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การผลิตเอทานอลเช้ือเพลิงจากน้ําทิ้งโรงงานผลิตแป้งขนมจีน 

ศรีอุบล  ทองประดิษฐ์1 

บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพ่ือผลิตเอทานอลเช้ือเพลิงจากนํ้าท้ิงโรงงานผลิตแป้งขนมจีน โดย
ศึกษากระบวนการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงความเข้มข้นร้อยละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น
ร้อยละ 5 พบว่าจะได้ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์กว่าสูงกว่าการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสเท่ากับ 
497.91±0.69 กรัมต่อลิตร เม่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลจากนํ้าตาลท่ีผ่านการ
ย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Box-Behnken Design ( ใ ช้ โปรแกรมสํ า เ ร็ จ รู ป  Design-Expert®)  แล้ วห มัก ด้วย เ ช้ื อ ยีส ต์  
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 ร้อยละ 10 แล้วทํานายหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมัก
เอทานอลจากนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองโดยใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Design-
Expert® จะได้สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอล คือ ไม่ต้องเติมแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนลงในน้ําหมักก่อนทําการหมักด้วยเชื้อยีสต์ แต่ต้องปรับพีเอชของนํ้าหมักเร่ิมต้นให้เท่ากับ 
4.5 ก่อนทําการหมักด้วยยีสต์ และควบคุมอุณหภูมิในการหมักให้ได้เท่ากับ 32.5 องศาเซลเซียส 
(ในทางปฏิบัติสามารถปรับต้ังค่าอุณหภูมิเท่ากับ 33 องศาเซลเซียสได้) ซ่ึงจะได้ปริมาณเอทานอล
สูงสุดเท่ากับร้อยละ 8.27 ที่ระยะเวลาการหมัก 8 วัน แต่ในการปฏิบัติการขยายปริมาตรการผลิตเป็น 
18 ลิตร ต้องปรับรูปแบบการหมักจากแบบกะมาเป็นการหมักแบบก่ึงกะ และใช้เวลานานขึ้นเป็น 30 
วัน เม่ือนํานํ้าแป้งแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่ผ่านการหมักด้วยเช้ือยีสต์ปริมาตร 40 ลิตร มากลั่นให้เอทา
นอลมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับร้อยละ 92.50±0.71 ปริมาตร 2.295 ลิตร และมีผลได้ของเอทา
นอลที่กลั่นได้ต่อปริมาตรเริ่มต้นเท่ากับร้อยละ 5.74 เม่ือนําเอทานอลท่ีผ่านการทําให้มีความบริสุทธ์ิ
แล้วมาผลิตเป็นเอทานอลเชื้อเพลิง (แก๊สโซฮอล์) เบนซินออกเทน 91 ได้ปริมาตรเท่ากับ 7.80 ลิตร 
สามารถนําไปใช้กับเครื่องยนต์ขนาดเล็กได้ 

 

คําสําคัญ : แป้งขนมจีนเหลอืท้ิง, เอทานอล, กรดซัลฟิวริก, Box-Behnken Design, พ้ืนผิว
ตอบสนอง, แก๊สโซฮอล์ 
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Production of Biofuel from Waste of Traditional Thai Vermicelli 
Production Plant 

Sriubol THONGPRADISTHA1 
 

Abstract 
  A research was aimed to produce bioethanol derived from waste of Traditional 
Thai Vermicelli by investigation of hydrolysis process of the waste at the concentration 
of 20% using 5%sulfuric acid and enzyme. It revealed that its reducing sugar content 
derived by 5%sulfuric acid digestion was higher than by α-amylase degradation method 
or was equivalent to 4 9 7 . 9 1 ± 0. 69 g/ ml.  The optimization condition of ethanol 
fermentation by sulfuric acid digestion was carried out by using Box- Behnken Design 
(Design-Expert®-related application software) and was further fermented by 10% starter 
of Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 and prediction of proper parameters related 
to bioethanol fermentation from waste of Traditional Thai vermicelli production plant 
by Response Surface Methodology (RSM) using Design Expert® software. It was clearly 
demonstrated that optimized condition of bioethanol production was no 
supplementation of ammonium sulfate as nitrogen source into fermentation broth 
prior to yeast fermentation was carried out but it required to adjust its initial pH to be 
4.5 before the fermentation and temperature control throughout fermentation process 
was 32. 5๐C ( in practice, temperature should be adjusted to be 33๐C)  with maximum 
ethanol concentration of 8.27% for 8 days’ fermentation. However, on the large scale 
of fermentation ( 18 liter) , the fermentation process should be performance into fed-
batch fermentation and fermentation time should be extended to 30 days.  After 40 
Liter waste of traditional Thai vermicelli production plant was fermented yeast starter, 
he distillation process was begun, its final volume of distilled ethanol was 2. 295- liter 
which concentration was 92. 50±0. 71% .  The final yield of distilled ethanol per the 
initial of Thai Rice Vermicelli Waste Starch volume was 5.74. Finally, the production of 
biofuel ( gasohol)  by mixing the purified ethanol with 91 octane number gasoline oil, 
its final volume was 7.80-liter and could be successfully used as fuel for small engine. 

Key words: Thai Rice Vermicelli Waste Starch, Ethanol, Sulfuric Acid, Box-Behnken 
Design, Response Surface Methodology, Gasohol 
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เปรียบเทียบปริมาตรของเอทานอลท่ีผลิตได้จากวัตถุดิบชนิดต่าง ๆ  
ชุดการทดลองสําหรับศึกษาปัจจัยท่ีเหมาะสมของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และ
ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่วางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken 
Design ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® 
องค์ประกอบเบื้องต้นของน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิง 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่ความเข้มข้น
เริ่มต้น 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี 10 และ 20 ยูนิต ระยะเวลาใน
การย่อย 20 ช่ัวโมง 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่ความเข้มข้น
เริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีความเข้มข้น 10 ยูนิต พีเอช
เท่ากับ 5, 6 และ 7 ระยะเวลาในการย่อย 20 ช่ัวโมง 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงทีค่วามเข้มข้น
เริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
ปริมาณเอทานอลที่ได้จากการศึกษาปัจจัยของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และ
ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่วางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken 
Design ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® 
การวิเคราะห์ความแปรปรวนสําหรับพ้ืนผิวตอบสนองของปัจจัยในการหมัก
ต่าง ๆ ต่อปริมาณเอทานอลด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® 
ปริมาณเอทานอลและผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นได้จากหมักนํ้าแป้งขนมจีน
เหลือท้ิงให้มีความเข้มข้นร้อยละ 50 ด้วยเคร่ืองกลั่นลําดับส่วน อุณหภูมิที่
กลั่น 90 องศาเซลเซียส และเวลาที่กลั่น 60 นาที 
ปริมาณเอทานอลและผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นซํ้าจากเอทานอลท่ีมีความ
เข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 54 ด้วยเครื่องสกัดของแข็ง-ของเหลว อุณหภูมิที่กลั่น 
84 องศาเซลเซียส และเวลาที่กลั่น 60 นาที 
ปริมาณเอทานอลและผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นซํ้าจากเอทานอลท่ีมีความ
เข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 88 ด้วยเครื่องสกัดของแข็ง-ของเหลว อุณหภูมิที่กลั่น 
84 องศาเซลเซียส และเวลาที่กลั่น 60 นาที 
ปริมาณน้ําในเอทานอลที่ถูกดูดซับด้วยโมเลกุลาร์ซีฟที่ปรมิาณต่าง ๆ 
ความเข้มข้นของเอทานอลหลังผ่านตัวดูดซับด้วยโมเลกุลาร์ซีฟที่อุณหภูมิและ
เวลาในการดูดซับต่าง ๆ 
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ปฏิกิริยาของนํ้าตาลในกระบวนการหมัก 
การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมัก 
สมการเคมีของกระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทแป้งและ
นํ้าตาล 
กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทแป้ง 
กระบวนการแยกน้ําออกจากเอทานอลโดยเทคโนโลยีโมเลกุลาร์ซีฟ 
การแยกนํ้าออกจากเอทานอลโดยกระบวนการกล่ันอะซีโอโทรป 
การแยกนํ้าออกจากเอทานอลโดยกระบวนการอีแวปเพอเรชัน 
หอกลั่นแบบ Homogeneous Azeotropic Distillation 
หอกลั่นแบบ Heterogeneous Azeotropic Distillation - Direct 
sequences 
หอกลั่นแบบ Heterogeneous Azeotropic Distillation - Indirect 
sequences 
ภาพถ่ายเซลล์เด่ียวของเช้ือ Zymomonas mobilis ZM 4 (A) และตะกอน
เซลล์กลายพันธ์ุ Zymomonas mobilis ZM 401(B) 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่ความเข้มข้น
เริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีความเข้มข้น 10 และ 20   
ยูนิต  ที่เวลาต่าง ๆ 
กราฟพ้ืนผิวตอบสนองของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตท่ีมีผลต่อการหมักเอทานอลสูงสุด 
ปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่ให้
ปริมาณเอทานอลสูงสุด จากการทํานายด้วยโปรแกรม Design-Expert® ที่ค่า
ความพอใจสูงที่สุดเท่ากับ 0.981 
ปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักแอลกอฮอล์จากนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งท่ีให้
ปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุด โดยการกําหนดค่าอุณหภูมิสูงสดุ (maximize) ที่ 
35๐ซ ค่าพีเอช (target) ที่ 4.5 และปริมาณแอมโมเนียน้อยท่ีสุด (minimize) 
ที่ 0 กรัมต่อลิตรในโปรแกรม Design-Expert® Software Version 9 Free 
Trial 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ และเอทานอลท่ีหมักด้วยเช้ือยีสต์สายพันธ์ุ 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 แบบกึ่งกะทีอุ่ณหภูมิ 33 องศา
เซลเซียส ที่ระยะเวลาการหมัก 30 วัน 
กราฟเส้นตรงสําหรับหาค่า Langmuir isotherm ระหว่าง ee qC และ eC  
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บทที่ 1 
บทนํา 

1. ความสําคัญ และท่ีมาของปัญหาที่ทําการวิจัย 

นํ้ามันเช้ือเพลิงเป็นปัญหาสําคัญของประเทศไทยมานาน เนื่องจากแหล่งผลิตในประเทศมี
สัดส่วนเพียงเล็กน้อยของการใช้นํ้ามันทั้งประเทศ ส่วนใหญ่ต้องพ่ึงพาการนําเข้า ประเทศไทยสูญเสีย
เงินตราต่างประเทศเพ่ือนําเข้าน้ํามันเช้ือเพลิงกว่าแสนล้านบาท นอกจากนี้ราคานํ้ามันมีแนวโน้ม
สูงขึ้นเร่ือย ๆ มีการประมาณการอย่างคร่าว ๆ ว่าโลกเราจะมีน้ํามันสํารองใช้ได้อีก 40-50 ปี การ
คิดค้นแหล่งพลังงานใหม่ ๆ เพ่ือทดแทนน้ํามันเกิดข้ึนมานานแล้ว แต่เพ่ิงจะเร่ิมต่ืนตัวกันอย่างจริงจัง
เม่ือราคานํ้ามันพุงขึ้นสูงเกินกว่าที่จะยอมรับได้ในขณะน้ี 

พลังงานทดแทนมีหลายประเภทด้วยกัน ได้แก่ พลังงานที่ได้จากแก๊สธรรมชาติ แก๊ส
ปิโตรเลียมเหลว ถ่านหิน เอทธิลแอลกอฮอล์ หินน้ํามัน พลังงานแสงอาทิตย์ พลังงานความร้อนใต้
พิภพ และพลังงานนิวเคลียร์ ซ่ึงจะกล่าวถึงรายละเอียดเฉพาะพลังงานที่ได้จากเอทธิลแอลกอฮอล์
เพราะกําลังเป็นเรื่องที่สนใจของประชาชนทั่วไป เอทธิลแอลกอฮอล์ หรือ เอทานอล เป็นแอลกอฮอล์
ชนิดหน่ึงซ่ึงเกิดจากการหมักผลิตผลหรือเศษเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีส่วนผสมของแป้งหรือนํ้าตาล 
ได้แก่ อ้อย นํ้าตาล กากนํ้าตาล กากอ้อย บีทรูท (หัวผักกาดหวาน) แป้งมันสําปะหลัง มันเทศ ธัญพืช
ต่าง ๆ เช่น ข้าวโพดข้าว ข้าวสาลี ข้าวบาร์เลย์ ข้าวฟ่าง เพ่ือเปลี่ยนแป้งจากพืชให้เป็นนํ้าตาลแล้ว
เปลี่ยนจากนํ้าตาลเป็นแอลกอฮอล์อีกต่อหนึ่ง แอลกอฮอล์ที่ทําให้บริสุทธ์ิร้อยละ 95 โดยปริมาตร จะ
เรียกว่า เอทานอล 190 proof (วุฒิชัย และคณะ, 2547) จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอทานอลได้มีหลาย
ชนิด ยีสต์ถูกนํามาใช้ผลิตเอทานอลอย่างแพร่หลาย เพราะสามารถเจริญเติบโตได้เร็ว และมีปริมาณ
มาก แต่มีข้อจํากัดในคุณสมบัติบางประการ เช่น สมบัติในเรื่องความทนทานต่อความเข้มข้นของเอทา
นอล อุณหภูมิที่ใช้ในการหมัก ชนิดของแหล่งคาร์บอน เป็นต้น จึงได้มีการพัฒนาเพ่ือคัดเลือกและ
ปรับปรุงสายพันธ์ุของเช้ือจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ให้มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล (ณีรนุช และ สุจิตรา, 
2550) ในปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์พบว่า แบคทีเรียสายพันธ์ุ Zymomonas mobilis มีความสามารถ
ในการผลิตเอทานอลได้ดีกว่ายีสต์ เช่น ระยะเวลาในการหมักสั้นกว่า 3-4 เท่าเม่ือใช้นํ้าตาลเท่ากัน 
และให้ผลเอทานอลใกล้เคียงกับทฤษฎี 

