัน เช่น แคลเซียมอัลจิเนต ( 
Calcium Alginate), เจลคัปป้าคาราจีแนน(K- Caragenan Gel) , โพลีอครีลาไมด์ (Polyacrylamide), 
แกมมาอลูมินา(Gamma Alumina), (Nursevin และคณะ,2003) และเปลือกส้ม (Plessas และคณะ, 
2007  ) ข้อดีของการใช้เซลล์ตรึง คือ เพ่ิมผลผลิตของเอทานอล ช่วยให้เซลล์จุลินทรีย์มีความคงตัว และ
เป็นการลดค่าใช้จ่ายลงเนื่องจากสามารถน าเซลล์ตรึงของจุลินทรีย์กลับมาใช้ใหม่ในกระบวนการหมักครั้ง
ต่อไป นอกจากนี้การใช้เซลล์ตรึงสามารถน ามาใช้ในกระบวนการหมักแบบต่อเนื่องได้ให้ผลผลิตเชิง
ปริมาตรมากกว่าการใช้เซลล์อิสระเนื่องจากมีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตรอดสูงกว่า สามารถทนต่อการยับยั้งที่
เกิดจากสับสเตรทและผลิตภัณฑ์ได้ รวมทั้งการใช้เซลล์ตรึงรูปสามารถเก็บเกี่ยวผลผลิต และแยกเซลล์ออก
จากผลิตัณฑ์ที่ได้จากการหมักได้ง่าย อย่างไรก็ตาม  Prasad  และ Mishra (1995) รายงานว่าการใช้เซลล์
ตรึงรูปอาจมีประสิทธิภาพในการผลิตต่ ากว่าการใช้เซลล์อิสระก็ได้ เนื่องจาการใช้วัสดุหรือสภาวะในการ
ตรึงเซลล์ที่ไม่เหมาะสม ส่งผลให้เซลล์ยีสต์อยู่ลึกเข้าไปในวัสดุห่อหุ้ม ส่งผลให้การส่งผ่านของสารอาหาร
เข้าไปภายในเซลล์ตรึงท าได้ยาก (Prasad  และ Mishra, 1995) 
 ในการควบคุมกระบวนการหมักของเชื้อยีสต์ ปัจจัยที่ส าคัญคือแหล่งอาหารที่ยีสต์ได้รับต้อง
เพียงพอเพ่ือให้อัตราการหมักเกิดข้ึนได้ดี โดยเฉพาะปริมาณของแร่ธาตุและวิตามิน ซึ่งสารอาหารเหล่านี้
ยีสต์ต้องการในปริมาณเพียงเล็กน้อย สับสเตรท หรือวัตถุดิบบางชนิดที่น ามาใช้ในการหมักเอทานอลอาจมี
แร่ธาตุและวิตามินที่ไม่เพียงพอต่อการเจริญของยีสต์ ดังนั้นการเติมแร่ธาตุและวิตามินลงในอาหารหมักจะ
ไปกระตุ้นการเจริญของยีสต์และท าให้ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึน ดังการทดลองของ 
Nikolic และคณะ (2009) พบว่าการเติมแร่ธาตุ เช่น ZnSO4.7H2O, MgSO4.7H2O รวมทั้งวิตามินบาง
ชนิด เช่น Ca-pantothenate, biotin, myo - inositol ลงในอาหารหมักซึ่งเป็นแป้งข้าวโพด สามารถ
เพ่ิมผลผลิตของเอทานอลได้ 
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 ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือต้องการปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักเอทานอลจากแป้งมันเทศ
โดยอาศัยกระบวนการหมักแบบ simultaneous saccharification and fermentation (SSF) โดยใช้
เซลล์ตรึงของ Saccharomyces cerevisiae ในการหมักแบบกะและศึกษาผลของการเติมแร่ธาตุและ
วิตามินบางชนิดลงในอาหารหมักเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลให้สูงขึ้น 
 
1.2  วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักไบโอเอทานอลจากแป้งมันเทศ โดยอาศัยกระบวนการหมัก
แบบ simultaneous saccharification and fermentation (SSF)  โดยใช้เซลล์ตรึงของ  
Saccharomyces cerevisiae 

2. ศึกษาผลของการเติมแร่ธาตุและวิตามินบางชนิดลงในแป้งมันเทศ เพ่ือเพ่ิมผลผลิตเอทานอล 
 
1.3  ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

ศึกษากระบวนการหมักไบโอเอทานอลโดยกระบวนการ simultaneous saccharifcation and 
fermentation (SSF)  โดยใช้เอนไซม์   - amylase ย่อยแป้งในสภาวะที่เหมาะสม จากนั้นน าแป้งที่
ผ่านการย่อยมาเข้ากระบวนการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้ าตาลและเปลี่ยนน้ าตาลไปเป็นเอทานอลพร้อมกัน 
โดยเติมเอนไซม์กลูโคอะโมเลสและเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ที่ตรึงเซลล์ รวมทั้งศึกษาการ
เพ่ิมผลผลิตของเอทานอลโดยการเติมแร่ธาตุและวิตามินบางชนิดลงในอาหารหมัก ศึกษาค่าทาง
จลนพลศาสตร์ของกระบวนการหมักเอทานอล 
 
1.4  วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
          วธิีการด าเนินการวิจัย แบ่งเป็นขั้นตอน ดังนี้ 

ขั้นตอนที่  1  ศึกษาการตรึงเซลล์ของเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YRK017 วิธีการ
ตรึงเซลล์ตามวิธีของ Nikolic และคณะ(2009) 

ขั้นตอนที่  2  ศึกษากระบวนการหมักเอทานอลจากแป้งมันเทศ  โดยแบ่งการทดลอง  ดังนี้ 
1. กระบวนการหมักแบบ SHF โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระ 

       โดยน าแป้งมันเทศย่อยด้วยเอนไซม์  - amylase ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
2  ชั่วโมง จากนั้นย่อยต่อด้วยเอนไซม์กลูโคอะโมเลส ที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  4  ชั่วโมง 
น าแป้งมันเทศที่ผ่านการย่อยหมักด้วยเชื้อ S. cerevisiae  ในสภาวะไร้อากาศเป็นเวลา  48  ชั่งโมง 
อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี Somoghi – Nelson และปริมาณเอ
ทานอลวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC รวมทั้งจ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิตที่ระยะเวลาต่าง ๆ ของการหมัก 

-    กระบวนการหมักแบบ SHF โดยใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป 
      ท าการทดลองและวิเคราะห์ผลเช่นเดียวกันกับหัวข้อ 1 แต่ใช้เซลล์ตรึงรูปของ S. cerevisiae   
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2. กระบวนการหมักแบบ SSF  โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระ 
      โดยน าแป้งมันเทศย่อยด้วยเอนไซม์  - amylase ที่อุณหภูมิ 90  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  
2  ชั่วโมง เพ่ือท าให้เกิดกระบวนการลิเคอแฟกชัน  น าแป้งที่ผ่านการย่อยมาเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 
พร้อมกับเติมเชื้อยีสต์ S. cerevisiae  ในแป้งที่ผ่านการย่อย เพ่ือให้เกิดกระบวนการหมักแบบ SSF  หมัก
เป็นเวลา  48  ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส   วิเคราะห์ผลเช่นเดียวกันกับหัวข้อ  1 

3. กระบวนการหมักแบบ SSF โดยใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป 
        ท าการทดลองและวิเคราะห์ผลเช่นเดียวกับหัวข้อ  3.3 แต่ใช้เซลล์ตรึงรูปของ S. cerevisiae   
 ขั้นตอนที่ 4 ศึกษาผลของการเติมแร่ธาตุและวิตามินบางชนิดต่อการหมักเอทานอลจากแป้งมันเทศ  
โดยการใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป  แบ่งการทดลอง  ดังนี้   

แร่ธาตุที่ใช้ในการทดลอง  เช่น  ZnSO4 . 7H2O, MgSO4.7H2O 
วิตามินที่ใช้ในการทดลอง เช่น biotin, Ca-pantothenate 
4.1 กระบวนการหมักแบบ  SHF  ที่ไม่ได้เติมแร่ธาตุและวิตามิน 
4.2 กระบวนการหมักแบบ  SHF  ที่เติมแร่ธาตุและวิตามิน 
4.3 กระบวนการหมักแบบ  SSF  ที่ไม่ได้เติมแร่ธาตุและวิตามิน 
4.4 กระบวนการหมักแบบ  SSF  ที่เติมแร่ธาตุและวิตามิน 
วิเคราะห์ผลเช่นเดียวกับหัวข้อ  1 

 ขั้นตอนที่  5  สรุปผลและจัดท ารายงาน 
 
1.5 สมมุติฐำนงำนวิจัยและกรอบแนวคิดของโครงงำนวิจัย 
 ในสภาวการณ์ปัจจุบันประเทศไทยต้องประสบกับความเสียเปรียบทางด้านพลังงาน เนื่องจากมี
การใช้น้ ามันเชื้อเพลิงที่ต้องน าเข้าจากต่างประเทศ ท าให้ค่าใช้จ่ายในการขนส่งน้ ามันมีปริมาณสูงขึ้น 
ขณะเดียวกันราคาน้ ามันดิบในตลาดโลกมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น ส่งผลให้ประเทศไทยต้องเผชิญกับความ
เสียเปรียบทางด้านเศรษฐกิจ การหาแหล่งพลังงานใหม่เพ่ือน ามาทดแทนน้ ามันเบนซิน หรือน้ ามันดีเซล
เป็นสิ่งที่ส าคัญ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการพัฒนาแหล่งพลังงานทดแทนที่มาจากวัตถุดิบทางการเกษตรที่
สามารถปลูกหรือผลิตได้เองภายในประเทศ อันจะน าไปสู่การสร้างเสถียรภาพและความมั่นคงทางด้าน
พลังงาน ด้านการเกษตร และด้านเศรษฐกิจของประเทศอย่างยั่งยืน 
 พลังงานทดแทนที่ท่ัวโลกก าลังให้ความสนใจกันมากในขณะนี้ คือ น้ ามันแก๊สโซฮอล์ ซึ่งเป็นน้ ามัน
เชื้อเพลิงที่ได้จากการผสมระหว่างน้ ามันเบนซินกับเอทานอล ซึ่งเป็นแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ ผลิตได้จาก
กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีโดยใช้เอทิลีนเป็นวัตถุดิบ และกระบวนการทางชีวเคมีโดยใช้พืชผลหรือ
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีแป้งและน้ าตาลสูงเป็นวัตถุดิบ ซึ่งเป็นกระบวนการที่ได้รับความนิยม และมี
วัตถุดิบที่สามารถเลือกใช้ได้หลากหลายชนิดตามความเหมาะสมของแต่ละประเทศ เช่น มันส าปะหลัง 
อ้อย กากน้ าตาล หญ้า ขี้เลื่อย เป็นต้น 
 ในปัจจุบันได้มีความพยายามในการหาวัตถุดิบชนิดใหม่ มาใช้ทดแทนวัตถุดิบที่เคยน ามาใช้ในการ
ผลิตเอทานอล ซึ่งประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมและอยู่ในเขตร้อน มันเทศเป็นพืชชนิดหนึ่งที่ปลูก
กันทั่วไปในประเทศไทย และมีแป้งเป็นองค์ประกอบในปริมาณสูง โดยองค์ประกอบภายในมันเทศมี
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คาร์โบไฮเดรตร้อยละ 25 โปรตีนร้อยละ 1.70 ไขมันร้อยละ 0.30 แร่ธาตุต่างๆ แคโรทีน วิตามินบี 1 วิตา
มีนซี โรโบฟลาวิน ไนอาซีน เนื่องจากมันเทศหาได้ไม่ยากและมีตลอดทั้งปี การน ามันเทศมาใช้เป็นวัตถุดิบ
ในการผลิตเอทานอลจึงเป็นอีกวิธีหนึ่งในการลดต้นทุนการผลิตลง ซึ่งการน าวัตถุดิบประเภทแป้งมาผลิตเอ
ทานอลต้องมีการน าแป้งมาผ่านการย่อยเพ่ือเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้ าตาล จากนั้นเข้ากระบวนการหมักโดย
จุลินทรีย์ เพ่ือเปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอล (Sanchez และคณะ, 2008) 
 จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากมันเทศโดยใช้เอนไซม์และ
เชื้อที่แยกได้จากลูกแป้ง เปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลที่ได้ พบว่าการใช้เอนไซม์  - amylase ย่อยแป้ง
มันเทศที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ตามด้วยการใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลส ย่อยต่อที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นน าแป้งที่ผ่านการย่อยการหมักด้วยเชื้อ 
Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ที่แยกได้จากลูกแป้งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง เปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลที่ได้กับการหมักแป้งมันเทศโดยใช้เชื้อรา Rhizopus oryzae, 
Amylomyces rouxii และ Aspergillus oryzae โดยใช้เชื้อราแต่ละชนิดหมักในแป้งมันเทศ ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นหมักต่อด้วยเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ที่
แยกได้จากลูกแป้ง หมักเป็นเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะห์ผลผลิตเอทานอลที่ได้จากการหมักพบว่าการหมัก
โดยใช้เอนไซม์และการหมักโดยการใช้เชื้อราให้ผลผลิตเอทานอลใกล้เคียงกัน โดยการใช้เอนไซม์ให้ผลผลิต
เอทานอลสูงกว่าการใช้เชื้อราไม่มากนัก ในงานวิจัยนี้จึงต้องการพัฒนากระบวนการหมักให้มีประสิทธิภาพ
เพ่ิมข้ึน จึงใช้เทคโนโลยีการตรึงเซลล์ (immobilized cell) มาใช้ในกระบวนการผลิต และใช้กระบวนการ
หมักแบบ SSF (simultaneous saccharification and fermentation) เพ่ือลดระยะเวลาในการหมักลง 
และเพ่ิมผลผลิตเอทานอลให้สูงขึ้น 
 การตรึงเซลล์ (immobilized cell) คือ เทคนิคที่ใช้ในการตรึงเซลล์ เอนไซม์ หรือโปรตีน อาจ
เป็นการตรึงทางกายภาพ หรือทางเคมีไว้บนวัสดุช่วยพยุงที่เป็นของแข็ง หรือตรึงภายในเนื้อสารที่เป็น
ของแข็ง หรือกักไว้เป็นแผ่นเยื่อ เพื่อเพ่ิมความคงตัว และท าให้สามารถน าเซลล์หรือเอนไซม์กลับมาใช้ใหม่
ได้อีก 
 :  ข้อดีของการตรึงเซลล์มีดังนี้ 

1. การแยกผลิตภัณฑ์ และการท าให้ผลิตภัณฑ์บริสุทธิ์ท าได้ง่ายขึ้น ท าให้ผลผลิตที่ได้
เพ่ิมข้ึน 

2. สามารถน ามาใช้ซ้ า และใช้ได้อย่างต่อเนื่อง เป็นการลดต้นทุนการผลิต 
3. ท าให้เซลล์มีการคงตัวมากขึ้น 
4. ลดการเกิดการยับยั้งที่เกิดจากผลิตภัณฑ์สุดท้าย (product inhibition) 
5. เซลล์สัตว์บางชนิด สามารถเจริญได้เมื่อยึดเกาะกับพ้ืนผิวเท่านั้น 

อย่างไรก็ตามการตรึงเซลล์มีข้อจ ากัด เช่น 
1. การแพร่ผ่านของสารอาหารถูกจ ากัด 
2. การเจริญของเซลล์และการเกิดก๊าซในระหว่างการเจริญ อาจท าลายการตรึงได้ 
3. การตรึงอาจถูกท าลายจากความดัน ความเครียดที่เกิดขึ้นระหว่างการเจริญของเซลล์ 
4. เหมาะส าหรับผลิตภัณฑ์ที่หลั่งออกมานอกเซลล์ 
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การศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใช้เซลล์ตรึงรูปของจุลินทรีย์จะมีประโยชน์มาก เนื่องจากท าให้
เซลล์จุลินทรีย์มีกิจกรรมในการหมักที่คงที่ โดยมีวัสดุหลายชนิดที่น ามาใช้ในการตรึงเซลล์จุลินทรีย์ เช่น 
แคลเซียมแอลจิเนต, K-carrageenan gle, polyacrylamide และ -alumina มีการศึกษาของ Oztop 
และคณะ (2003) ศึกษาการตรึงเซลล์ของ Saccharomyces cerevisiae บน acrylamide-sodium 
acrylate hydrogels เพ่ือผลิตเอทิลแอลกอฮอล์ พบว่า การใช้สารผสมของ acrylamide/sodium 
acrylate hydrogels ที่ประกอบด้วย N, N-methylenebisacrylamide เป็นสารเชื่อมไขว้ 
(crosslinker) เหมาะสมที่สุด 
 Najafpour และคณะ (2004) ศึกษาการหมักเอทานอลในถังหมักโดยใช้เซลล์ตรึงรูปของ 
Saccharomyces cerevisiae พบว่า การหมักโดยการใช้เซลล์ตรึงรูปสามารถท าให้ผลผลิตเอทานอลเพ่ิม
สูงขึ้น 
 การน าเซลล์จุลินทรีย์มาตรึงรูปเพ่ือใช้ในการผลิตเอทานอล มีวัตถุประสงค์เพ่ือลดหรือก าจัดการ
ยับยั้งที่เกิดจากสารตั้งต้น หรือ ผลิตภัณฑ์ (substrate inhibition or product inhibition) รวมทั้งเป็น
การเพ่ิมผลผลิตเอทานอลให้สูงขึ้น เช่น Yamada และคณะ (2002) ศึกษาการน าเซลล์ Zymomonas 
mobilis ที่ผ่านการ recombination มาตรึงรูป โดยการใช้ความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้น 12-15 % ท า
ให้ได้ผลผลิตเอทานอลเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้การตรึงรูปเซลล์จุลินทรีย์ สามารถน าเซลล์จุลินทรีย์ออกจากน้ า
หมักภายหลังการหมักสิ้นสุดลงท าได้ง่ายขึ้น และมีการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม์ภายในเซลล์จุลินทรีย์
น้อยที่สุด (Najafpour, 1990) ขณะเดียวกันการตรึงรูปเซลล์จุลินทรีย์มีข้อจ ากัดในการน ามาใช้ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ เนื่องมาจากมีการใช้เซลล์ตรึงเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ไม่มีอัตราการพา (convective flow) 
ภายในเม็ด bead และเซลล์จุลินทรีย์ที่ถูกตรึงสามารถได้รับอาหารได้เฉพาะการแพร่ (diffusion) เท่านั้น 
(Riley และคณะ, 1996) การตรึงเซลล์ในระบบ solid matrix เป็นสิ่งที่น่าสนใจ เซลล์จุลินทรีย์จะถูกแบ่ง
อยู่ภายในและอยู่บนแกนกลางของ matrix (Senthuran และคณะ,1997). แอลจิเนตเป็นที่นิยมใช้กัน
อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมอาหาร เภสัชกรรม ยาง และผลิตภัณฑ์กระดาษ โดยอุตสาหกรรมเหล่านี้
น าแอลจิเนตมาใช้เพื่อท าให้เกิดความหนา ความคงตัว เกิดเจล และสร้างเป็นแผ่นฟิล์ม Sodium alginate 
เป็น polysaccharide ที่มีลักษณะเป็นเส้นตรง ปกติแยกได้จากวัชพืชทางทะเลสีน้ าตาลและสาหร่าย 
ดังนั้นชื่อ alginate จึงเป็นโคพอลิเมอร์ที่ประกอบด้วย uronic acid 2 โมเลกุล หรือ polyuronic acid 
มันประกอบด้วย primarily ของ D-mannuronic acid (M) และ L-glucuronic acid (G). Alginic acid 
สามารถละลายน้ าได้ หรือละลายน้ าไม่ได้ ขึ้นอยู่กับชนิดของเกลือที่มีอยู่ มีการแลกเปลี่ยนประจุของ 
sodium ion กับ calcium ion ที่มีในสารละลายท าให้เกิดเป็นของแข็ง (solidification) ของ sodium 
alginate ใน calcium chloride solution สารละลายเกลือ sodium, other alkaline metals and 
ammonia สามารถละลายน้ าได้ ขณะที่ the polyvalent cation salts เช่น calcium จะไม่ละลายน้ า 
ยกเว้น magnesium ions (Najafpour และคณะ, 2004) Nikolic และคณะ (2009) ศึกษาผลของ
พารามิเตอร์ต่างๆ ในกระบวนการหมักเอทานอลจากแป้งข้าวโพดที่ผ่านการย่อยแล้วโดยใช้เซลล์อิสระและ
เซลล์ตรึงของ  Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus พบว่า การตรึงเซลล์ในแคลเซียมแอลจิ
เนตโดยใช้วิธี an electrostatic droplet generation method. การใช้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นที่เหมาะสม 2 
% (vlv) และระยะเวลาการหมักที่เหมาะสม 38 ชั่วโมง ทั้งเซลล์ตรึงและเซลล์อิสระ การใช้เซลล์อิสระโดย
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ใช้ความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นที่เหมาะสม คือ 150 gll ขณะที่การใช้เซลล์ตรึงความเข้มข้นของกลูโคส
เริ่มต้นที่เหมาะสมอยู่ที่ 176 gll จะไม่เกิดการยับยั้งเนื่องมาจาก substrate หรือ ผลิตภัณฑ์ ดังนั้นจาก
งานวิจัยนี้สรุปได้ว่าการใช้เซลล์ตรึงของยีสต์ในแคลเซียมแอลจิเนตเป็นวิธีที่เหมาะสม และมีการยับยั้ง
เนื่องมาจาก substrate ต่ ากว่า และทนต่อเอทานอลสูงกว่าการใช้เซลล์ยีสต์อิสระ เซลล์ยีสต์ S. 
cererisiae ที่ถูกตรึงในแคลเซียมแอลจิเนต มีคุณสมบัติด้านสรีระวิทยาดี และมีความคงตัวทางด้านเคมี ไม่
มีการยับยั้งที่เกิดจาก substrate หรือ product เกิดข้ึน 
 ในการพัฒนาและปรับปรุงกระบวนการหมักเอทานอลให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น นอกจากจะใช้
เทคโนโลยีการตรึงเซลล์จุลินทรีย์แล้ว การปรับปรุงกระบวนการหมักก็เป็นอีกเทคนิคหนึ่งที่น ามาใช้ ในการ
น าวัตถุดิบประเภทแป้งมาใช้หมักเอทานอล มีการใช้เอนไซม์ย่อยแป้งให้ได้น้ าตาล จากนั้นน าน้ าตาลที่
ได้มาหมักด้วยเชื้อจุลินทรีย์เป็นกระบวนการที่มี 2 ขั้นตอนเป็นล าดับกัน เรียก กระบวนการ separate 
hydrolysis and fermentation (SHF) อย่างไรก็ตามสองกระบวนการนี้สามารถท าให้เกิดขึ้นพร้อมกันใน
เวลาเดียวกันได้ เรียกกระบวนการนี้ว่า simultaneous saccharification and fermentation (SSF) ซึ่ง 
Takagi และคณะ (1977) เป็นคณะวิจัยแรกที่ศึกษากระบวนการนี้ และพบว่ากระบวนการ SSF ท าให้ผล
ผลิตของเอทานอลที่ได้จากการหมักสูงกว่าการใช้กระบวนการ SHF โดยในการศึกษาใช้วัตถุดิบเป็นไม้
เนื้ออ่อนที่ผ่านการย่อย กระบวนการ SSF มีค่าใช้จ่ายต่ า และผลผลิตเอทานอลที่ได้สูงกว่า และสามารถ
ลดการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการได้ด้วย (Wyman และคณะ, 1992) อย่างไรก็ตามกระบวนการ 
SSF ก็มีข้อจ ากัด เช่น อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์ที่ใช้หมัก และเอนไซม์ที่น ามาใช้ย่อยมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมแตกต่างกัน ซึ่งท าให้สภาวะที่น ามาใช้ในกระบวนการ SSF ไม่เหมาะสมต่อการเจริญ
ของจุลินทรีย์และเอนไซม์ที่น ามาใช้ (Ohgren และคณะ, 2007) ดังเช่น Montesions และ Navarro 
(2000) ศึกษาการผลิตแอลกอฮอล์จากแป้งข้าวสาลี โดยใช้เอนไซม์ และยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae พบว่าการใช้เอนไซม์ amyloglucosidase (AMG) ที่ระดับ 270 AGU ต่อกิโลกรัมของแป้ง 
เป็นการท าให้เกิดกระบวนการ saccharification หลังจากนั้นหมักต่อด้วยยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae เป็นเวลา 10 ชั่วโมง แต่เมื่อน ากระบวนการ simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF) จะใช้เวลาหมักเพียง 31 ชั่วโมง เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์  AMG เป็น 540 
AGU ต่อกิโลกรัมของแป้ง ท าให้ระยะเวลาการหมักลดลงเหลือเพียง 21 ชั่วโมง โดยได้เอทานอลที่มีความ
เข้มข้น 67 กรัมต่อลิตร และ Ohgren และคณะ (2007) เปรียบเทียบระหว่างกระบวนการ 
simultaneous saccharification and fermentation กับกระบวนการ separate hydrolysis and 
fermentation โดยใช้แกนข้าวโพดที่ผ่านการ pretreated ด้วยไอน้ า พบว่า เมื่อน าสารละลายที่ผ่านการ 
pretreatment มาเจือจางให้มีปริมาณของแข็ง 8 % และปรับ pH จากนั้นน ามาหมักเอทานอล พบว่า
กระบวนการ SSF ให้ผลผลิตเอทานอลสูงกว่ากระบวนการ SHF 13 % โดยเอทานอลที่ได้จากกระบวนการ 
SSF มี 72.4 % ขณะที่กระบวนการ SHF มีผลผลิตเอทานอล 59.1 % ของทฤษฎี นอกจากนี้การเติมแร่
ธาตุบางชนิดลงในอาหารหมัก ท าให้จุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมักเจริญ และหมักเอทานอลได้ดีขึ้น เช่น 
Nikolic และคณะ (2006) ศึกษาการเติมแมกเนเซียม (Mg+) ซิงค์ (Zn+) แคลเซียม (Ca+) และคอปเปอร์อิ
ออน(Cu+)   รวมทั้งวิตามินชนิดต่างๆ เช่น pantothenate, thiamine, pyridoxine, biotin และ 
inositol โดยศึกษาการเติมแยกทีละตัว และเติมเป็นสารผสมรวมกัน ท าให้ผลผลิตของเอทานอลสูงขึ้น 
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 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือที่จะพัฒนาและปรับปรุงกระบวนการหมักไบโอเอทานอลจากแป้งมัน
เทศ โดยใช้เซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์ที่คัดเลือกได้ และใช้กระบวนการหมักแบบ simultaneous 
enzymatic saccharification and fermentation (SSF) รวมทั้งมีการเติมแร่ธาตุ และวิตามินบางชนิด 
เพ่ือส่งเสริมการเจริญและการหมักของเชื้อยีสต์ให้มีประสิทธิภาพในการหมัก    เอทานอลที่เพ่ิมขึ้น มี
การศึกษาค่าทางจลนพลศาสตร์ระหว่างกระบวนการหมักไบโอเอทานอล 
 
1.6 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1.สามารถเพ่ิมผลผลิตของไบโอเอทานอลที่ได้กระบวนการหมักซึ่งได้พัฒนาและปรับปรุงกระบวนการ
หมักให้มีประสิทธิภาพมากข้ึน 