นํ้าท้ิงจากกระบวนการผลิตแป้งขนมจีน เป็นวัตถุดิบชนิดหน่ึงท่ียังส่งผลกระทบต่อ
ส่ิงแวดล้อม และมีปริมาณท่ีสูง ซ่ึงหลังจากกระบวนการผลิต ยังคงมีปริมาณแป้งที่สามารถนํามาเป็น
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอล 

ผลผลิตท่ีได้สามารถนําไปพัฒนาให้เกิดศักยภาพเชิงพาณิชย์ได้อีก 2 แนวทาง คือ แนวทาง
แรก เป็นการผลิตเอทานอลโดยผ่านกระบวนการหมัก และการกลั่นเอทธิลแอลกอฮอล์ หรือเอทานอล 
ซ่ึงสามารถนํามาผสมนํ้ามันเบนซินเป็นแก๊สโซฮอล์เพ่ือใช้เป็นเช้ือเพลิงในรถยนต์และเครื่องยนต์
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เบนซิน แนวทางท่ีสอง เป็นการผลิตเช้ือเพลิงแอลกอฮอล์แข็ง โดยนําเอทธิลแอลกอฮอล์ที่กล่ันได้มา
ผสมกับกรดไขมันและด่าง เพ่ือแปรรูปเป็นแอลกอฮอล์แข็ง เป็นวัสดุสําหรับใช้เป็นเช้ือเพลิงหุงต้มหรือ
อุ่นอาหาร การวิจัยน้ีเสนอเฉพาะการวิจัยและพัฒนาใช้เอทานอลที่กลั่นได้จากแนวทางแรกเท่าน้ัน 
เพ่ือมุ่งเป้าหมายนําเอทานอลท่ีกล่ันได้ไปผสมนํ้ามันเบนซินผลิตเป็นแก๊สโซฮอล์ เพ่ือพลังงานทดแทน
ต่อไป 

2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
2.1 เพ่ือเปรียบเทียบกระบวนการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงเป็นนํ้าตาลด้วยเอนไซม์และกรด 
2.2 เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักแอลกอฮอล์จากนํ้าตาลที่ผ่านการย่อยนํ้าแป้ง

ขนมจีนเหลือท้ิง 
2.3 เพ่ือพัฒนากระบวนการกลั่นแยกเอทานอลท่ีได้จากการหมักและการทําให้บริสุทธ์ิ 
2.4 เพ่ือศึกษากรรมวิธีการผลิตแอลกอฮอล์เช้ือเพลิงจากเอทานอลที่กลั่นบริสุทธ์ิแล้ว  

3. ขอบเขตของการวิจัย 
3.1 การเปรียบเทียบกระบวนการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงเป็นนํ้าตาลด้วยเอนไซม์และกรด 

โดยเปรียบประสิทธิภาพของกระบวนการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งเป็นน้ําตาลด้วยเอนไซม์ α-
amylase กับการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกในระดับห้องปฏิบัติการ 

3.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักแอลกอฮอล์จากนํ้าตาลที่ผ่านการย่อยน้ําแป้ง
ขนมจีนเหลือท้ิง โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักแอลกอฮอล์และเปรียบเทียบปัจจัยที่มีผลต่อ
การหมัก คือ อุณหภูมิ (25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส) พีเอชเริ่มต้น (3.5, 4.5 และ 5.5) และ
ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (ร้อยละ 0, 0.05 และ 0.10) โดยวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken 
Design (ใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® Version 9 Free Trial) แล้วหมักด้วยเช้ือยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 แล้วทํานายหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล
จากนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองโดยใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® 
Version 9 Free Trial และหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลโดยใช้ปัจจัยท่ีเหมาะสมที่
ได้จากการศึกษา 

3.3 การพัฒนากระบวนการกลั่นแยกเอทานอลที่ได้จากการหมักและการทําให้บริสุทธ์ิ โดยทํา
การหมักนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่ผ่านการย่อยด้วยกรด ด้วยเช้ือยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
TISTR 5339 ในระดับที่ขยายขนาดการหมัก แล้วนํานํ้าหมักที่ได้จากกระบวนการหมักมาแยกเอทานอ
ลออกโดยใช้กระบวนการกล่ันลําดับส่วน ให้ได้เอทานอลที่มีความเข้มข้นร้อยละ 50 และนํามากลั่นซํ้า
ในหอกลั่นลําดับส่วนเพ่ือให้ได้เอทานอลร้อยละ 95 จากนั้นจะทําให้บริสุทธ์ิด้วยกรรมวิธีในการแยกนํ้า
โดยการใช้โมเลกุลาร์ซีฟ (molecular sieve separation) โดยทําการศึกษาปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟ 
อุณหภูมิ และเวลาที่เหมาะสมในการแยกนํ้าออกจากเอทานอล  

3.4 การศึกษากรรมวิธีการผลิตเอทานอลเชื้อเพลิง (แก๊สโซฮอล์) โดยนําเอทานอลที่กลั่นบริสุทธ์ิ
แล้วมาศึกษาอัตราส่วนผสมกับน้ํามันเบนซิน โดยตรวจสอบคุณลักษณะทางเคมีและกายภาพตาม
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ข้อกําหนดลักษณะและคุณภาพของน้ํามันแก๊สโซฮอล์ ของกรมธุรกิจพลังงาน กระทรวงพลังงาน พ.ศ. 
2551 

4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

จะได้ผลิตภัณฑ์เอทานอลเพ่ือใช้ในการผสมนํ้ามันเบนซินเป็นแก๊สโซฮอล์เพ่ือเป็นพลังงาน
ทดแทน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

 

บทที่ 2 
ทฤษฎี สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

รายงานวิจัยฉบับนี้ได้ศึกษาค้นคว้าทฤษฎี แนวคิดจากเอกสารและรายงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง
ต่างๆ เพ่ือนํามาใช้เป็นกรอบแนวคิดและยุทธวิธีของการวิจัยดังต่อไปนี้ 

1. ทฤษฎี  
1.1 แป้ง 

1.1.1 องค์ประกอบของแป้ง 
แป้งประกอบด้วยโพลิเมอร์พ้ืนฐาน 2 ชนิด คือ อะไมโลส และอะไมโลเพคติน โดยอะไมโลส

เป็นโพลิเมอร์เชิงเส้น ที่ประกอบด้วยกลูโคสไม่เกิน 6,000 หน่วยเช่ือมต่อกันด้วยพันธะ α-1,4 กลูโคซิ
ดิก ส่วนอะไมโลเพคตินเป็นโพลิเมอร์เชิงกิ่งที่ประกอบด้วยโพลิเมอร์เชิงเส้นของกลูโคส 10-60 หน่วย 
เช่ือมต่อกันด้วยพันธะ α -1,4 กลูโคซิดิก และโพลิเมอร์ของกลูโคส 15-45 หน่วย ที่เช่ือมต่อกันด้วย
พันธะ α -1,6 กลูโคซิดิก (กล้าณรงค์ และเกื้อกูล, 2543) 

1.1.2 กลไกการย่อยแป้ง 
การย่อยแป้งโดยทั่วไปประกอบด้วย 3 ขั้นตอน (พักตร์ประไพ, 2546) ดังต่อไปน้ี 

1) การเจลาติไนเซชัน (gelatinization) ซ่ึงเป็นขั้นตอนที่ทําให้เม็ดแป้งพองตัว โดยเม็ด
แป้งจะดูดซึมนํ้าขณะที่ได้รับความร้อนทําให้เม็ดแป้งพองตัว เรียกอุณหภูมิช่วงนี้ว่า อุณหภูมิการเกิด
เจล  

2) การเกิดลิเคอแฟคชัน (liquefaction) เป็นการลดความหนืดของแป้งที่เกิดเจล กว่า 
30 ปีที่ผ่านมามีการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสแทนการใช้กรดย่อยท่ีอุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส
หรือสูงกว่า 

3) การเกิดแซคคาริฟิเคชัน (saccharification) เป็นการย่อยแป้งให้เป็นโมเลกุลของ
นํ้าตาล ผลผลิตที่ได้คือ กลูโคส มอลโตส หรือมอลโตไตรโอส 

1.2 เอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการย่อยแป้ง 

เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยแป้ง แบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม (พักตร์ประไพ, 2546) ดังน้ี 
1) Endoamylase เป็นเอนไซม์ที่ทํางานภายในโมเลกุลของแป้งจะตัดพันธะ α-1,4      

กลูโคซิดิก เอนไซม์กลุ่มนี้ได้แก่ แอลฟาอะไมเลส ผลิตภัณฑ์ที่ได้ คือ Oligosaccharide และ α- limit- 
dextrin 

2) Exoamylase เป็นเอนไซม์ที่จับกันของกลูโคสท้ังพันธะ α-1,4 และ α-1,6 กลูโคซิดิก 
เอนไซม์กลุ่มน้ีได้แก่ กลูโคอะไมเลส เบต้าอะไมเลส และ แอลฟากลูโคซิเดสผลิตภัณฑ์ที่ได้ คือ กลูโคส
เพียงอย่างเดียวเม่ือใช้ได้แก่ กลูโคอะไมเลส และ แอลฟากลูโคซิเดส หรือได้มอลโตส และ α-limit - 
dextrins เม่ือใช้เบต้าอะไมเลส 
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3) Debranching enzyme เป็นเอนไซม์ที่ตัดกับพันธะ α-1,6 กลูโคซิดิกเอนไซม์กลุ่มน้ี
ได้แก่ ไอโซอะไมเลส และ พูลูแลนเนส ผลิตภัณฑ์ที่ได้ คือโพลีแซคคาไรด์ 

4) Transferase เป็นเอนไซม์ที่ทําหน้าที่จับกับ α-1,4 กลูโคซิดิก เอนไซม์ กลุ่มน้ีได้แก่ 
อะไมโลมอลเตส และไซโคลเดกตรินกลูโคซิลทรานเฟอเรส (Cyclodextrin Glucosyl Transferase, 
CGTase) 

1.3 เอทานอล 
เอทานอล หรือ เอทิลแอลกอฮอล์ คือ แอลกอฮอล์ชนิดหนึ่งท่ีมีสูตรเคมี C2H5O มีลักษณะ

เป็นของเหลวใส ไม่มีสี ติดไฟง่าย มีความไวไฟและค่าออกเทนสูง (เอทานอลบริสุทธ์ิร้อยละ 99.8 มีค่า
ออกเทนสูงถึง 113) สามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้มากมาย อาทิ ใช้ผลิตอาหาร และเคร่ืองด่ืม
แอลกอฮอล์ ใช้เป็นตัวทําละลายในอุตสาหกรรม ใช้เป็นเช้ือเพลิง ฯลฯ (สุภาพร, 2548) 

 เอทานอล ผลิตได้ทั้งจากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี โดยใช้เอทิลีนเป็นวัตถุดิบ และ
กระบวนการทางชีวเคมี โดยใช้พืชผลหรือวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรท่ีมีแป้งและน้ําตาลสูงเป็น
วัตถุดิบ ซ่ึงเป็นกระบวนการที่ได้รับความนิยมและมีวัตถุดิบที่สามารถเลือกใช้ได้หลากหลายชนิดตาม
ความเหมาะสมของแต่ละประเทศ เช่น ข้าวโพด ข้าวฟ่าง มันสําปะหลัง อ้อย กากน้ําตาล สาหร่าย 
ฯลฯ นอกจากน้ันยังมีความพยายามพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบที่มีเซลลูโลส
สูง เช่น ฟางข้าว ขี้เลื่อย หญ้า เป็นต้น   

มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมเอทานอลของสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม 
ได้จัดประเภทของเอทานอลเป็น 3 ประเภท (ป่ินกมล และอภิญญา, 2545) คือ 

- เอทานอลที่ใช้เป็นรีเอเจนท์ในห้องปฏิบัติการ 
- เอทานอลที่ใช้ในทางการแพทย์ เภสัชกรรม และเป็นวัตถุดิบอุตสาหกรรมอาหาร

และเครื่องด่ืม 
- เอทานอลท่ีใช้ในอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ นอกจากอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องด่ืม 
- เอทานอลท่ีใช้เป็นเช้ือเพลิง พลังงานทดแทน 

1.3.1 วัตถุดิบที่ใช้ผลิตเอทานอล 

เอทานอลสามารถผลิตได้จากวัตถุดิบทางการเกษตรได้หลายชนิด แบ่งได้เป็น 3 ประเภท 
คือ  

1) วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่ ผลผลิตทางการเกษตรพวกธัญพืช เช่น ข้าวเจ้าข้าวสาลี 
ข้าวโพด ข้าวบาร์เลย์ ข้าวฟ่าง และพวกพืชหัว เช่น มันสําปะหลัง มันฝรั่ง มันเทศ เป็นต้น 

2) วัตถุดิบประเภทนํ้าตาล ได้แก่ อ้อย กากนํ้าตาล บีทรูต ข้าวฟ่างหวาน เป็นต้น 
3)  วัตถุดิบประเภทเส้นใย ส่วนใหญ่เป็นผลพลอยได้จากผลผลิตทางการเกษตร เช่น 

ฟางข้าว ชานอ้อย ซังข้าวโพด รําข้าว เศษไม้ เศษกระดาษ ขี้เลื่อย  วัชพืช รวมทั้งของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม เช่น โรงงานกระดาษ เป็นต้น 
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สําหรับประเทศไทย วัตถุดิบที่ได้รับการพิจารณาว่ามีความเหมาะสมที่จะนํามาผลิตเอทานอล 
คือ อ้อย กากนํ้าตาล และมันสําปะหลังโดยเฉพาะหัวมันสําปะหลังสด (ตารางท่ี 2.1) 

ตารางที่ 2.1  เปรียบเทียบปริมาตรของเอทานอลที่ผลิตได้จากวัตถุดิบชนิดต่าง ๆ 

วัตถุดิบที่มีน้ําหนัก 1 ตัน(1,000 กิโลกรัม)   ปริมาตรของเอทานอลที่ผลิตได้ (ลิตร) 

กากนํ้าตาล 
อ้อย 
หัวมันสําปะหลังสด 
ข้าวฟ่าง 
ธัญพืช เช่น ข้าว ข้าวโพด  
นํ้ามันมะพร้าว   

260 
70 
180 
70 
375 
83 

ที่มา :   ณีรนุช และสุจิตรา (2550) 

1.3.2 เอทานอลจากจุลินทรีย์ 
เอทานอล แหล่งพลังงานใหม่ที่กําลังได้รับความสนใจในขณะน้ีพบว่าร้อยละ 90 ได้มา

จากกระบวนการหมัก ที่เหลือได้จากการสังเคราะห์ขึ้นมา ในกระบวนการผลิตเอทานอลกระบวนการ
หมักเป็นขั้นตอนที่สําคัญ เน่ืองจากเป็นขั้นตอนที่จุลินทรีย์จะเป็นตัวไปเปล่ียนวัตถุดิบให้กลายมาเป็น 
เอทานอล ดงัแสดงในรูปที่ 2.1  
 

 

 
รูปที ่2.1  ปฏิกิริยาของนํ้าตาลในกระบวนการหมัก                                                             
ที่มา :  ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) 

จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอทานอลได้มีหลายชนิดแต่ ยีสต์ ก็ถูกนํามาใช้ผลิตเอทานอล
อย่างแพร่หลายเพราะสามารถเจริญเติบโตได้เร็วและมีปริมาณมาก แต่ในปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์
พบว่า แบคทีเรีย สายพันธ์ุ Zymomonas mobilis มีความสามารถในการผลิตเอทานอลได้ดีกว่ายีสต์ 
เช่น ระยะเวลาในการหมักสั้นกว่า 3-4 เท่าเม่ือใช้นํ้าตาลเท่ากัน ให้ผลเอทานอลใกล้เคียงกับทฤษฎี 
แต่ข้อด้อยกว่ายีสต์ก็มีคือ แบคทีเรียใช้นํ้าตาลได้จํากัดคือใช้ได้  3 ชนิดคือ กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส 
แต่ยีสต์จะสามารถใช้น้ําตาลได้หลากหลายกว่าแบคทีเรีย  แต่เพ่ือให้แบคทีเรียสามารถใช้ประโยชน์ได้
เยอะขึ้นจึงมีการแก้ไขทางพันธุวิศวกรรมเพื่อปรับปรุงสายพันธุ์ให้มีคุณสมบัติที่ดีขึ้นคือ สามารถใช้
นํ้าตาลได้หลากหลาย , ทนต่อสภาวะที่ ไ ม่เหมาะสมได้ดีขึ้นแม้ว่าจะได้แบคทีเรีย สายพันธุ์ 
Zymomonas mobilis ที่มีคุณสมบัติที่ดีขึ้นแต่การนําแบคทีเรียมาใช้ค่อนข้างที่จะยาก เพราะโรงงาน
อุตสาหกรรมส่วนใหญ่คุ้นเคยกับยีสต์มากกว่า 
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1.3.3 การคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธุ์เช้ือจุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอล 

ในปัจจุบันเอทานอลไม่เพียงมีความสําคัญในอุตสาหกรรมเครื่องด่ืมแอลกอฮอล์แต่ยัง
ได้รับการคาดหมายว่าจะเป็นแหล่งพลังงานทดแทนในอนาคตอีกด้วย แต่ปัญหาใหญ่ของยีสต์สายพันธ์ุ 
Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงเป็นสายพันธ์ุที่นิยมนํามาใช้ในอุตสาหกรรมการหมักแอลกอฮอล์คือ 
มีข้อจํากัดในคุณสมบัติบางประการ เช่น สมบัติในเร่ืองความทนทานต่อความเข้มข้นของเอทานอล 
อุณหภูมิที่ใช้ในการหมัก ชนิดของแหล่งคาร์บอน เป็นต้น จึงได้มีการพัฒนาเพ่ือคัดเลือกและปรับปรุง
สายพันธ์ุของเช้ือจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ให้มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล (ณีรนุช และ สุจิตรา, 2550)  

1.3.4 กระบวนการผลิตเอทานอล 

ในการผลิตเอทานอลโดยใช้วิธีทางชีวเคมี จะใช้วัสดุทางการเกษตรที่มีองค์ประกอบ
ประเภท แป้ง น้ําตาล หรือ เซลลูโลส เป็นวัตถุดิบ เอทานอลท่ีได้เรียกว่า ไบโอเอทานอล  ตัวอย่างผัง
กระบวนการผลิตเอทานอลดังแสดงในรูปที่ 2.2 ซ่ึงสามารถสรุปกระบวนการผลิตเอทานอลเป็น 4 
ขั้นตอน ( ณีรนุช และ สุจิตรา, 2550) โดยมีรายละเอียดดังต่อไปนี้คือ 

 ข้ันตอนที่ 1 การเตรียมวัตถุดิบก่อนการหมัก 
ขั้นตอนแรกในกระบวนการผลิตเอทานอล คือ การเตรียมวัตถุดิบก่อนการหมัก ซ่ึงมีหลาย

แบบขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบที่ใช้ เช่น 
- วัตถุดิบที่สามารถใช้เช้ือจุลินทรีย์และการจัดเตรียมทํางานได้ง่าย ได้แก่ วัตถุดิบที่เป็น 

กากน้ําตาล เพียงเจือจางด้วยน้ําเพ่ือปรับความเข้มข้นให้เหมาะสม ก็สามารถนําไปหมักได้  
-วัตถุดิบที่ใช้ยากและการจัดเตรียมค่อนข้างซับซ้อน ได้แก่ วัตถุดิบประเภทเส้นใย และแป้ง 

เช่น หัวมันสําปะหลังจะต้องนําไปผ่านกระบวนการย่อยให้เป็นน้ําตาลด้วยการใช้กรดหรือเอนไซม์เพ่ือ
ทําให้อยู่ในสภาพที่เหมาะสมก่อนจะทําการหมักต่อไป  

ข้ันตอนท่ี 2 การเตรียมหัวเช้ือและการหมักเตรียมหัวเช้ือ 
 ขั้นตอนท่ีสองในกระบวนการผลิตเอทานอล คือ ขั้นตอนการเตรียมหัวเช้ือ เพ่ือให้ได้
เช้ือจุลินทรีย์ที่แข็งแรงและมีปริมาณมากเพียงพอสําหรับใช้ในการหมัก รวมทั้งต้องปราศจากการ
ปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์อ่ืนที่ไม่ต้องการ เม่ือเตรียมหัวเช้ือเรียบร้อยแล้วจึงถ่ายลงในถังหมักผสมกับ
วัตถุดิบ จากน้ันทําการปรับและควบคุมสภาวะของการหมัก เช่น อัตราการให้อากาศ อัตราการกวน       
พีเอช และอุณหภูมิภายในระหว่างการหมัก ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของการหมัก ชนิดของผลิตภัณฑ์ และ
ชนิดของจุลินทรี ย์ที่ ใ ช้ เ ช้ือยีสต์ที่นํามาใช้จะเป็นยีสต์สายพันธ์ุที่ผ่านการคัดเลือกแล้ว เช่น 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ซ่ึงใช้ในการหมักหัวมันสําปะหลัง เป็นต้น เม่ือใช้วัตถุดิบ
ต่างประเภทกัน ก็จะใช้เช้ือจุลินทรีย์ที่แตกต่างกันด้วย (ณีรนุช และ สุจิตรา, 2550) 
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รูปที ่2.2  การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมัก                                                                     
ที่มา :   ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) 

 ขั้นตอนการหมักเป็นกระบวนการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี ที่เกิดจากการทํางานของเช้ือยีสต์
ในการเปลี่ยนนํ้าตาลกลูโคส ภายใต้สภาพที่ปราศจากออกซิเจนหรือมีออกซิเจนเพียงเล็กน้อยให้เป็น
แอลกอฮอล์ โดยทั่วไปการหมักจะใช้เวลาประมาณ 2–3วัน เพ่ือให้ได้แอลกอฮอล์ที่มีความเข้มข้น
ประมาณร้อยละ 8 – 12 โดยปริมาตร ตามทฤษฎี ยีสต์จะเปลี่ยนนํ้าตาลกลูโคสเป็นแอลกอฮอล์ได้ร้อย
ละ 51.1 และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 48.9 โดยนํ้าหนัก และมีความร้อนเกิดขึ้นตามสมการ
เคมี   (นิรนาม, มปป.) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 

 

รูปที ่2.3  สมการเคมีของกระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทแป้งและน้ําตาล    
ที่มา :   นิรนาม (มปป.) 
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กระบวนการหมักสารพวกคาร์โบไฮเดรต 
การเปลี่ยนสารพวกคาร์โบไฮเดรตอันได้แก่ แป้งและน้ําตาลให้เป็นเอทานอลน้ัน ถ้า

สารเริ่มต้นเป็นนํ้าตาลก็สามารถจะใช้ยีสต์ทําการหมักได้เลย ยีสต์ที่ นิยมใช้กันเป็นยีสต์กลุ่ม 
Saccharomyces ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลที่ต้องการความเข้มข้นเอทานอลสูง ๆ ส่วนใหญ่
ใช้ยีสต์ในสายพันธุ์ Saccharomyces cerevisiae ดังแสดงในรูปที่ 2.4 

สารเริ่มต้นเป็นพวกแป้ง  
 มันสําปะหลัง ข้าวโพด ข้าว สามารถใช้มอลต์เอนไซม์ หรือ เอนไซม์มอลเทส ซ่ึงได้

จากพวกราใน Class Phycomycetes และ Ascomycetes มาเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้ําตาล นอกจาก
เช้ือราแล้วยังสามารถใช้กรดเกลือไปรวมกับแป้งแล้วต้มให้เกิดปฏิกิริยาการย่อย ก็จะได้นํ้าตาลที่มี
โมเลกุลเล็กกว่าที่ใช้ย่อยด้วยเอนไซม์ (ซ่ึงสามารถใช้ทําให้เกิดแอลกอฮอล์ได้ดีกว่านํ้าตาลโมเลกุลใหญ่) 
แต่การใช้กรดจะต้องควบคุมปริมาณให้พอเหมาะ โดยปริมาณกรดที่เหลือจะต้องไม่ทําให้นํ้าตาลเสียไป 
(เน่ืองจากปฏิกิริยารุนแรงเกินไป) และจะต้องทําการปรับความเป็นกรดด่างให้เหมาะสมในปฏิกิริยา
การหมักที่จะดําเนินต่อไป 

 
รูปที่ 2.4  กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทแป้ง 
ที่มา :   ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) 
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สารเร่ิมต้นเป็นน้ําตาลโมเลกุลใหญ่ที่ใช้ในการผลิตเอทานอล  
เช่น น้ําตาลจากอ้อยสด กากนํ้าตาล หรือผลไม้บางชนิด เอนไซม์ต่าง ๆ ที่ใช้ย่อย

สลายนํ้าตาลชนิดต่าง ๆ จนกลายเป็นเอทานอลล้วนแล้วแต่ได้จากยีสต์ทั้งสิ้น  

 ขั้นตอนที่ 3 การแยกเอทานอลและการทําให้บริสุทธ์ิ  
เป็นขั้นตอนที่ต้องการแยกเอทานอลท่ีเกิดขึ้นออกจากนํ้าหมักซ่ึงกระบวนการแยกน้ําออกจาก

เอทานอลทําได้ 3วิธี (ณีรนุช และ สุจิตรา, 2550) คือ 

1) การดูดซับด้วยโมเลกุลาร์ซีฟ (Molecular sieve)  
      โมเลกุลาร์ ซีฟ  เ ป็นสารประเภทซีโอไลต์ที่ สั ง เคราะห์ขึ้ น  โดยทั่ ว ไปจะเป็นชนิด   

  OxHSiOOAlONaOKA 223222 23   ซ่ึงมีสมบัติพิเศษคือ สามารถดูดน้ําในสภาวะที่เย็นและคาย
นํ้าออกเม่ือได้รับความร้อน หลักการของเทคโนโลยีชนิดน้ี จะใช้สมบัติพิเศษนี้ในการกําจัดนํ้าออกจาก
เอทานอล โดยยอมให้โมเลกุลนํ้าผ่านเข้าไปในโมเลกุล ขณะที่โมเลกุลของเอทานอล ที่มีขนาดใหญ่กว่า
จะผ่านไปไม่ได้ กระบวนการแยกนํ้านี้ (ดังรูปที่ 2.5) เริ่มจากการใช้เอทานอลที่มีความบริสุทธ์ในช่วง
ร้อยละ 92-96 ผ่านไปยังปฏิกรณ์ที่บรรจุโมเลกุลาร์ซีฟ ภายในเป็นช้ัน ๆ ประมาณ 2-3 ช้ันใน
แนวขนาน โมเลกุลน้ําจะถูกจับไว้ ในขณะที่เอทานอลบริสุทธิ์ถึงร้อยละ 99.8-99.9 จะผ่านลงมา และ
ถูกนําไปยังถังเก็บ หลังจากเสร็จสิ้นจากกระบวนการแยกนํ้า ขั้นของโมเลกุลาร์ซีฟแต่ละช้ันจะชุ่มไป
ด้วยน้ํา ซ่ึงสามารถทําให้แห้งทําได้โดยผ่านไอนํ้าเพ่ือไล่น้ําที่ถูกดูดซับในโมเลกุลาร์ซีฟออก ข้อดีของ
เทคโนโลยีน้ี คือ เป็นเทคโนโลยีที่ง่าย ใช้ไอน้ําและพลังงานที่ต่ําเม่ือเทียบกับวิธีการกลั่น (วิธีที่ 2) 
นอกจากน้ียังไม่ต้องใช้สารเคมีอื่น ๆ มาช่วยในการแยกนํ้า การกําจัดของเสียจึงไม่จําเป็นต้องคํานึงถึง 
แต่เทคโนโลยีน้ีมีข้อเสียตรงที่ อัตราการสึกกร่อน หรือเกิดการเน่าของโมเลกุลาร์ซีฟมีค่อนข้างสูง เม่ือ
มีการใช้งานมากกว่า 5 ปี จําเป็นต้องเปลี่ยนใหม่ ทําให้ค่าใช้จ่ายในกระบวนการผลิตค่อนข้างสูง 