2. สามารถน าวัตถุดิบคือมันเทศ ซึ่งมีในปริมาณมากในประเทศไทย มาเพ่ิมมูลค่าให้สูงขึ้น โดย
น ามาใช้เป็นวัตถุดิบชนิดใหม่ทดแทนมันส าปะหลัง ในการผลิตไบโอเอทานอล และเป็นการเพ่ิมรายได้
ให้กับเกษตรกรผู้ปลูกมันเทศ 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 กำรผลิตไบโอเอทำนอล (www.water-pacific.com/index.php/2010-08-14-10-07-37 ; 
สืบค้นวันที่ 09 ตุลาคม 2554)  
        เอทานอล (Ethanol) หรือ เอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl Alcohol) ในทางเคมีเป็นกลุ่มสารประกอบ
อินทรีย์มีสูตรทางเคมีคือ C2H5OH ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน เป็นไฮดรอกซิลดิริ
เวทีฟของไฮโดรคาร์บอน เกิดจากการแทนที่ไฮโดรเจนอะตอมด้วย hydroxyl group (OH)  มีน้ าหนัก
โมเลกุล 46.07 จุดเดือดประมาณ 78 องศาเซลเซียส เป็นของเหลวใสไม่มีสี ติดไฟง่าย ให้เปลวไฟสีน้ าเงิน 
ไม่มีควัน 
        ประเทศที่ผลิตเอทานอลมากที่สุดของโลกในล าดับต้นๆ ได้แก่ บราซิล และประเทศสหรัฐอเมริกา 
ซึ่งแนวโน้มการใช้น้ ามันแก๊สโซฮอล์ของโลกยังคงเติบโตอย่างต่อเนื่อง ส่วนในประเทศแถบเอเชีย เช่น จีน 
อินเดีย ก็ให้ความสนใจมากในการใช้พลังงานทดแทนโดยเฉพาะเอทานอล และปัจจุบันอินเดียได้มีการ
ส่งเสริมและพัฒนาเทคโนโลยีในการผลิตเอทานอลบริสุทธิ์ เพ่ือใช้ภายในประเทศ อีกทั้งยังสามารถส่งออก
เทคโนโลยีไปยังประเทศต่างๆ รวมทั้งประเทศไทย 
         น้ ามันเชื้อเพลิงจัดเป็นแหล่งพลังงานที่ส าคัญที่สุดของมนุษย์ และนับวันก็จะลดลงอย่างรวดเร็ว 
เนื่องจากในชีวิตประจ าวันจ าเป็นต้องอาศัยน้ ามันไม่ทางตรงก็ทางอ้อม และไม่ว่าราคาน้ ามันจะแพงขนาด
ไหนผู้คนก็ยังต้องใช้น้ ามันกันอยู่ดี แต่ปัญหาที่ทั่วโลกพากันกังวลมากกว่าเรื่องราคาก็คือน้ ามันดิบที่มีอยู่ใน
ธรรมชาติจะมีใช้ไปได้อีกไม่เกิน 50 ปี  วิธีแก้ปัญหาการขาดแคลนน้ ามันทางหนึ่งก็คือการหาแหล่งพลังงาน
ทดแทน และต้องเป็นพลังงานที่สามารถหมุนเวียนกลับมาใช้ได้  หรือประเภทใช้ได้ไม่มีวันหมด 
(Renewable energy) อย่างเช่น พลังงานแสงอาทิตย์ พลังงานลม พลังงานแก๊สชีวภาพ (biogas) เพ่ือ
ทดแทนแหล่งพลังงานสิ้นเปลืองที่ใช้แล้วหมดไป ( Non – renewable energy) เช่น พวกน้ ามันดิบ ถ่าน
หิน ก๊าซธรรมชาติ 
         ไบโอเอทานอล (bioethanol) หรือเอทานอลชีวภาพ คือเอทานอลที่ได้จากการสังเคราะห์โดย
สิ่งมีชีวิต เป็นพลังงานหมุนเวียนอีกชนิดหนึ่งที่ก าลังได้รับความสนใจในขณะนี้ เนื่องจากเป็นพลังงานที่
ใช้ได้ทั้งในโรงงานอุตสาหกรรม และส าหรับรถยนต์ ประเทศไทยมีความเหมาะสมอย่างมากในการผลิตไบ
โอเอทานอลเพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงานทดแทนน้ ามันดิบ เพราะสามารถใช้ผลผลิตจากการเกษตรไม่ว่าจะ
เป็นแป้ง น้ าตาล หรือของเหลือทิ้งจากภาคเกษตรกรรมที่มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ เช่น ฟางข้าว ชาน
อ้อย เปลือกไม้ ซากพืชต่าง ๆ มาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตได้เป็นอย่างดี วัตถุดิบต่าง ๆ เหล่านี้มีมากมาย
ในบ้านเรา ถ้าสามารถน ามาใช้ผลิตเชื้อเพลิงจะช่วยชาติได้ไม่น้อยเลยทีเดียว 
          กระบวนการผลิตเอทานอล ประกอบด้วย กระบวนการเตรียมวัตถุดิบส าหรับผลิตเอทานอล 
กระบวนการหมัก และการแยกผลิตภัณฑ์เอทานอลและการท าให้บริสุทธิ์ ซึ่งในขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบ
นั้น ถ้าเป็นประเภทแป้งหรือเซลลูโลส เช่น มันส าปะหลัง และธัญพืช จะต้องน าไปผ่านกระบวนการย่อย

http://www.water-pacific.com/index.php/2010-08-14-10-07-37
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แป้งหรือเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลก่อน ด้วยการใช้กรดหรือเอนไซม์ ส่วนวัตถุดิบประเภทน้ าตาลเช่น
กากน้ าตาลหรือน้ าอ้อย เมื่อปรับความเข้มข้นให้เหมาะสมแล้วสามารถน าไปหมักได้  
กระบวนกำรผลิตเอทำนอลแบ่งออกเป็น 2 วิธี 

วิธีที่ 1 การใช้กระบวนการทางเคมีเป็นการสังเคราะห์เอทานอล เอทานอลที่ได้เรียกว่า เอทานอล
สังเคราะห์ (synthetic ethanol) 

วิธีที่ 2 การใช้วิธีการทางชีวเคมีเพ่ือผลิตเอทานอลเอทานอลที่ได้เรียกว่า ไบโอเอทานอล (bio-
ethanol) โดยการใช้วัสดุทางการเกษตรที่มีองค์ประกอบประเภท แป้ง น้ าตาล หรือเซลลูโลสเป็นวัตถุดิบ 

1. กำรผลิตเอทำนอลโดยใช้กระบวนกำรทำงเคมี 
การหมักเอทานอลเป็นแนวทางหนึ่งที่ได้รับความนิยม การผลิตเอทานอลแต่เดิมอาศัยการผลิต

ด้วยวิธีการทางเคมี โดยอาศัยการดูดซับ (absorption) เอทิลีน (ethylene) ด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น 
เพ่ือให้ได้กรดเอทิลซัลฟูริก (ethyl sulfuric acid) ซึ่งเป็นสารตัวกลางก่อนที่จะเปลี่ยนไปเป็นเอทานอล
และกรดซัลฟูริกต่อไป 

3C2H4   +   2H2SO4-------->   CH3CH2OSO3H   +   (CH3CH2)2SO4 
          เอทิลีน 

CH3CH2OSO3H   +   H2O    -------->   CH3CH2OH   + H2SO4 
  กรดเอทิลซัลฟูริก                            เอทานอล    กรดซัลฟูริก 

การผลิตเอทานอลโดยทางเคมีอีกวิธีหนึ่งอาศัยการเติมน้ าลงในเอทิลีนโดยตรง โดยใช้กรดฟอสฟอริก
เป็นตัวเร่ง (catalyst) ที่ความดัน 68 บรรยากาศ และอุณหภูมิ 400 องศาเซลเซียส ดังสมการ 

C2H4   +   H2O    --------> + H3PO4-------->   CH3CH2OH 
                              เอทิลีน                                                     เอทานอล 

 แต่ในปัจจุบันการผลิตเอทานอลนิยมอาศัยการหมัก โดยเฉพาะในประเทศที่มีวัตถุดิบที่สามารถใช้
หมักได้จ านวนมากและราคาถูก 

2. กำรผลิตเอทำนอลจำกจุลินทรีย์ 
แหล่งพลังงานที่เราใช้กันอยู่ในปัจจุบันเป็นที่รู้จักกันดีว่าได้มาจากเชื้อเพลิงปิโตรเลียม คือ น้ ามัน

เบนซินและน้ ามันดีเซล และยังมีแนวโน้มลดลงตามล าดับ ในทางกลับกันราคาน้ ามันในยุคนี้ยังเพ่ิมขึ้น 
ดังนั้นหลายประเทศจึงพยายามหาพลังงานอ่ืนมาทดแทนในรูปแบบต่าง ๆ เช่น พลังงานลม น้ า 
แสงอาทิตย์ และพลังงานชีวมวล 

เอทานอล แหล่งพลังงานใหม่ที่ก าลังได้รับความสนใจในขณะนี้พบว่า 90 % ได้มาจาก
กระบวนการหมัก ( Fermentations ) ที่เหลือได้จากการสังเคราะห์ขึ้นมา ( Synthesis ) ในกระบวนการ
ผลิตเอทานอลกระบวนการหมักเป็นขั้นตอนที่ส าคัญ เนื่องจากเป็นขั้นตอนที่จุลินทรีย์จะเป็นตัวไปเปลี่ยน
วัตถุดิบ (raw material) ให้กลายมาเป็น เอทานอล (ethyl alcohol, grain alcohol)  

C6H12O6       -------->    2CH3CH2OH       +       2 CO2 
                      วัตถุดิบ (น้ าตาล)            เอทิลแอลกอฮอล์    คาร์บอนไดออกไซด์ 
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เอทานอลสามารถผลิตได้จากวัตถุดิบทางการเกษตรได้หลายชนิด แบ่งได้เป็น 3 ประเภท คือ 
วัตถุดิบประเภทแป้งวัตถุดิบประเภทน้ าตาล เศษวัสดุที่เป็นเซลลูโลส โดยที่วัตถุดิบประเภทแป้งและ
เซลลูโลสจะถูกย่อยด้วยกรดหรือเอนไซม์ให้เป็นน้ าตาลก่อน แต่วัตถุดิบประเภทที่เป็นน้ าตาลอยู่แล้ว
สามารถน าไปใช้หมักได้เลย ระยะเวลาในการหมักเพ่ือให้ได้เอทานอลจะประมาณ 48 ชั่วโมง จะได้เอทา
นอลที่มีความเข้มข้น 8-12 % โดยปริมาตร 

จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอทานอลได้มีหลายชนิดแต่ยีสต์ (Yeast) ก็ถูกน ามาใช้ผลิตเอทานอลอย่าง
แพร่หลายเพราะสามารถเจริญเติบโตได้เร็วและมีปริมาณมาก แต่ในปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์พบว่า 
แบคทีเรีย (Bacteria) สายพันธุ์ Zymomonas mobilis มีความสามารถในการผลิตเอทานอลได้ดีกว่า
ยีสต์ เช่น ระยะเวลาในการหมักสั้นกว่า 3-4 เท่า เมื่อใช้น้ าตาลเท่ากัน ให้ผลเอทานอลใกล้เคียงกับทฤษฎี 
แต่ข้อด้อยกว่ายีสต์ก็มีคือแบคทีเรียใช้น้ าตาลได้จ ากัดคือใช้ได้ 3 ชนิด คือ กลูโคส ฟรักโตส ซูโครส แต่ยีสต์
จะสามารถใช้น้ าตาลได้หลากหลายกว่าแบคทีเรีย แต่เพ่ือให้แบคทีเรียสามารถใช้ประโยชน์ได้มากขึ้นจึงมี
การใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) เพ่ือปรับปรุงสายพันธุ์ให้มีคุณสมบัติที่ดีขึ้นคือ 
สามารถใช้น้ าตาลได้หลากหลายทนต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมได้ดีขึ้นแม้ว่าจะได้แบคทีเรีย (Bacteria) สาย
พันธุ์ Zymomonas mobilis ที่มีคุณสมบัติที่ดีขึ้นแต่การน าแบคทีเรียมาใช้ค่อนข้างที่จะยาก เพราะ
โรงงานอุตสาหกรรมส่วนใหญ่คุ้นเคยกับยีสต์มากกว่า  

 
2.2 วัตถุดิบที่ใช้ในกำรผลิตเอทำนอล (www1.mod.go.th/opsd/dedweb/energy/about/ 
meaning%20and%20type/ethanol.htm ; สืบค้นวันที่ 04 กันยายน 2554) 

วัตถุดิบที่ใช้ผลิตเอทานอลแบ่งออกเป็น 3 ประเภทใหญ่ ๆ ดังนี้ คือ 
1. วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่ ธัญพืช ข้าวเจ้า ข้าวสาลี ข้าวโพด ข้าวบาร์เลย์ ข้าวฟ่าง และพวก

พืชหัว เช่น มันส าปะหลัง มันฝรั่ง มันเทศ เป็นต้น 
2. วัตถุดิบประเภทน้ าตาล ได้แก่ อ้อย กากน้ าตาล บีตรูต ข้าวฟ่างหวาน เป็นต้น 
3. วัตถุดิบประเภทเส้นใย ส่วนใหญ่เป็นผลพลอยได้จากผลผลิตทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว ชาน

อ้อย ซังข้าวโพด ร าข้าว เศษไม้ เศษกระดาษ ขี้เลื่อยวัชพืช รวมทั้งของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เช่น
โรงงานกระดาษ เป็นต้น 

เทคโนโลยีที่น ามาใช้ผลิตเอทานอลจะมีความแตกต่างกันไปตามประเภทของวัตถุดิบ และให้ผล
ผลิตเอทานอลที่แตกต่างกัน  

เอทานอลสามารถผลิตได้จากวัตถุดิบหลายชนิดโดยเฉพาะผลผลิตจากพืชไร่ ได้แก่ อ้อย ข้าวฟ่าง
หวาน หัวผักกาดหวาน ข้าวโพด เมล็ดข้าวฟ่าง ข้าวสาลี ข้าว ข้าวบาร์เลย์ มันส าปะหลัง มันฝรั่ง และมัน
เทศ เป็นต้น ส าหรับกระบวนการผลิตในโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักมักใช้
กากน้ าตาล ผักกาดหวาน อ้อย หรือธัญพืชที่ให้น้ าตาลมากกว่าวัตถุดิบอย่างอ่ืน ซึ่งรูปแบบของน้ าตาลนั้น
ยีสต์สามารถใช้เมแทบอลิซึมได้โดยตรง ท าให้วัตถุดิบเหล่านี้มีต้นทุนในการเตรียมต่ าส่วนคาร์โบไฮเดรต
ชนิดอ่ืน ได้แก่ แป้ง และเซลลูโลส ที่มีราคาถูกกว่าวัตถุดิบที่ให้น้ าตาลโดยตรงต้องผ่านการไฮโดรไลซ์ให้
เป็นน้ าตาลก่อน ยีสต์จึงสามารถน าไปใช้ได้ ซึ่งเป็นข้อเสียของวัตถุดิบทั้งสองชนิดนี้ ส่วนวัตถุดิบบางชนิดที่
มีราคาถูกมาก ๆ ได้แก่ sulfite liquor และเวย์ (whey) ซึ่งมีแหล่งของน้ าตาลที่เหมาะกับการหมัก แต่
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ความเข้มข้นของน้ าตาลที่มีอยู่ในวัตถุดิบเหล่านี้ต่ ากว่าวัตถุดิบที่ได้จากการเกษตรโดยตรง  โดย sulfite 
liquor นั้นมีความเข้มข้นของน้ าตาลเฮกโซสอยู่ประมาณ 20-30 กรัมต่อลิตร และเวย์มีความเข้มข้นของ
น้ าตาลแลกโทสอยู่ระหว่าง 38-50 กรัมต่อลิตร  

ส าหรับประเทศไทยมีโรงงานผลิตเอทานอลจากผลผลิตเกษตรอยู่หลายแห่ง วัตถุดิบส่วนใหญ่ที่ใช้ 
คือ กากน้ าตาล โดยกากน้ าตาลมีอยู่ 2 ชนิด ชนิดแรก คือ blackstrap molasses หรือ final molasses 
คือกากน้ าตาลที่เป็นผลผลิตพลอยได้จากการผลิตน้ าตาลทรายขาว มีน้ าตาลอยู่ 50-60 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งส่วน
ใหญ่เป็นซูโครส ชนิดที่สอง คือ refinery molasses เป็นกากน้ าตาลที่ได้จากการผลิตน้ าตาลทรายขาว
บริสุทธิ์ มีน้ าตาลอยู ่58 เปอร์เซ็นต ์blackstrap molasses นิยมน ามาใช้ในการผลิตเอทานอล ถึงแม้ว่าใน
กากน้ าตาลมีสารอาหารหลายอย่างส าหรับการเจริญของยีสต์  แต่มีแหล่งไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
และซัลเฟอร์ไม่เพียงพอ โดยมีโปรตีนซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนของยีสต์อยู่ 75 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณจาก
ไนโตรเจน) ซึ่งไม่เพียงพอส าหรับการเจริญของยีสต์ จึงจ าเป็นต้องให้แอมโมเนียมไอออนในรูปอนินทรีย์ยู
เรีย หรือกรดอะมิโนอิสระ รวมทั้งมีการเติมฟอสเฟตและซัลเฟต 

 ส าหรับมันส าปะหลังที่มีมากในประเทศไทยและมีราคาถูก แต่การหมักเอทานอลจากมัน
ส าปะหลังนั้นมีขั้นตอนยุ่งยากในการเปลี่ยนแป้งเป็นน้ าตาล โดยได้มีการทดลองน าเอนไซม์ที่ผลิตเป็น
การค้าของ Novozyme ชื่อ BAN และ SAN มาใช้โดย BAN เป็นชื่อการค้าของ แอลฟาอะไมเลสที่ผลิต
จากแบคทีเรีย Bacillus stearothermophilus ย่อยมันเส้นบด 25 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 80 และ 60 
องศาเซลเซียส ที่พีเอช 5.5 แล้วหมักในถังหมัก พบว่าได้เอทานอล 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรและเมื่อ
ทดลองย่อยชิ้นมันเส้นสุกด้วย mold bran ของรา Aspergillus awamori และราจากลูกแป้ง Tapai 
ของมาเลเซีย แล้วน ามาหมักเอทานอล สามารถหมักเอทานอลได้ 7.2 และ 9.0 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 
อย่างไรก็ตามการหมักดังกล่าวยังมีปัญหาในเรื่องความหนืดของแป้งและสิ้นเปลืองพลังงาน 

ชลดา (2546) ได้ศึกษาการการหมักเอทานอลจากกากมันส าปะหลังโดยยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae TISTR 5596 ใช้น้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 89.2 กรัมต่อลิตร เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 0.03 
เปอร์เซ็นต์ ปรับพีเอชของอาหารเริ่มต้นเท่ากับ 4.5 ปริมาตร 5 ลิตร ที่บรรจุอยู่ในถังหมักขนาด 10 ลิตร 
ควบคุมอุณหภูมิขณะหมักเท่ากับอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 วัน โดยเพาะเซลล์ยีสต์เริ่มต้นจ านวน 3 x 107 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร ลงในอาหารส าหรับหมัก ผลการทดลองพบว่ายีสต์ใช้น้ าตาลรวดเร็วในช่วง 18 ชั่วโมง
แรกของการหมัก หลังจากนั้นมีการใช้น้ าตาลน้อยมาก น้ าตาลที่เหลือเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ชนิดอ่ืนที่ไม่ใช่
กลูโคส เช่น โอลิโกแซ็กคาไรด์ หรือ เซลโลไบโอส โดยให้เอทานอลสูงสุด 4.91 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ที่
เวลา 96 ชั่วโมง ประสิทธิภาพการหมักเท่ากับ 93.6 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี อย่างไรก็ตามหาก
ต้องการหมักให้ได้เอทานอลสูงขึ้นควรเพ่ิมปริมาณกลูโคสเริ่มต้นให้สูงขึ้น โดยการเพ่ิมปริมาณเอนไซม์
กลูโคอะไมเลส หรือใช้เอนไซม์เซลโลไบเอสร่วมด้วยในขั้นตอนการย่อยเพ่ือให้แป้งและเส้นใยในกากมัน
ส าปะหลังถูกย่อยได้เป็นน้ าตาลกลูโคสอย่างสมบูรณ์ ซึ่งการใช้เอนไซม์ หรือพลังงานอ่ืนในการย่อยแป้งให้
เป็นน้ าตาล เป็นข้อเสียของการใช้มันส าปะหลังเป็นวัตถุดิบในการหมักเอทานอล เพราะท าให้ต้นทุน
โดยรวมของเอทานอลสูงขึ้น แม้ว่ามันส าปะหลังจะมีราคาไม่แพงก็ตาม 

วัตถุดิบอีกชนิดหนึ่งที่ใช้ส าหรับผลิตเอทานอลในต่างประเทศ และยังไม่มีผู้ใช้ในประเทศไทยคือ
น้ าอ้อย ซึ่งได้จากอ้อยที่มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Saccharum officinarum ซึ่งจัดอยู่ใน Class 
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Monocotyledones, Order Glumaceae, Family Gramineae, Group Andropogoneae, Genus 
Saccharum ส าหรับประเทศไทยมีการปลูกอ้อยในหลายพ้ืนที่ ทั้งภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ 
และภาคกลาง เนื่องจากประเทศไทยใช้น้ าอ้อยส าหรับผลิตน้ าตาลทรายโดยเป็นผู้ผลิตและส่งออกน้ าตาล
ทรายส าคัญของโลก  

ส่วนประกอบทางเคมีของอ้อย พบว่าขณะที่อ้อยยังเล็กอยู่ ยังไม่มีการยืดยาวของล าต้นจะมีซูโครส
ปริมาณต่ ามากจนเกือบไม่มีเลย แต่เมื่อมีการยืดยาวของล าต้นจะมีการสะสมซูโครส จนกระทั่งอ้อยโต
เต็มที่จึงพบว่ามีส่วนประกอบของเส้นใย (fiber) น้ าอ้อย และเกลือแร่จ าพวกซิลิกาอยู่ปริมาณเล็กน้อย ผิว
ด้านนอกถูกเคลือบด้วยไข (wax) ส่วนพวกเม็ดแป้งนั้นพบได้น้อยมากในส่วนของล าต้น ส่วนที่พบมากในล า
ต้นคือน้ าอ้อยประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักอ้อยทั้งหมด ซึ่งในส่วนนี้มีซูโครสที่สามารถละลายน้ าได้
เป็นส่วนใหญ่ และมีกลูโคส ฟรุกโทส เกลือแร่ และสารในกลุ่มธาตุไนโตรเจน อยู่บ้างในปริมาณน้อย  

2.3 เชื้อยีสต์ที่ใช้ในกำรผลิตเอทำนอล 
ในกระบวนการหมักเอทานอลมีจุลินทรีย์ที่ส าคัญที่สุด คือ เชื้ อยีสต์  โดยเฉพาะพวก 

Saccharomyces cerevisiae มีเชื้อยีสต์หลายสกุลที่สามารถหมักเอทานอลได้ แต่ประสิทธิภาพในการ
หมักต่างกัน บางชนิดหมักเอทานอลได้สูงถึงร้อยละ 20 บางชนิดหมักเอทานอลได้เพียงร้อยละ 2 -3 หรือ
บางชนิดหมักไม่ได้เลย พวกที่หมักเอทานอลได้ดีจะสังเกตได้ง่าย ๆ จากการเขย่าขวดหมักดูจะเห็นฟอง
เกิดข้ึนจ านวนมาก ส่วนพวกที่หมักเอทานอลได้ไม่ดีมักจะขึ้นเป็นฝ้าอยู่ที่ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังนั้น
ในขณะที่หมักเมื่อน ามาส่องดูควรจะทราบว่าเป็นเชื้อยีสต์สกุลไหน เพราะอาจจะมีเชื้อยีสต์ที่ต้องการส่วน
หนึ่ง หรืออาจจะเป็นเชื้อที่ปนเปื้อนอยู่ (contaminant) ปะปนมาด้วย ในขั้นตอนการหมักที่เตรียมการไม่
ดีอาจท าให้ยีสต์บางชนิดไปยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต์ที่ใช้หมักได้ 

 

รูปที่ 2.1 ลักษณะเซลล์ของ Saccharomyces cerevisiae 
ที่มา : www.andaluciainvestiga.com/espanol/noticias/4/9647.asp (วันที่สืบค้น 04 สิงหาคม 

2554 ) 

 

http://www.andaluciainvestiga.com/espanol/noticias/4/9647.asp
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จุลินทรีย์ท่ีใช้ส ำหรับกำรผลิตเอทำนอล 
กระบวนการผลิตเอทานอลจากน้ าตาลด้วยยีสต์นั้นในระดับอุตสาหกรรมมีกระบวนการผลิต

แตกต่างกันไป รวมถึงยีสต์ที่ได้รับความสนใจและถูกเลือกใช้ในการหมัก ได้แก่ Saccharomyces 
cerevisiae, S. uvarum (carlsbergensis), Shizosaccharomyces pombe และ Kluyveromyces 
species ส าหรับแบคทีเรียที่ได้รับความสนใจและมีการน ามาใช้ในกระบวนการหมัก ได้แก่ Zymomonas 
mobilis ซึ่งการเลือกใช้จุลินทรีย์ชนิดใดก็ขึ้นอยู่กับวัตถุดิบที่น ามาใช้ ส าหรับ Z. mobilis และ S. 
cerevisiae ต่างมีความเหมาะสมต่อการน าไปใช้ในกระบวนการหมักในระดับอุตสาหกรรม ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
พ้ืนฐานของการจัดการ กรณีเลือกใช้ Z. mobilis ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่ให้ผลผลิตเอทานอลสูงแต่มีชีวมวลต่ า 
ฉะนั้นจ าเป็นต้องมีความระมัดระวังในเรื่องของการก าจัดเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ดังนั้นเมื่อค านึงถึงแง่
เศรษฐศาสตร์โรงงานอุตสาหกรรมทั่วไปจึงให้ความสนใจ S. cerevisiae มากกว่า อีกทั้ง Z. mobilis มี
ความทนต่อเอทานอลต่ ากว่ายีสต์ การผลิตเอทานอลในระดับโรงงานอุตสาหกรรมนั้นจุลินทรีย์ที่เลือกมาใช้
ต้องมีลักษณะเหมาะสมกับกระบวนการและอุปกรณ์ที่ใช้ในการผลิต  และการออกแบบลักษณะของ
กระบวนการการผลิตนั้นก็ข้ึนอยู่กับจุลินทรีย์ที่ถูกเลือกมาใช้ในกระบวนการหมักด้วยเช่นกัน  

จุลินทรีย์ที่ดี และมีความเหมาะสมในการผลิตเอทานอลเชื้อเพลิงควรมีลักษณะดังนี้ 
1. ให้ผลผลิตสูง 
2. ทนต่อเอทานอล (ethanol tolerance) 
3. ทนต่อแรงดันออสโมซีส (osmotolerance) 
4. มีความคงตัวภายใต้สภาวะต่าง ๆ ของการหมัก 
5. ทนต่อพีเอชต่ า (acid tolerance) 
6. ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 
7. มีอัตราการหมักเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 
8. เพ่ิมจ านวน (propagation) ได้ง่าย 
9. ให้ความร้อนในระหว่างการหมักต่ า 
10. การแสดงลักษณะตกตะกอนหรือไม่ตกตะกอนขึ้นอยู่กับลักษณะของกระบวนการหมักที่

ผู้ผลิตต้องการ 
11. มีกิจกรรมการเป็นผู้ฆ่า (killer activity) 
12. นอกเหนือจากการใช้กลูโคส มีความสามารถในการใช้ไดแซกคาไรด์ หรือโพลีแซกคาไรด์ 
13. มีความทนทานต่อสารพิษต่าง ๆ 

2.3.1 ปัจจัยท่ีมีผลต่อกำรเจริญเติบโตของยีสต์และกำรผลิตเอทำนอล 
2.3.1.1  ควำมเข้มข้นของน้ ำตำล   
แหล่งคาร์บอนที่ยีสต์ใช้ได้ดีได้แก่ น้ าตาล โดยเฉพาะน้ าตาลกลูโคสและฟรักโทส ยีสต์บาง

ชนิดสามารถใช้ไดแซ็กคาไรด์พวกมอลโทส ซูโครส หรือ แลกโทสได้ ส่วนพอลีแซ็กคาไรด์ที่ยีสต์บางชนิด
ใช้ได้ คือ แป้ง ยีสต์ที่สามารถใช้แป้งได้ เช่น Saccharomyces diastaticus, S. chevalieri, 
Endomycopsis fibuligera มียีสต์บางชนิดเท่านั้นที่สามารถใช้น้ าตาลเพนโทสได้ดีกว่าน้ าตาลเฮกโซส 
เช่น Cryptococcus ยีสต์บางพวก เช่น ฟิล์มยีสต์สามารถใช้กรดอินทรีย์ได้ อาหารส าหรับหมักที่มีน้ าตาล
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สูงกว่า 15 เปอร์เซ็นต์ การหมักเอทานอลของยีสต์จะหยุด ดังนั้นการใช้ยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae มาหมักในสภาวะเช่นนี้ จึงมีผลให้การหมักเป็นไปได้ช้า ๆ และเมื่อเลือกใช้ยีสต์ที่ทนต่อแรงดัน
ออสโมซีส (osmotolerant yeast) เช่น S. rouxii พบว่าสามารถเจริญได้ดีในอาหารที่มีความเข้มข้นของ
น้ าตาลสูง แต่มีความสามารถในการผลิตเอทานอลต่ า Panchal และ Stewart (1980); D’Amore และ
คณะ (1988) ได้ศึกษาผลของแรงดันออสโมซีสต่อกระบวนการหมักของ brewing yeast (S. cerevisiae) 
ในอาหารที่มีความเข้มข้นน้ าตาลต่าง ๆ โดยใช้กลูโคสที่ความเข้มข้น 100, 200, 300 และ 400 กรัมต่อ
ลิตร ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 2.1 คือเมื่อกลูโคสความเข้มข้นสูงขึ้นการเจริญและการหมักของ brewing 
yeast ลดต่ าลง 
 
ตำรำงที่ 2.1 แสดงการเจริญและการหมักเอทานอลของยีสต์ S. cerevisiae ในอาหารที่มีกลูโคสที่ความ

เข้มข้นต่าง ๆ 
กลูโคส  

(กรัม/ลิตร) 
 

อัตรำกำรเจริญ  
(มิลลิกรัมของน้ าหนักแห้ง/

มิลลิลิตร.ชั่วโมง) 

กำรหมัก  
(โมลของเอทานอล/
มิลลิลิตร.ชั่วโมง) 

ผลผลิตเอทำนอลทำง
ทฤษฎี  

(เปอร์เซ็นต์) 

100 0.33 54.0 93.5 
200 0.24 52.7 66.4 
300 0.11 42.5 59.0 
400 0.03 14.2 23.6 

ที่มา: Panchal (1990) 

 
จากผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าอัตราการเจริญ อัตราการหมัก และประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล 

ซึ่งดูจากค่าผลผลิตเอทานอลทางทฤษฎี (theoretical ethanol yield) ลดลง เมื่อความเข้มข้นของน้ าตาล
เพ่ิมข้ึน ทั้งนี้เป็นเพราะเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการผลิตเอทานอลภายในเซลล์ได้รับความเสียหาย จึงมีผลใน
การยับยั้งปฏิกิริยาต่าง ๆ ภายในวิถี Embden-Meyerhof-Parnas อย่างไรก็ตามเมื่อมีการเติมลิพิดไม่
อ่ิมตัว (unsaturated lipids) เช่น กรดลิโนลีอิก (linoleic acid) และสารอาหารบางอย่าง เช่น เปปโตน-
ยีสต์เอกเทรกซ์ (peptone-yeast extract) ลงไปในอาหารส าหรับหมัก มีผลให้การยับยั้งเนื่องจากแรงดัน
ออสโมซีสลดน้อยลง แรงดันออสโมซีสมีผลให้เซลล์ยีสต์ขาดสารอาหารที่จ าเป็นส าหรับการเจริญและการ
รักษาสภาพของเซลล์ ทั้งนี้เพราะแรงดันออสโมซีสไปมีผลท าให้เยื่อหุ้มเซลล์มีลักษณะแข็ง (rigid) จึงมี
ผลกระทบต่อการน าสารอาหารเข้าไปในเซลล์ การเติมลิพิดไม่อ่ิมตัวเช่น กรดลิโนลีอิกจึงไปช่วยเพ่ิมสภาพ
การเป็นของไหล (fluidity) ของเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้สารอาหารต่าง ๆ สามารถไหลผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ได้ดีขึ้น 
และเอทานอลภายในเซลล์สามารถแพร่ออกนอกเซลล์ได้เร็วขึ้น  
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2.3.1.2  อุณหภูมิ  
ยีสต์แต่ละชนิดเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิแตกต่างกัน ยีสต์ส่วนใหญ่เป็นพวกมีโซไฟล์มีอุณหภูมิที่

เหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตอยู่ระหว่าง 20-30 องศาเซลเซียส อุณหภูมิสูงสุดที่ยีสต์ยังสามารถ
เจริญเติบโตได้ประมาณ 35-47 องศาเซลเซียส ส่วนอุณหภูมิต่ าสุดที่สามารถเจริญเติบโตได้อยู่ระหว่าง 0-5 
องศาเซลเซียส แต่ยีสต์บางชนิดที่เป็นพวกไซโครไฟล์สามารถเติบโตได้ที่อุณหภูมิต่ ากว่า  0 องศาเซลเซียส 
Saccharomyces cerevisiae อุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 25-30 องศาเซลเซียส สูงสุดประมาณ 35 
องศาเซลเซียส ต่ าสุด 11-12 องศาเซลเซียส 

 2.3.1.3  ออกซิเจน  
ยีสต์ส่วนใหญ่เป็นพวกเฟคัลเททีฟ แอนแอโรบ แต่ยีสต์เติบโตในสภาพมีออกซิเจนได้ดี ส่วน

ในสภาพไม่มีออกซิเจนเติบโตได้ช้า ในสภาพมีออกซิเจนยีสต์ใช้น้ าตาล โดยการออกซิเดชันอย่างสมบูรณ์ได้
คาร์บอนไดออกไซด์และน้ า โดยมีออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย ส่วนในสภาพไม่มีออกซิเจน
ยีสต์ใช้น้ าตาล โดยการหมักส่วนใหญ่เป็นการให้เอทานอล ในการหมักโดยยีสต์ให้ได้เอทานอลนั้น หากมี
ออกซิเจนยีสต์จะใช้น้ าตาลให้คาร์บอนไดออกไซด์และน้ า แทนการหมักให้เอทานอล หรือการหมักถูก
ยับยั้งโดยการหายใจเรียกปรากฏการณ์นี้ว่า Pasteur effect 

2.3.1.4  ค่ำควำมเป็นกรด-เบส 
ยีสต์เติบโตได้ใน pH ช่วงกว้าง pH ต่ าสุดที่ยีสต์สามารถเติบโตได้คือ 1.5 ส่วน pH สูงสุด 

8.0-8.5 ส าหรับ pH ที่เหมาะสม ส าหรับการเติบโตของยีสต์แตกต่างกัน ส่วนใหญ่จะอยู่ระหว่าง 4.0-4.5 
ยีสต์ส่วนใหญ่จะเติบโตไม่ดีในสภาพที่เป็นด่าง  
              2.3.1.5  ควำมเข้มข้นของเอทำนอล 

ยีสต์หลายสกุลมีความอ่อนแอต่อการยับยั้งโดยเอทานอล การมีเอทานอลสะสมอยู่ในถังหมัก
ถือว่าเป็นปัญหาหลักอย่างหนึ่งที่สามารถไปยับยั้งการเจริญของยีสต์ ความเข้มข้นของเอทานอลเพียง 1 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ก็ท าให้จุลินทรีย์เจริญได้ช้าลง การเจริญของจุลินทรีย์ถูกยับยั้งด้วยเอทานอลแบบ
ไม่แข่งขัน อย่างไรก็ตามได้ท าการศึกษาและชี้ให้เห็นว่าถ้ามีการเติมเอทานอลในช่วง log phase ท าให้
อัตราการเจริญของยีสต์ลดลงยีสต์หลายสกุลมีความอ่อนแอต่อการยับยั้งด้วยเอทานอล อย่างไรก็ตาม 
Brown และคณะ (1981) ได้ท าการศึกษาและชี้ให้เห็นว่าผลของการยับยั้งนั้นมีความซับซ้อนมาก ยิ่งไป
กว่านั้นถ้ามีการเติมเอทานอลในช่วง log phase ท าให้อัตราการเจริญของยีสต์ลดลงอย่างรวดเร็ว (อาจ
เป็นผลเนื่องมาจากการสังเคราะห์โปรตีน) ท าให้เซลล์ที่มีชีวิตลดลง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเอนไซม์ถูกท าให้
เสียสภาพอย่างถาวรโดยทั่วไปพบว่าเอลยีสต์ (ale yeast) มีความทนต่อเอทานอลน้อยกว่าลาเกอร์ยีสต์ 
(lager yeast) และยีสต์ที่เจริญในสภาวะที่มีอากาศหรือในสภาวะที่มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัว  พบว่ามีการ
ตอบสนองต่อเอทานอลน้อย แต่เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงช่วยส่งเสริมให้ความเป็นพิษของเอทานอล
มีมากขึ้น การผลิตเอทานอลลดลงเมื่อยีสต์อยู่ในสภาพที่มีอุณหภูมิสูงสุดที่ยีสต์สามารถเจริญได้  และการ
ผลิตเอทานอลมีมากขึ้นเมื่อยีสต์อยู่ในสภาวะของอุณหภูมิต่ าสุดของการเจริญ เอทานอลมีผลต่อการยับยั้ง
แบบไม่แข่งขันในการขนส่งกลูโคส มอลโทส แอมโมเนีย และกรดอะมิโนต่าง ๆ ยีสต์สายพันธุ์ที่เยื่อหุ้ม
เซลล์มีส่วนประกอบของกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ปริมาณมากสามารถมีชีวิตอยู่ได้
เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของเอทานอลสูง ๆ มากกว่ายีสต์สายพันธุ์ที่มีส่วนประกอบของกรดไขมัน
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ไม่อ่ิมตัวอยู่น้อย ซึ่งคล้ายกับว่าผลของเอทานอลไปส่งเสริมให้ไฮโดรเจนไอออน (hydrogen ion) ไหลผ่าน 
(passive flux) เยื่อหุ้มเซลล์มากขึ้น ซึ่งการไหลผ่านของไฮโดรเจนไอออนนี้ไม่ได้ผ่านทาง ATPase ของ
เยื่อหุ้มเซลล์โดยตรง จึงท าให้เกิดความต่างระดับของโปรตอน (proton gradient) กระจายไปทั่วเยื่อหุ้ม
เซลล์ จึงไปมีผลต่อการยับยั้งการขนส่งสารละลายต่าง ๆ นอกจากนี้ยังพบว่าไมโทคอนเดรียมีบทบาท
ส าคัญต่อการทนเอทานอลของยีสต์ และยีสต์ที่มีขนาดของเซลล์เล็กสามารถทนต่อเอทานอลได้ดีกว่ายีสต์ที่
มีขนาดของเซลล์ใหญ่  

2.3.1.6  สำรอำหำรและโคแฟกเตอร์ 
สารอาหารบางอย่างอาจไม่เพียงพอส าหรับการหมัก  ซึ่งรวมถึงแหล่งไนโตรเจนที่มีมวล

โมเลกุลต่ า เช่น แอมโมเนียมไอออน วิตามิน เกลือแร่ แร่ธาตุต่างๆ เช่น สังกะสี  ฟอสฟอรัส  แมกนีเซียม  
แคลเซียม 
                           1. ไนโตรเจน  โดยทั่วไปยีสต์สามารถใช้แอมโมเนียมไอออนได้ โดยแอมโมเนียม
ไอออนจัดเป็นแหล่งของไนโตรเจนที่มีมวลโมเลกุลต่ า  ซึ่งยีสต์ Saccharomyces cerevisiae สามารถ
ใช้ได ้
                           2. Trace  element  ความต้องการแร่ธาตุของยีสต์ค่อนข้างหลากหลาย
โดยเฉพาะพวกที่เป็นประจุบวก ได้แก่ สังกะสี แมงกานีส แมกนีเซียม แคลเซียม ทองแดง และเหล็ก สาร
เหล่านี้ท าหน้าที่เป็นโคแฟคเตอร์ของเอนไซม์ ที่ช่วยกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาหรืออยู่ในสภาวะที่เสถียร
 2.3.1.7  วิตำมิน  
 ความต้องการวิตามินในการเจริญขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของยีสต์ ส่วนมากมีความต้องการไบโอ
ติน โดยไบโอตินถูกย่อยด้วยเอนไซม์คาร์บอกซิเลสเพ่ือใช้สังเคราะห์ลิพิดที่จ าเป็น  มียีสต์หลายสายพันธุ์ที่
ต้องการแพนโททีนิคเป็นปัจจัยในการเจริญแม้ว่าบางครั้งผลิตได้มากและปลดปล่อยออกมาสู่อาหาร ซึ่ง
วิตามินดังกล่าวเป็นองค์ประกอบของโคเอนไซม์ เอ และจ าเป็นต่อกระบวนการเมทาบอลิซึมคาร์โบไฮเดรต
และลิพิด  นอกจากนี้ยังเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ซัลเฟอร์ เพ่ือเป็นองค์ประกอบของกรดอะมิโน  ส าหรับ
อินอซิทอล (inositol) มีความต้องการเป็นบางครั้ง เพราะใช้เป็นองค์ประกอบของฟอสโฟลิพิด  
 
กระบวนการหมักท่ีใช้มี 3 แบบ (สมใจ, 2537) คือ 

1. การหมักแบบแบตช์ (Batch fermentation) เป็นการหมักที่ท าในระบบปิด มีสารอาหาร
เริ่มต้นจ ากัด เมื่อใส่จุลินทรีย์ที่ต้องการเพาะเลี้ยงลงในระบบแล้ว ไม่มีการเติมสารอาหารใด ๆ เพ่ิมลงไปอีก
จนการหมักเสร็จสิ้นลง 

2. การหมักแบบต่อเนื่อง (Continuous fermentation) เป็นวิธีการที่ในระหว่างการหมักมีการ
เติมอาหารใหม่ และถ่ายอาหารเก่าออกจากระบบในอัตราเดียวกัน ท าให้จุลินทรีย์สามารถเพ่ิมจ านวนได้
อย่างต่อเนื่องโดยไม่มีข้อจ ากัดในเรื่องอาหาร 

3. การหมักแบบเฟด-แบตช์ (Fed-batch fermentation) เป็นการหมักที่มีการเติมสารอาหาร
บางอย่างเพ่ิมลงไปในอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เป็นระยะ ๆ เพ่ือให้จุลินทรีย์เจริญและใช้สารอาหารได้
อย่างเต็มที ่โดยไม่มีการถ่ายอาหารเก่าออก ซึ่งการหมักแบบนี้ส่วนใหญ่ใช้แก้ปัญหาเกี่ยวกับข้อจ ากัดเรื่อง
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ความเข้มข้นของสารอาหารเริ่มต้น ซึ่งถ้าใช้มากไปอาจมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ได้ หรืออาจท าให้
มีปัญหาในการให้ออกซิเจนโดยการให้ในปริมาณท่ีเพียงพอท าได้ยาก 

 
กระบวนการย่อยแยกกับกระบวนการหมัก (SHF) 
กระบวนการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการผลิตแบบ SHF (Separate hydrolysis and 

fermentation) โดยการย่อยแป้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเอนไซม์กลูโคอะไมเลสก่อน  เพ่ือ
เปลี่ยนเป็นน้ าตาลแยกกับการหมักด้วยเชื้อยีสต์ หลังจากย่อยแป้งครั้งแรกด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส
แล้ว จะท าการเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลสแยกกับเชื้อยีสต์ ซึ่งเป็นการย่อยแป้งครั้งสุดท้ายจากนั้นหมักด้วย
เชื้อยีสต์ 

กระบวนการย่อยพร้อมกระบวนการหมัก (SSF) 
กระบวนการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการผลิตแบบ SSF (Simultaneous saccharification 

and fermentation) โดยรวมขั้นตอนการย่อยครั้งสุดท้าย เพ่ือเปลี่ยนเป็นน้ าตาลด้วยเอนไซม์กลูโคอะ
ไมเลส พร้อมกับการหมักด้วยเชื้อยีสต์ในขั้นตอนเดียวกัน หลังจากย่อยแป้งครั้งแรกด้วยเอนไซม์แอลฟาอะ
ไมเลสแล้ว จะท าการเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลสพร้อมเชื้อยีสต์ ท าให้การย่อยแป้งครั้งสุดท้ายด้วยเอนไซม์
เกิดขึ้นพร้อมกับการหมักด้วยเชื้อยีสต์ในขั้นตอนเดียวกัน ซึ่งจะช่วยลดระยะเวลาและประหยัดพลังงาน
ของกระบวนการผลิต เป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบที่เป็นแป้ง 

 

2.4 กำรตรึงเซลล์ (www.th.answers.yahoo.com/question/index?qid=20090529001147              
AAEh4aG ; สืบค้นวันที่ 04 กันยายน 2554) 

การตรึงเซลล์ คือ การจ ากัดขอบเขตของจุลินทรีย์ให้อยู่ที่บริเวณใดบริเวณหนึ่ง หรือท าให้
จุลินทรีย์ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ โดยที่เซลล์จุลินทรีย์ไม่สูญเสียคุณสมบัติการท างาน  และยังสามารถน า
เซลล์กลับมาใช้ใหม่ได้อย่างต่อเนื่อง สภาพของเซลล์ที่ถูกตรึงนั้นอาจจะก าลังเจริญ ก าลังพักตัวหรือตายก็
ได ้โดยที่ระบบเอนไซม์หรือ biocatalyst ไม่ล้มเหลว  

2.4.1 วิธีกำรตรึงเซลล์  
2.4.1.1 กำรตรึงเซลล์แบบยึด (attachment or adsorption to a preformed 

carrier) เป็นวิธีตรึงเซลล์ที่ง่ายที่สุด โดยยึดเซลล์ไว้กับตัวกลางโดยใช้การดูดซับ สารตัวกลางที่ใช้ยึดต้อง
ไม่ละลายน้ า เช่น EDTA cellulose ion-exchange resin การเลือกใช้สารยึดต้องค านึงถึงความสามารถ
ในการเกาะยึด และไม่ท าให้เซลล์สูญเสียกิจกรรม เซลล์บางส่วนอาจหลุดได้เพราะไม่มีการใช้สารอ่ืนช่วย 
อาศัยเพียงพันธะไฮโดรเจนหรือแรงวัลเดอร์วาล์ล และการตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้บางครั้งใช้การยึดเกาะด้วย
แรงโคเวเลนท์ ซึ่งเป็นการตรึงเซลล์โดยใช้ประจุร่วมกันระหว่างสารตัวน า  

2.4.1.2 กำรตรึงเซลล์แบบกำรเชื่อมไขว้ (cross-linked within a matrix) เป็นการใช้
สารเคมีเชื่อมเซลล์จุลินทรีย์เข้าไว้ด้วยกัน โดยใช้สารเคมีพวก glutaraldehyde toluene การตรึงเซลล์
ด้วยวิธีนี้ใช้ปฏิกิริยาที่ต่างกัน ได้แก่ เชื่อมเซลล์กับสารตัวกลาง ดูดเกาะเซลล์ที่ผิวหน้าสารยึดเกาะ เชื่อม
เซลล์กับเซลล์ หรือการกักเซลล์ไว้ในสารที่มีรูพรุน  

http://www.th.answers.yahoo.com/question/index?qid=20090529001147
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2.4.1.3 กำรตรึงเซลล์แบบกำรห่อหุ้ม (entrapment a carrier) เป็นวิธีการตรึงเซลล์ใน
สารประกอบพวกเจลที่จับกันเป็นโพลิเมอร์ มีลักษณะเป็นรูพรุนขนาดเล็กกันเซลล์หลุด แต่วัตถุดิบและ
ผลิตภัณฑ์ต้องผ่านออกมาได้ วิธีนี้นิยมใช้มากแต่พบปัญหาคือเกิดปฏิกิริยาช้าเพราะมีเจลกั้น ซึ่งสามารถ
แก้ไขได้โดยใช้ glutaraldehyde เชื่อมไว้  

2.4.1.4 กำรตรึงเซลล์โดยกำรรวมตัวของเซลล์ (self aggregation by flocculation) 
เป็นวิธีการตรึงเซลล์โดยอาศัยการรวมตัวของเซลล์ เซลล์จะถูกเชื่อมกับเซลล์ด้วยแรงพันธะอ่อน การตรึง
เซลล์วิธีนี้มีข้อเสีย คือเซลล์บางส่วนอาจหลุดได้ เพราะไม่มีการใช้สารอื่นช่วย  

2.4.2 วัสดุยึดเกำะในกำรตรึงเซลล์  
วัตถุประสงค์หลักของการตรึงเซลล์คือ เพ่ือเพ่ิมปริมาณเซลล์ในพ้ืนที่ของวัสดุยึดเกาะและเป็นการ

เพ่ิมปริมาณการผลิตในกระบวนการ วัสดุยึดเกาะที่นิยมใช้คือ alginate, agar, pectin, polyacrylamide 
และ caragenan และได้มีการใช้วัสดุธรรมชาติบางชนิดเช่น เปลือกไม้ หินหรือฝ้าย 

2.4.3 คุณสมบัติของวัสดุยึดเกำะในกำรตรึงเซลล ์ 
1. มีประสิทธิภาพในการยึดเกาะสูง  
2. สามารถน ามาใช้ในการตรึงเซลล์ได้ง่ายและราคาถูก  
3. มีความคงตัวสูงเมื่อใช้เป็นเวลานาน  
4. มีความปลอดภัยในการใช้งานและมีการปนเปื้อนน้อย  

2.4.4 ข้อดีของกำรตรึงเซลล์  
1. การตรึงเซลล์ท าให้เกิดการใช้สารอาหารดีกว่าใช้เซลล์อิสระ  
2. การตรึงเซลล์ท าให้ควบคุมการผลิตได้ง่าย สามารถแยกผลิตภัณฑ์ออกไปได้ง่าย  
3. เซลล์ที่ถูกตรึงมีความคงทนสูง สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้และทนต่อความเข้มข้นของ

ผลิตภัณฑ์ได้สูง  
4. ไม่พบปัญหาการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์อื่น  

2.4.5 ข้อเสียของกำรตรึงเซลล์  
เซลล์อาจสูญเสียความสามารถบางอย่างไปเนื่องจากถูกตรึงเซลล์  
โซเดียมอัลจิเนตเตรียมได้โดยการละลายผงของโซเดียมอัลจิเนต 10 กรัม ในน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร 

ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 75-80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และอีกส่วนหนึ่งให้ละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ 120 กรัม ในน้ ากลั่น 2 ลิตร น าโซเดียมอัลจิเนตและแคลเซียมคลอไรด์ไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าโซเดียมอัลจิเนตที่ผ่านการฆ่าเชื้อและหัวเชื้อของยีสต์ที่มีการ
เจริญเติบโตและมีความหนาแน่นของเซลล์สูงตามต้องการมาผสมให้เข้ากัน การเตรียมเม็ดบีดสามารถท า
ได้โดยการหยดด้วยปิเปตหรือกระบอกฉีดยาให้มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 5 มิลลิเมตร ลงในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
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รูปที่ 2.2 ภาพถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของเซลล์ตรึง Saccharomyces 

cerevisiae ATCC 9763 (A : 500X, B : 1000X, C : 2000X) 
ที่มา : www.scielo.br/img/revistas/bjm/v41n1/a14fig07.jpg (วันที่สืบค้น 08 สิงหาคม 2554) 
 

อัลจิเนต (Alginate) ได้จากสาหร่ายสีน้ าตาล โครงสร้างเป็นเกลืออนินทรีย์ของกรดอัลจินิค 
(alginic acid) ชนิดที่ใช้กันมากในอุตสาหกรรมอาหาร คือ โซเดียมอัลจิเนต อัลจิเนตจะเป็นโพลิเมอร์ของ
สาร 2 ชนิด คือ D-mannuronic acid และ L-gulopyranosyluronic acid ซึ่งอัตราส่วนของสาร 2 ชนิด
และโครงสร้างหลักจะเป็นตัวก าหนดคุณสมบัติของสารละลายอัลจิเนตที่ได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งด้าน
ความสามารถในการเกิดเจลและความแข็งของเจล อัลจิเนตไม่ทุกชนิดที่มีคุณสมบัติเป็นเจล และจะเกิด
เจลได้อิออนบวกที่มีประจุมากกว่าหนึ่ง เช่น แคลเซียมจะสามารถ ท าปฏิกิริยาเชื่อมข้ามได้กับอัลจิเนต 
เมื่อมีแคลเซียมอิออนรวมอยู่ด้วยท าให้เกิดเจลในน้ าเย็น หรือในที่อุณหภูมิต่ าเมื่อปริมาณอิออนใน
สารละลายเพิ่มมากข้ึนจะท าให้เกิดความข้นหนืด การเกิดเจล และการตกตะกอนได้  

2.5 กำรวิเครำะห์ปริมำณเอทำนอล 
กำรหำปริมำณแอลกอฮอล์โดยเทคนิค  Gas Chromatography 
แก๊สโครมาโตกราฟีเป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกและวิเคราะห์องค์ประกอบของสารในของผสมที่

สามารถระเหยกลายเป็นไอได้ที่อุณหภูมิพอเหมาะ เทคนิคโครมาโตกราฟีทุกประเภทจะมีหลักการท างานที่
คล้ายคลึงกัน คือ ท าการแยกองค์ประกอบของสารที่กระจายอยู่ระหว่างเฟสที่ไม่ผสมกันสองเฟส คือ เฟส
อยู่กับที่ (stationary phase) และ เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) องค์ประกอบของสารตัวอย่างซึ่งมี
คุณสมบัติทางกายภาพและเคมีที่แตกต่างจากเฟสทั้งสองจะเคลื่อนที่ผ่านด้วยอัตราเร็วที่แตกต่างกัน เมื่อ
องค์ประกอบของสารเคลื่อนที่ผ่านออกมาจากระบบจะถูกชะแล้วผ่านไปยังเครื่องตรวจวัดซึ่งจะท าการ
รายงานผลออกมาในรูปแบบของโครมาโตแกรมเพ่ือน าไปวิเคราะห์ต่อไป สิ่งที่ท าให้เทคนิคโครมาโตกราฟี
แต่ละเทคนิคมีความแตกต่างกันคือเฟสเคลื่อนที่ ส าหรับแก๊สโครมาโตกราฟีจะมีเฟสเคลื่อนที่เป็นแก๊ส 
 วิธีการวิเคราะห์เอทานอล 

1. วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของเอทานอล 
1.1 เตรียมสารละลายเอทานอลให้มีความเข้มข้น 0 2 4 6 8 และ 10 กรัมต่อลิตร 
1.2 ปิเปตสารในข้อ 1. มาความเข้มข้นละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดดักแก๊ส 
1.3 ปิเปตสารละลายอะซิโตนลงไป 50 ไมโครลิตร 
1.4 น าตัวอย่างที่ได้ไปฉีดเข้าเครื่องแก๊สโครมาโตรกราฟีปริมาตร 1 ไมโครลิตร  

http://www.scielo.br/img/revistas/bjm/v41n1/a14fig07.jpg
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รูปที่ 2.3 องค์ประกอบของเครื่อง Gas Chromatograph  
ที่มา : www.LAB_TODAY.GC.htm  (วันที่สืบค้น 08 สิงหาคม 2554) 