 
รูปที ่2.5  กระบวนการแยกน้ําออกจากเอทานอลโดยเทคโนโลยีโมเลกุลาร์ซีฟ 
ที่มา :   ณีรนุช และ สุจิตรา (2550)  
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2) การกล่ันอะซีโอโทรป (Azeotropic distillation) 

 ตามหลักทฤษฎีการกลั่นเอทานอลเพ่ือให้มีความบริสุทธ์ิสูง จะพบปัญหาของการแยกออก
จากกันไม่ได้ของนํ้าและเอทานอล จุดน้ีเรียกว่า จุดอะซีโอโทรป การกลั่นเอทานอลจึงจําเป็นต้องเติม
สารประกอบที่ 3 เพ่ือทําให้น้ําแยกออกจากเอทานอลได้ดีย่ิงขึ้น สารประกอบนี้ เรียกว่า อินเทรนเนอร์ 
(entrainer) ได้แก่ ไซโคลเฮกเซน, เบนซีน, โทลูอีน, อีเทอร์ หรือคีโตน วิธีน้ีเป็นวิธีที่คิดค้นกันมานาน
และเป็นที่นิยมใช้กันอย่างมาก ถึงแม้มีข้อเสียอยู่มากมาย ข้อเสียท่ีสําคัญมากที่สุดคือ ต้องใช้พลังงาน
มหาศาลในการกลั่นเพ่ือให้ได้เอทานอลที่บริสุทธ์มาก ๆ ข้อเสียถัดมา คือ สารท่ีใช้เป็นอินเทรนเนอร์ 
เป็นสารมีพิษ บางตัวเป็นสารก่อโรคมะเร็งอีกด้วย  

 

รูปที ่2.6  การแยกน้ําออกจากเอทานอลโดยกระบวนการกล่ันอะซีโอโทรป 
ที่มา :   ณีรนุช และ สุจิตรา (2550)  

3) เทคโนโลยีเมมเบรน  
 เทคโนโลยีนี้ นอกจากจะเป็นเทคโนโลยีใหม่ล่าสุด ยังเป็นเทคโนโลยีที่ง่ายและใช้พลังงาน
อย่างมีประสิทธิภาพในการแยกสารละลายผสมผ่านเมมเบรน โดยใช้เทคนิคการซึมผ่านของนํ้าผ่าน
เมมเบรนในรูปของไอน้ํา ด้วยแรงดึงดูดจากภายนอกท่ีมีความดันตํ่ากว่าสารที่ผ่านเมมเบรน เรียกว่า 
เพอมีเอท การแยกเกิดข้ึนได้เนื่องจากองค์ประกอบของสารในสารผสมมีความเป็นขั้วต่างกัน เช่นใน
กรณีของ น้ําในเอทานอล นํ้ามีความเป็นขั้วท่ีสูงกว่าเอทานอล ความสามารถในการแพร่ผ่านเมม     
เบรนของน้ําจึงมีค่าสูงกว่า ขณะที่มีการซึมผ่านของน้ํา ความดันตํ่าจากภายนอกจะช่วยดึงน้ําออกมา
ในรูปของไอนํ้า เม่ือทําการลดอุณหภูมิเพ่ือให้ไอนํ้ากลั่นตัวเป็นของเหลว ดังแสดงในรูปที่ 2.7 
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รูปที่ 2.7  การแยกน้ําออกจากเอทานอลโดยกระบวนการอีแวปเพอเรชัน 
ที่มา :   ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) 

 เมมเบรนท่ีนํามาใช้แบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดคือ ชนิดที่เป็นพอลิเมอร์และชนิดท่ีเป็นเซรามิกช
นิดที่เป็นเมมเบรนเซรามิกได้รับความสนใจมากกว่า เน่ืองจากสามารถทนต่ออุณหภูมิ สารเคมี และ
จุลินทรีย์ได้ดี เมมเบรนเซรามิกท่ีนิยมใช้ในการแยกนํ้าออกจากเอทานอล คือ ซีโอไลต์ชนิดโซเดียมเอ 
(NaA zeolite) ซ่ึงมีสมบัติของความมีขั้วสูงกว่าซีโอไลต์ชนิดอ่ืน ๆ ทําให้เป็นปัจจัยสําคัญในการคัด
สรรโมเลกุลท่ีถูกดูดซับ โดยอาศัยความเข้ากันได้ของระหว่างความมีขั้วของโมเลกุลน้ํากับเมมเบรน 
นอกจากนี้ ปัจจัยสําคัญอีกประการหน่ึงในการเลือกใช้ซีโอไลต์ชนิดโซเดียมเอ คือ ความแตกต่างของ
ขนาดโมเลกุลท่ีผ่านรูเปิดของซีโอไลต์ เนื่องจากซีโอไลต์มีโครงร่างเป็นผลึกที่มีรุพรุน และมีรูเปิดขนาด
เล็ก (4 อังสตรอม) เหมาะสําหรับการคดัสรรโมเลกุลน้ําท่ีมีขนาดเล็ก  

4) การกล่ัน (Distillation) 
 การกลั่นจัดว่าเป็นวิธีที่สําคัญที่สุดวิธีหน่ึงสําหรับการทําของเหลวให้บริสุทธ์ิ ใช้แยกของเหลว
หรือของแข็งกับของเหลวที่ผสมกันเป็นสารละลายเน้ือเดียวออกจากกัน โดยอาศัยความแตกต่างของ
จุดเดือด 
 การกลั่นเป็นกระบวนการท่ีทําให้ของเหลวได้รับความร้อนจนกลายเป็นไอ แล้วทําให้
ควบแน่นกลับมาเป็นของเหลวอีก ในขณะที่กลั่นของผสม ของเหลวที่มีจุดเดือดตํ่าจะกลายเป็นไอแยก
ออกมาก่อน ของเหลวท่ีที่มีจุดเดือดสูงขึ้นจะแยกออกมาภายหลัง การกลั่นมีหลายประเภท (วุฒิชัย, 
2547 อ้างโดย อดุลย์สมาน และ ปรเมศวร์, 2549) เช่น การกลั่นแบบธรรมดา การกลั่นลําดับส่วน 
การกลั่นด้วยไอน้ํา และการกลั่นแบบพิเศษ 

4.1)  การกล่ันแบบธรรมดา (Simple distillation) 
  การกลั่นแบบธรรมดาเหมาะสําหรับการแยกสารละลายท่ีตัวถูกละลายเป็นสารที่
ระเหยยาก และตัวถูกละลายมีจุดเดือดสูงกว่าตัวทําละลายมาก เช่น นํ้าเช่ือม นํ้าเกลือนอกจากนั้นยัง
ใช้แยกของเหลว 2 ชนิด ที่มีจุดเดือดต่างกันมาก ๆ เช่น ต่างกันมากกว่า 80 องศาเซลเซียส ออกจาก
กันได้ ในขณะท่ีกลั่นตัวทําละลายจะแยกออกมา ตัวถูกละลายจะยังคงอยู่ในขวดกลั่น ทําให้ตัวทํา
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ละลายที่บริสุทธ์ิแยกออกจากสารละลาย ตัวอย่าง เช่น การกลั่นนํ้าเกลือ ซ่ึงประกอบด้วยนํ้า (จุดเดือด 
100 องศาเซลเซียส) และเกลือโซเดียมคลอไรด์  (จุดเดือด 1,413 องศาเซลเซียส) เม่ือสารละลาย
ได้รับความร้อน จะมีแต่นํ้าเท่าน้ันท่ีกลายเป็นไอออกมา เม่ือไอนํ้าผ่านเข้าไปในเครื่องควบแน่นซ่ึงมีนํ้า
เย็นไหลเวียนตลอดเวลาไอนํ้าจะควบแน่นได้ของเหลว คือนํ้าบริสุทธ์ิออกมา ในขณะท่ีเกลือยังคงอยู่ใน
สารละลายในขวดกล่ัน ถ้ายังคงกลั่นต่อไปจนแห้งจะเหลือแต่เกลืออยู่ในขวดกลั่น จึงทําให้สามารถ
แยกนํ้ากับเกลือออกจากกันได้  

4.2) การกล่ันลําดับส่วน (Fractional distillation)         
  การกลั่นลําดับส่วนเหมาะสําหรับกล่ันแยกของเหลวท่ีมีจุดเดือดใกล้เคียงกัน หรือ
แยกสารละลายที่ตัวทําละลายและตัวถูกละลายเป็นสารที่ระเหยง่ายทั้งคู่ ซ่ึงถ้ากลั่นแบบธรรมดาเพียง
ครั้งเดียวจะได้สารที่ไม่บริสุทธ์ิ เช่น การกลั่นนํ้าผสมเอทานอล ต้องกลั่นซํ้าหลาย ๆ ครั้ง จึงจะได้เอทา
นอลท่ีมีความบริสุทธ์ิเพ่ิมขึ้นทุกครั้ง แต่ในทางปฏิบัติแทนที่จะนําของเหลวไปกลั่นซํ้า ๆ กันหลาย ๆ 
ครั้ง ซ่ึงจะทําให้สิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายและใช้เวลามาก  จึงได้นําไปกลั่นในคอลัมน์ลําดับส่วนหรือในหอก
ล่ัน ซ่ึงทําหน้าที่เหมือนกับเป็นการกล่ันซํ้าหลาย ๆ ครั้ง การกลั่นในหอกลั่นน้ีเรียกว่า การกลั่นลําดับ
ส่วน เช่น การกลั่นนํ้ามันดิบหรือนํ้ามันปิโตรเลียม 

4.3) การสกัดโดยการกล่ันด้วยไอน้ํา (Steam distillation) 
  การกลั่นด้วยไอนํ้าเป็นเทคนิคอย่างหนึ่งของการสกัดด้วยตัวทําละลาย โดยใช้ไอนํ้า
เป็นตัวทําละลาย ละลายสารและพาสารที่ต้องการออกจากของผสมได้ ส่วนใหญ่การกลั่นด้วยไอนํ้า
มักจะใช้สกัดสารอินทรีย์ออกจากส่วนต่าง ๆ ของพืชที่อยู่ตามธรรมชาติ เช่น การสกัดน้ํามัน หอม
ระเหยจากตะไคร้ ใบมะกรูด เป็นต้น (อดุลย์สมาน และ ปรเมศวร์, 2549) 
  หลักการท่ีสําคัญ  การสกัดโดยการกลั่นด้วยไอน้ําอาศัยหลักการท่ีว่า "สารท่ีต้องการ
สกัดจะต้องระเหยได้ง่าย สามารถให้ไอน้ําพาออกมาจากของผสมได้ และสารที่สกัดได้จะต้อง ไม่รวม
เป็นเน้ือเดียวกับนํ้าหรือไม่ละลายนํ้านั่นเอง" (ถ้าของเหลวที่กลั่นได้ละลายน้ํา หรือรวมเป็นเนื้อ
เดียวกันกับน้ําจะต้องนําไปกลั่นแยกอีกครั้งหน่ึง) 
  หลังจากท่ีสกัดด้วยไอน้ําแยกออกมาจากของผสมแล้ว ของเหลวจะแยกเป็น 2 ช้ัน
ช้ันหนึ่งเป็นน้ํา อีกช้ันหน่ึงเป็นสารท่ีต้องการ ซ่ึงสามารถใช้กรวยแยก แยกออกจากกัน   

4.4) การกล่ันแบบพิเศษ 
4.4.1) การกล่ันแบบ Azeotropic (Azeotropic Distillation) 

   4.4.1.1)  Homogeneous Azeotropic Distillation เป็นวิธีการกลั่นโดย
การเติมสารสกัด (entrainer) ในสถานะของเหลวผสมกับเอทานอลเดิม (เอทานอลก่อนการกลั่น) แล้ว
ได้ของเหลวสถานะเดียว  
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รูปที ่2.8  หอกล่ันแบบ Homogeneous Azeotropic Distillation 
ที่มา  :   Dirk และคณะ (1998) อ้างโดย อดุลย์สมาน และ ปรเมศวร์ (2549)  

4.4.1.2)  Heterogeneous Azeotropic Distillation มี 2 แบบ คือ 

 แบบที่ 1 Direct sequences 

 

 

รูปที ่2.9  หอกล่ันแบบ Heterogeneous Azeotropic Distillation - Direct sequences 
ที่มา :   Esbjerg และคณะ (1998) อ้างโดย อดุลย์สมาน และ ปรเมศวร์ (2549)  
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 แบบที่ 2 Indirect sequences 

 

รูปที ่2.10  หอกลั่นแบบ Heterogeneous Azeotropic Distillation - Indirect sequences 
ที่มา :   Esbjerg และคณะ (1998) อ้างโดย อดุลย์สมาน และ ปรเมศวร์ (2549)  

4.5) การตกตะกอน 
  คุณสมบัติการตกตะกอนของเซลล์จะทําให้ลดขั้นตอนในการกรอง คือ ทําให้การ
กรองน้อยครั้ง ถ้าเซลล์ไม่มีคุณสมบัติจับกันตกตะกอนจะทําให้ต้องมีการกรองหลายคร้ัง ทําให้เปลือง
แผ่นกรอง อย่างไรก็ตามยีสต์จะหมักนํ้าตาลได้ดีจะต้องลอยตัวอยู่ในสารละลาย ถ้าตกตะกอนเป็น
Sedimentation จะหมักได้ไม่ดี เพราะฉะนั้นยีสต์ที่ต้องการควรมีความสามารถในการหมักได้ดี และ
มีคุณสมบัติในการตกตะกอนทําให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้ใส (สุนิดา, 2547) 

 

รูปที ่2.11  ภาพถ่ายเซลล์เดี่ยวของเช้ือ Zymomonas mobilis ZM 4 (A) และตะกอนเซลล์กลาย
พนัธ์ุ Zymomonas mobilis ZM 401(B) 

ที่มา :   Davis และคณะ (2006) 
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 ข้ันตอนท่ี 4 การใช้ประโยชน์จากผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์รอง และของเสีย  

การใช้ประโยชน์จากเอทานอล สามารถใช้เป็นเช้ือเพลิงได้ใน 3 รูปแบบ (ประสาน, 2549) 
คือ 