1.5 น าค่าที่ได้ไปหาอัตราส่วนของพ้ืนที่ใต้กราฟเอทานอลต่อพ้ืนที่ใต้กราฟของอะซิโตน 
จากนั้นน าไปเขียนกราฟมาตรฐาน แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเอทานอล และอัตราส่วนของพ้ืนที่
ใต้กราฟเอทานอลต่อพ้ืนที่ใต้กราฟของอะซิโตน 

2. วิธีการวิเคราะห์ตัวอย่าง 
ปิเปตสารละลายตัวอย่างได้เหมาะสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดดักแก๊ส น าไปวิเคราะห์

หาปริมาณเอทานอลเช่นเดียวกับข้อ 1. น าค่าที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 

2.6 มันเทศ  (Ipomoea batatas) (www.oknation.net/blog/print.php?id=274925 ; สืบค้น
วันที่ 09 ตุลาคม 2554) 

ชื่อของมันเทศนั้น ถ้าเป็นชื่อสามัญเรียกว่า Sweet Potato แต่ถ้าเป็นชื่อทางวิทยาศาสตร์จะ
เรียกว่า Ipomoea batatas ถ้าเป็นภาคเหนือกับภาคอีสาน บางคนจะเรียกมันเทศนี้ว่า "มันแกว" ต้น
ก าเนิดของมันเทศนั้นมาจาก เกาะไฮติ และแถว ๆ อเมริกากลาง มันเทศเป็นพืชที่เป็นเถาเลื้อยราบไปบน
พ้ืนดิน มีรากสะสมอาหารขยายใหญ่เรียกว่าหัว หัวมันเทศมีคุณประโยชน์มาก เพราะใช้เป็นอาหารของ
มนุษย์ได้เป็นอย่างด ีเราใช้มันเทศปรุงอาหารได้ทั้งคาวหวาน อาหารคาวได้แก่ แกงเลียง แกงคั่ว แกงกะหรี่ 
และแกงมัสมั่น เป็นต้น หัวมันเทศมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูง จึงใช้รับประทานแทนข้าวได้ นอกจากเป็น
อาหารของมนุษย์แล้ว มันเทศยังใช้เป็นอาหารส าหรับสัตว์ได้อีกด้วย เช่น เป็นอาหารหมู อาหารวัว และ
อาหารแพะ เป็นต้น มันเทศใช้เป็นอาหารสัตว์ได้ทั้งหัว เถา และใบ ทั้งยังเป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรมได้
หลายอย่าง เช่น ใช้ท าแป้ง ท าแอลกอฮอล์ ท าเหล้า และท าน้ าส้ม  

มันเทศเป็นพืชอาหารที่มีความส าคัญอันดับที่ 5 ของโลกรองจากข้าวสาลี ข้าวเจ้า ข้าวโพด และ
มันฝรั่ง ในประเทศไทยจะปลูกมันเทศกันทั่ว ๆ ไป มันเทศนับว่าเป็นพืชที่เหมาะกับดินฟ้าอากาศของ
ประเทศไทยอย่างยิ่ง เพราะสามารถเจริญเติบโตได้ดี และให้ผลผลิตของหัวค่อนข้างสูง มันเทศปลูกได้ปีละ 

http://www.oknation.net/blog/print.php?id=274925
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2 ครั้ง คือ ในฤดูฝนตั้งแต่กลางเดือนพฤษภาคมถึงกลางเดือนมิถุนายน และอีกครั้งหนึ่งหลังฤดูฝน คือ ใน
ราวเดือนกันยายนถึงพฤศจิกายน การปลูกมันเทศก็เริ่มจากการเตรียมดินไถและพรวน 2-3 ครั้ง เสร็จแล้ว
ยกร่องห่างกันประมาณ 1 เมตร ความสูงของร่องประมาณ 50 เซนติเมตร ตัดเถามันเทศยาวประมาณ 50 
เซนติเมตรฝังลงไปบนสันร่องห่างกันประมาณ 50 เซนติเมตร จากนั้นก็พรวนดินและก าจัดวัชพืช ถ้าไม่ได้
ปลูกในฤดูฝนก็ต้องคอยรดน้ า มันเทศจะทอดยอดงอกงาม เมื่อคอยต่อไป 90-150 วัน หัวมันเทศก็จะแก่
และขุดได ้ 

ราก มันเทศมีระบบรากแบบรากฝอย ซึ่งเกิดจากข้อของล าต้นที่ใช้ปลูก หรือเกิดจากล าต้นที่ทอด
ไปตามพ้ืนดิน รากมันเทศจะเป็นที่สะสมอาหารและใช้รับประทานได้  

ใบ เป็นแบบใบเดี่ยว เกิดสลับกันบนข้อของล าต้น มีขนาดและรูปร่างต่างกัน ความแตกต่างของใบ
นั้นมิใช่เกิดจากพันธุ์เท่านั้น แม้แต่ในต้นเดียวกันก็อาจมีรูปร่างแตกต่างกันได้ บางใบมีขอบใบเรียบ บางใบ
มีใบเป็นแฉก และบางใบมีรูปร่างคล้ายหัวใจ เป็นต้น ใบมีขนเล็กน้อยและมักจะมีสีม่วงอยู่ตามเส้นใบ ก้าน
ใบอาจจะยาวหรือสั้นทั้งนี้ขึ้นอยู่กับพันธุ์นั้น ๆ  

ดอก มันเทศที่ปลูกในเขตอบอุ่นมักไม่ออกดอก ส่วนการปลูกในเขตร้อนจะออกดอก แต่มักไม่ติด
เมล็ด ดอกเกิดตามมุมของใบ มีก้านช่อดอก (peduncle) แข็งแรง ซึ่งมักจะยาวกว่าก้านใบ ดอกมีกลีบ
เลี้ยง (sepal) 5 กลีบ ซึ่งโดยปกติจะแยกเป็นอิสระซึ่งกันและกัน หรืออาจเชื่อมติดกันที่โคนกลีบดอก 
(petal) มี 5 กลีบ กลีบดอกเหล่านั้นจะเชื่อมติดกันเป็นรูปกรวย (corolla tube) มีลักษณะคล้ายดอก
ผักบุ้ง กลีบดอกมีสีชมพูปนม่วง มีเกสรตัวผู้ (stamen) 5 อัน และแยกเป็นอิสระซึ่งกันและกัน ก้านชูอับ
เกสรตัวผู้เรียกว่า ก้านอับเกสร มีความยาวไม่เท่ากัน และเชื่อมติดอยู่กับฐานของกลีบดอก รังไข่ มี 2 ส่วน 
บางดอกอาจจะมี 4 ส่วน แต่ละส่วนจะมีไข่ 1 หรือ 2 ที่รับละอองเกสรตัวผู้ (stigma) มี 2 แฉกอยู่ที่ก้าน 
(style) เชื่อมติดกับรังไข่  

ผล มีเปลือกแข็งหุ้ม มีลักษณะเป็นแคปซูล (capsule) ภายในเปลือกแข็งมีเมล็ดเล็กสีด าค่อนข้าง
แบน ด้านหนึ่งของเมล็ดเรียบ ส่วนอีกด้านหนึ่งเป็นเหลี่ยม ทางด้านเรียบจะเห็นรอยที่เมล็ดติดกับผนังรังไข่
เรียกว่า ไฮลัม (hilum) และมีรูเล็ก ๆ เรียกว่า ไมโครไพล์ (micropyle) เปลือกของเมล็ดค่อนข้างหนา 
และน้ าซึมผ่านได้ยาก  

หัว มันเทศลงหัวในระดับความลึกไม่เกิน 9 นิ้ว หัวมันเทศเกิดจากการขยายตัวของราก ซึ่งเนื้อเยื่อ
ภายในรากที่เรียกว่าพาเรนไคมา (parenchyma) เป็นส่วนที่สะสมแป้ง รากที่ขยายตัวเป็นหัวขึ้นมาอาจ
เกิดจากรากของล าต้นที่ใช้ปลูก หรือจากรากที่เกิดจากข้อของล าต้นที่เลื้อยไปตามดินก็ได้ ดังนั้นมันเทศต้น
หนึ่ง ๆ อาจมีหัวมากกว่า 50 หัว ลักษณะหัวส่วนมากมีรูปร่างทรงกระบอก ด้านหัวท้ายเรียวตรงกลางป่อง
ออก สีผิวของหัวและสีของเนื้ออาจจะเป็นสีแดง เหลือง ขาว หรือสีนวล แตกต่างกันไปตามพันธุ์ ผิวอาจจะ
เรียบหรือขรุขระและมักจะมีรากแขนงเกิดในร่องของหัว หัวมันเทศนอกจากจะให้อาหารจ าพวกแป้งแล้ว 
ยังอุดมสมบูรณ์ไปด้วยวิตามิน เอ (โดยเฉพาะหัวที่มีสีเหลือง) วิตามิน บี และ ซี อีกด้วย  
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2.7 งำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
Srichuwong และคณะ (2009) ศึกษากระบวนการหมักโดยระบบ simultaneous 

saccharification and fermentation (SSF) ของมันเทศที่มีความเข้มข้นสูงเพ่ือใช้ผลิตเอทานอล พบว่า
มันเทศถูกบดให้เป็นผงละเอียดประมาณ 304 กรัมต่อลิตรของคาร์โบไฮเดรตที่ละลายได้ซึ่งมีความหนืดสูง 
การลดความหนืดท าได้โดยน าผงมันเทศมา pretreatment ด้วยเอนไซม์หลายชนิด เช่น เอนไซม์เพกติเนส 
เซลลู เลส และเฮมิ เซลลู เลส เ พ่ือท าให้ความหนืดเหมาะสมที่จะน ามาหมักได้  แป้งที่ผ่านการ 
pretreatment จะถูกเปลี่ยนไปเป็น maltodextrins (liquefaction) โดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่
อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส จากนั้นท าให้เกิดกระบวนการ simultaneous saccharification and 
fermentation ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พร้อมกับเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลส และยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae และเติมแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับการเจริญของยีสต์ 
โดยสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลส คือ 1.65 AGUต่อกรัม ความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซัลเฟต คือ 30.2 มิลลิโมลาร์ ระยะเวลาในการหมักนาน 61.5 ชั่วโมง โดยใช้ response 
surface methodology (RSM) ปริมาณเอทานอลที่ได้ 16.61 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรโดยปริมาตร) ซึ่งมี
ค่าประมาณ 89.7 เปอร์เซ็นต์ ผลผลิตทางทฤษฎี 

Jamai และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากแป้งโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของ 
Candida tropicalis ในที่มีเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส พบว่าการเพ่ิมอัตราการผลิตเอทานอลสามารถ
เกิดขึ้นได้โดยน าแป้งข้าวโพดมา pretreatment ก่อน โดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส กระบวนการลิเคอ
แฟกชันแป้งข้าวโพดโดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส สามารถเปลี่ยนสารตั้งต้นไปเป็นเอทานอลได้ร้อยละ 
96 จากการใช้แป้งข้าวโพดร้อยละ 9 (น้ าหนักโดยปริมาตร) และใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสสามารถผลิต
เอทานอลได้ 43.1 กรัมเอทานอลต่อลิตร ในเวลา 65 ชั่วโมง โดยมีประสิทธิภาพในการผลิต 0.65 กรัมต่อ
ลิตร.ชั่วโมง จากการทดลองพบว่าการผลิตไบโอเอทานอลโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงของ C. 
tropicalis ไม่จ าเป็นต้องมีขั้นตอนในการเปลี่ยนให้เป็นน้ าตาล (saccharification) รวมทั้งการปรับปรุง
การหมักโดยใช้การหมักแบบกึ่งกะ (fed-batch) ใช้เซลล์อิสระของ C. tropicalis สามารถเพ่ิมผลผลิตเอ
ทานอลได้ถึง 56 กรัมเอทานอลต่อลิตร ซึ่งใกล้เคียงกับการใช้ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ที่
ได้ปรับปรุงพันธุ์ให้มีทั้งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

Najafpour (2004) ศึกษาการผลิตเอทานอลในถังหมักแบบตรึงเซลล์ (ICR) โดยใช้คอลัมน์ที่บรรจุ
เซลล์ตรึงของ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งเซลล์จะถูกกักเก็บไว้ในแคลเซียมอัลจิเนตการผลิตเอทา
นอลจะเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องหลังการหมักผ่านไป 24 ชั่วโมง การหมักแบบกะท าได้โดยใช้กลูโคสความ
เข้มข้น 50 กรัมต่อลิตร และเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลและผลผลิตต่อหน่วยของเอทานอลการหมัก
แบบกะและระบบตรึงเซลล์ ในการหมักแบบกะปริมาณของน้ าตาลกลูโคสที่ถูกใช้ไปและปริมาณของเอทา
นอลที่ถูกสร้างขึ้น คือ 99.6 เปอร์เซ็นต์ และ 12.5 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร หลังการหมัก 27 ชั่วโมง และ
การหมักในระบบตรึงเซลล์ ปริมาณของน้ าตาลกลูโคสที่ถูกใช้ไป และปริมาณของเอทานอลที่ถูกสร้างขึ้น
เท่ากับ 88.2 เปอร์เซ็นต์ และ 16.7 เปอร์เซ็นต์ ในการหมัก 6 ชั่วโมง อัตราการเจริญของเซลล์อยู่บน
พ้ืนฐานของสมการโมนอด (Monod) ค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์ Ks และ µm ในการหมักแบบกะ คือ 2.3 
กรัมต่อลิตร และ 0.35 กรัมต่อลิตร.ชั่วโมง ตามล าดับ ผลผลิตสูงสุดของน้ าหนักเซลล์แห้งต่อสับสเตรท 
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(Yx/s) และผลผลิตสูงสุดของผลิตภัณฑ์ต่อสับสเตรท (Yp/s) ในการหมักแบบกะ คือ 50.8 เปอร์เซ็นต์ และ 
31.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ผลผลิตต่อหน่วยของระบบตรึงเซลล์ คือ 1.3, 2.3 และ 2.8 กรัมต่อลิตร.
ชั่วโมง ต่อ 25, 35 และ 50 กรัมต่อลิตร ของความเข้มข้นกลูโคส ตามล าดับ ผลผลิตต่อหน่วยของเอทา
นอลในการหมักแบบกะของกลูโคส 50 กรัมต่อลิตร ประมาณ 0.29 กรัมต่อลิตร.ชั่วโมง การผลิตเอทานอล
มีปริมาณมากที่สุดที่ในระบบ ICR เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบกะในถังหมักโดยสามารถเพ่ิมผลผลิต
ได้ 10 เท่า  

Nikolic และคณะ (2006) ศึกษาการพัฒนากระบวนการหมักเอทานอลจากข้าวโพดที่ผ่านการ
ย่อยโดยใช้เซลล์ตรึงรูปของยีสต์และเติมสารอาหารลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าจากการหมักเอทานอลโดย
ใช้เซลล์ตรึงรูปของ Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus และเติมแร่ธาตุบางชนิดลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น แมกนีเซียม ซิงค์ แคลเซียม และคอปเปอร์ รวมทั้งวิตามินชนิดต่าง ๆ เช่น 
pantothennate, thiamine, pyridoxine, biotin และการเติมอาจเติมโดยแยกหรือเติมเป็นสารผสม
รวมกัน พบว่าการเติมแร่ธาตุทั้งหมดที่น ามาศึกษาโดยเติมแยกหรือรวมกัน ท าให้ผลการผลิตเอทานอล
สูงขึ้นระหว่างการหมักแป้งข้าวโพด ซึ่งการใช้ส่วนผสมของแมกนีเซียมรวมกับซิงค์ โดยใช้ MgSO4 2 กรัม
ต่อลิตร และ ZnSO4 0.3 กรัมต่อลิตร ท าให้ได้ผลผลิตเอทานอลสูงสุด การเติมคอปเปอร์อิออน (CuCl2 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร) หรือแคลเซียมอิออน (CaCl2 40 มิลลิกรัมต่อลิตร) ท าให้ผลผลิตของเอทานอลเพ่ิมขึ้น 
ส าหรับวิตามินพบว่าการเติม Ca-pantothennate 1 กรัมต่อลิตร ท าให้ได้ผลผลิตเอทานอลสูง โดย
เพ่ิมขึ้น 8 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม จากผลการทดลองพบว่าการเติมวิตามินและแร่ธาตุ
ร่วมกันท าให้ได้ผลผลิตของเอทานอลสูงสุด โดยใช้ MgSO4 2 กรัมต่อลิตร, ZnSO4 0.3 กรัมต่อลิตร, 
CuCl2 1 มิลลิกรัมต่อลิตร, Ca-pantothennate 1 กรัมต่อลิตร และ inositol  0.5 กรัมต่อลิตร เติมลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีแป้งข้าวโพดที่ผ่านการย่อยแล้ว การเติมสารเหล่านี้ท าให้ประสิทธิภาพในการหมัก
เพ่ิมข้ึน 20 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่ได้เติมสารเหล่านี้ 
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  บทที่ 3  
วิธีกำรทดลอง 

 
3.1 เชื้อจุลินทรีย์ 

Saccharomyces cerevisiae YRK 017 ที่แยกได้จากลูกแป้งเหล้า (วิมลักษณ์, 2549) 

3.2 วัตถุดิบ 
มันเทศ สายพันธุ์ที่มีเนื้อสีเหลือง 

3.3 สำรเคมี 
 1. สารละลายกรดซัลฟูริก ความเข้มข้นร้อยละ 96 

 2. สารละลายฟีนอล ความเข้มข้นร้อยละ 5 
 3. สารละลายน้ าตาลกลูโคสมาตรฐาน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 4. เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส จาก Aspergillus oryzae 31.2 U/mg (Sigma, Aldrich CO. Ltd.) 
 5. เอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส จาก Aspergillus niger 31.2 U/mg (Sigma, Aldrich CO. Ltd.) 
 6. สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 5.0 
 7. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 นอร์มอล 
 8. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 1 นอร์มอล 
 9. สารละลายโซเดียมอัลจิเนต ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 
 10. สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 
 11. สารละลายไตรโพแทสเซียมฟอสเฟต ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 12. สารละลายเกลือ ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 
 

3.4 วัสดุอุปกรณ์ 
 1. บีกเกอร์ ขนาด 50, 100, 250 และ 500 มิลลิลิตร 
 2. ขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 3. กระบอกตวง ขนาด 100 และ 500 มิลลิลิตร 

4. กระดาษกรอง ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.45 ไมครอน 
 5. หลอดทดลอง 
 6. ปิเปต ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
 7. ขวดปรับปริมาตรขนาด 100, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
 8. ตะแกรงร่อน เบอร์ 35 
 9. เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
 10. หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) 
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11. ตู้บ่มเชื้อ (incubator) 
12. ตู้ปลอดเชื้อ (laminar air flow) 
 

3.5 วิธีกำรทดลอง 
 3.5.1 การเตรียมผงมันเทศแห้ง 

น ามันเทศมาล้างน้ าให้สะอาด ปอกเปลือกน ามาหั่นเป็นแผ่นบาง ๆ ขนาดประมาณ 1 มิลลิเมตร 
น ามาวางเรียงบนถาดสแตนเลสในตู้อบลมร้อนอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จนกระทั้งมัน
เทศแห้ง น าชิ้นมันเทศที่ผ่านการอบแห้งแล้วมาบดให้ละเอียด ด้วยเครื่องปั่น จากนั้นน ามาร่อนผ่าน
ตะแกรงขนาดเบอร์ 35 จะได้ผงแป้งมันเทศที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.188 มิลลิเมตร เพ่ือใช้เป็น
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลต่อไป 

3.5.2 การวิเคราะห์ผงมันเทศแห้ง 
น าผงมันเทศแห้งที่เตรียมได้มาท าการวิเคราะห์หาปริมาณความชื้นในผงมันเทศแห้ง โดยการน าไป

อบที่อุณหภูมิที่ 105 องศาเซลเซียส จนมีน้ าหนักคงที่ หาปริมาณโปรตีน (crude protein) โดยใช้วิธี 
Macro-Kjeldahl หาปริมาณไขมัน (crude fat) โดยวิธีการสกัดโดยใช้อุปกรณ์ soxhlet หาปริมาณเถ้า 
(ash) โดยน าไปเผาที่อุณหภูมิ 500-600 องศาเซลเซียส และหาปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด  
 3.5.3 การเตรียมสารละลายเอนไซม์ 
 3.5.3.1 การเตรียมสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร์ 

เตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตต (CH3COONa) ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ โดยชั่งโซเดียมอะ
ซิเตตปริมาณ 16.4 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร จากนั้นท าการเจือจางให้มีความ
เข้มข้น 0.05 โมลาร์ และเตรียมสารละลายกรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ โดยปิเปตกรดอะซิติก
เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 11.55 มิลลิลิตร ละลายในน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 
จากนั้นท าการเจือจางให้มีความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ เตรียมสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร์โดยน าสารละลาย
โซเดียมอะซิเตตที่เตรียมได้มาปริมาตร 352 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายกรดอะซิเตตปริมาตร 148 
มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร แล้วปรับความเข้มข้นให้เป็น 0.05 โมลาร์ และน าไป
ปรับพีเอชเป็น 5.0 โดยใช้สารละลายกรดอะซิติก 0.05 โมลาร์ หรือสารละลายโซเดียมอะซิเตต 0.05 โม
ลาร์ 
 3.5.3.2 การเตรียมสารละลายเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

ชั่งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 0.05 กรัม น ามาละลายในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร์แล้วปรับ
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร แล้วน าไปกรองด้วย Milipore filter ด้วยเยื่อกรองขนาด 
0.45 ไมครอน ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วโดยท าในสภาวะปลอดเชื้อ เก็บสารละลายเอนไซม์ไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส 
 3.5.3.3  การเตรียมสารละลายเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส 

ชั่งเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส 0.015 กรัม น ามาละลายด้วยสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร์ 
แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร แล้วน าไปกรองด้วย Milipore filter ด้วยเยื่อ
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กรองขนาด 0.45 ไมครอน ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วโดยท าในสภาวะปลอดเชื้อ เก็บสารละลายเอนไซม์ไว้ที่ 4 
องศาเซลเซียส 

3.5.4 การเตรียมหัวเชื้อยีสต์ 
ใช้ลูปเขี่ยเชื้อจากเชื้อบริสุทธิ์ของ Saccharomyces cerevisiae YRK 017 จ านวน 1 ลูป มาขีด 

ลงบนอาหารแข็งชนิดเอียงในหลอดทดลอง (YM agar slant) น าไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-3 
วัน เพ่ือเตรียมเป็นสต๊อกเชื้อใหม่ แล้วเตรียมหัวเชื้อโดยเขี่ยเชื้อจากสต๊อกเชื้อที่เตรียมไว้จ านวน 1 ลูป ลง
ในอาหาร YM broth ปริมาตร 75 มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
ที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายยีสต์ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 660 นาโนเมตร ให้มีค่าการดูดกลืนแสง (optical density, OD) 0.5 

3.5.5 การเตรียมเซลล์ตรึงรูป 
ชั่งโซเดียมอัลจิเนต 2.5 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

น ามาวางในอ่างน้ าร้อนควบคุมอุณหภูมิที่ 75-80 องศาเซลเซียส คนจนโซเดียมอัลจิเนตละลายจนหมด เท
ใส่ฟลาสก์ ๆ ละ 50 มิลลิลิตร ปิดด้วยจุกส าลี และเตรียมแคลเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 
โดยชั่งแคลเซียมคลอไรด์ 2.7748 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากนั้ นเทใส่ฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร ฟลาสก์ละ 100 มิลลิลิตร น าสารละลายโซเดียมอัลจิเนตและสารละลายแคลเซียม
คลอไรด์ไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นปิเปตหัว
เชื้อยีสต์ที่เตรียมได้จากข้อ 3.5.4 ลงในโซเดียมอัลจิเนต 15 มิลลิลิตร ท าให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ดูด
สารละลายโซเดียมอัลจิเนตที่ได้ด้วยกระบอกฉีดยาที่ปลอดเชื้อ แล้วหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอ
ไรด์ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แช่เม็ดเจลที่ได้ทิ้งไว้ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กรองเอา
เฉพาะเม็ดเจลส่วนสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ทิ้งไป น าเม็ดเจลมาล้างด้วยน้ าเกลือความเข้มข้นร้อยละ 
0.85 ที่ปลอดเชื้อจ านวน 2 ครั้ง จากนั้นน าเซลล์ตรึงรูปที่ได้ไปใช้ในกระบวนการหมักทันที 

3.5.6 การเปรียบเทียบกระบวนการย่อยแยกกับกระบวนการหมัก (Separate hydrolysis and 
fermentation ; SHF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูปกับเซลล์อิสระ 

3.5.6.1 การเตรียมสารละลายผงมันเทศท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ 
เตรียมสารละลายผงมันเทศให้มีความเข้มข้นของสารละลายผงมันเทศที่เหมาะสมต่อการ

ผลิตเอทานอลที่ได้จากข้อ 3.5.6.1 และมีพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลที่ได้จากข้อ 3.5.6.2 น า
สารละลายผงมันเทศที่ได้ใส่ในฟลาสก์ ๆ ละ 150 มิลลิลิตร จ านวน 22 ฟลาสก์ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วน ามาย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะ
ไมเลสปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วย่อยด้วยเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิ
เดสปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จะได้สารละลายผงมันเทศที่ผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม ์

3.5.6.2 กระบวนการหมัก 
น าสารละลายผงมันเทศที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์มาให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือหยุดการท างานของเอนไซม์ จากนั้นเติมหัวเชื้อยีสต์อิสระลงไปปริมาตร 
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15 มิลลิลิตร จ านวน 3 ฟลาสก์ และน าเซลล์ยีสต์ตรึงรูปเติมลงไปจ านวน 18 ฟลาสก์ ส่วนอีกหนึ่งฟลาสก์
ใช้เป็นชุดควบคุม น าไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน้ าหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทุก  12 ชั่วโมง เพ่ือน าไป
วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และน้ าหนักเซลล์แห้ง 

3.5.7 การเปรียบเทียบกระบวนการย่อยแป้งมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมัก (Simultaneous 
saccharification and fermentation ; SSF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูปกับเซลล์อิสระ 

3.5.7.1 การเตรียมสารละลายผงมันเทศท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ 
เตรียมสารละลายผงมันเทศให้มีความเข้มข้นของสารละลายผงมันเทศที่เหมาะสมต่อการ

ผลิตเอทานอลที่ได้จากข้อ 3.5.6.1 และมีพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลที่ได้จากข้อ  3.5.6.2 น า
สารละลายผงมันเทศที่ได้ใส่ในฟลาสก์ ๆ ละ 150 มิลลิลิตร จ านวน 22 ฟลาสก์ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วน ามาย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะ
ไมเลสปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จะได้เป็นสารละลายน้ าตาลพวกโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ 

3.5.7.2 กระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมัก 
น าสารละลายผงมันเทศที่ผ่านการย่อยมาเติมเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดสปริมาตร 20 

มิลลิลิตร พร้อมกับเติมหัวเชื้อยีสต์ลงไปปริมาตร 15 มิลลิลิตร จ านวน 3 ฟลาสก์ และพร้อมกับเติมเซลล์
ตรึงรูปจ านวน  18 ฟลาสก์ น าไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน้ าหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทุก 12 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอล 
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และน้ าหนักเซลล์แห้ง 
 3.5.8 ศึกษำผลของแร่ธำตุและวิตำมินบำงชนิดต่อกระบวนกำรหมักเอทำนอลจำกแป้งมันเทศ 
โดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของ S. cerevisiae YRK 017  
  3.5.8.1 กระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก (Separated 
hydrolysis and fermentation, SHF) โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระ  

โดยน าแป้งมันเทศ 10 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นปริมาตร 150 
มิลลิลิตร น ามาต้มบน hot plate stirrer ที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเลา 10-15 นาท ีทิ้งไว้ให้
เย็นที่ อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสความเข้มข้นร้อยละ 0.05 ปริมาตร 5          
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดน ามาย่อยต่อด้วยเอนไซม์
กลูโคอะไมเลส ความเข้มข้นร้อยละ 0.015 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
4 ชั่วโมง น าแป้งที่ผ่านการย่อยมาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยวิธีฟีนอล ซัลฟูริก จากนั้นน าแป้งมัน
เทศที่ผ่านการย่อยมาเติมแร่ธาตุและวิตามิน ดังนี้ 
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 แร่ธาตุ 
- ZnSO4 .7H2O   0.3   กรัมต่อลิตร 
- MgSO4. 7H2O  2.0  กรัมต่อลิตร 

วิตามิน 
- Ca – pantothenate 3.0     มิลลิกรัมต่อลิตร 
- myo – inositol 33.0   มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
โดยแบ่งการทดลอง ดังนี้  

ชุดที่ 1   เติมแร่ธาตุ (ZnSO4 .7H2O 0.3 กรัมต่อลิตรและ MgSO4. 7H2O 2.0 กรัม ต่อลิตร) 
ชุดที่ 2 เติมวิตามิน (Ca – pantothenate 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และmyo – inositol 33.0 

มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ชุดที่ 3 เติมแร่ธาตุและวิตามินรวมกัน (ZnSO4.7H2O 0.3 กรัมต่อลิตร, MgSO4. 7H2O 2.0 กรัม

ต่อลิตร, Ca – pantothenate 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และmyo – inositol 33.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ชุดที่ 4 ไม่เติมแร่ธาตุและวิตามิน (ชุดการทดลองควบคุม) 
 จากนั้นเติมหัวเชื้อ S. cerevisiae YRK 017 ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ในฟลาสก์เขย่าด้วย
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าการทดลอง 3 ซ้ าใน
แต่ละชุดการทดลอง เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดย
วิธี Phenol – Sulfuric acid ปริมาณเอทานอลวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC และหาอัตราการเจริญเติบโตของ
เชื้อที่ระยะเวลาต่างๆ ของการหมักด้วยวิธี Total plate count 

3.5.8.2 กระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก (SHF) โดยใช้
เซลล์ยีสต์ตรึงรูป  

ท าการทดลองและวิเคราะห์ผลเช่นเดียวกันกับหัวข้อ 3.5.5.1 แต่ใช้เซลล์ตรึงรูปของ S. 
cerevisiae YRK 017 ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 

3.5.8.3 กระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยที่เกิดขึ้นพร้อมกับกระบวนการหมัก 
(Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระ  

โดยน าแป้งมันเทศ10 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นปริมาตร 150 
มิลลิลิตร น ามาต้มบน hot plate stirrer ที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเลา 10-15 นาท ีทิ้งไว้ให้
เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสความเข้มข้นร้อยละ 0.05 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือท าให้เกิดกระบวนการลิเคอแฟกชัน น าแป้งที่ผ่านการ
ย่อยมาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยวิธีฟีนอล ซัลฟูริก จากนั้นน าแป้งที่ผ่านการย่อยมาเติมแร่ธาตุ
และวิตามินพร้อมทั้งเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลส ความเข้มข้นร้อยละ 0.015 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และ
เชื้อยีสต์ S. cerevisiae YRK 017 ร้อยละ 10 โดยปริมาตร เพ่ือให้เกิดการหมัก วางฟลาสก์บนเครื่องเขย่า
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส หมักนาน 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 12 



30 

 

 

   

   

    

ชั่วโมง วิเคราะห์ผลเช่นเดียวกับหัวข้อ 3.5.5.1 ในการเติมแร่ธาตุและวิตามินในแป้งที่ผ่านการย่อย แบ่ง
การทดลองเป็น 4 ชุดทดลอง เหมือนหัวข้อ 3.5.5.1 วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น ปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดท่ีลดลง รวมทั้งจ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิต 

3.5.8.4 กระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยที่เกิดขึ้นพร้อมกับกระบวนการหมัก (SSF) 
โดยใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป 

ท าการทดลองและวิเคราะห์เช่นเดียวกับหัวข้อ 3.5.5.3 แต่ใช้เซลล์ตรึงรูปของ S. 
cerevisiae YRK 017 ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 

3.5.9 กำรวิเครำะห์อัตรำกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์โดยวิธี Total plate count ด้วย
เทคนิคเทเพลท (pour plate) 

ปิเปตสารละลายน้ าหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดน้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
ท าการเจือจางสารละลายที่ระดับ 10-1-10-7 ปิเปตสารละลายระดับการเจือจางที่ 10-5-10-7 ลงในจานเพาะ
เชื้อที่ฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 1 มิลลิลิตร เทอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA) ลงไป วนจาน
เพาะเชื้อให้อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายน้ าหมักผสมกัน ทิ้งไว้ให้อาหารแข็งตัว บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง จากนั้นนับจ านวนโคโลนีของเซลล์ยีสต์ กระบวนการหมักที่ใช้เซลล์ยีสต์
อิสระวิเคราะห์ทุก 12 ชั่วโมง ส าหรับกระบวนการหมักท่ีใช้เซลล์ตรึงรูป วิเคราะห์ทุก 24 ชั่วโมง 

3.5.10 กำรวิเครำะห์ 
3.5.10.1 การวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้ง 
น าตัวอย่างน้ าหมักไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที (1805 ×g) เป็นเวลา 15 นาที 

เทส่วนใสเก็บไว้แล้วน าตะกอนเซลล์ที่ได้ไปอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้ว
น ามาใส่ในเดซิเคเตอร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง ส าหรับเซลล์ตรึงให้น าเซลล์ตรึงมาย่อย
ด้วย 1 โมลาร์ ของสารละลายไตรโพแทสเซียมฟอสเฟตปริมาตร 30 มิลลิลิตร แช่เม็ดเจลทิ้งไว้เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที (1805 ×g) เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสทิ้ง
ไปน าตะกอนเซลล์ที่ได้ไปอบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วน ามาใส่ในเดซิเคเตอร์ 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง 

3.5.10.2 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยวิธีฟีนอลซัลฟูริก 
3.5.10.2.1 การท ากราฟมาตรฐาน 
ชั่งกลูโคสที่ผ่านการอบแห้ง 0.01 กรัม น ามาละลายในน้ ากลั่นและปรับปริมาตร

เป็น 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลายกลูโคสมาตรฐานความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  น า
สารละลายกลูโคสมาตรฐานความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 
0 20 40 60 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปตสารละลายน้ าตาลมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นใส่
ในหลอดทดลองปริมาตร 1 มิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 2 ซ้ า แล้วเติม 5 เปอร์เซ็นต์ ของสารละลายฟีนอล
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเข้มข้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทิ้งไว้เป็นเวลา 
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30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร น าข้อมูลที่ได้มาท ากราฟมาตรฐานระหว่างค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตรกับความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 

3.5.10.2.2 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในตัวอย่าง 
น าตัวอย่างน้ าหมักไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที (1805 ×g) เป็น

เวลา 15 นาที น าส่วนใสที่ได้มาท าการเจือจางที่เหมาะสม แล้วท าการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด
เช่นเดียวกับการท ากราฟมาตรฐาน น าผลที่ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน ค านวณหาปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดในตัวอย่าง 

3.5.10.3 การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล 
น าตัวอย่างน้ าหมักไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที (1805 ×g) เป็นเวลา 15 นาที 

น าส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลโดยใช้เครื่องแก็สโครมาโตกราฟี รุ่น shimadzu 17A 
chromatograph โดยใช้แก็สฮีเลียมเป็นตัวพา คอลัมน์ที่ใช้เป็น DB-WAX ยาว 30 เมตร เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.53 มิลลิเมตร อุณหภูมิภายในคอลัมน์ 60 องศาเซลเซียส ตัวตรวจวัดเป็นชนิด flame 
ionization detector (FID) 

3.5.11 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 
น าข้อมูลที่ ได้มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติโดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 

(completely randomized design ; CRD) โดยมีจ านวน 3 ซ้ า วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบความแตกต่างในแต่ละตัวอย่างด้วยวิธีของ Duncan โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูปในการวิเคราะห์ 
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บทที่ 4 
ผลกำรวิจัยและอภิปรำยผล 

 
4.1 ผลกำรวิเครำะห์องค์ประกอบของผงมันเทศแห้ง 

จากการน าผงมันเทศที่ผ่านการอบแห้งแล้วมาท าการวิเคราะห์เพ่ือหาความชื้นของผงมันเทศแห้ง โดย
การน าไปอบที่อุณหภูมิที่ 105 องศาเซลเซียส จนมีน้ าหนักคงที่ จากนั้นน าไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน
โดยใช้วิธีของ Macro-Kjeldahl วิเคราะห์หาปริมาณไขมันโดยวิธี soxhlet วิเคราะห์หาปริมาณเถ้าโดย
น าไปเผาที่อุณหภูมิ 500-600 องศาเซลเซียส และวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด พบว่าในผง
มันเทศแห้งประกอบด้วยปริมาณโปรตีนร้อยละ 0.15 ปริมาณไขมันร้อยละ 2.26 ปริมาณเถ้าร้อยละ 3.49  
และปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดร้อยละ 84.77 โดยมีความชื้นร้อยละ 9.33 ดังแสดงในตารางที่ 4.1 

 
ตำรำงท่ี 4.1 แสดงส่วนประกอบของผงมันเทศแห้งที่เตรียมได้และปริมาณของส่วนประกอบต่าง ๆ 

ส่วนประกอบของแป้งมันเทศ ร้อยละ 

โปรตีน  0.15 

ไขมัน  2.26 

เถ้า 3.49 

คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 84.77 
ความชื้น  9.33 

Shen และคณะ (2012) ศึกษาการหมักเอทานอลโดยใช้ผงมันเทศที่มีความหนืดสูงโดยมีน้ าตาล
กลูโคส 210.0 กรัมต่อลิตร ในการหมักแบบแบทช์ โดยวิเคราะห์องค์ประกอบของผงมันเทศ พบว่ามี
ปริมาณแป้งทั้งหมดประมาณ 67.5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักแห้ง) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ประมาณ 78.5 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักแห้ง) และปริมาณโปรตีนประมาณ 2.5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักแห้ง) 

Zhang และคณะ (2011) ศึกษากระบวนการทางชีวภาพในการผลิตเอทานอลจากมันเทศดิบ โดย
มันเทศดิบประกอบด้วยกลูโคสทั้งหมดได้มาจากแป้ง เซลลูโลส และส่วนที่ละลายน้ าได้ประมาณ 91 
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง ความเข้มข้นของคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดของหัวมันเทศ คือ 34.12 เปอร์เซ็นต์
ปริมาตรโดยปริมาตร และมีแป้ง 23.91 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร น้ าตาลกลูโคส 7.76 เปอร์เซ็นต์
ปริมาตรโดยปริมาตร น้ าตาลซูโครส 1.09 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร และน้ าตาลฟรุกโตส 0.47 
เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร มีพีเอชเริ่มต้น 4.8 ปริมาณความชื้นเฉลี่ย 61.5 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น
ของโปรตีน 0.7 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร ปริมาณเถ้า 1.61 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร 
ปริมาณเส้นใย 2.2 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร และปริมาณไขมัน 0.2 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดย
ปริมาตร  
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4.2 ผลกำรศึกษำเปรียบเทียบกระบวนกำรย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนกำรหมัก 
(Separate hydrolysis and fermentation ; SHF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูปกับเซลล์อิสระ 

ใช้สารละลายผงมันเทศความเข้มข้นร้อยละ 8 และพีเอชเริ่มต้นของสารละลายผงมันเทศเป็น 
4.5 มาศึกษาเปรียบเทียบกระบวนการย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการหมัก (SHF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูป
กับเซลล์อิสระ ท าโดยชั่งผงมันเทศแห้งใส่บีกเกอร์ปริมาณ 264 กรัม เติมน้ ากลั่นปริมาตร 3300 มิลลิลิตร 
น าไปต้มบนเตาไฟฟ้าที่อุณหภูมิประมาณ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-20 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าสารละลายผงมันเทศมาปรับพีเอชเริ่มต้นเป็น 4.5 โดยใช้กรดไฮโดรคลอริกความ
เข้มข้น 1 นอร์มอล และน ามาย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสความเข้มข้นร้อยละ 0.05  ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 85-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และย่อยต่อด้วยเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิ
เดสความเข้มข้นร้อยละ 0.015 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง  
น าสารละลายผงมันเทศที่ผ่านการย่อยมาท าการวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมด โดยใช้วิธีฟีนอล -ซัลฟู
ริก จากนั้นน าสารละลายผงมันเทศท่ีผ่านการย่อยมาต้มท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือหยุด
กิจกรรมของเอนไซม์ จากนั้นน ามาเติมหัวเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YRK 017 ที่เป็นเซลล์
อิสระและเซลล์ตรึงรูปร้อยละ 10 โดยปริมาตร น าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก ๆ 12 ชั่วโมง วิเคราะห์ปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมด และปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น จากการทดลองพบว่าการใช้สารละลายผงมันเทศความ
เข้มข้นร้อยละ 8 (น้ าหนักโดยปริมาตร) และมีการปรับพีเอชเริ่มต้นของสารละลายผงมันเทศภายหลังการ
เจลาติไนซ์เป็น 4.5 เมื่อน ามาย่อยด้วยเอนไซม์และหมักด้วยเชื้อ S. cerevisiae YRK 017 โดยกระบวน
หมักแบบการย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการหมัก เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง พบว่ากระบวนหมักแบบ
การย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป ให้ปริมาณเอทานอลเพ่ิมขึ้น
ตลอดระยะเวลาในการหมักจนถึงชั่วโมงที่ 72 จะให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 13.67 และ 12.75 กรัม
ต่อลิตร ตามล าดับ ส าหรับปริมาณน้ าตาลทั้งหมดจะลดลงตลอดระยะเวลาในการหมัก ในชั่วโมงที่ 72 ของ
กระบวนหมักโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปมีปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 8.41 และ 11.28 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าเซลล์อิสระจะให้ปริมาณเอทานอลสูงกว่าเซลล์ตรึงรูป แสดงดังตารางที่ 4.2 และ 
รูปที่ 4.1 
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ตำรำงที่ 4.2 แสดงปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากการหมักสารละลายผงมันเทศ 
โดยกระบวนการย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการหมัก (Separate hydrolysis and 
fermentation ; SHF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูปกับเซลล์อิสระ ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง 

 
 

เวลำ 
(ชั่วโมง) 

กระบวนกำรย่อยแยกกับกระบวนกำรหมัก 
ปริมำณเอทำนอล  

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมำณน้ ำตำลทั้งหมด  

(กรัมต่อลิตร) 
เซลล์อิสระ เซลล์ตรึงรูป เซลล์อิสระ เซลล์ตรึงรูป 

0 0.00e±0.00 0.00f±0.00 45.13a±0.17 58.05a±0.00 
12 10.06d±0.02 9.26e±0.42 30.21b±2.82 30.77b±1.77 
24 11.55c±0.07 11.25d±0.19 17.80c±0.14 22.54c±1.64 
36 13.23b±0.12 12.27c±0.26 16.09cd±0.23 16.97d±1.54 
48 13.35ab±0.15 12.35bc±0.13 15.22d±0.65 15.09de±0.93 
60 13.47ab±0.53 12.64ab±0.27 13.01e±0.44 13.12ef±0.89 
72 13.67a±0.18 12.75a±0.16 8.41f±0.25 11.28f±0.83 

หมายเหตุ : เมื่อพิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติทีระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 
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รูปที่ 4.1 แสดงการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบการย่อยแยกจากการหมัก โดยใช้ 

(a) เซลล์อิสระและ (b) เซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YRK 017 
หมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง   แทนน้ าหนักเซลล์แห้ง,     แทนความเข้มข้นของเอาทานอล,     
แทนความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมด   
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เมื่อน าปริมาณเอทานอลในชั่วโมงท่ี 72 ซึ่งให้ปริมาณเอทานอลสูงสุดของกระบวนหมักแบบการ
ย่อยผงมันเทศแยกจากกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป มาวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่า
เซลล์อิสระจะให้มีปริมาณของเอทานอลสูงสุด คือ 13.67 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 กับเซลล์ตรึงรูป ดังแสดงในรูปที่ 4.8 โดยก าหนดให้ ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง 
ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 และ ตัวอักษรต่างกัน 
หมายถึง ปริมาณเอทานอลมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

 
รูปที่ 4.2 แสดงปริมาณเอทานอลที่เกิดจากกระบวนการหมักแบบการย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการ

หมัก ที่ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง โดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae YRK 017 

 

เมื่อน ามาวิเคราะห์ค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมด (Yp/s) ของกระบวนการหมักแบบ
การย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป พบว่าเซลล์อิสระและเซลล์
ตรึงรูปมีค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมด 0.37 และ 0.27 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาลทั้งหมด 
และจากการวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดของการใช้เซลล์อิสระมีค่า
มากกว่าและมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 กับเซลล์ตรึงรูป แสดงดังตารางที่ 4.3  
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ตำรำงที่ 4.3  แสดงค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมด (Yp/s) กระบวนการย่อยผงมันเทศแยกกับ
กระบวนการหมัก (Separate hydrolysis and fermentation ; SHF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูป
กับเซลล์อิสระ ที่ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง 

 
ลักษณะเซลล์ 

ระยะเวลำในกำรหมัก 72 ช่ัวโมง 
ปริมำณน้ ำตำลทั้งหมด 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมำณเอทำนอล  

(กรัมต่อลิตร) 
ค่ำผลได้ของเอทำนอลต่อ

น้ ำตำลทั้งหมด (กรัมเอทำนอล
ต่อกรัมน้ ำตำลทั้งหมด) 0 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 0 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

เซลล์อิสระ 45.13 8.41 0.00 13.67 0.37a 
เซลล์ตรึงรูป 58.05 11.28 0.00 12.75 0.27b 

หมายเหตุ : เมื่อพิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 

ดังนั้นในการทดลองกระบวนการย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการหมัก (SHF) โดยใช้เซลล์ตรึง
รูปกับเซลล์อิสระ พบว่าเซลล์อิสระจะให้ผลผลิตของเอทานอลสูงกว่าเซลล์ตรึงรูป และเซลล์อิสระยังมีค่า
ผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดสูงกว่าการใช้เซลล์ตรึงรูป  

Peng และคณะ (2011) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ าเสียจากโรงงานกระดาษโดยกระบวนการ
ย่อยแยกจากกระบวนการหมัก (SHF) กระบวนการที่มีเซลลูเลสและเชื้อยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae GIM-2 พบว่าวิธีการเพ่ิมประสิทธิภาพขึ้นอยู่กับการออกแบบการทดลองเพ่ือเพ่ิมระดับของ
การ saccharification โดยการย่อยน้ าเสียจากโรงงานกระดาษด้วยเอนไซม์ โดยการออกแบบของ 
Plackett-Burman เวลาในการย่อย ความเข้มข้นของสารตั้งต้น และปริมาณเซลลูเลสที่ใช้ เป็นตัวแปรที่
ส าคัญที่สุดเกี่ยวกับระดับของการ saccharification ระดับของการ saccharification ที่เหมาะสม คือ 
ระยะเวลาในการย่อย 82.7 ชั่วโมง ความเข้มข้นของสารตั้งต้น 40.8 กรัมต่อลิตร และเซลลูเลสปริมาณ 
18.1 กรัมต่อ FPU ต่อสับสเตรท และระดับของ saccharification เป็น 82.1 เปอร์เซ็นต์ ที่สามารถท าได้ 
เมื่อท าการไฮโดรไลซ์และหมักด้วยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae GIM-2 อัตราการเปลี่ยนแปลงของน้ าตาลต่อ
การผลิตเอทานอล คือ 34.2 เปอร์เซ็นต์ และค่าผลได้ของเอทานอล คือ 190 กรัมเอทานอลต่อกิโลกรัมน้ า
เสียจากโรงงานกระดาษ ซึ่งสอดคล้องกับอัตราการเปลี่ยนแปลงค่าผลได้โดยรวม 56.3 เปอร์เซ็นต์ ของ
คาร์โบไฮเดรตต่อสับสเตรทเริ่มต้น  

Abedinifar และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางข้าวโดยกระบวนการย่อยด้วย
เอนไซม์แยกจากกระบวนการหมักโดยใช้ เชื้อ Mucor indicus, Rhizopus oryzae และเชื้อยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae ท าการไฮโดรไลซ์ที่ อุณหภูมิและพีเอชของเอนไซม์เซลลู เลส 
และเบต้ากลูโคซิเดส โดยเอนไซม์ท้ังสองชนิดมีประสิทธิภาพสูงสุดที่ 45 องศาเซลเซียส และพีเอช 5.0 ท า
การปรับสภาพฟางข้าวโดยการย่อยด้วยกรดเจือจาง พบว่าได้ค่าผลได้ของน้ าตาล 0 .72 กรัมฟางข้าวต่อ
กรัมน้ าตาล ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง ของการย่อยด้วยเอนไซม์ ซึ่งสูงกว่าการปรับสภาพด้วยไอน้ า (0.60 



38 

 

 

   

   

    

กรัมฟางข้าวต่อกรัมน้ าตาล) และฟางข้าวที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ (0.46 กรัมฟางข้าวต่อกรัมน้ าตาล) 
นอกจากนี้การเพ่ิมความเข้มข้นของกรดเจือจางในการปรับสภาพฟางข้าวจาก 20-50 และ 100 กรัมต่อ
ลิตร พบว่าค่าผลได้ของน้ าตาลลดลง 13 เปอร์เซ็นต์ และ 16 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ท าการเพาะเลี้ยงใน
สภาวะไร้อากาศโดย M. indicus พบว่ามีผลผลิตของเอทานอลเป็น 0.36-0.43 กรัมเอทานอลต่อกรัม
น้ าตาล มวลชีวภาพ 0.11-0.17 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาล และกลีเซอรอล 0.04-0.06 กรัมเอทานอล
ต่อกรัมน้ าตาล ซึ่งเปรียบเทียบกับค่าผลได้ของเอทานอลโดยเชื้อยีสต์ S. cerevisiae (เอทานอล 0.37-
0.45 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาล มวลชีวภาพ 0.04-0.10 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาล และกลีเซอรอล 
0.05-0.07 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาล) เชื้อราสองชนิดนี้ยังไม่มีการผลิตสารตัวกลางที่ส าคัญอ่ืนจากฟาง
ข้าว และใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงน้อยกว่า 25 ชั่วโมง อย่างไรก็ตาม R. oryzae ผลิตกรดแลคติกเป็น
ผลิตภัณฑ์ผลได้หลักโดยมีค่าผลได้ 0.05-0.09 กรัมแลกติกต่อกรัมน้ าตาล โดยเชื้อรานี้จะผลิตเอทานอล 
ชีวมวล และกลีเซอรอลเป็น 0.33-0.41, 0.06-0.12, และ 0.03-0.04 กรัมต่อกรัมน้ าตาล ตามล าดับ 

 
4.3 ผลกำรศึกษำเปรียบเทียบกระบวนกำรย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนกำรหมัก 
(Simultaneous saccharification and fermentation ; SSF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูปกับ
เซลล์อิสระ 

ใช้สารละลายผงมันเทศความเข้มข้นร้อยละ 8 และพีเอชเริ่มต้นของสารละลายผงมันเทศเป็น 
4.5 มาศึกษาเปรียบเทียบกระบวนการย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมัก (SSF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูป
กับเซลล์อิสระ ท าโดยชั่งผงมันเทศแห้งใส่บีกเกอร์ปริมาณ 264 กรัม เติมน้ ากลั่นปริมาตร 3300 มิลลิลิตร 
น าไปต้มบนเตาไฟฟ้าที่อุณหภูมิประมาณ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-20 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าสารละลายผงมันเทศมาปรับพีเอชเริ่มต้นเป็น 4.5 โดยใช้กรดไฮโดรคลอริกความ
เข้มข้น 1 นอร์มอล และน ามาย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสความเข้มข้นร้อยละ 0.05  ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 85-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง น าสารละลายผงมันเทศที่ผ่านการย่อยมา
ท าการวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมด โดยใช้วิธีฟีนอล-ซัลฟูริก จากนั้นน าสารละลายผงมันเทศที่ผ่าน
การย่อยมาเติมหัวเชื้อยีสต์ S. cerevisiae YRK 017 ที่เป็นเซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปร้อยละ 10 โดย
ปริมาตร พร้อมทั้งเติมสารละลายเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดสความเข้มข้นร้อยละ 0.015 ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดและปริมาณเอทานอลที่
เกิดขึ้น จากการทดลองพบว่าการใช้สารละลายผงมันเทศความเข้มข้นร้อยละ 8 (น้ าหนักโดยปริมาตร) 
และมีการปรับพีเอชเริ่มต้นของสารละลายสารละลายผงมันเทศภายหลังการเจลาติไนซ์เป็น 4.5 เมื่อน ามา
ย่อยด้วยเอนไซมอ์ะไมเลสและหมักด้วยเชื้อ S. cerevisiae YRK 017 พร้อมกับเติมเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิ
เดส โดยกระบวนการย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมัก  เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า
กระบวนการย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป  ให้ปริมาณเอทา
นอลเพ่ิมขึ้นตลอดระยะเวลาในการหมักจนถึงชั่วโมงที่ 72 จะให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 14.64 และ 
13.02 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ส าหรับปริมาณน้ าตาลทั้งหมดจะลดลงตลอดระยะเวลาการหมัก ในชั่วโมงที่ 
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72 ของกระบวนการย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป มีปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมดเหลืออยู่ 7.65 และ 10.78 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าเซลล์อิสระจะให้ปริมาณ
เอทานอลสูงกว่าเซลล์ตรึงรูป แสดงดังตารางที่ 4.4 และ รูปที่ 4.3 

 

ตำรำงที่ 4.4 แสดงปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากการหมักสารละลายผงมันเทศ 
โดยกระบวนการย่ อยผงมั น เทศพร้ อมกั บกระบวนการหมั ก  (Simultaneous 
saccharification and fermentation ; SSF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูปกับเซลล์อิสระ 
ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง 

 
เวลำ 

(ชั่วโมง) 

กระบวนกำรย่อยพร้อมกับกระบวนกำรหมัก 
ปริมำณเอทำนอล  

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมำณน้ ำตำลทั้งหมด  

(กรัมต่อลิตร) 
เซลล์อิสระ เซลล์ตรึงรูป เซลล์อิสระ เซลล์ตรึงรูป 

0 0.00e±0.00 0.00e±0.00 46.49a±1.42 57.52a±0.00 
12 9.78d±0.12 9.23d±0.04 32.09b±1.73 29.12b±3.12 
24 12.29c±0.08 11.05c±0.02 21.84c±3.91 21.50c±0.58 
36 12.51c±0.14 11.57b±0.28 17.77d±1.30 18.24d±1.67 
48 13.53b±0.31 11.85b±0.13 12.18e±1.61 15.58d±1.71 
60 14.25a±0.21 12.76a±0.20 9.43ef±0.96 11.24e±0.86 
72 14.64a±0.44 13.02a±0.22 7.65f±0.81 10.78e±0.94 

หมายเหตุ : เมื่อพิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 
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รูปที่ 4.3 แสดงการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบการย่อยพร้อมการหมักโดยใช้

เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YRK 017 ในรูปแบบ 
(a) เซลล์อิสระ และ (b) เซลล์ตรึงรูป ใช้เวลาหมักทั้งหมด 72 ชั่วโมง     แทนน้ าหนักเซลล์
แห้ง,   แทนความเข้มข้นของเอทานอล,   แทนความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมด  
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เมื่อน าปริมาณเอทานอลในชั่วโมงท่ี 72 ซึ่งให้ปริมาณเอทานอลสูงสุดของกระบวนการย่อยผงมัน
เทศพร้อมกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป มาวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าเซลล์อิสระ
จะให้มีปริมาณของเอทานอลสูงสุด คือ 14.64 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 กับเซลล์ตรึงรูป ดังแสดงในรูปที่ 4.4  โดยก าหนดให้ ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณ     
เอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 และ ตัวอักษรต่างกัน หมายถึง 
ปริมาณเอทานอลมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

 
รูปที่ 4.4   แสดงปริมาณเอทานอลที่เกิดจากกระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยผงมันเทศพร้อมกับ

กระบวนการหมัก ที่ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง โดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของ
เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YRK 017 

 
เมื่อน ามาวิเคราะห์ค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมด (Yp/s) ของกระบวนการย่อยผงมัน

เทศพร้อมกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป พบว่าเซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป มีค่า
ผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมด 0.38 และ 0.28 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาลทั้งหมด จากการ
วิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดของการใช้เซลล์อิสระมีค่ามากกว่าและมี
ความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 กับเซลล์ตรึงรูป แสดงดังตารางที่ 4.5  
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ตำรำงที่ 4.5 แสดงค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมด (Yp/s) กระบวนการย่อยผงมันเทศพร้อมกับ
กระบวนการหมัก (Simultaneous saccharification and fermentation ; SSF) โดยใช้
เซลล์ตรึงรูปกับเซลล์อิสระ ที่ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง 

 
ลักษณะเซลล์ 

ระยะเวลำในกำรหมัก 72 ช่ัวโมง 
ปริมำณน้ ำตำลทั้งหมด 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมำณเอทำนอล  

(กรัมต่อลิตร) 
ค่ำผลได้ของเอทำนอลต่อ

น้ ำตำลทั้งหมด (กรัมเอทำนอล
ต่อกรัมน้ ำตำลทั้งหมด) 0 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 0 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

เซลล์อิสระ 46.49 7.65 0.00 14.64 0.38a 
เซลล์ตรึงรูป 57.52 10.78 0.00 13.02 0.28b 

หมายเหตุ : เมื่อพิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 

ดังนั้นในการทดลองกระบวนการย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมัก (SSF) โดยใช้เซลล์
ตรึงรูปกับเซลล์อิสระ พบว่าเซลล์อิสระจะให้ผลผลิตของเอทานอลสูงกว่าเซลล์ตรึงรูป และเซลล์อิสระยังมี
ค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดสูงกว่าเซลล์ตรึงรูป  

Srichuwong และคณะ ( 2009 )  ศึ กษากระบวนการหมั ก โ ดยระบบ  simultaneous 
saccharification and fermentation (SSF) ของมันเทศที่มีความเข้มข้นสูงเพ่ือใช้ผลิตเอทานอล พบว่า
มันเทศถูกบดให้เป็นผงละเอียดประมาณ 304 กรัมต่อลิตรของคาร์โบไฮเดรตที่ละลายได้ซึ่งมีความหนืดสูง 
การลดความหนืดท าได้โดยน าผงมันเทศมา pretreatment ด้วยเอนไซม์หลายชนิด เช่น เอนไซม์เพกติเนส 
เซลลู เลส และเฮมิ เซลลู เลส เ พ่ือท าให้ความหนืดเหมาะสมที่จะน ามาหมักได้  แป้งที่ผ่านการ 
pretreatment จะถูกเปลี่ยนไปเป็น maltodextrins (liquefaction) โดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่
อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส จากนั้นท าให้เกิดกระบวนการ simultaneous saccharification and 
fermentation ที่ อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส พร้อมกับเติมเอนไซม์กลู โคอะไมเลส และยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae และเติมแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับการเจริญของยีสต์ 
โดยสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลส คือ 1.65 AGUต่อกรัม ความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซัลเฟต คือ 30.2 มิลลิโมลาร์ ระยะเวลาในการหมักนาน 61.5 ชั่วโมง โดยใช้ response 
surface methodology (RSM) ปริมาณเอทานอลที่ได้ 16.61 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรโดยปริมาตร) ซึ่งมี
ค่าประมาณ 89.7 เปอร์เซ็นต์ ผลผลิตทางทฤษฎี 

Amornpitak (2010) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังโดยใช้เชื้อราที่แยกได้จาก 
Tan-Koji และ Saccharomyces cerevisiae พบว่าเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลต 3Su มีประสิทธิภาพ
สูงสุด ในการย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาล ซึ่งได้น้ าตาลรีดิวซ์เป็น 25.9 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการหมักเป็น
ระยะเวลา 72 ชั่วโมง การผลิตเอทานอลโดยอาศัยการท างานของเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลต 3Su 
และเชื้อยีสต์ S. cerevisiae 5088 ใช้กระบวนการหมักแบบ SSF โดยเติมเชื้อยีสต์หลังการหมักด้วยเชื้อรา 
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เมื่อเวลาผ่านไป 24 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าการหมักเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง แล้วจึงเติ มเชื้อยีสต์ให้
ปริมาณเอทานอล 14.36 กรัมต่อลิตร 
 
4.4 ผลกำรศึกษำเปรียบเทียบปริมำณเอทำนอลที่ได้จำกกระบวนกำรย่อยผงมันเทศแยกกับ
กระบวนกำรหมัก (SHF) และกระบวนกำรย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนกำรหมัก (SSF) 
โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระและเซลล์ตรึงรูป 
 จากการน าปริมาณเอทานอลในชั่วโมงท่ี 72 ซึ่งให้ปริมาณเอทานอลสูงสุดของกระบวนการหมักทั้ง
สองกระบวนการ คือ กระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก และกระบวนการย่อยพร้อม
กระบวนการหมักมาเปรียบเทียบแล้ววิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่าการใช้เซลล์ยีสต์อิสระในกระบวนการ
หมักแบบกระบวนการย่อยพร้อมกระบวนการหมักจะให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 14.64 กรัมต่อลิตร 
รองลงมาเป็นการใช้เซลล์ยีสต์อิสระในกระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก 
คือ 13.67 กรัมต่อลิตร และมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (ตารางที่ 4.10) 
ส าหรับปริมาณเอทานอลที่ได้จากการใช้เซลล์ตรึงรูปในกระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยพร้อม
กระบวนการหมักจะให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 13.02 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีปริมาณใกล้เคียงและไม่
แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 กับการใช้เซลล์ตรึงรูปในกระบวนการหมักแบบ
กระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก แสดงดังตารางที่ 4.6 และรูปที่ 4.5 
 
ตำรำงที่ 4.6 ปริมาณเอทานอลที่ได้จากกระบวนการย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการหมัก และ

กระบวนการย่อยพร้อมกระบวนการหมัก โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระและเซลล์ตรึงรูป ที่ 72 
ชั่วโมง ของการหมัก 

ชนิดของกระบวนกำรหมัก 
ปริมำณเอทำนอล 

(กรัมต่อลิตร) 

ค่ำผลได้ของเอทำนอลต่อน้ ำตำล
ทั้งหมด 

(กรัมเอทำนอลต่อกรัมน้ ำตำลทั้งหมด) 
การหมักแบบการย่อยแยกจากการหมัก 

- เซลล์อิสระ 
-  เซลล์ตรึงรูป 

การหมักแบบการย่อยพร้อมการหมัก 
- เซลล์อิสระ 
- เซลล์ตรึงรูป 

 
13.67b 
12.75c 

 
14.64a 
13.02c 

 
0.37a 
0.27b 

 
0.38a 
0.28b 

เมื่อพิจารณาในแนวตั้ง  ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรต่างกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลมีความ
แตกต่างทางสถิติที่ ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95  
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รูปที่ 4.5 แสดงปริมาณเอทานอลที่ถูกผลิตโดยกระบวนการย่อยผงมันเทศแยกกับกระบวนการหมักและ

กระบวนการย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมักที่ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง โดย
ใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YRK 017 

 
เมื่อน าค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดจากกระบวนการหมักทั้งสองกระบวนการโดยใช้

เซลล์ยีสต์อิสระและเซลล์ตรึงรูปมาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่ามีความสอดคล้องกับปริมาณเอทานอล
ที่ผลิตได้ นั่นคือ การใช้เซลล์ยีสต์อิสระในกระบวนการหมักแบบการย่อยเกิดขึ้นพร้อมการหมักจะ ให้ค่า
ผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดสูงสุด คือ 0.38 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาลทั้งหมด รองลงมาเป็น
การใช้เซลล์ยีสต์อิสระในกระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก คือ 0.37 กรัม
เอทานอลต่อกรัมน้ าตาลทั้งหมด ซึ่งไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (ตารางที่ 
4.10) ส าหรับค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากการใช้เซลล์ตรึงรูปในกระบวนการหมักแบบ
กระบวนการย่อยพร้อมกับการหมักมีค่า 0.28 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาลทั้งหมด ซึ่งมีปริมาณใกล้เคียง
และไม่แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 กับการใช้เซลล์ตรึงรูปในกระบวนการย่อยแยกจาก
การหมัก แสดงดังตารางที่ 4.6 และรูปที่ 4.6 
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รูปที่ 4.6   แสดงค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมด (Yp/s) ของกระบวนการย่อยแป้งมันเทศแยกกับ

กระบวนการหมักและกระบวนการย่อยแป้งมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมัก ที่ระยะเวลาใน
การหมัก 72 ชั่วโมง โดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae YRK 017 

 
จากการทดลองจะเห็นได้ว่า การหมักเอทานอลจากสารละลายผงมันเทศโดยใช้กระบวนการ

ย่อยผงมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมัก โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระและเซลล์ตรึงรูปจะให้ปริมาณเอทานอล
สูงกว่ากระบวนการย่อยผงมันเทศแยกจากกระบวนการหมัก ซึ่งมีความสอดคล้องกับค่าผลได้ของเอทา
นอลต่อน้ าตาลทั้งหมด เมื่อพิจารณาการใช้เซลล์ยีสต์อิสระและเซลล์ตรึงรูปในการทดลองนี้ พบว่าการหมัก
เอทานอลจากผงมันเทศโดยใช้กระบวนการย่อยแป้งมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมัก โดยใช้เซลล์ยีสต์
อิสระจะให้ปริมาณเอทานอลและค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดสูงที่สุด 

ในการทดลองนี้พบว่าการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมัก (SSF) 
ให้ปริมาณเอทานอลสูงกว่ากระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก (SHF) ทั้งเซลล์อิสระและเซลล์ตรึง
รูป ซึ่งได้ผลการทดลองเช่นเดียวกันกับการศึกษาของ Nikolic และคณะ (2009) ที่ศึกษาการหมักไบโอเอ
ทานอลจากแป้ งข้ าว โพดโดยกระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมัก  ( simultaneous 
saccharification and fermentation : SSF) โดยใช้เซลล์ตรึงรูปของ Saccharomyces cerevisiae 
var ellipsoideus พบว่าปริมาณเอทานอลสูงสุดที่ได้ คือ ร้อยละ 9.42 น้ าหนักโดยน้ าหนัก จะได้หลังจาก
การหมักเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยใช้กระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมัก แต่เมื่อใช้กระบวนการ
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ย่อยแยกจากกระบวนการหมัก (separate hydrolysis and fermentation : SHF) จะได้ปริมาณเอทา
นอลร้อยละ 8.01 น้ าหนักโดยน้ าหนัก ดังนั้นเห็นได้ว่ากระบวนการ  SSF มีความคุ้มค่าทางเศรษฐกิจ
มากกว่า ใช้พลังงานน้อยกว่ากระบวนการ SHF และเมื่อพิจารณาเวลาที่ใช้ในการหมักเอทานอล พบว่า
กระบวนการ SSF สามารถลดระยะเวลาในการหมักลงได้ 4 ชั่วโมง (ในขั้นตอนการ saccharification) ซึ่ง
ท าให้ประหยัดพลังงานและ SSF สามารถเกิดขึ้นได้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ต่ ากว่า
อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์กลูโคอะไมเลส ( 55 องศาเซลเซียส) ซึ่งสอดคล้ องกับ
การศึกษาของจิรศักดิ์ (2554) ที่ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก 
(SHF) และกระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมัก (SSF) จากใบมันส าปะหลังโดยใช้เชื้อยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae TISTR5048, S. cerevisiae KM1195, S. cerevisiae KM7253 และเชื้อ
ยีสต์ผสมระหว่าง S. cerevisiae TISTR5048 และ Candida tropicalis TISTR5045 พบว่ากระบวนการ
SSF ใช้ระยะเวลาในการหมักน้อยกว่ากระบวนการ SHF และมีผลผลิตของเอทานอลสูงสุดของ
กระบวนการ SSF และ SHF เป็น 0.36 และ 0.35 กรัมเปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

Ohgren และคณะ (2007) ศึกษาการเปรียบเทียบระหว่างกระบวนการ Simultaneous 
Saccharification and Fermentation (SSF) และกระบวนการ Separate Hydrolysis and 
Fermentation (SHF) โดยใช้ซังข้าวโพดที่ผ่านการแยกด้วยไอน้ า พบว่ากระบวนการ SSF กับ SHF จะ
แตกต่างกันการใช้ปริมาณของแข็งที่ไม่ละลายน้ าร้อยละ 8 จะท าให้การผลิตเอทานอลลดลงในการทดลอง
นี้มีการใช้เอนไซม์ 10 FPU ต่อกรัมของปริมาณของแข็ง และใช้ความเข้มข้นของเชื้อยีสต์ในกระบวนการ 
SSF 1 กรัมต่อลิตร ของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae เมื่อน าสารละลายทั้งหมดจากการ 
pretreatment มาใช้ในการทดลองและท าการเจือจางให้ได้ร้อยละ 8 ของปริมาณของแข็ง โดยใช้น้ า 
พบว่ากระบวนการ SSF จะให้ผลผลิตของเอทานอลสูงกว่ากระบวนการ SHF ร้อยละ 13 โดยกระบวนการ 
SSF มีผลผลิตของเอทานอลร้อยละ 72.4 ขณะที่กระบวนการ SHF มีผลผลิตของเอทานอลร้อยละ 59.1 
ของทฤษฎี มีสารประกอบบางชนิดที่เกิดขึ้นจากกระบวนการ pretreatment วัตถุดิบมีผลไปยับยั้งการ
ผลิตเอทานอลในกระบวนการ SSF และ SHF ที่แตกต่างกัน 

 
4.5 ผลกำรศึกษำกำรเติมแร่ธำตุและวิตำมินในกระบวนกำรหมักเอทำนอลโดยใช้เซลล์ยีสต์
อิสระด้วยกระบวนกำรย่อยแป้งเป็นน้ ำตำลแยกกับกระบวนกำรหมัก (SHF) 
  จากการน าแป้งมันเทศปริมาณ 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น ามาต้มบน hot plate stirrer ที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-
15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  85-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบ
ก าหนดเวลา น ามาย่อยต่อด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลสความเข้มข้นร้อยละ 0.015 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง  รอให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง น าแป้งที่ผ่านการย่อยมาท าการวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมด โดยวิธีฟีนอล ซัลฟูริก จากนั้นน าแป้งที่ผ่านการย่อยแล้วมาเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ และ
เติมหัวเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevesiae YRK 017 ปริมาตรร้อยละ 10  (ปริมาตรต่อปริมาตร)
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น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่าง
ทุก 12 ชั่วโมง จากการทดลองพบว่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากกระบวนการหมักแบบการย่อยแยกจาก
การหมัก เมื่อระยะเวลาการหมักนานขึ้นปริมาณเอทานอลจะเพ่ิมข้ึน จนถึงชั่วโมงท่ี 48 ทุกชุดการทดลอง
จะให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด โดยพบว่าชุดการทดลองที่เติมแร่ธาตุเพียงอย่างเดียวให้ปริมาณเอทานอล
สูงสุด 14.65 กรัมต่อลิตร ชุดการทดลองที่เติมแร่ธาตุและวิตามินให้ปริมาณเอทานอลรองลงมาคือ 13.90 
กรัมต่อลิตร ชุดการทดลองที่เติมวิตามินให้ปริมาณเอทานอล 13.60 กรัมต่อลิตร ขณะที่ชุดควบคุมซึ่งไม่มี
การเติมแร่ธาตุและวิตามินให้ปริมาณเอทานอล 13.44 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ หลังจากนั้นปริมาณเอทา
นอลจะลดลงทุกชุดการการทดลอง ขณะที่ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดลดลงเรื่อย ๆ ตลอดระยะเวลาในการ
หมัก ส าหรับจ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิตจะเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วในช่วง 24-48 ชั่วโมงของการหมัก หลังจาก
นั้นจะค่อนข้างคงท่ีหรือลดลงเล็กน้อย แสดงดังตารางที่ 4.7 และรูป 4.7 
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ตารางที่ 4.7 แสดงปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากการหมักแป้งมันเทศโดยกระบวนการย่อยแป้งมันเทศแยกกับกระบวนการหมัก มีการ
เติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระ หมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง  

เวลา 
(ชั่วโมง) 

กระบวนการย่อยแยกกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระ 
ปริมาณเอทานอล (กรัมต่อลิตร) ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) จ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิต (CFU/มิลลิลิตร) 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

0 0 0 0 0 53.40a 49.90a 52.20a 56.80a 2.40x107 1.80x107 2.60x107 9.80x106 
12 10.18c 9.55c 10.03d 9.47e 41.40b 47.40b 42.70b 46.20b 4.30x107 2.20x107 2.20x107 1.30x107 
24 11.90b 11.57b 11.63c 11.63d 27.00c 28.90c 27.80c 27.50c 7.00x107 4.20x107 6.30x107 2.60x107 
36 13.32a 13.68a 12.93b 13.63b 14.90d 13.80d 14.40d 14.70d 6.80x107 4.70x107 6.80x107 4.70x107 
48 13.44a 14.65a 13.60a 13.90a 11.50e 10.0e 13.60d 10.80e 6.40x107 5.10x107 5.80x107 5.20x107 
60 13.52a 13.82a 13.51a 13.85a 9.50e 7.20f 9.20e 6.90ef 6.30x107 4.90x107 5.50x107 3.20x107 
72 13.59a 13.81a 13.28ab 13.42c 6.90f 6.10f 6.90f 6.20f 5.90x107 4.10x107 4.70x107 2.40x107 

 
หมายเหตุ     เมื่อพิจารณาในแถวแนวตั้งเดียวกัน 
                        ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  
    ตัวอักษรต่างกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
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(c)                                                                (d) 
                                                               

รูปที่ 4.7  แสดงการหมักแป้งมันเทศท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โดยกระบวนการย่อยแยกกับกระบวนการ
หมัก (SHF) ชุดควบคุม (a), เติมแร่ธาตุ (b), เติมวิตามิน (c), เติมแร่ธาตุผสมวิตามิน (d) หมัก
ด้วยเซลล์อิสระของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae YRK 017 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดย    น้ าตาล
ทั้งหมด,  จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต,    ความเข้มข้นของเอทานอล 

 
เมื่อพิจารณาปริมาณเอทานอลในชั่วโมงที่ 48 ซึ่งให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด น ามาวิเคราะห์ทาง

สถิติ พบว่า ชุดการทดลองที่เติมแร่ธาตุให้ปริมาณเอทานอลสูงสุดแต่ไม่มีความแตกต่างสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 กับชุดการทดลองที่เติมวิตามินและชุดทดลองท่ีเติมแร่ธาตุและวิตามินรวมทั้งชุดควบคุม 
แสดงดังรูปที่ 4.8 ตัวอักษรเหมือนกันหมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95  
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รูปที่ 4.8 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของเอทานอลที่ถูกผลิตโดยเชื้อยีสต์อิสระ S. cerevisiae 

YRK 017 ที่ระยะเวลาในการหมัก 48 ชั่วโมงด้วย กระบวนการย่อยแป้งเป็นน้ าตาลแยกกับ
กระบวนการหมัก โดยการเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ 

 
4.6 ผลกำรศึกษำกำรเติมแร่ธำตุและวิตำมินในกระบวนกำรหมักเอทำนอลโดยใช้เซลล์ยีสต์
ตรึงรูปด้วยกระบวนกำรยอ่ยเป็นน้ ำตำลแยกกับกระบวนกำรหมัก (SHF) 
  จากการน าแป้งมันเทศปริมาณ 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น ามาต้มบน hot plate stirrer ที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-
15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ  85-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเวลา 
น ามาย่อยต่อด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลสความเข้มข้นร้อยละ 0.015 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เป็นเวลา 4 
ชั่วโมง  รอให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง น าแป้งที่ผ่านการย่อยมาท าการวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมด โดย
วิธีฟีนอล ซัลฟูริก จากนั้นน าแป้งที่ผ่านการย่อยแล้วมาเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ และเติมหัวเชื้อ
ยีสต์ Saccharomyces cerevesiae YRK 017 ที่ผ่านการตรึงรูป ปริมาตรร้อยละ 10  (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง จากการทดลองพบว่าปริมาณเอทานอลในกระบวนการหมักที่ได้จาก
กระบวนการย่อยแยกกับกระบวนการหมัก (SHF) มีการเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ โดยใช้เซลล์ยีสต์
ตรึงรูป ชุดการทดลองที่มีการเติมแร่ธาตุเพียงอย่างเดียวให้ปริมาณเอทานอลสูงสุดเท่ากับ 13.56 กรัมต่อ
ลิตร ชุดการทดลองที่เติมแร่ธาตุผสมวิตามินให้ปริมาณ    เอทานอลรองลงมาคือ 13.54 กรัมต่อลิตร ชุด



51 

 

 

   

   

    

การทดลองที่เติมวิตามินเพียงอย่างเดียวและชุดควบคุมซึ่งไม่มีการเติมแร่ธาตุและวิตามินให้ปริมาณเอทา
นอล 13.01 และ 13.49 กรัมต่อลิตรตามล าดับในชั่วโมงที่ 72 ส าหรับปริมาณน้ าตาลทั้งหมดลดลงเรื่อยๆ 
ตลอดระยะเวลาการหมัก และจ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิตจะเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการหมักของทุกชุดการ
ทดลอง แสดงดังตารางที่ 4.8 และรูป 4.9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



58 

 

 

        

  

ตารางที่ 4.8 แสดงปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากการหมักแป้งมันเทศโดยกระบวนการย่อยแป้งมันเทศแยกกับกระบวนการ
หมัก มีการเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ โดยใช้เซลล์ตรึงรูป หมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง  

เวลา 
(ชั่วโมง) 

กระบวนการย่อยแยกกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์ตรึงรูป 
ปริมาณเอทานอล (กรัมต่อลิตร) ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) จ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิต (CFU/มิลลิลิตร) 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

0 0 0 0 0 42.70a 44.50a 44.10a 42.30a 4.40x107 4.40x107 5.30x107 3.80x107 
12 9.89c 9.79d 9.60d 9.60d 36.10b 33.00b 35.70b 33.70b - - - - 
24 11.60b 11.40c 11.37c 11.86c 21.50c 19.50c 22.30c 19.40c 8.40x107 9.6 x107 5.40x107 8.40x107 
36 11.89ab 12.59b 12.27b 12.44b 11.60d 11.00d 12.40d 11.60d - - - - 
48 12.34ab 13.45a 12.31b 12.71b 9.40e 9.20e 10.10e 11.30d 1.20x108 9.90x107 6.8 x107 1.20x108 
60 12.24ab 13.45ab 12.21b 13.38a 6.60f 6.80f 7.60f 6.70e - - - - 
72 13.49a 13.56ab 13.01a 13.54a 5.40f 5.10g 6.40f 5.80e 1.90x108 1.10x108 1.10x108 1.50x108 

 
หมายเหตุ     เมื่อพิจารณาในแถวแนวตั้งเดียวกัน 
                       ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  
    ตัวอักษรต่างกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

5
2
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(a)                                                             (b) 

 
     (c)                                                              (d)   

 
 
รูปที่ 4.9 แสดงการหมักแป้งมันเทศที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โดยกระบวนการย่อยแยกกับกระบวนการ 

หมัก (SHF) ชุดควบคุม (a),เติมแร่ธาตุ (b), เติมวิตามิน (c), เติมแร่ธาตุผสมวิตามิน (d) หมักด้วย
เซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae YRK 017 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดย    น้ าตาลทั้งหมด, 

  จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต,    ความเข้มข้นของเอทานอล 
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เมื่อพิจารณาปริมาณเอทานอลในชั่วโมงที่ 72 ซึ่งมีปริมาณเอทานอลสูงสุด น ามาวิเคราะห์ทาง
สถิติ พบว่า เมื่อเติมแร่ธาตุให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 13.56 กรัมต่อลิตร ซึ่งไม่มีความแตกต่างกับการเติม
แร่ธาตุผสมวิตามินและชุดควบคุมซึ่งให้ปริมาณเอทานอล 13.54 และ 13.49 กรัมต่อลิตร แต่มีความ
แตกต่างทางสถิติกับการเติมวิตามินเพียงอย่างเดียวซึ่งให้ปริมาณเอทานอล 13.01 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
ดังแสดงในรูปที่ 4.10  ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 และ ตัวอักษรต่างกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

 
รูปที่ 4.10 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของเอทานอลที่ถูกผลิตโดยเซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์  
            S. cerevisiae YRK 017 ที่ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมงด้วยกระบวนการย่อยเป็น 
            น้ าตาลแยกกับกระบวนการหมัก โดยเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ  
 
 จากการทดลองจะพบว่า การหมักเอทานอลโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการย่อยแยกจาก
กระบวนการหมัก (SHF) ชุดการทดลองที่มีการเติมแร่ธาตุ คือ ZnSO4 .7H2O 0.3 กรัมต่อลิตรและ 
MgSO4. 7H2O 2.0 กรัมต่อลิตร จะให้ปริมาณเอทานอลสูงกว่าชุดการทดลองที่เติมวิตามินรวมทั้งชุด
ควบคุมที่ไม่ได้เติมแร่ธาตุและวิตามิน ซึ่งผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับการทดลองของ  Nikolic และ
คณะ(2009) ซึ่งได้รายงานว่า จากการหมักเอทานอลโดยใช้เซลล์ตรึงรูปของ Saccharomyces 
cerevesiae var. ellipsoideus และเติมแร่ธาตุบางชนิดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น แมกนีเซียม ซิงค์ 
แคลเซียม และคอปเปอร์อิออน รวมทั้งวิตามินชนิดต่างๆ เช่น pantothenate, thiamine, pyridoxine, 
biotin และ inositol การเติมอาจจะเติมแยกหรือเติมเป็นสารผสมรวมกัน พบว่า การเติมแร่ธาตุทั้งหมดที่
น ามาศึกษาโดยการเติมแยกหรือรวมกัน ท าให้ผลผลิตของเอทานอลสูงขึ้นระหว่างการหมัก ซึ่งการใช้
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ส่วนผสมของแมกนีเซียมรวมกับสังกะสี โดยใช้ MgSO4 2 กรัมต่อลิตร และ ZnSO4 0.3 กรัมต่อลิตร ท าให้
ได้ผลผลิตของเอทานอลสูงสุด การเติมคอปเปอร์อิออน (CuCl2 1 มิลลิกรัมต่อลิตร) หรือแคลเซียมอิออน 
(CaCl2 40 มิลลิกรัมต่อลิตร) ท าให้ผลผลิตของเอทานอลเพ่ิมขึ้น ส าหรับวิตามิน พบว่าการใช้ Ca – 
pantothenate 1 กรัมต่อลิตร ท าให้ได้ผลผลิตของเอทานอลสูงสุด โดยเพ่ิมขึ้น 8 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบ
กับชุดควบคุม จากผลการทดลองพบว่าการใช้วิตามินและแร่ธาตุรวมกันท าให้ได้ผลผลิตเอทานอลสูงสุด 
โดยใช้ MgSO4 2 กรัมต่อลิตร ZnSO4 0.3 กรัมต่อลิตร CuCl2 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  Ca – pantothenate 
1 กรัมต่อลิตร และ inositol 1 กรัมต่อลิตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีแป้งข้าวโพดที่ผ่านการย่อยแล้ว 
การเติมสารเหล่านี้ท าให้เพ่ิมประสิทธิภาพการหมัก 20 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่ได้เติม
สารเหล่านี้   