 แบบท่ี 1  เป็นเอทานอลร้อยละ 95 ใช้เป็นเช้ือเพลิงโดยตรงทดแทนนํ้ามันเบนซิน และนํ้ามัน
ดีเซลใช้ได้กับเครื่องยนต์ที่มีอัตราส่วนการอัดสูง บราซิลเป็นประเทศแรกที่มีการศึกษาวิจัยและเริ่มใช้
เอทานอลเป็นนํ้ามันเช้ือเพลิงต้ังแต่ปี 2516 โดยผลิตเอทานอลจากอ้อย และกากนํ้าตาล ยานพาหนะ
ที่ใช้เอทานอลเป็นเช้ือเพลิงมีมากถึงประมาณร้อยละ 41 สําหรับในเคร่ืองยนต์ดีเซลสามารถใช้เอทา
นอลบริสุทธ์ิร้อยละ 95 ผสมในนํ้ามันดีเซลเรียกว่า ดีโซฮอล์ (Diesohol) ในอัตราส่วนร้อยละ 15 และ
เพ่ิมสารปรับปรุงคุณสมบัติบางตัวในปริมาณร้อยละ 1-2  

แบบท่ี 2  เอทานอลบริสุทธ์ิร้อยละ 99.5 โดยปริมาตร ผสมในน้ํามันเบนซินซ่ึงจะเรียกว่า   
แก๊สโซฮอล์ (gasohol) โดยท่ัวไปใช้ผสมกับน้ํามันเบนซินอัตราส่วนร้อยละ 10 ในลักษณะของสารเติม
แต่งเพ่ือปรับปรุงค่าออกเทนของนํ้ามันเบนซิน ซ่ึงสามารถนํามาใช้งานกับเครื่องยนต์โดยทั่วไป ไม่ต้อง
ดัดแปลงเครื่องยนต์แต่อย่างใด ซ่ึงบราซิลก็ใช้เอทานอลผสมในนํ้ามันเบนซินท่ีอัตราส่วนร้อยละ 22    

 แบบท่ี 3  เป็นสารเคมีเพ่ิมค่าออกเทนแก่เครื่องยนต์ โดยการเปลี่ยนรูปเอทานอลมาเป็นสาร 
ETBE (Ethyl Tertiary Butyl Ether) สามารถใช้ทดแทนสาร MTBE (Methyl Tertiary Butyl Ether) 
ซ่ึง MTBE เป็นสารเติมแต่งในนํามันเบนซินที่หลายประเทศประกาศห้ามใช้เนื่องจากก่อให้เกิด
มลภาวะในอากาศที่สูงกว่าสารเติมแต่งอ่ืน ๆ  
 ผลิตภัณฑ์รองที่เกิดข้ึนได้แก่ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ฟูเซลออยล์และอ่ืน ๆ ส่วนเสียได้แก่ 
นํ้าเสียจากกระบวนการกลั่น กากจากการเตรียมวัตถุดิบและการหมัก เป็นต้น ซ่ึงมีการใช้ประโยชน์
จากสิ่งต่าง ๆ เหล่านี้ คือ 
  - ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ จะถูกทําให้บริสุทธ์ิและแปรรูปไปใช้ในอุตสาหกรรม
เครื่องทําความเย็น นํ้าอัดลม นํ้าโซดา นํ้าแข็งแห้ง อุปกรณ์ดับเพลง เป็นต้น 
  - ฟูเซลออยล์ จะถูกแปรรูปและนําไปใช้ในโรงงานอุตสาหกรรมผลิตแล็กเกอร์ ผสม
ทํากาว นํ้าหอมบางชนิด ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าวัชพืช เป็นต้น 
  - นํ้าเสีย หรือเรียกว่าน้ํากากสา จะถูกแปรรูปไปเป็นปุ๋ยชีวภาพ และก๊าซชีวภาพเป็น
ต้น 
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5. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เก่ียวข้อง  
Anderson และคณะ(1986) อ้างโดย ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) พบว่า ยีสต์สายพันธ์ุ 

Kluyveromyces marxianus var marxianus (974) มีความสามารถในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ
สูงถึง 47 องศาเซลเซียสได้ โดยใช้น้ําตาลกลูโคส และ นํ้าตาลอ้อย เป็นแหล่งคาร์บอน โดยจากผลการ
ทดลองท่ี 43 องศาเซลเซียส สามารถผลิต เอทานอลได้มากกว่าร้อยละ 6 (โดยปริมาตร) ภายใน 12 – 
14 ช่ัวโมง  และมีเซลล์ที่ มี ชี วิตมากกว่าร้อยละ  80 เ ม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธ์ุ เ ดิม คือ 
Kluyveromyces marxianus var. marxianus (CBS 712) ที่สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณ
ร้อยละ 6 (โดยปริมาตร) แต่ใช้ระยะเวลาในกระบวนการหมักที่อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส นาน 24 – 
30 ช่ัวโมง และมีเซลล์ที่มีชีวิตลดลงเหลือเพียงร้อยละ 30 – 50 

Kannan และคณะ (1998) อ้างโดย ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) ได้ทาการทดลองผลิตเอธทา
นอลจากนํ้าตาลซูโครส โดยใช้การตรึงเซลล์ Zymomonas mobilis LS1A ที่กลายพันธ์ุจากสายพันธ์ุ
เดิม (B-806) โดยไม่ให้มี levansucrase (Sac B) และ  intracellular sucrase (Sac A) พบว่า 
สามารถผลิตเอทานอลได้สูงถึง 73.5 กรัมต่อลิตร โดยใช้ระยะเวลาในการหมักเพียง 18 ช่ัวโมง เม่ือ
เปรียบเทียบกับสายพันธ์ุเดิมท่ีผลิตเอทานอลได้เพียง 65.2 กรัมต่อลิตร เนื่องจากผู้วิจัยพบว่า การท่ีไม่
มี levansucrase (Sac B)และ intracellular sucrase (Sac A) จะช่วยลดการเกิด by-product 2 
ชนิด คือ levan และ sorbitol ซ่ึงเป็นสาเหตุที่ทาให้ประสิทธิภาพในการหมักลดลง 

Sree และคณะ (1999) อ้างโดย ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) พบว่า การผลิตเอทานอลโดยใช้
เช้ือ Saccharomyces cerevisiae (VS3) ซ่ึงเป็นสายพันธ์ุที่สามารถทางานได้ในที่ที่มีอุณหภูมิสูง
ร่วมกับเช้ือ Bacillus sp. (VB9) ในกระบวนการหมักแบบ Solid Substrate Fermentation (SSF) 
ที่ใช้วัตถุดิบผสมระหว่างข้าวฟ่างและมันเทศจะสามารถผลิตเอทานอลได้ 5 กรัมต่อ 100 กรัมวัตถุดิบ 
และ 3.5 กรัมต่อ 100 กรัมวัตถุดิบ ที่อุณหภูมิในกระบวนการหมัก 37 องศาเซลเซียส และ 42 องศา
เซลเซียส ตามลาดับ 

Jamai และคณะ (2001) อ้างโดย ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) พบว่า เช้ือยีสต์สายพันธ์ุ 
Candida tropicalis สามารถเจริญเติบโตได้จากแหล่งคาร์บอนหลากหลายชนิดกว่าเช้ือยีสต์สายพันธ์ุ 
Saccharomyces cerevisiae เช่น นํ้าตาลโมเลกุลคู่ ฟีนอล อัลเคน อัลคีน อนุพันธ์ของอัลเคนและ
กรดไขมัน เป็นต้น นอกจากน้ีเช้ือ Candida tropicalis สามารถทางานได้ในอุณหภูมิที่สูงถึง 40 
องศาเซลเซียส และสามารถทนทานต่อความเข้มข้นของเอทานอลได้สูงกว่าเช้ือยีสต์สายพันธ์ุ 
Saccharomyces cerevisiae 

Hargreaves และคณะ (2004) อ้างโดย ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) พบว่า ยีสต์สายพันธ์ุ 
Saccharomyces cerevisiae จะสามารถผลิตเอทานอลได้ปริมาณมากเม่ือใช้แหล่งคาร์บอนที่มี
ความยาวของสายคาร์บอน 6 อะตอม เช่น กลูโคส และฟรุคโตส แต่ไม่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนที่มี
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ความยาวของสายคาร์บอน 2 อะตอม (sodium acetate), กลีเซอรอล 3 อะตอม และนํ้าตาลไรโบส 
5 อะตอม ในการผลิตเอทานอล 

Gunasekaran และคณะ (2004) อ้างโดย ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) แสดงให้เห็นว่า 
แบคทีเรีย Zymomonas mobilis มีคุณสมบัติที่ ดีกว่าเม่ือเปรียบกับการใช้เช้ือยีสต์สายพันธ์ุ 
Saccharomyces cerevisiae ในการผลิตเอทานอล คือ ให้ปริมาณเอทานอลสูง ปริมาณมวลชีวภาพ
ตํ่า ทนทานต่อความเข้มข้นของเอทานอลสูงได้ และควบคุมปริมาณออกซิเจนในระหว่างกระบวนการ
หมักได้ง่าย 

Tao และคณะ (2005) อ้างโดย ณีรนุช และ สุจิตรา (2550) ได้ทาการทดลองผลิตเอทานอล
โดยใช้เช้ือ Zymomonas mobilis ที่กลายพันธ์ุจากสายพันธ์ุเดิมให้มีคุณสมบัติที่สามารถทางานได้
ภายใต้สภาวะที่เป็นกรดสูง โดยทาการทดลองเปรียบเทียบกระบวนการหมัก 3 สภาวะ ภายใต้สภาวะ
ที่เป็นกรดสูง (พีเอช 4.5) ได้แก่  การหมักภายใต้สภาวะทีไม่มีการฆ่าเช้ือ การหมักภายใต้สภาวะท่ีทา
ให้ปราศจากเช้ือโดยการกรอง และการหมักภายใต้สภาวะท่ีมีการฆ่าเช้ือโดยการใช้หม้อนึ่งความดันไอ
นํ้า พบว่า เม่ือเปรียบเทียบระหว่างการหมักภายใต้สภาวะท่ีไม่มีการฆ่าเช้ือและภายใต้สภาวะทาให้
ปราศจากเช้ือโดยการกรองให้ปริมาณเอทานอลเท่ากัน คือ 73.1 กรัมต่อลิตร ในขณะที่การหมัก
ภายใต้สภาวะที่ไม่มีการฆ่าเช้ือและภายใต้สภาวะที่มีการฆ่าเช้ือโดยการใช้ หม้อน่ึงความดันไอน้ํา 
พบว่า การหมักภายใต้สภาวะท่ีไม่มีการฆ่าเช้ือจะให้ปริมาณเอทานอลเพ่ิมข้ึนจาก 70.3 กรัมต่อลิตร 
เป็น 73.2 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณกลูโคสที่เหลืออยู่ลดลงจาก 5.3 กรัมต่อลิตร เป็น 1.3 กรัมต่อ
ลิตร ในระยะเวลาการหมัก 40 ช่ัวโมง ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการผลิตเอทานอลโดยใช้เช้ือ Zymomonas 
mobilis นอกจากจะเพิ่มปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้ให้มีปริมาณสูงขึ้นแล้วยังสามารถช่วยประหยัด
พลังงานที่สูญเสียไปในกระบวนการฆ่าเช้ือ 

2. สมมติฐาน 
ปัจจุบันจะเห็นได้ว่านํ้ามันปิโตรเลียมที่ใช้กับเคร่ืองยนต์มีแนวโน้มท่ีลดลงเนื่องจากการบริโภค

มีอัตราท่ีสูงขึ้นตามความต้องการของประชากร (ชัชนันท์ และ เฉลิม, 2555) การแก้ไขโดยใช้เอทา
นอลเป็นแหล่งพลังงานทดแทนเพ่ือใช้ผสมในนํ้ามัน ก็เป็นวิธีหนึ่งที่สามารถลดปัญหาวิกฤตพลังงานได้ 
(Niblick and Landis, 2016) การท่ีผลิตน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวเพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงานเริ่มต้นสามารถ
หาได้หลากหลายแหล่ง ได้แก่ 1) แหล่งที่เป็นกลุ่มลิกโนเซลลูโลส เช่น ฟางข้าว ซังข้าวโพด ชานอ้อย 
เป็นต้น เป็นแหล่งพลังงานที่น่าสนใจเพราะมีต้นทุนตํ่า แต่ปัญหาของการย่อยโดยใช้แหล่งพลังงานน้ี
มักมีความยุ่งยากต่อการย่อยสลายเป็นนํ้าตาลและจําเป็นต้องอาศัยเทคนิคหลายๆเทคนิคมาเช่ือมโยง
ต่อกัน 2) แหล่งท่ีเป็นกลุ่มแป้ง เช่น มันสําปะหลัง สามารถย่อยได้ดีกว่ากลุ่มแรกเพราะแป้งมี
โครงสร้างโมเลกุลท่ีเล็กกว่า และไม่มีความซับซ้อนต่อการย่อยสลาย แต่ปัญหาในวัตถุดิบดังกล่าวจะมี
ต้นทุนที่สูงอยู่ และ 3) แหล่งที่เป็นกลุ่มน้ําตาล เช่น กากนํ้าตาล น้ําอ้อย เป็นต้น เป็นแหล่งพลังงานท่ี
สามารถนํามาหมักได้ และมีต้นทุนสูงไม่คุ้มค่าต่อการลงทุน (Khoo, 2015) เม่ือเปรียบเทียบความ
คุ้มค่าต่อการนําแหล่งวัตถุดิบมาย่อยเพ่ือเปลี่ยนเป็นเอทานอลนน้ัน เห็นว่าแหล่งพลังงานจากแป้งเป็น
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แหล่งพลังงานที่เหมาะสมต่อการนํามาย่อยเพ่ือให้เกิดประโยชน์ได้ แม้ว่าแหล่งดังกล่าวจะต้องใช้
ต้นทุนในการผลิตอยู่ แต่ถ้าหากมีการนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงนอกจากเป็นการลดในเร่ืองค่าใช้จ่ายใน
วัตถุดิบเริ่มต้นต่อการย่อยเพ่ือเปลี่ยนเป็นพลังงานเอทานอลแล้วยังสามารถช่วยลดปัญหาสิ่งแวดล้อม
อีกทางหนึ่ง 
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บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 