4.7 ผลกำรศึกษำกำรเติมแร่ธำตุและวิตำมินในกระบวนกำรหมักเอทำนอลโดยใช้เซลล์ยีสต์
อิสระด้วยกระบวนกำรย่อยแป้งเป็นน้ ำตำลพร้อมกับกระบวนกำรหมัก (SSF) 
  จากการน าแป้งมันเทศปริมาณ 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น ามาต้มบน hot plate stirrer ที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-
15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ  85-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบ
ก าหนดเวลา น าแป้งที่ผ่านการย่อยมาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยวิธีฟีนอล ซัลฟูริก จากนั้นน า
แป้งที่ผ่านการย่อยแล้วมาเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ และเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลสความเข้มข้น
ร้อยละ 0.015 ปริมาณ 20 มิลลิลิตรพร้อมกับเติมหัวเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevesiae YRK 017 
โดยเติมเชื้อปริมาตรร้อยละ 10  (ปริมาตรต่อปริมาตร) น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง จากการทดลองพบว่าปริมาณเอทา
นอลในกระบวนการหมักที่ได้จากกระบวนการย่อยแป้งมันเทศพร้อมกับกระบวนการหมัก การเติมแร่ธาตุ
ให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 12.77 กรัมต่อลิตร เติมวิตามินให้ปริมาณเอทานอล 12.40 กรัมต่อลิตร เติมแร่
ธาตุผสมวิตามินให้ปริมาณเอทานอล 12.39 กรัมต่อลิตร ขณะที่ชุดควบคุมซึ่งไม่มีการเติมแร่ธาตุและ
วิตามินให้ปริมาณเอทานอล 12.59 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ  ในชั่วโมงที่ 72 ขณะที่ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด
ลดลงเรื่อย ๆ ตลอดระยะเวลาในการหมัก ส าหรับจ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิตจะเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วง 
24-48 ชั่วโมงของการหมัก หลังจากนั้นจะค่อนข้างคงที่หรือลดลงเล็กน้อย แสดงดังตารางที่ 4.9 และรูป 
4.11 และเม่ือเปรียบเทียบระหว่างเซลล์ยีสต์อิสระและเซลล์ตรึงรูป พบว่าการใช้เซลล์ยีสต์อิสระให้ปริมาณ
เอทานอลสูงกว่าการใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับการทดลองของ Samule และ
คณะ (2010) ซึ่งพบว่า การผลิตไบโอเอทานอลจากกระบวนการหมักโดยใช้เชื้อยีสต์อิสระมีอัตราการผลิต
เท่ากับ 0.154 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง เปรียบเทียบกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์ตรึงเชื้อยีสต์ ซึ่งมีอัตรา
การผลิตเท่ากับ 0.145 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ความเข้มข้นของไบโอเอทานอลที่ผลิตได้จากกระบวนการ
หมักโดยใช้เชื้อยีสต์อิสระมีค่าเท่ากับ 2.19 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าสูงกว่าการผลิตไบโอเอทานอลที่ผลิตได้จาก
กระบวนการหมักโดยใช้เซลล์ตรึงเชื้อยีสต์ 
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ตารางที่  4.9 แสดงปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากการหมักแป้งมันเทศโดยกระบวนการย่อยแป้งมันเทศพร้อมกับกระบวนการ
หมัก มีการเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระ หมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง  

เวลา 
(ชั่วโมง) 

กระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์อิสระ 
ปริมาณเอทานอล (กรัมต่อลิตร) ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) จ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิต (CFU/มิลลิลิตร) 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุ
และ 

วิตามิน 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

0 0 0 0 0 47.20a 47.40a 46.60a 44.60a 6.40x106 6.80x106 7.60x106 7.80x106 
12 10.40d 10.52e 10.28d 10.10d 37.60b 37.40b 34.70b 34.70b 1.30x107 1.30x107 1.50x107 1.70x107 
24 11.89c 11.80d 11.53c 11.62c 24.40c 24.50c 23.50c 23.20c 5.20x107 3.40x107 4.00x107 3.30x107 
36 12.31b 12.23c 12.14b 12.29ab 21.70d 21.50d 20.70cd 21.00d 6.10x107 4.20x107 4.80x107 5.00x107 
48 12.47ab 12.44bc 12.29a 12.24ab 19.50e 18.50e 19.00d 18.20e 7.40x107 7.00x107 5.60x107 5.40x107 
60 12.51ab 12.61ab 12.35a 12.17b 15.30f 14.30f 16.60de 16.90e 9.00x107 5.20x107 7.10x107 6.00x107 
72 12.59a 12.77a 12.40a 12.39a 13.00g 11.90g 14.40e 13.80f 8.60x107 4.80x107 8.40x107 7.20x107 

 
หมายเหตุ     เมื่อพิจารณาในแถวแนวตั้งเดียวกัน 
                        ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  
    ตัวอักษรต่างกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

5
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รูปที่ 4.11  แสดงการหมักแป้งมันเทศที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โดยกระบวนการย่อยพร้อมกับ  

 กระบวนการหมัก ชุดควบคุม (a),เติมแร่ธาตุ (b), เติมวิตามิน (c), เติมแร่ธาตุผสมวิตามิน 
 (d) หมักด้วยเซลล์อิสระของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae YRK 017 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดย    
 น้ าตาลทั้งหมด,    จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต,     ความเข้มข้นของเอทานอล 

 
 เมื่อพิจารณาปริมาณเอทานอลในชั่วโมงท่ี 72 ซึ่งมีปริมาณเอทานอลสูงสุด น ามาวิเคราะห์ทางสถิติ 
พบว่า เมื่อเติมแร่ธาตุเพียงอย่างเดียวให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 12.77 กรัมต่อลิตร ซึ่งไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติกับชุดควบคุมแต่มีความแตกต่างทางสถิติกับการเติมวิตามินและแร่ธาตุผสมวิตามินซึ่งให้ปริมาณ
เอทานอล 12.40 และ 12.39 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.12 เมื่อท าการวิเคราะห์ที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติ และ 
ตัวอักษรต่างกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลมีความแตกต่างทางสถิติ 
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รูปที่ 4.12  เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของเอทานอลที่ถูกผลิตโดยเซลล์อิสระของ S. cerevisiae  
              YRK 017 ที่ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมงของกระบวนการย่อยแป้งเป็นน้ าตาลพร้อมกับ   
              กระบวนการหมัก โดยการเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ  
 

4.8 ผลกำรศึกษำกำรเติมแร่ธำตุและวิตำมินในกระบวนกำรหมักเอทำนอลโดยใช้เซลล์ตรึง
รูปด้วยกระบวนกำรย่อยเป็นน้ ำตำลพร้อมกับกระบวนกำรหมัก (SSF) 

 จากการน าแป้งมันเทศปริมาณ 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น ามาต้มบน hot plate stirrer ที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-
15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ  85-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบ
ก าหนดเวลา น าแป้งที่ผ่านการย่อยมาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยวิธีฟีนอล ซัลฟูริก จากนั้นน า
แป้งที่ผ่านการย่อยแล้วมาเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ และเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลสความเข้มข้น
ร้อยละ 0.015 ปริมาณ 20 มิลลิลิตรพร้อมกับเติมหัวเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevesiae YRK 017 
ที่ผ่านการตรึงรูปด้วยโซเดียมอัลจิเนตโดยเติมเชื้อปริมาตรร้อยละ 10  (ปริมาตรต่อปริมาตร) น าไปเขย่าที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 12 
ชั่วโมง จากการทดลอง พบว่าการเติมแร่ธาตุเพียงอย่างเดียวให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 11.86 กรัมต่อ
ลิตร เติมวิตามินและแร่ธาตุผสมวิตามินให้ปริมาณเอทานอล 11.66 และ 11.56 กรัมต่อลิตร ชุดที่ไม่มีการ
เติมแร่ธาตุและวิตามินให้ปริมาณเอทานอล 11.53 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ในชั่วโมงที่ 72 ขณะที่ปริมาณ
เซลล์ที่มีชีวิตจะเพ่ิมขึ้นและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดลดลงเรื่อย ๆ ตลอดระยะเวลาในการหมัก ดังตารางที่ 
4.10 และรูปที่ 4.13 

ควบคุม แร่ธำตุ วติำมิน แร่ธำตุและวิตำมิน 
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ตารางที่ 4.10 แสดงปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดท่ีได้จากการหมักแป้งมันเทศโดยกระบวนการย่อยแป้งมันเทศพร้อมกับกระบวนการ  
                 หมัก มีการเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ โดยใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป หมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง  

เวลา 
(ชั่วโมง) 

กระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมักโดยใช้เซลล์ตรึงรูป 
ปริมาณเอทานอล (กรัมต่อลิตร) ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) จ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิต (CFU/มิลลิลิตร) 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

ชุด
ควบคุม 

เติมแร่
ธาตุ 

เติม
วิตามิน 

เติมแร่
ธาตุและ 
วิตามิน 

0 0 0 0 0 50.90a 47.00a 47.20a 51.10a 6.2x107 4.00x107 3.00x107 3.10x107 
12 9.40d 9.65d 9.59e 9.48c 9.50b 37.00b 40.40b 40.50b - - - - 
24 10.55c 10.93bc 10.12d 10.45b 26.90c 26.70c 29.10c 26.10c 9.9x107 9.40x107 7.90x107 8.10x107 
36 11.16b 10.61c 10.68c 11.12a 12.60d 23.60d 27.80d 21.30d - - - - 
48 11.40a 11.57ab 10.91b 11.12a 16.60e 17.30e 18.30e 19.00e 1.00x108 1.30x108 1.00x108 1.00x108 
60 11.46a 11.66a 11.20a 11.15a 14.00f 13.30f 13.20f 13.90f - - - - 
72 11.53a 11.86a 11.66a 11.56a 12.10g 12.00f 11.20g 11.60g 1.30x108 1.50x108 1.30x108 1.40x108 

 
หมายเหตุ     เมื่อพิจารณาในแถวแนวตั้งเดียวกัน 
                        ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95  
    ตัวอักษรต่างกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
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(a)                                                                 (b) 

     
     (c)                                                                  (d) 
 

 
รูปที่ 4.13 แสดงการหมักแป้งมันเทศที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โดยกระบวนการย่อยพร้อมกับ

กระบวนการหมัก ชุดควบคุม (a),เติมแร่ธาตุ (b), เติมวิตามิน (c), เติมแร่ธาตุผสมวิตามิน (d) 
หมักด้วยเซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae YRK 017 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดย      
น้ าตาลทั้งหมด,    จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต,     ความเข้มข้นของเอทานอล 

 
 

เมื่อพิจารณาปริมาณเอทานอลในชั่วโมงที่ 72 ซึ่งมีปริมาณเอทานอลสูงสุด น ามาวิเคราะห์ทาง
สถิติ พบว่าชุดที่เติมแร่ธาตุเพียงอย่างเดียวให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 11.86 กรัมต่อลิตร ซึ่งไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติกับชุดควบคุมและชุดที่เติมแร่ธาตุผสมวิตามินซึ่งให้ปริมาณเอทานอล 11.53 และ 11.56 
กรัมต่อลิตร รวมถึงชุดที่มีการเติมวิตามินเพียงอย่างเดียวซึ่งให้ปริมาณเอทานอล 11.66 กรัมต่อลิตร เมื่อ
ท าการวิเคราะห์ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ  
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รูปที่ 4.14 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของเอทานอลที่ถูกผลิตโดยเซลล์ตรึงรูปของเชื้อยีสต์          

S. cerevisiae YRK 017 ที่ระยะเวลาในการหมัก   72 ชั่วโมงของกระบวนการย่อยแป้งเป็น
น้ าตาลพร้อมกับกระบวนการหมัก โดยการเติมแร่ธาตุและวิตามินชนิดต่างๆ  

 
4.9 ผลกำรเปรียบเทียบกระบวนกำรหมักแบบกำรย่อยแยกจำกกำรหมัก(SHF) โดยกำรใช้
เซลล์ยีสต์อิสระและเซลลย์ีสต์ตรึงรูป 
 

 จากกระบวนการหมักแป้งมันเทศแบบย่อยแยกจากการหมัก เมื่อพิจารณาปริมาณเอทา
นอลสูงสุดในระยะการหมัก 48-72 ชั่วโมง ชุดที่มีการเติมแร่ธาตุให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด โดยใช้เซลล์
อิสระและเซลล์ตรึงรูปของเชื้อ Saccharomyces cerevesiae YRK 017 เมื่อน ามาวิเคราะห์ทางสถิติ 
พบว่า ปริมาณเอทานอลที่ได้จากชุดการทดลองที่มีการเติมแร่ธาตุโดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระจะให้ปริมาณเอทา
นอลสูงกว่าชุดการทดลองที่มีการเติมแร่ธาตุโดยใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป และมีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อท า
การวิเคราะห์ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ปริมาณเอทานอลไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ แสดงดังรูปที่ 4.15 
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รูปที่ 4.15 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของปริมาณเอทานอลที่ได้จากกระบวนการย่อยแยกจาก   
             การหมักที่มีการเติมแร่ธาตุ โดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของ S. cerevisiae YRK 017 
 
 
4.10 ผลกำรเปรียบเทียบกระบวนกำรหมักแบบกำรย่อยเกิดขึ้นพร้อมกำรหมัก(SSF)โดย
กำรใช้เซลล์ยีสต์อิสระและเซลล์ยีสต์ตรึงรูป 

 จากกระบวนการหมักแป้งมันเทศแบบการย่อยเกิดขึ้นพร้อมการหมัก น าปริมาณเอทา
นอลที่ได้จากการหมักจากชุดการทดลองที่เติมแร่ธาตุซึ่งให้ปริมาณเอทานอลสูงสุดโดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระ
และเซลล์ยีสต์ตรึงรูปมาวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า ปริมาณเอทานอลที่ได้จากชุดการทดลองที่มีการเติมแร่
ธาตุโดยใช้เซลล์อิสระจะให้ปริมาณเอทานอลสูงกว่าชุดการทดลองที่ ใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป และมีความ
แตกต่างทางสถิติ เมื่อท าการวิเคราะห์ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง 
ปริมาณเอทานอลไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แสดงดังรูปที่ 4.16 
 
 

เติมแร่ธำตุใชย้สีตอิ์สระ เติมแร่ธำตุใชย้สีตต์รึงรูป 
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รูปที่ 4.16 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของปริมาณเอทานอลที่ได้จากกระบวนการย่อยเกิดขึ้น  
             พร้อมการหมัก ที่มีการเติมแร่ธาตุโดยใช้เซลล์อิสระ และเซลล์ตรึงรูปของ S. cerevisiae  
             YRK 017 
 
 จากการทดลองพบว่าการหมักเอทานอลโดยกระบวนการหมักแบบการย่อยแยกกับกระบวนการ
หมัก (SHF) และกระบวนการย่อยเกิดขึ้นพร้อมกระบวนการหมัก (SSF) ชุดการทดลองที่มีการเติมแร่ธาตุ 
คือ ZnSO4 .7H2O 0.3 กรัมต่อลิตร และ MgSO4. 7H2O 2.0 กรัมต่อลิตร จะให้ปริมาณเอทานอลสูงกว่า
ชุดการทดลองที่เติมวิตามิน รวมทั้งชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมแร่ธาตุและวิตามิน ทั้งนี้เนื่องมาจาก แมกนีเซียม
มีผลต่อกิจกรรมของเซลล์ยีสต์ เช่น การเจริญเติบโตของเซลล์ยีสต์ การแบ่งเซลล์ และกิจกรรมของเอนไซม์ 
และยังมีความส าคัญในการป้องกันเซลล์ยีสต์จากความเป็นพิษของเอทานอล สังกะสีเป็นธาตุอาหารที่
จ าเป็นต่อกิจกรรมของเอนไซม์หลายๆ ชนิด เช่น alcohol dehydrogenase, aldolase, alkaline 
phosphatase, DNA และRNA polymerase (Nikolic, 2009) และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างการใช้เซลล์
ยีสต์อิสระและเซลล์ตรึงรูปจากกระบวนการหมักทั้งสองแบบ พบว่าการใช้เซลล์ยีสต์อิสระให้ปริมาณเอทา
นอลสูงกว่าการใช้เซลล์ยีสต์ตรึงรูป อาจเนื่องมาจากในการตรึงเซลล์ยีสต์โดยใช้โซเดียมอัลจิเนต สภาวะใน
การตรึงเซลล์ไม่เหมาะสม ส่งผลให้เซลล์ยีสต์อยู่ลึกเข้าไปในวัสดุห่อหุ้ม ท าให้การส่งผ่านของสารอาหาร
ภายในเซลล์ตรึงท าได้ยาก (Prasad และ Mishra, 1995) เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกระบวนการหมักแบบ 
SSF และ SHF โดยใช้เซลล์ยีสต์อิสระและเซลล์ยีสต์ตรึงรูป พบว่ากระบวนการหมักแบบ SHF ให้ปริมาณ
เอทานอลสูงกว่ากระบวนการหมักแบบ SSF 
 
 
 

เติมแร่ธำตุใชย้สีตอิ์สระ เติมแร่ธำตุใชย้สีตต์รึงรูป 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
จากการศึกษากระบวนการผลิตเอทานอลจากผงมันเทศแห้งโดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส

และอะไมโลกลูโคซิเดส โดยใช้เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YRK 017 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่แยกได้
จากลูกแป้งเหล้า  ศึกษากระบวนการผลิตเอทานอลโดยใช้กระบวนการย่อยแยกจากกระบวนการหมัก 
(SHF) และกระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมัก (SSF) โดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูปของเชื้อ
ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YRK 017 ท าการหมักเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าการใช้
กระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมักโดยเซลล์อิสระจะให้ผลผลิตของเอทานอลสูงสุด คือ 14.64 
กรัมต่อลิตร โดยมีค่าผลได้ของเอทานอลต่อน้ าตาลทั้งหมดเป็น 0.38 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาลทั้งหมด 
กระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมักสามารถลดระยะเวลาในการหมักลงได้ 4 ชั่วโมง (ในขั้นตอน
การ saccharification) และกระบวนการย่อยพร้อมกับกระบวนการหมักยังเกิดขึ้นได้ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ซึ่งเป็นการช่วยลดการใช้พลังงานในกระบวนการย่อยได้ 
 จากการศึกษาผลของแร่ธาตุและวิตามินต่อการผลิตเอทานอลจากแป้งมันเทศ โดยแร่ธาตุที่ ใช้
ศึกษามีดังนี้ ZnSO4 .7H2O และ MgSO4. 7H2O วิตามินที่ใช้ศึกษามีดังนี้ Ca-pantothenate และ myo-
inositol มีการเติมแร่ธาตุและวิตามินแยกกันและมีการเติมผสมกัน ใช้กระบวนการหมักแบบย่อยแยก
กระบวนการหมัก (SHF) และกระบวนการย่อยเกิดขึ้นพร้อมกับกระบวนการหมัก (SSF) โดยใช้เซลล์ยีสต์
อิสระและเซลล์ยีสต์ตรึงรูป จากการทดลองพบว่า การหมักเอทานอลโดยกระบวนการย่อยแยกจากการ
หมัก (SHF) ชุดการทดลองที่มีการเติมแร่ธาตุ (คือเติม ZnSO4 .7H2O 0.3 กรัมต่อลิตรและ MgSO4. 7H2O 
2.0 กรัมต่อลิตร) และใช้เซลล์ยีสต์อิสระหมักจะให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 14.65 กรัมต่อลิตร ใน
ชั่วโมงที่ 48 หลังจากปริมาณเอทานอลลดลง ส าหรับจ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิต จะเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว
ในช่วง 24-48 ชั่วโมง หลังจากนั้นค่อนข้างคงที่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดจะค่อยๆ ลดลงตลอดระยะเวลาการ
หมัก การหมักเอทานอลโดยกระบวนการย่อยเกิดขึ้นพร้อมกับกระบวนการหมัก (SSF) ชุดการทดลองที่มี
การเติมแร่ธาตุและใช้เซลล์ยีสต์อิสระจะให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 12.77 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 72 
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดจะค่อยๆ ลดลง ตลอดระยะเวลาการหมัก จ านวนเซลล์ยีสต์ที่มีชีวิตจะเพ่ิมขึ้น
ในช่วง 24-48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเพ่ิมขึ้นในอัตราที่ช้าลง เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกระบวนการหมักแบบ 
SHF และ SSF โดยใช้เซลล์อิสระและเซลล์ตรึงรูป พบว่ากระบวนการหมักแบบ SHF ให้ปริมาณ เอทานอ
ลนอลสูงกว่ากระบวนการหมักแบบ SSF และการใช้เซลล์ยีสต์อิสระจะให้ปริมาณเอทานอลสูงกว่าการใช้
เซลล์ยีสต์ตรึงรูป  
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ภำคผนวก 
ภำคผนวก  ก 

อำหำรเลี้ยงเชื้อ 
1. อำหำรเลี้ยงเช้ือ YM Broth 

ประกอบด้วย 
- กลูโคส               10    กรัม 
- เปปโตน               5     กรัม 
- ยีสต์สกัด              3     กรัม 
- มอลท์สกัด            3     กรัม 
วิธีการเตรียม 
1. ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน 
2. จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 121 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15 นาท ี

2. อำหำรเลี้ยงเช้ือ YM Agar 
ประกอบด้วย 
- กลูโคส                 10    กรัม 
- เปปโตน                 5    กรัม 
- ยีสต์สกัด                3    กรัม 
- มอลท์สกัด              3    กรัม 
- วุ้น                      15    กรัม   
วิธีการเตรียม 
1. ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน 
2. จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 121 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15 นาท ี
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ภำคผนวก  ข 
กำรวิเครำะห์ปริมำณน้ ำตำลและเอทำนอล 

1. กำรวิเครำะห์ปริมำณน้ ำตำลทั้งหมดโดยวิธีฟีนอลซัลฟูริก (Dubois, 1956) 
สำรเคมี 
1. ฟีนอล ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 

1.1 ชั่งฟีนอล 5 กรัม 
1.2 ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 95 มิลลิลิตร 

2.    สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
2.1 ชั่งกลูโคส 0.01 กรัม 
2.2 ละลายด้วยน้ ากลั่น 
2.3 ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

 3.    กรดซัลฟูริกเข้มข้น 96 เปอร์เซ็นต์ 
วิธีกำรวิเครำะห์ 
1. การท ากราฟมาตรฐาน 

1.1 น าสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาท าการเจือ
จางให้ได้ความเข้มข้น 0 20 40 60 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

1.2 ปิเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นใส่ในหลอดทดลองปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 2 ซ้ า 

1.3 เติม 5 เปอร์เซ็นต์ ของสารละลายฟีนอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
1.4 เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเข้มข้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
1.5 ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที 
1.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร น าข้อมูลที่ได้มาท ากราฟ

มาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรกับความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 
 
 

2. หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในตัวอย่าง 
2.1 น าตัวอย่างมาท าการเจือจางที่เหมาะสม 

2.2 ท าการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดเช่นเดียวกับการท ากราฟมาตรฐาน 

ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) = 
(ค่าการดูดแสงที่ความยาวคลื่น     นาโนเมตร) (อัตราการเจือจาง)

(ความชันของกราฟมาตรฐาน)     
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รูปที่ ข-1 กราฟมาตรฐานกลูโคสวัดโดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริก ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

 
2. วิธีกำรวิเครำะห์เอทำนอลโดยเครื่องแก๊สโครมำโตกรำฟี (Jekel, 2005) 
 1. วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของเอทานอล 

1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานภายในโดยใช้โพรพานอล (n-propanol) ความเข้มข้นร้อยละ 10 
โดยปริมาตรเป็นสารละลายมาตรฐานภายใน (internal standard) 

1.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอลให้มีความเข้มข้นร้อยละ 4 6 8 10 และ 12 โดย
ปริมาตร โดยมีวิธีท าดังแผนภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.0113x + 0.0222 
R² = 0.9985 
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ความเขม้ข้นน ้าตาลกลโูคส (ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร) 
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+ ~ 0.5 g NaCl + ~ 0.5 g NaCl + ~ 0.5 g NaCl + ~ 0.5 g NaCl + ~ 0.5 g NaCl 

+ 500 µl A + 500 µl A + 500 µl A + 500 µl A + 500 µl A 

+ 500 µl B1 + 500 µl B2 + 500 µl B3 + 500 µl B4 + 500 µl B5 

สารละลายมาตรฐาน
ร้อยละ 4 

สารละลายมาตรฐาน
ร้อยละ 6 

สารละลายมาตรฐาน
ร้อยละ 8 

สารละลายมาตรฐาน
ร้อยละ 10 

สารละลายมาตรฐาน
ร้อยละ 12 

รูปที่ ข-2 แผนภาพแสดงวิธีการเตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอล 

1.3 ใส่สารมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นในขวดแก้วขนาด 20 มิลลิลิตร วางเซปตัม (septum) ที่
ปากขวดโดยคว่ าด้านเทฟลอน (Teflon) ลงติดปากขวด จากนั้นจึงปิดด้วยฝาอะลูมิเนียม 

1.4 การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลใช้เทคนิคเฮดสเปซ-แก๊สโครมาโตกราฟี (HS-GC) โดยใช้เครื่อง
แก๊สโครมาโตกราฟี (GC-17A Chromatograph, Shimadzu) ต่อกับเครื่อง HSS-4A (Shimadzu) ซึ่งเป็น
ส่วนที่ตัวอย่างจะถูกบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที สารตัวอย่างในขวดแก้วจะระเหย
กลายเป็นไอจนกระทั่งอยู่ในสมดุลไดนามิก จากนั้นเครื่องจะดูดไอปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือเข้าสู่คอลัมน์
ต่อไป 

1.5 ใช้คอลัมน์ DB-WAX (Agilent J&W GC Column) ความยาว 30 เมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 
0.53 มิลลิเมตร ความหนาของฟิล์ม 1 ไมครอน อุณหภูมิของคอลัมน์ 60 องศาเซลเซียส ใช้ตัวตรวจวัด 
(detecter) ชนิด FID โดยปรับอุณหภูมิเท่ากับ 150 องศาเซลเซียส อุณหภูมิของต าแหน่งฉีดสาร 
(injector) เท่ากับ 150 องศาเซลเซียส ใช้แก๊สฮีเลียมเป็นพาหะโดยมีความดันคอลัมน์เท่ากับ 30 kPa 

1.6 สภาวะในการวิเคราะห์เริ่มจากอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเพ่ิม
อุณหภูมิในอัตรา 15 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 180 องศาเซลเซียส คงไว้ที่ 180 องศาเซลเซียส เป็น

B1 : 8% v/v ethanol, 10 ml 

B2 : 12% v/v ethanol, 10 ml 

B3 : 16% v/v ethanol, 10 ml 

B4 : 20% v/v ethanol, 10 ml 

B5 : 24% v/v ethanol, 10 ml 

A : 10% v/v n-propanol, 10 ml 
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เวลา 4 นาที รวมเวลาในการวิเคราะห์ทั้งหมดเท่ากับ 25 นาทีต่อตัวอย่าง โครมาโตแกรมจะแสดงเวลาที่เอ
ทานอลและโพรพานอลถูกชะออกจากคอลัมน์ 