1. วัสดุ 
นํ้าแป้งเหลือท้ิงจากกระบวนการผลิตขนมจีนจากโรงงานผลิตขนมจีนน้องขวัญ ตําบลนาโพธิ์ 

อําเภอทุ่งสง จังหวัดนครศรีธรรมราช 

1.1 เอนไซม์ 
เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสทางการค้า (Enzyme Termamyl® 2X) ผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย 

Bacillus licheniformis ย่ีห้อ Sigma จากบริษัท Novo Nordisk Co., Bagsvaerd, ประเทศเดนมาร์ค 

1.2 จุลินทรีย์ 
ใ ช้ เ ช้ือ ยีส ต์บริสุท ธ์ิ  คือ  Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 จากสถาบันวิ จัย

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย มีวิธีการเตรียมดังต่อไปนี้ คือ นําเช้ือยีสต์บริสุทธ์ิถ่ายลง
ในอาหารวุ้นเอียง บ่มท่ีอุณหภูมิ 25๐ซ เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4๐ซ ถ่ายเช้ือทุก ๆ 
3 เดือน เพ่ือใช้เตรียมเช้ือยีสต์เร่ิมต้น 

1.3 สูตรอาหารเล้ียงเช้ือ (ภาคผนวก ก) 
สูตรอาหาร Yeast Malt Medium (YM) สาํหรับเตรียมหัวเชื้อยีสต์ 

1.4 สารเคมี 
สารเคมีระดับ analytical grade สําหรับการวิเคราะห์ปริมาณแป้งทั้งหมด, ปริมาณน้ําตาล

ทั้งหมด, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอลด้วยแก๊สโครมาโต กราฟี,  

2. อุปกรณ์ 
1) ตู้บ่มเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ย่ีห้อ SANYO รุ่น Gallenkamp 
2) ตู้บ่มเช้ือ (Incubator) ย่ีห้อ Menmert รุ่น KB 
3) หม้อน่ึงความดันไอน้ํา ย่ีห้อ HIRAYAMA รุ่น HICLAVE-50 
4) เครื่องช่ังเลขทศนิยม 2 ตําแหน่ง ย่ีห้อ OHAUS รุ่น GT 4100  
5) เครื่องช่ังเลขทศนิยม 4 ตําแหน่ง ย่ีห้อ OHAUS รุ่น AP 210S  
6) เครื่องวัดความเข้มข้นแอลกอฮอล์แบบความถ่วงจําเพาะ (Alcoholmeter, Gay Lussac – 

Cartier scale) ช่วงร้อยละ 0-100 
7) เครื่องวัดความเข้มข้นแอลกอฮอล์วีโนมิเตอร์ (Vinometer) ช่วงร้อยละ 0-17 
8) เครื่องกลั่นลําดับส่วน รุ่น CT1SX ของบริษัท Wisdom Asia จํากัด 
9) เครื่องสกัดของแข็ง-ของเหลว รุ่น CT6S ของบริษัท Wisdom Asia จํากัด 
10) อ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
11) เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงย่ีห้อ Thermo Scientific รุ่น Spectronic Genesys 20 
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12) เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี ย่ีห้อ PerkinElmer รุ่น Clarus 600  
13) เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง ย่ีห้อ RUSELL รุ่น RL150 
14) เครื่องวัดปริมาณของแข็งทั้งหมด (Hand refractometer) 
15) ขวดรูปชมพู่ขนาดความจุ 500, 2,000 มิลลิลิตร 
16) ขวดบรรจุนํ้าด่ืมขนาดความจุ 20 ลิตร 
17) อุปกรณ์กันอากาศ (Air-locker) 
18) โมเลกุลาร์ซีฟ (Molecular sieve) ชนิด   OxHSiOOAlONaOKA 223222 23   
19) หลอดฉีดยาขนาด 5 และ 60 มิลลิลิตร 
20) ป๊ัมสูบจ่ายของเหลวแบบรีดท่อ (Peristaltic Pump) ย่ีห้อ EYELA รุ่น MP3 ประเทศญ่ีปุ่น 
21) อุปกรณ์เครื่องแก้ว 

3. วิธีการ 

3.1 การศึกษาองค์ประกอบเบื้องต้นของนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง  
นําน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงจากกระบวนการผลิตขนมจีนนํามาศึกษาองค์ประกอบต่าง ๆ 

ได้แก่ พีเอช ปริมาณแป้งท้ังหมด (Pintado, et al., 1999) และปริมาณของแข็งท้ังหมด เพ่ือเป็น
ข้อมูลในการเก็บเกี่ยวแป้ง 

3.2 การเปรียบเทียบกระบวนการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งเป็นน้ําตาลด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสและกรดซัลฟิวริก 

3.2.1 เตรียมผงแป้งจากน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง 
โดยนํานํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงมากรองแยกเอาเฉพาะส่วนท่ีเป็นของแข็งด้วยผ้าข้าวบาง นํา

ส่วนท่ีเป็นของแข็งไปอบในตู้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง แล้วนํามา
ร่อนด้วยตะแกรงที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 125 ไมครอน แล้วเก็บในถุงพลาสติกเก็บที่
อุณหภูมิห้อง (ศรีอุบล และอดุลย์สมาน, 2559) ไว้สําหรับเตรียมสารละลายน้ําแป้งความเข้มข้นร้อย
ละ 20 

3.2.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลส   

ก. การศึกษาปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเวลาที่เหมาะสมในการย่อยน้ําแป้ง 
1) เตรียมสารละลายน้ําแป้งความเข้มข้นร้อยละ 20 โดยช่ังแป้งที่ได้จากวิธีการข้อท่ี 

3.2.1 ปริมาณ 20 กรัม บรรจุลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่นให้มี
ปริมาตรเท่ากับ 100 มิลลิลิตร (ไม่ปรับพีเอช) แล้วนําไปทําให้มีลักษณะเป็นเจล (gelatinization) โดย
การนึ่งด้วยหม้อนึ่งความดันไอนํ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วท้ิงให้เย็น
ประมาณ 30-40 องศาเซลเซียส 
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2) ดูดสารละลายน้ําแป้งความเข้มข้นร้อยละ 20 ที่ผ่านการทําเจลาติไนซ์แล้ว จํานวน 1 
มิลลิลิตร บรรจุลงในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
0.5 โมลาร์ จํานวน 0.2 มิลลิลิตร  

3) เติมสารละลายเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ผ่านการบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที จํานวน 1 มิลลิลิตร โดยศึกษาระดับความเข้มข้นของเอนไซม์จํานวน 2 ระดับความ
เข้มข้น คือ 10 และ 20 ยูนิต 

4) ทําการศึกษาเวลาในการย่อยสารละลายนํ้าแป้งจากข้อ 3) โดยใช้ระยะเวลาในการ
ย่อยแป้งดังนี้ คือ 0, 10, 30, 60, 120, 180, 240 และ 20 ช่ัวโมง 

5) เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS (Miller, 1959) 
6) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลสท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) เพ่ือ
คัดเลือกปริมาณเอนไซม์และเวลาที่เหมาะสมสําหรับการทดลองข้ันต่อไป 

ข. การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการย่อยน้ําแป้ง 
1) เตรียมสารละลายน้ําแป้งความเข้มข้นร้อยละ 20 โดยช่ังแป้งที่ได้จากวิธีการข้อท่ี 

3.2.1 ปริมาณ 20 กรัม บรรจุลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ได้เท่ากับ 100 
มิลลิลิตร ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีพีเอชจํานวน 3 ระดับ คือ สารละลายอะซิเตรทบัฟเฟอร์พีเอช
เท่ากับ 5 และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 6 และ 7 แล้วนําไปทําให้มีลักษณะเป็นเจล ด้วยการ
น่ึงด้วยหม้อน่ึงปรับความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

2) ดูดสารละลายนํ้าแป้งความเข้มข้นร้อยละ 20 ที่ผ่านการทําให้มีลักษณะเป็นเจลแล้ว 
จํานวน 1 มิลลิลิตร บรรจุลงในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด์
ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ จํานวน 0.2 มิลลิลิตร  

3) เติมสารละลายเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ผ่านการบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที จํานวน 1 มิลลิลิตร โดยใช้ระดับความเข้มข้นของเอนไซม์และเวลาในการย่อยท่ีเหมาะสม
จากการศึกษาในวิธีการข้อที่ 3.2.2 (ก)  

4) เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS (Miller, 1959) 
5) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลสท่ีiระดับพ่ีเอชต่าง ๆ โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) เพ่ือ
คัดเลือกพ่ีเอชที่เหมาะสม 
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3.3 การศึกษาการย่อยน้ําแป้งด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก  
1) เตรียมน้ําหมักท่ีมีนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งความเข้มข้นร้อยละ 20 โดยช่ังแป้งที่ได้จาก

วิธีการข้อท่ี 3.2.1 ปริมาณ 20 กรัม บรรจุลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นลง
ไปประมาณ 50 มิลลิลิตร  

2) เติมสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ใช้ศึกษา คือ ร้อยละ 
1, 2, 3, 4 และ 5 เข้มข้นเท่ากับ จากน้ันปรับปริมาตรด้วยนํ้ากลั่นให้ได้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร 

3) นําไปย่อยและกวนที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส นานเป็นเวลา 30 นาที 
4) ทิ้งไว้ให้เย็น แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 2 
5) เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS (Miller, 1959) 
6) เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกที่

ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) เพ่ือคัดเลือก
ความเข้มข้นกรดซัลฟิวริกที่เหมาะสมสําหรับการทดลองข้ันต่อไป 

3.4 การหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง 
1) คัดเลือกกระบวนการย่อยแป้งเหลือท้ิงที่ได้ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์มากท่ีสุด จากวิธีการ

ข้อที่ 3.2 และ 3.3 
2) กําหนดปัจจัยในการหมักต่าง ๆ ที่ใช้ศึกษา 3 ปัจจัย คือ อุณหภูมิ (25, 30 และ 35 

องศาเซลเซียส) พีเอชเริ่มต้น (3.5, 4.5 และ 5.5) และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (ร้อยละ 0, 0.05 
และ 0.10) โดยวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken Design (ใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Design-
Expert® Version 9 Free Trial) จํานวน 17 ชุดการทดลอง โดยทําการทดลองซํ้าท่ีจุดกึ่งกลางจํานวน 
5 ครั้ง (ชุดการทดลองท่ี 13-17) ดังแสดงในตารางท่ี 3.1 

3) นํานํ้าหมักให้มีพีเอชเริ่มต้น และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตตามชุดการทดลองท่ี
ออกแบบไว้ดังตารางที่ 3.1 แล้วทําให้ปลอดเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ําท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น 

4) เติมหัวเช้ือยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 ร้อยละ 10 แล้วหมัก
แบบกะพร้อมปิดปากขวดด้วยอุปกรณ์กันอากาศ (air-locker) โดยใช้อุณหภูมิตามชุดการทดลองที่
ออกแบบไว้ดังตารางท่ี 3.1 หมักเป็นระยะเวลา 10 วัน 

5) เก็บตัวอย่างมาวัดปริมาณแอลกอฮอล์ด้วยวีโนมิเตอร์  
6) นําข้อมูลที่ได้มาทํานายหาปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลจากนํ้าแป้งขนมจีน

เหลือท้ิงด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองโดยใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® Version 9 Free Trial 
(Anonymous, 2016; Pourfarzad, et al., 2014; Schneiderman, et al., 2015) 
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การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล  
1) ทําการทดลองเหมือนวิธีการข้อท่ี 3.4 แต่เพ่ิมปริมาตรของน้ําหมักท่ีมีน้ําแป้งขนมจีน

เหลือท้ิงความเข้มข้นร้อยละ 20 ปริมาตร 18 ลิตร บรรจุลงในถังหมักขนาดความจุ 18 ลิตร พร้อม
อุปกรณ์กันอากาศ และใช้ปัจจัยท่ีเหมาะสมในการเตรียมนํ้าหมักและอุณหภูมิในการหมักท่ีได้จาก
การศึกษาในข้อท่ี 3.4  

2) ทําการหมักแบบกะ โดยแบ่งช่วงเวลาในการเติมนํ้าหมักที่ผ่านการย่อยนํ้าแป้ง
ขนมจีนเหลือท้ิง ด้วยกรดซัลฟิวริกลงไปในถังหมัก คือ เติมนํ้าหมักครั้งละ 500 มิลลิลิตรต่อระยะเวลา 
2 วัน ไปจนปริมาตร 18 ลิตร เก็บตัวอย่างทุก 2 วัน เป็นระยะเวลา 30 วัน  

3) นําตัวอย่างที่ได้มาวิเคราะห์หาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล แล้วหา
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมัก 

 
ตารางท่ี 3.1  ชุดการทดลองสําหรับศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และปริมาณ

แอมโมเนียมซัลเฟตท่ีวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken Design ด้วยโปรแกรม
สําเร็จรูป Design-Expert®  

ชุดการทดลองท่ี 
ปัจจัยที่ศึกษา 

อุณหภมู ิ
(องศาเซลเซียส)

พีเอช
เริ่มต้น 

ปริมาณ 
แอมโมเนียมซัลเฟต 

1 25 3.5 0.05 
2 35 3.5 0.05 
3 25 5.5 0.05 
4 35 5.5 0.05 
5 25 4.5 0.00 
6 35 4.5 0.00 
7 25 4.5 0.10 
8 35 4.5 0.10 
9 30 3.5 0.00 
10 30 5.5 0.00 
11 30 3.5 0.10 
12 30 5.5 0.10 
13 30 4.5 0.05 
14 30 4.5 0.05 
15 30 4.5 0.05 
16 30 4.5 0.05 
17 30 4.5 0.05 



25 

 

 

 

3.5 การศึกษากระบวนการกลั่นแยกเอทานอลที่ได้จากการหมักให้ได้เอทานอลความเข้มข้น
ร้อยละ 50 และ 95 
1) ทําการหมักเอทานอลจากนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงความเข้มข้นร้อยละ 5 เหมือนการ

ทดลองเหมือนข้อท่ี 3.4 ปริมาตร 18 ลิตร ในถังหมักขนาดความจุ 20 ลิตรพร้อมอุปกรณ์กันอากาศ 
(air-locker) และใช้ปัจจัยท่ีเหมาะสมในการเตรียมนํ้าหมักและอุณหภูมิในการหมักที่ได้จากการศึกษา
ในข้อท่ี 3.4 

2) นําน้ําหมักท่ีได้จากหมักนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงปริมาตร 10 ลิตร บรรจุลงในเครื่อง
กลั่นลําดับส่วน แล้วกลั่นแยกเอทานอลออกให้ได้ความเข้มข้นร้อยละ 50 โดยปรับต้ังอุณหภูมิในการ
กลั่นเท่ากับ 90๐ซ และเวลาในการกลั่น 60 นาที ซ่ึงสภาวะที่ ศรีอุบล และสุภาษิต (2552) ได้ศึกษาใน
การกลั่นนํ้าหมักเงาะคุณภาพต่ําและได้เอทานอลเท่ากับร้อยละ 50.20 + 0.40 ทําการกลั่นจํานวน 4 
ครั้ง เก็บตัวอย่างมาวัดปริมาณเอทานอลโดยวิธีวัดความถ่วงจําเพาะ และคํานวณผลได้ของเอทานอลท่ี
กลั่นได้ 

3) นําเอทานอลท่ีกลั่นได้ความเข้มข้นร้อยละ 50 จากการกลั่นด้วยเครื่องกลั่นลําดับส่วน 
ปริมาตร 1.5 ลิตร มากล่ันต่อในเครื่องสกัดของแข็ง-เหลว ให้ได้เอทานอลท่ีมีความเข้มข้นสูงขึ้นร้อยละ 
95 เก็บตัวอย่างมาวัดปริมาณเอทานอลโดยวิธีวัดความถ่วงจําเพาะ และคํานวณผลได้ของเอทานอลที่
กลั่นได้  

3.6 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทําให้เอทานอลที่กล่ันได้มีความบริสุทธิ์ด้วยโมเล
กุลาร์ซีฟ 

1) การศึกษาปริมาณ (dose) โมเลกุลาร์ซีฟท่ีเหมาะสมในดูดซับน้ําออกจากเอทานอล  
1.1) เตรียมคอลัมน์โดยบรรจุโมเลกุลาร์ซีฟที่ผ่านการอบไล่ความช้ืนที่อุณหภูมิ 105๐ซ 

นาน 2 ช่ัวโมง ลงในหลอดฉีดยาขนาด 5 มิลลิลิตร ปริมาณ 0.125, 0.25, 0.5 และ 1.0 กรัมต่อ
ปริมาตรเอทานอล 10 มิลลิลิตร 

1.2) ตวงสารละลายเอทานอลที่เตรียมจากเอทานอลบริสุทธ์ิร้อยละ 99.9 ให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับเอทานอลที่กลั่นได้ในขั้นตอนสุดท้ายปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วใช้ป๊ัมแบบรีดท่อสูบจ่าย
เอทานอลให้ไหลวนผ่านตัวดูดซับที่บรรจุในคอลัมน์จากล่างขึ้นด้านบนตลอดเวลา ควบคุมอัตราการ
ไหลท่ี 10 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นระยะเวลา 60 นาที ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ที่ 30๐ซ  

1.3) เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี และ
คัดเลือกปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟที่เหมาะสมสําหรับศึกษาอุณหภูมิและเวลาในการดูดซับน้ําออกจากเอ
ทานอล โดยพิจารณาจากค่าปริมาณนํ้าในเอทานอลที่ถูกดูดซับต่อน้ําหนักของโมเลกุลาร์ซีฟ (กรัมนํ้า
ต่อกรัมโมเลกุลาร์ซีฟ) หรือ ค่า eq ซ่ึงหาได้จากสมการที่ (2) (ดัดแปลงจาก Thongpradistha, 2007)    
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เม่ือ  eq  คือ ปริมาณน้ําในเอทานอลท่ีถูกดูดซับต่อนํ้าหนักของโมเลกุลาร์ซีฟ (กรัมนํ้าต่อ
กรัมโมเลกุลาร์ซีฟ) 

 oC  คือ ปริมาณนํ้าเริ่มต้นที่อยู่ในเอทานอลที่ใช้ศึกษา (กรัม) ซ่ึงในงานวิจัยนี้จะใช้
ความเข้มข้นของเอทานอลร้อยละ 92.5 (กรัมต่อมิลลิลิตร)   

eC  คือ ปริมาณนํ้าที่มีอยู่ในเอทานอลท่ีผ่านการดูดซับด้วยโมเลกุลาร์ซีฟ (กรัม) 
V  คือ ปริมาตรของเอทานอลที่ใช้ศึกษา (มิลลิลิตร) ในงานวิจัยนี้จะใช้ปริมาตรเอทา

นอลเท่ากับ 10 มิลลิลิตร 
W  คือ น้ําหนักแห้งของโมเลกุลาร์ซีฟ (กรัม)  

1.4) ศึกษา Langmuir isotherm maxq ตามสมการท่ี (3) (Thongpradistha, 2007) 
โดยวิธีเขียนกราฟเส้นตรงระหว่าง แกน Y ด้วย ee qC และ แกน X ด้วยค่า eC จะได้ความชันเท่ากับ 

max1 q และจุดตัดแกน Y เท่ากับ bqmax1   

   
maxmax

1

q

C

bqq

C e

e

e       (3) 

เม่ือ  maxq  คือ ปริมาณสูงสุดของนํ้าที่ถูกดูดซับแบบ monolayer ต่อน้ําหนักของ   โมเล
กุลาร์ซีฟ (กรัมต่อกรัมตัวดูดซับ) 

 b     คือ สัมประสิทธ์ิของการดูดซับ (ต่อกรัม) 

2) การศึกษาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการดูดซับน้ําออกจากเอทานอล 

1.1) เตรียมคอลัมน์โดยบรรจุโมเลกุลาร์ซีฟที่ผ่านการอบไล่ความช้ืนที่อุณหภูมิ 105๐ซ 
นาน 2 ช่ัวโมง ลงในหลอดฉีดยาขนาด 5 มิลลิลิตร ตามปริมาณท่ีผ่านการคัดเลือกจากการศึกษา
ปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟที่เหมาะสมในดูดซับนํ้าออกจากเอทานอล 

1.2) ตวงสารละลายเอทานอลที่เตรียมจากเอทานอลบริสุทธ์ิร้อยละ 99.9 ให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับเอทานอลที่กลั่นได้ในขั้นตอนสุดท้ายปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วใช้ป๊ัมแบบรีดท่อสูบจ่าย
เอทานอลให้ไหลวนผ่านตัวดูดซับที่บรรจุในคอลัมน์จากล่างขึ้นด้านบนตลอดเวลา ควบคุมอัตราการ
ไหลท่ี 10 มิลลิลิตรต่อนาที โดยทําการศึกษาการดูดซับที่อุณหภูมิ 25๐ซ, 35๐ซ และ 40๐ซ และศึกษา
ระยะเวลาในการดูดซับที่ 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 นาที 

1.3) เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี และ
คัดเลือกอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการดูดซับน้ําออกจากเอทานอล 
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3) การทําให้เอทานอลที่กล่ันได้มีความบริสุทธิ์ด้วยสภาวะที่เหมาะสม 

1.1) เตรียมคอลัมน์โดยบรรจุโมเลกุลาร์ซีฟที่ผ่านการอบไล่ความช้ืนที่อุณหภูมิ 105๐ซ 
นาน 2 ช่ัวโมง ลงในหลอดฉีดยาขนาด 60 มิลลิลิตร ตามปริมาณท่ีผ่านการคัดเลือกจากการศึกษา
ปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟที่เหมาะสมในดูดซับนํ้าออกจากเอทานอล (คํานวณปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟสําหรับ
ดูดซับน้ําในเอทานอลปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 

1.2) ตวงเอทานอลท่ีจะทําผ่านการกลั่นในวิธีการข้อท่ี 3.5 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
แล้วใช้ปั๊มแบบรีดท่อสูบจ่ายเอทานอลให้ไหลวนผ่านตัวดูดซับที่บรรจุในคอลัมน์จากล่างขึ้นด้านบน
ตลอดเวลา ควบคุมอัตราการไหลที่ 10 มิลลิลิตรต่อนาที ใช้อุณหภูมิและระยะเวลาในการดูดซับด้วย
ค่าที่ได้จากการศึกษาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการดูดซับนํ้าออกจากเอทานอล 

1.3) เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี 

3.7 การศึกษาการผลิตเอทานอลเช้ือเพลิงจากเอทานอลท่ีผ่านการทําให้บริสุทธิ์แล้ว 
โดยนําเอทานอลท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิแล้วมาผลิตเป็นเอทานอลเช้ือเพลิง (แก๊สโซฮอล์) ใน

อัตราส่วนผสมเอทานอลร้อยละ 10 และน้ํามันเบนซินออกเทน 91 ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 
 

4. วิธีการวิเคราะห์  (ภาคผนวก ข) 
5.1 การวิเคราะห์ปริมาณแป้งทั้งหมดด้วยวิธีของ Pintado และคณะ 1999 
5.2 การวัดปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ด้วยวิธีวิธีฟีนอล-ซัลเฟต (ดัดแปลงจาก Dobios และคณะ 

1956 ดัดแปลงโดย ศรีอุบล, 2545) 
5.3 การหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี DNS (Miller, 1959) 
5.4 การวัดปริมาณแอลกอฮอล์ ด้วยวิธีวีโนมิเตอร์ 
5.5 การวัดปริมาณแอลกอฮอล์ ด้วยวิธีวัดความถ่วงจําเพาะ 
5.6 การวิเคราะห์ปริมาณแอลกฮอล์ ด้วยวิธีแก๊สโครมาโตกราฟี 

5. แผนการทดลอง 
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Designed (CRD) ชุดการทดลองละ 

2 ซํ้า จํานวน 2 คร้ัง เพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของค่าเฉล่ียปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ ความ
เข้มข้นของเอทานอลแต่ละชุดการทดลองโดยวิธี Duncan’s New  Multiple Range Test (DMRT) 
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ 

1. องค์ประกอบเบื้องต้นของน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง 

การวิเคราะห์องค์ประกอบเบ้ืองต้นของน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิง พบว่านํ้าแป้งมีพีเอชเท่ากับ 
3.69 ซ่ึงมีความสมํ่าเสมอกันทุกครั้งที่เก็บตัวอย่างมาศึกษาวิจัย อาจเป็นผลมาจากกระบวนการของ
การผลิตขนมจีนมีการควบคุมคุณภาพของการผลิตอาหารสําหรับการบริโภคที่ได้มาตรฐาน เม่ือ
วิเคราะห์ปริมาณแป้งทั้งหมดและปริมาณของแข็งท้ังหมดพบว่า มีค่าเท่ากับ 32.73±0.01 และ 
35.57±0.60 กรัมต่อลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 ซ่ึงเป็นปริมาณที่น้อยหากนํามาใช้ในการ
ย่อยเพ่ือผลิตเอทานอลจําเป็นต้องกําจัดน้ําบางส่วนออกจากน้ําแป้งเพ่ือให้นํ้าแป้งมีความเข้มข้นมาก
ขึ้น 

ตารางท่ี 4.1   องค์ประกอบเบื้องต้นของน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิง 

องคป์ระกอบ ปริมาณ 
พีเอช 3.69±0.00 
ปริมาณแป้งท้ังหมด (กรัมตอ่ลติร) 32.73±0.01 
ปริมาณของแขง็ท้ังหมด (กรัมต่อลติร) 35.57±0.60 

2. สภาวะที่เหมาะสมในการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส   
2.1 ปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีเหมาะสมในการย่อยน้าํแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง 

จากการศึกษาปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีความเข้มข้น 10 และ 20 ยูนิต ในการย่อย
นํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ  20 ในสภาพที่ไม่มีการปรับพีเอชด้วย
สารละลายบัพเฟอร์ พบว่าได้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์เพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาท่ีใช้ในการย่อยนํ้าแป้ง
ขนมจีนเหลือทิ้ง และมีค่าสูงสุดท่ีระยะเวลาในการย่อยนาน 1,200 นาที (20 ช่ัวโมง)  ดังแสดงในรูปที่ 
4.1 โดยปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้น 20 ยูนิต สามารถย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง
ได้ดีที่สุด ได้ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 21.94±0.35 กรัมต่อลิตร แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
(P>0.05) เม่ือเทียบกับการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้น 10 ยูนิต  ที่ได้ปริมาณ
นํ้าตาลรีดิวซ์ เท่ากับ 18.78±1.24 กรัมต่อลิตร ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 ซ่ึงจะเห็นว่า การใช้เอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสในปริมาณมาก ๆ สําหรับย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงจะไม่ส่งผลให้มีการเปลี่ยนเป็น
นํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวได้มากขึ้น ทั้งนี้อาจสืบเนื่องมาจากการยับย้ังไม่ให้มีการเปลี่ยนแป้งเป็นน้ําตาล
โมเลกุลเด่ียว (Karimi and Biria, 2016) ดังนั้นความเข้มข้นเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสเท่ากับ 10 ยูนิต 
และเวลาในการย่อยที่ 20 ช่ัวโมง จึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงให้เป็น
นํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว เพ่ือผลคุ้มค่าการลงทุนทางเศรษฐศาสตร์สําหรับผลิตเป็นเอทานอลต่อไป จึง
เลือกใช้ปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี 10 ยูนิต และระยะเวลาที่ใช้ย่อยท่ี 20 ช่ัวโมง สําหรับการ
ทดลองต่อไป 
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รูปที่ 4.1  ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่ความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 

ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้น 10 () และ 20 () ยูนิต  ที่เวลาต่าง ๆ 