1.7 น าพ้ืนที่ใต้กราฟ (peak area) ของสารมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นมาสร้างกราฟมาตรฐาน 
โดยค านวณอัตราส่วนพื้นที่ใต้กราฟของเอทานอลต่อโพรพานอลในแต่ละความเข้มข้นก าหนดให้เป็นแกน y 
และความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเอทานอลเป็นแกน x 

2. วิธีการวิเคราะห์เอทานอลในตัวอย่าง 
2.1 วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลในตัวอย่าง โดยผสม NaCl 0.5 กรัม สารละลายโพรพานอลร้อย

ละ 10 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร 
2.2 วิเคราะห์ดังสภาวะข้างต้นจากนั้นน าค่าอัตราส่วนพ้ืนที่ใต้กราฟของเอทานอลในสารตัวอย่าง

ต่อโพรพานอล มาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเข้มข้นของเอทานอล 
สูตรค านวณปริมาณเอทานอล  
 สมการ  y = 0.115x-0.1238 
 ให้       y = ค่าอัตราส่วนพื้นที่ใต้กราฟเอทานอลต่อโพรพานอล 
   x = ความเข้มข้นของเอทานอล (เปอร์เซ็นต์) 
 โดย ความหนาแน่นของเอทานอล = 0.789 กรัมต่อมิลลิลิตร 
 ดังนั้น ปริมาณเอทานอล = (x)(0.789)(10) กรัมต่อลิตร 

 

รูปที่ ข-3 กราฟมาตรฐานเอทานอลวัดโดยใช้เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี 

y = 0.115x - 0.1238 
R² = 0.9962 
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ภำคผนวก  ค 
กำรวิเครำะห์ส่วนประกอบของแป้งมันเทศ 

1.   กำรวิเครำะห์ควำมชื้น (Moisture) (AOAC, 1995) 
การวิเคราะห์หาความชื้น เป็นวิธีการวิเคราะห์ที่ต้องท าในห้องปฏิบัติการอาหารสัตว์  เนื่องจาก

องค์ประกอบทางเคมีอ่ืน ๆ ค่าที่รายงานบนพื้นฐานร้อยละวัตถุแห้ง (% dry matter basis , DM) ปริมาณ
ความชื้นที่มีอยู่ในอาหารสัตว์หรือวัตถุดิบอาหารสัตว์มีความส าคัญมากเพราะตัวอย่างที่มีความชื้นสูงก็มี
โอกาสที่จะเสียหรือเป็นเชื้อราจะเกิดได้ง่าย นอกจากนั้นยังใช้ค่าความชื้นไปค านวณปริมาณการให้อาหาร
สัตว์ในการประกอบสูตรอาหารสัตว์ วิธีการวิเคราะห์หาความชื้น ที่นิยมกันมากคือ การน าตัวอย่างไปอบที่
อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 16-18 ชั่วโมง หรือ 135 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง น้ าจะระเหยกลายเป็นไอ
ออกจากอาหารสัตว์ ส่วนที่ เหลือ เรียกว่าวัตถุแห้ง (dry matter)  

1.1 อุปกรณ์  
1. เครื่องชั่งชนิดทศนิยม 4 ต าแหน่ง  
2. ถ้วยอบตัวอย่างพร้อมฝาปิด (weighing bottle) ที่ท าด้วยโลหะไม่เป็นสนิมหรือ แก้วพร้อมมี

ฝาปิดสนิท ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง ≥ 50 มิลลิเมตร ลึก ≤ 40 มิลลิเมตร  
3. ตู้อบ ชนิด Forced-air drying oven  
4. โถดูดความชื้น หรือ ตู้ดูดความชื้น (desicator)  

1.2 วิธีกำร  
 1. น าถ้วยอบตัวอย่างพร้อมฝา ที่ล้างสะอาดและแห้งอบในตู้อบที่อุณหภูมิ 135 0C นาน 2ชั่วโมง 

น้ าออกใส่ในโถดูดความชื้นและทิ้งให้เย็น ไม่เกิน 2 ชั่วโมง แล้วน ามาชั่ง บันทึกน้ าหนัก  
 2. ชั่งตัวอย่างอาหารที่บดละเอียดขนาด 1 มิลลิเมตร ประมาณ 2 กรัม ใส่ลงในถ้วยอบ บันทึก

น้ าหนัก ปิดฝาถ้วย แล้วเขย่าเล็กน้อยให้ตัวอย่างกระจายเต็มพ้ืนที่สม่ าเสมอ น้าไปอบที่อุณหภูมิ 135 0C 
นาน 2 ชั่วโมงหรือจนน้ าหนักคงที่ โดยให้มีระยะห่าง 1 ถ้วย ต่อความจุของตู้ 1 ลิตร ขณะที่อบต้องเปิดฝา
ถ้วย  

3. เมื่อครบก าหนดเวลา น าถ้วยอบออกใส่ในโถดูดความชื้นและปิดฝาถ้วย แล้วปล่อยให้เย็น ไม่
เกิน 2 ชั่วโมง ชั่งน้ าหนัก  

1.3 กำรค ำนวณ  

% ความชื้น = 
(   –   )      

น้ าหนักตัวอย่าง
  

% วัตถุแห้ง (Dry matter, DM) = 100 - (% ความชื้น)  
W1 คือ น้ าหนักถ้วยอบ + น้ าหนักตัวอย่างก่อนอบ  
W2 คือ น้ าหนักถ้วยอบ + น้ าหนักตัวอย่างหลังอบ  

1.4 ขอบเขต  
วิธีการนี้ใช้ส าหรับวิเคราะห์หาความชื้น ในพืชอาหารสัตว์ อาหารสัตว์ และวัตถุดิบอาหารสัตว์ 

ยกเว้น ตัวอย่างที่มีสารประกอบกรดไขมันระเหยได้ (Volatile Fatty acid) ตัวอย่างที่มีน้ าตาล, Urea สูง  
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2. กำรวิเครำะห์หำปริมำณเถ้ำ (Ash)  
เถ้า (Ash) คือ ส่วนของสารอนินทรีย์ (inorganic) ในอาหารสัตว์ ซึ่งได้แก่ แร่ธาตุต่าง ๆ เมื่อน า

ตัวอย่างไปเผาที่อุณหภูมิ 550-600 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ส่วนที่เป็นสารอินทรีย์จะถูกเผาไหม้หมด
ไป เหลืออยู่ แต่ส่วนของสารอนินทรีย์ ค่าของเถ้าที่หาได้สามารถบอกถึงคุณภาพของอาหารสัตว์ ถ้าค่าของ
เถ้าสูงมากกว่าปกติอาจมีการปลอมปนของทราย เป็นต้น  

2.1 อุปกรณ์  
1. เครื่องชั่งชนิดทศนิยม 4 ต าแหน่ง  
2. เตาไฟฟ้า  
3. เตาเผา (muffle furnace)  
4. ถ้วยส าหรับเผาเถ้า (porcelain dish)  
5. โถดูดความชื้น (desicator)  

2.2 วิธีกำร  
1. น าถ้วยเปล่าอบที่อุณหภูมิ 100 0C นาน 1 ชั่วโมง เอาออกใส่ในโถดูดความชื้นปล่อยให้เย็น แล้ว

ชั่งน้ าหนัก  
2. ชั่งตัวอย่างใส่ลงในถ้วยที่ทราบน้ าหนักแล้วประมาณ 2 กรัม น าไปท าการเผาบนเตาไฟฟ้า จน

หมดควัน  
3. น าตัวอย่างที่เผาไล่ควัน แล้วไปเผาต่อในเตาเผา (Muffer furnace) อุณหภูมิ 600 0C นาน 2 

ชั่วโมง แล้วปิดสวิทช์เตาเผา เปิดฝาเตาออกรอจนอุณหภูมิภายในเตาลดเหลือประมาณ 100 0C เพ่ือ
ป้องกันมิให้ถ้วยสัมผัสอากาศเย็นกะทันหัน ซึ่งอาจท าให้ถ้วยแตกได้  

4. น าถ้วยออกมาใส่ในโถดูดความชื้น ปล่อยให้เย็นแล้วชั่งน้ าหนัก  
2.3 กำรค ำนวณ  

% เถ้า = 
(   –   )       

น้ าหนักตัวอย่าง 
 

W1 คือ น้ าหนักถ้วย  
W2 คือ น้ าหนักถ้วย + น้ าหนักตัวอย่างหลังการเผา  

ส่วนปริมาณอินทรีย์วัตถุ (Organic matter, OM) ค านวณได้จากผลต่างระหว่างน้ าหนัก
ตัวอย่างกับน้ าหนักเถ้า ดังนี้ %OM = 100 - (% ความชื้น) - (% เถ้า)  

3. กำรวิเครำะห์หำโปรตีน (Crude protein, CP)  
โปรตีนประกอบด้วย กรดอะมิโนหลายชนิด และกรดอะมิโนนี้มีธาตุไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ 

ดังนั้น การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนจึงวิเคราะห์ในรูปของปริมาณไนโตรเจน โดยวิธี Kjeldahl แล้ว
ค านวณกลับเป็นปริมาณโปรตีน โดยตัวอย่างอาหารจะถูกย่อยด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น (H2SO4 conc.) ใน
สภาพที่มีความร้อน และตัวเร่งปฏิกิริยา (Catalyst) จนสารละลายใสสารอินทรียวัตถุจะสลายไป 
สารประกอบไนโตรเจนทั้งส่วนที่เป็นโปรตีนแท้ ( True protein ) และไม่ใช่โปรตีน (Non-protein 
nitrogen) ยกเว้นที่อยู่ในรูปไนเตรท (Nitrate, NO3) ไนไตรท์ (Nitrite, NO2) จะถูกเปลี่ยนเป็น
แอมโมเนียมซัลเฟต เมื่อเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่มีความเข้มข้น 40% (w/v) ลงไป แล้วไนโตรเจนจะอยู่
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ในรูปของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์แก๊สแอมโมเนียที่กลั่นได้โดยใช้กรดบอริกที่มีความเข้มข้น  4% (w/v) 
เป็นตัวดักจับ น าไปไตเตรทหาไนโตรเจนด้วยกรดไฮโดรคลอริก หรือกรดซัลฟุริกที่มี ความเข้มข้น 0.1 
(w/v) เพ่ือหาปริมาณกรดที่ใช้ท าปฏิกิริยาก็จะสามารถค านวณหาปริมาณไนโตรเจนได้ โดยทั่วไปแล้ว
โปรตีนมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบเฉลี่ย 16% (100/16 = 6.25) ดังนั้นจึงค านวณหาโปรตีนหยาบ 
(Crude protein) โดยใช้สูตร % CP =%N X 6.25 ในวัตถุดิบบางชนิดอาจมีค่าไนโตรเจนแตกต่างกันไป 
ดังนั้น ค่าแฟคเตอร์จะเปลี่ยนแปลงตามชนิดตัวอย่าง 

3.1 อุปกรณ์  
1. เครื่องชั่งชนิดทศนิยม 4 ต าแหน่ง  
2. เครื่องย่อย (Block digestor)  
3. หลอดย่อย (Digestion tube)  
4. Exhaust manifold และ Aspirator  
5. Tube stand  
6. ชุดเครื่องกลั่น (Distilling unit)  
7. ชุดไตเตรท  
8. ตู้ดูดควัน (Fume hood)  

3.2 สำรเคมี  
1. กรดซัลฟูริกเข้มข้น 95 – 98% ( H2SO4 conc., AR grade)  
2. สารเร่งปฏิกิริยา [สารผสมระหว่าง copper sulfate (CuSO4.5H2O) กับ potassium sulfate 

(K2SO4) ในอัตราส่วน 1 : 9]  
3. สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มอล  
4. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.1 นอร์มอล  
5. Potassium hydrogen phthalate (C8H5KO4, AR grade)  
6. ฟีนอล์ฟธาลีน (Phenolphthalein)  
7. สกรีนเมทธิลเรดอินดิเคเตอร์ (Screened methyl red indicator)  
8. กรดบอริกความเข้มข้น 4% (w/v)  
9. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 40% (w/v)  

3.3 กำรเตรียมสำรละลำย  
1. ฟีนอล์ฟธาลีน (Phenolphthalein) ละลายฟีนอล์ฟธาลีน (AR grade) 5 กรัม ใน 96% ethyl 

alcohol 400 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 500 มิลลิลิตร  
2. สารอินดิเคเตอร์ เลือกใช้สกรีนเมทธิลเรดอินดิเคเตอร์ (Screened methyl red indicator,MR) 

โดยชั่งเมทธิลเรด (AR grade) 0.2 กรัม และโบรโมครีซอลกรีน (BCG) (AR grade) 0.1 กรัม ละลายใน 
96% ethyl alcohol 100 มิลลิลิตร เก็บในที่เย็นไม่ถูกแสง  

3. กรดบอริกความเข้มข้น 4% (w/v) ละลายกรดบอริก (AR grade) 40 กรัม ด้วยน้ ากลั่นร้อนรอ
จนสารละลายเย็น ปรับปริมาตรให้ได ้1 ลิตร  
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4. สารละลายผสมอินดิเคเตอร์ ผสมสารละลายในข้อ 2. ในอัตรา 1 : 3 (MR:BCG)โดยตวง 20 
มิลลิลิตร ผสมในสารละลาย 4 % กรดบอริค 1 ลิตร (ข้อ 3.) 

5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่มีความเข้มข้น 40% (w/v) ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(NaOH, commercial grade) 400 กรัม ด้วยน้ ากลั่น ปรับให้ได้ปริมาตร 1 ลิตร  

6. สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มอล  
6.1 ต้มน้ ากลั่นให้เดือดประมาณ 20 นาที เพ่ือไล่แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ทิ้งให้เย็นโดยเก็บใน

ภาชนะท่ีมีฝาปิด  
6.2 ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH, AR grade) ที่มีโซเดียมคาร์บอเนตน้อยกว่า 5% ละลาย

ด้วยน้ ากลั่นในข้อ 6.1 ในอัตราส่วน 1 : 1 โดยน้ าหนัก ลงในขวดเออร์เลนเมเยอร์ เขย่าให้ละลาย ปิดปาก
ขวดไมให้สัมผัสอากาศ ตั้งทิ้งให้โซเดียมคาร์บอเนตตกตะกอนจนได้สารละลายใส (ประมาณ 10 วัน)  

6.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ โดยใช้สารละลายในข้อ 6.2 ปริมาตร 5.4 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นในข้อ 6.1 จนได ้1 ลิตร  

6.4 ชั่ง Potassium hydrogen phthalate ที่อบแห้งแล้ว ณ อุณหภูมิ 103 0C ประมาณ 4 
ชั่วโมง ปริมาณ 0.2042 กรัม ใส่ในขวดเออร์เลนเมเยอร์ ละลายด้วยน้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร หยดฟีนอล์ฟธา
ลีน 2 – 3 หยด ไตเตรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอก-ไซด์ในข้อ 6.3 จนกระทั่งได้สารละลายสี
ชมพู่อ่อน เช่นเดียวกับ blank ซึ่งใช้น้ าในข้อ 1. หยดฟีนอล์ฟธาลีน 2 - 3 หยด ไตเตรตกับสารละลาย
มาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ใน ข้อ 6.3 จนกระท่ังได้สารละลายสีชมพู่อ่อน  

6.5 ค านวณหาความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์  ในรูป นอร์
มอล (Normality) ความเข้มข้นของสารละลาย  

NaOH = 
น้ าหนักของ                              (กรัม)       

ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน      ที่ใช้ไตเตรต(มล )          
 

7. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.1 นอร์มอล  
7.1 ตวงกรดซัลฟูริกเข้มข้น 95-98% (AR grade) 5.5 มิลลิลิตร ละลายในน้ ากลั่น ปรับปริมาตร

ให้ได ้2 ลิตร  
7.2 ท าการไตเตรทหาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก  โดยใช้ ปิเปตดูด

สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดเออร์เลนเมเยอร์ หยดฟี-นอล์ฟธาลีน 2-3 หยด 
น าไปไตเตรทกับสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ทราบค่าความเข้มข้นแล้ว  จนได้สารละลายสี
ชมพูอ่อน บันทึกปริมาตรสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้  

7.3 ค านวณความเข้มข้น ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.1 นอร์มอล โดยใช้สูตร 
                  N1V1 = N2V2 

N1 = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ (นอร์มอล) 
N2 = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ต้องการทราบ (นอร์มอล)  
V1 = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้ไตเตรต (มิลลิลิตร)  
V2 = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน กรดซัลฟูริกที่ใช้ (10 มิลลิลิตร)  
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3.4 วิธีกำรย่อยตัวอย่ำง  
 1. ชั่งตัวอย่างอาหารประมาณ 0.5 - 1 กรัม ใส่ลงในหลอดส าหรับย่อย (digestion tube) หรือใน

กรณีท่ีเป็นตัวอย่างมีความชื้นสูงจะชั่งลงบนกระดาษกรองที่ปราศจากไนโตรเจน พับกระดาษใส่ลงในหลอด
ย่อยเพ่ือท าเป็น blank  
 2. เติมสารเร่งปฏิกิริยาประมาณ 5 กรัม หรือ Kjeldahl catalyst tablets 2 เม็ด และเติม
กรดซัลฟูริกเข้มข้นลงไป 13 – 15 มิลลิลิตร ขึ้นกับปริมาณตัวอย่างที่ใช้ปล่อยให้ท าปฏิกิริยาจนไม่รุนแรง 
และเติม H2O2 36 % (v/v) 1 มิลลิลิตร กันตัวอย่างปั๊มติดข้างหลอด  
 3. ตั้งหลอดย่อยใน stand ปิด heat shield สวม exhaust manifold ลงบนส่วนบนของหลอด
ย่อย  
 4. ตั้ง stand หลอดย่อยและ exhaust ลงบนเครื่องย่อย ยี่ห้อ Tecator รุ่น 2020 ที่ตั้งอุณหภูมิ
ไว้ที่ 420  (500 0C) แล้ว เพ่ือความปลอดภัยควรท าการย่อยภายในตู้ดูดควัน เปิดเครื่องดูดไอกรด 
(scruber ) ช่วงเริ่มต้นจะเปิดแรงประมาณ และย่อยเป็นเวลา 5 นาท ีและลดวาวล์เพ่ือลดอัตราการไหลไอ
กรดลงประมาณ 3 ท าการย่อยจนตัวอย่างใส ใช้เวลาประมาณ 30 – 45 นาที (จนได้สารละลายสีฟ้าหรือ
เขียว แล้วปล่อยไว้ต่ออีก 30 นาที) 
 5. ยก stand พร้อมหลอดย่อยตัวอย่างออกปล่อยให้เย็นเพ่ือรอน้ าไปกลั่น  

3.5 กำรกลั่น  
1. เปิดเครื่องท าน้ าเย็นจนได้อุณหภูมิที่ตั้งไว้ 15 องศาเซลเชียส  
2. เปิดเครื่องส าควบแรงดันไฟฟ้า (stabilizer) แล้วเปิดสวิทช์ของเครื่องกลั่น warm เครื่องกลั่น 

(Kjeltec รุ่น 1026) ใช้ flask และหลอดย่อยเปล่าใช้โปรแกรม Manual กดน้ าลง 50 มล. และกด steam 
กลั่นให้ได้ปริมาตร 100 – 150 มล. เป็นเวลา 5 -7 นาที กด steam เพ่ือปิด เช็คไนโตรเจนที่ติดค้างอยู่ใน
ระบบโดยหยดฟีนอล์ฟธาลีนจะไม่เปลี่ยนสี  

3. น าหลอดและ flask ออกจากเครื่องกลั่น 
4. ตั้งโปรแกรมเป็น Auto โดยกดปุ่มปรับปริมาณน้ ากลั่นปลอดคาร์บอนไดออกไซด์ (50 มล.), 

ด่าง (25 มล.) stroke (2), ช่วงห่างของเวลา delay time (0.2 นาที) และเวลาที่ใช้ในการกลั่น (3.6 -3.7 
นาท)ี หรือกลั่นให้ได้ปริมาตร 150 มล.  

5. น า flask ซึ่งบรรจุกรดบอริกความเข้มข้น 4% ปริมาณ 25 -30 มิลลิลิตร ตั้งไว้บน platform 
ของเครื่องกลั่นและยก platform ขึ้น ให้ปลายแท่งแก้วจุ่มอยู่ใต้กรดบอริก  
 6. ใส่หลอดตัวอย่างที่ผ่านการย่อยแล้ว (ข้อ 4.) เข้ากับเครื่องกลั่น ปิด safety door เครื่องกลั่น
จะเริ่มท างาน  
 7. เมื่อกลั่นครบตามเวลาที่ก าหนดเครื่องจะหยุดท างาน น า flask และหลอดย่อยออกจากเครื่อง
กลั่น  
 8. น า flask กรดบอริก ที่ดักจับแก๊สแอมโมเนียที่ถูกกลั่นออก ไปไตเตรตหาไนโตรเจนด้วย
สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก  
 
 



79 

 

 

 

3.6 กำรค ำนวณ 

 % ไนโตรเจน =  
        (       )     

น้ าหนักตัวอย่างเป็นกรัม      
 

14.01 = น้ าหนักมวลโมเลกุลของไนโตรเจน  
V1 = ปริมาตรของกรดที่ใช้ไตเตรทตัวอย่าง (ml)  
V2 = ปริมาตรของกรดที่ใช้ไตเตรท blank (ml)  
N = ความเข้มข้นของกรดที่ใช้ไตเตรท (N)  
10 = ค่าคงที่ท่ีแปลงจากหน่วยกรัมเป็น %  

% Crude Protein = % ไนโตรเจน x F  

F = ค่าคงที่ในการเปลี่ยนค่าไนโตรเจนเป็นโปรตีน  
F = 6.25 ส าหรับตัวอย่างอาหาร อาหารสัตว์ หรือตัวอย่างอ่ืน ๆ ที่ไม่ระบุเฉพาะ  
F= 5.71 ส าหรับกากถั่วเหลือง 

4. กำรวิเครำะห์หำไขมัน (Crude fat หรือ Ether extract, EE)  
ไขมัน เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่ไม่ละลายน้ า แต่ละลายในสารอินทรีย์ ดังนั้นในการวิเคราะห์หา

ปริมาณไขมันจึงสกัดด้วยสารละลายอินทรีย์ระเหยง่าย ตัวท าละลายที่นิยมใช้กันมากคือ diethyl ether, 
petroleum ether, dichloromethane, acetone เป็นต้น สารที่ถูกสกัดได้นอกจากไขมันแล้วยังมีสาร
บางชนิดที่ถูกสกัดออกมาพร้อมกับไขมันด้วย เช่น carotenoid, wax, sterine, phosphatedein 
lecithine และ alkaloid เป็นต้น จากการที่สารที่ถูกสกัดมีทั้งพวกที่เป็นไขมัน และไม่ใช่ไขมันจึงเรียกสาร
ทั้งสองว่า crude fat หรือ ether extract  

เอกสารอ้างอิง : ดัดแปลงวิธีการจาก AOAC 2000  
ส าหรับตัวอย่าง : พืชอาหารสัตว์ วัตถุดิบอาหารสัตว์ และอาหารสัตว์  
4.1 อุปกรณ์และสำรเคมี  

1. เครื่องชั่งชนิดทศนิยม 4 ต าแหน่ง  
2. เครื่องสกดัไขมัน (Extraction unit)  
3. Service unit ส าหรับจ่ายความร้อน  
4. เครื่องท าน้ าเย็น (Cooling)  
5. Cellulose thimble, Thimble adapter, Thimble support  
6. ถ้วยรองรับ (Extraction cup), Cup holders  
7. ตู้อบ (oven)  
8. โถดูดความชื้น  
9. Petroleum ether จุดเดือด 35-60 0C  
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4.2 วิธีกำร  
1. ชั่งตัวอย่างที่บดละเอียดขนาด 1 มิลลิเมตร ประมาณ 1-2 กรัม ห่อด้วยกระดาษกรองใส่ลงใน 

cellulose thimble  
 2. น า thimble ที่มีตัวอย่าง น าไปอบไล่ความชื้นที่อุณหภูมิ 105 0C 3 ชั่วโมง  
 3. น าถ้วยเปล่าอบที่อุณหภูมิ 105 0C นาน 1 ชั่วโมง น าออกมาปล่อยให้เย็นในโถดูดความชื้น ชั่ง

บันทึกน้ าหนัก  
 4. ท าการ warm เครื่องสกัดโดยเปิดสวิทช์เครื่องจ่ายความร้อนซึ่งตั้งอุณหภูมิประมาณ 85-90 0C 

นานประมาณ 20 นาที หรือรอจนอุณหภูมิสูงไว้ตามที่ก าหนด ในขณะเดียวกันท าการ warm เครื่องท า
ความเย็น ซึ่งตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 10 0C น า thimble ที่มีตัวอย่างติดกับ thimble adapter วางลงใน 
thimble support จากนั้นน าเข้าในเครื่องสกัดไขมันพร้อมทั้งเปิดสวิทช์ปั๊มน้ าที่เครื่องท าน้ าเย็น 

5. ตวง petroleum ether ประมาณ 50 มิลลิลิตร ใส่ลงในถ้วยที่ทราบน้ าหนักแล้ว วางลงใน cup 
holders น าเข้าในเครื่องสกัด  

 6. กดล็อกคานของเครื่องสกัดให้แน่นเปิดวาวล์ให้สารสกัดไหลเวียน ท าการต้มตัวอย่างกับสารสกัด
โดยเลื่อนคันโยกตัวอย่างไปไว้ที่ต าแหน่ง boiling นาน 30 นาที จากนั้น ท าการสกัดโดยเลื่อนคันโยก
ตัวอย่างไปไว้ที่ต าแหน่ง rinsing นาน 60 นาที ระยะเวลาการต้มและการสกัดขึ้นอยู่กับประเภทตัวอย่าง
หากเป็นตัวอย่างที่มีไขมันสูงให้ใช้เวลานานขึ้น โดยปกติแนะน าให้ใช้เวลาต้มกับเวลาสกัดในอัตราส่วน 1 : 2  

 7. เมื่อครบเวลาให้ท าการปิดวาวล์เก็บสารสกัดนานประมาณ 10 นาที หรืออาจช่วยให้สารสกัด
ระเหยเร็วขึ้น โดยเปิดวาวล์ลดความดันที่เครื่องสกัดก่อนแล้วจึงเปิดสวิทช์ aspirator ที่เครื่องจ่ายความ
ร้อน  

 8. หลังจากท าการระเหยสารสกัดออกจากถ้วยแล้ว ท าการปลดล็อกคานที่เครื่องสกัด น า cup 
holders ออกจากเครื่อง น าถ้วยที่มีสารสกัดไปอบต่อในตู้อบที่อุณหภูมิ 105 0C นาน 30 นาที น าออกมา
ทิ้งให้เย็นในโถดูดความชื้น แล้วจึงชั่งบันทึกน้ าหนัก  

 9. ถ้าสกัดไขมันหลายรอบต่อวัน รอบที่ 2 ควรใส่ petroleum ether ในถ้วยประมาณ 15-20 
มิลลิลิตร  

4.3 กำรค ำนวณ  

% ไขมัน =  
(   –   )      

   
 

W1 = น้ าหนักตัวอย่าง  
W2 = น้ าหนักถ้วย  

W3 = น้ าหนักถ้วย + น้ าหนักไขมัน 
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5. กำรวิเครำะห์หำคำร์โบไฮเดรตทั้งหมด ( Total Carbohydrate )  
การวิเคราะห์หาคาร์โบไฮเดรทที่ย่อยได้ง่าย  
โดยการค านวณจาก  

%TC = 100 - [%Moisture + %Ash + %CP + %EE]  

เมื่อ  %Moisture = เปอร์เซ็นต์ความชื้น  
%Ash = เปอร์เซ็นต์เถ้า  
%CP = เปอร์เซน็ต์โปรตีนหยาบ  
%EE = เปอร์เซ็นต์ไขมันหยาบ  
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