ตารางที่ 4.2  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 20 
ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ 10 และ 20 ยูนิต ระยะเวลาในการย่อย 20 ช่ัวโมง 

ปริมาณเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (ยูนิต) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ (กรัม/ลิตร)  
10 18.78ก±1.24 
20 21.94ก±0.35 

หมายเหตุ   ค่าเฉลี่ยท่ีมีตัวอกัษรเหมือนกันในแนวสดมภ์ ไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 

2.2 พีเอชที่เหมาะสมในการย่อยน้ําแป้งขนมจนีเหลือทิ้ง 
จากการศึกษาพีเอชที่ใช้ในการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 

ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีความเข้มข้น 10 ยูนิต โดยผันแปรพีเอชเท่ากับ 5, 6 และ 7 ที่เวลาใน
การย่อยที่ 20 ช่ัวโมง พบว่าการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ที่มีพีเอช
เท่ากับ 5 จะได้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 31.20±0.49 ซ่ึงไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 
(P>0.05) เม่ือเทียบกับการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีมีพีเอชเท่ากับ 7 
ที่ได้ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 29.88±3.67 กรัมต่อลิตร ส่วนการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่มีพี
เอชเท่ากับ 6 จะได้ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์น้อยที่สุดเท่ากับ 19.20±0.88 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความแตกต่าง
กันทางสถิติ (P≤0.05) เม่ือเทียบกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์จากการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่มีพีเอช
เท่ากับ 5 และ 7 ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 ซ่ึงจะเห็นว่าหากใช้พีเอชไม่เหมาะสมในการย่อยนํ้าแป้ง
ขนมจีนเหลือทิ้งจะทําให้เกิดการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม์ ส่งผลให้ได้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ลดลง 
ซ่ึงเกิดการสูญเสียสภาพแบบถาวร (irreversible inactivate) จากการเปลี่ยนโครงสร้างของโมเลกุล
เด่ียวในเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสทําให้เกิดการรวมกันของเอนไซม์ (Silveira, et al., 2014) ดังน้ันการ
ปรับพีเอชของน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ให้มีค่าเท่ากับ 5 ด้วย
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สารละลายอะซิเตรทบัฟเฟอร์ จึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงให้เป็น
นํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว 

ตารางท่ี 4.3  ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่ความเข้มข้นเริ่มต้นร้อย
ละ 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้น 10 ยูนิต พีเอชเท่ากับ 5, 6 และ 7 
ระยะเวลาในการย่อย 20 ช่ัวโมง 

พีเอช ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ (กรัม/ลิตร)  
5 31.20ก±0.49 
6 19.20ข±0.88 
7 29.88ก±3.67 

หมายเหตุ   ค่าเฉลี่ยท่ีมีตัวอกัษรเหมือนกันในแนวสดมภ์ ไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 

3. สภาวะที่เหมาะสมในการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยกรดซัลฟิวริก  
จากการศึกษาย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่ความเข้มข้นร้อยละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความ

เข้มข้นต่าง ๆ (ร้อยละ 1, 2, 3, 4  และ 5 ) พบว่า การย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งความเข้มข้นร้อย
ละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 5 ได้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 497.91±0.69 
กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับการย่อยนํ้าแป้งขนมจีน
เหลือท้ิงด้วยกรดซัลฟิวริกท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 ซ่ึงเห็นว่าการใช้กรดซัลฟิวริก
ที่มีความเข้มข้นสูงขึ้นจะทําให้ประสิทธิภาพของการย่อยแป้งเป็นนํ้าตาลรีดิวซ์ได้ดีขึ้น แต่การใช้กรดที่
มีความเข้มสูงขึ้นมากกว่าร้อยละ 5 จะทําให้ในนํ้าหมักมีสารท่ีเป็นพิษต่อจุลินทรีย์ที่ใช้เป็นหัวเช้ือ
เริ่มต้นในการหมักและส่งผลทําให้จุลินทรีย์ไม่สร้างเอทานอล (Torre-González, et al, 2016) ดังนั้น
ผลการศึกษาน้ีสามารถบ่งช้ีได้ว่านํ้าตาลที่ผ่านการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ  5 
สามารถนํามาหมักเพ่ือเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้ 

ตารางท่ี 4.4   ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งท่ีความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 
20 ด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

กรดซัลฟิวริก (ร้อยละ) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 
1 220.32จ±3.43 
2 259.15ง±0.69 
3 408.13ข±2.75 
4 303.31ค±4.12 
5 497.91ก±0.69   

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันในแนวสดมภ์ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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จากผลการศึกษาเปรียบสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่มีความเข้มข้น
เริ่มต้นร้อยละ 20 ที่ดีที่สุดด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส คือ การปรับพีเอชของนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง
ให้มีค่าเท่ากับ 5 ด้วยสารละลายอะซิเตรทบัฟเฟอร์ และสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยนํ้าแป้งขนมจีน
เหลือท้ิงที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ที่ดีที่สุดด้วยกรดซัลฟิวริกท่ีความเข้มข้นร้อยละ  5 เห็นว่า
การย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยกรดซัลฟิวริกจะได้ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์มากที่สุด ดังนั้นในการ
ทดลองข้ันต่อไปจะเลือกใช้วิธีการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยกรด
ซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 

4. ปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง 

การศึกษาหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจะใช้กระบวนการย่อยแป้งขนมจีนที่ผ่าน
การคัดเลือกจากการทดลองข้ันต้น คือ การย่อยแป้งขนมจีนร้อยละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น
ร้อยละ 5 แบบกะ โดยกําหนดปัจจัยในการหมักต่าง ๆ ที่ใช้ศึกษา 3 ปัจจัย คือ อุณหภูมิ (25, 30 และ 
35๐ซ) พีเอชเริ่มต้น (3.5, 4.5 และ 5.5) และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (ร้อยละ 0, 0.05 และ 0.10) 
ที่ออกแบบแผนการทดลองแบบ Box-Behnken ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® ได้ปริมาณ
เอทานอลดังแสดงในตารางที่ 4.5 

และเม่ือนําข้อมูลจากตารางท่ี 4.6 ไปวิเคราะห์หาปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลด้วย
โปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® จะได้กราฟพ้ืนผิวตอบสนองของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และ
ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีมีผลต่อการหมักเอทานอลสูงสุด ดังแสดงในรูปที่ 4.2 และได้แบบจําลอง
ทางสถิติที่มีความสัมพันธ์เชิงเส้นโค้ง (quadratic relationship) สําหรับใช้ทํานายการเกิดเอทานอล
จากการเปล่ียนแปลงปัจจัยในการหมักต่าง ๆ  ดังสมการที่ (1)  

ปริมาณเอทานอล (ร้อยละ) =  
11875.31715.2975.0405.0101.514795049.0025.0210 -15222  ABCABACBCABC  

	

เม่ือ A คือ ระดับอุณหภูมิ (๐ซ) B คือ ระดับพีเอช และ C คือ ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต 
(กรัมต่อลิตร) 
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ตารางท่ี 4.5 ปริมาณเอทานอลที่ได้จากการศึกษาปัจจัยของอุณหภูมิ พีเอชเร่ิมต้น และปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่วางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken Design ด้วยโปรแกรม
สําเร็จรูป Design-Expert® 

ชุดการทดลองที ่
ปัจจัยท่ีศึกษา 

ปริมาณเอทานอล 
(ร้อยละ) 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส)  

พีเอช
เริ่มต้น 

ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต 

1 25 3.5 0.05 7.5 
2 35 3.5 0.05 7.0 
3 25 5.5 0.05 7.5 
4 35 5.5 0.05 8.0 
5 25 4.5 0.00 8.0 
6 35 4.5 0.00 8.0 
7 25 4.5 0.10 8.0 
8 35 4.5 0.10 8.0 
9 30 3.5 0.00 8.0 
10 30 5.5 0.00 10.0 
11 30 3.5 0.10 9.0 
12 30 5.5 0.10 10.0 
13 30 4.5 0.05 10.0 
14 30 4.5 0.05 8.0 
15 30 4.5 0.05 9.0 
16 30 4.5 0.05 8.0 
17 30 4.5 0.05 8.5 
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ตารางท่ี 4.6  การวิเคราะห์ความแปรปรวนสําหรับพ้ืนผิวตอบสนองของปัจจัยในการหมักต่าง ๆ ต่อ
ปริมาณเอทานอลด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® 

SOV 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Value 

p-value  

Prob > F  

Model 9.84 9 1.09 2.23 0.1509 NS 
A-Temp 5.329E- 1 5.329E- 1.089E- 1.0000  

B-pH 2.00 1 2.00 4.09 0.0829  

C- 0.13 1 0.13 0.26 0.6288  

AB 0.25 1 0.25 0.51 0.4979  

AC 5.329E- 1 5.329E- 1.089E- 1.0000  

BC 0.25 1 0.25 0.51 0.4979  

A^2 6.32 1 6.32 12.91 0.0088  

B^2 2.632E- 1 2.632E- 5.378E- 0.9436  

C^2 1.16 1 1.16 2.37 0.1674  

Residual 3.42 7 0.49    

Lack of 0.62 3 0.21 0.30 0.8265 NS 
Pure 2.80 4 0.70    

Cor Total 13.26 16     

ความน่าเช่ือถือ = ร้อยละ 8.34   
เม่ือ A คือ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) B คือ พีเอชเริ่มต้น และ C คือ ปริมาณ

แอมโมเนียมซัลเฟต (กรัมต่อลิตร) 
จากกราฟพ้ืนผิวตอบสนองของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (รูปที่ 

4.2) สีที่ปรากฏในกราฟแสดงถึงปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึนจากปัจจัยการหมักที่ศึกษา โดยท่ีสีแดงท่ี
เข้มมากที่สุดคือ ปริมาณเอทานอลท่ีมีความเข้มข้นสูงที่สุดของสภาวะน้ัน ๆ ซ่ึงเม่ือทํานายหาปัจจัยท่ี
เหมาะสมในการหมักเอทานอลโปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® โดยกําหนดค่าตํ่าสุดและสูงสุด
ของปัจจัยท่ีศึกษาจํานวน 3 ปัจจัย ให้อยู่ในช่วงที่ใช้ศึกษา ดังน้ี คือ ค่าอุณหภูมิตํ่าสุด 25 องศา
เซลเซียส และสูงสุด 35 องศาเซลเซียส, พีเอชเริ่มต้นตํ่าสุด 3.5 และสูงสุด 5.5 และปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟตตํ่าสุด 0 กรัมต่อลิตร และสูงสุด 0.1 กรัมต่อลิตร พบว่าโปรแกรมจะทํานายหา
ปัจจัยต่าง ๆ ที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลตามแบบจําลองทางสถิติ (สมการที่ 1) คือ อุณหภูมิ
เท่ากับ 30.5 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากับ 
9.13x10-9 กรัมต่อลิตร (หรือไม่ต้องเติม) ซ่ึงสภาวะการหมักด้วยปัจจัยต่าง ๆ เหล่านี้ จะได้ปริมาณ    
เอทานอลสูงสุด (ร้อยละ 9.89) ที่ค่าความพอใจ (desirability) สูงที่สุดเท่ากับ 0.981 ดังแสดงในรูปที่ 
4.3 
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รูปที ่4.2  กราฟพ้ืนผิวตอบสนองของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีมีผลต่อ

การหมักเอทานอลสูงสุด 

 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักแอลกอฮอล์ จากกราฟพื้นผิวตอบสนองของระดับ
อุณหภูมิ พีเอช และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (รูปที่ 4.2) สีที่ปรากฏในกราฟแสดงถึงปริมาณ
แอลกอฮอล์ที่เกิดขึ้นจากสภาวะการหมักของปัจจัยท่ีศึกษา โดยที่สีแดงท่ีเข้มมากที่สุดคือปริมาณ
แอลกอฮอล์ที่มีความเข้มข้นสูงที่สุดของสภาวะนั้น ๆ ซ่ึงเม่ือทําการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมัก
แอลกอฮอล์ ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป  Design-Expert® Software Version 9 Free Trial โดย
กําหนดค่าตํ่าสุดและสูงสุดของปัจจัยที่ศึกษาจํานวน 3 ปัจจัย ให้อยู่ในช่วงที่ใช้ศึกษา ดังน้ี คือ ค่า
อุณหภูมิตํ่าสุด 25๐ซ และสูงสุด 35๐ซ, ค่าพีเอชตํ่าสุด 3.5 และสูงสุด 5.5 และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตตํ่าสุด 0 กรัมต่อลิตร และสูงสุด 0.1 กรัมต่อลิตร เม่ือโปรแกรมคํานวณหาปัจจัยต่าง ๆ ที่
เหมาะสมในการหมักแอลกอฮอล์จากการย่อยแป้งขนมจีนที่ให้ปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุด (ร้อยละ 
9.89) โดยอัตโนมัติ จะได้ปัจจัยท่ีเหมาะสม ดังน้ี คือ อุณหภูมิเท่ากับ 30.5๐ซ พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 
และไม่ต้องเติมแอมโมเนียมซัลเฟต ดังแสดงในรูปที่ 4.3  
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รูปที่ 4.3  ปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่ให้ปริมาณเอทานอล

สูงสุด จากการทํานายด้วยโปรแกรม Design-Expert® ที่ค่าความพอใจสูงท่ีสุดเท่ากับ 
0.981 

จากรูปที่ 4.3 จะเห็นว่าปัจจัยท่ีเหมาะสมของอุณหภูมิเท่ากับ 30.5 องศาเซลเซียส พีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 5.5 ที่ได้จากการทํานายด้วยโปรแกรม ณ ค่าความพอใจ (desirability) สูงที่สุดเท่ากับ 
0.981 น้ัน เม่ือพิจารณาผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนสําหรับพ้ืนผิวตอบสนองของปัจจัยในการ
หมักต่าง ๆ ที่ศึกษาซ่ึงพบว่า ปัจจัยต่าง ๆ ที่ได้ศึกษาให้ค่าปริมาณเอทานอลท่ีไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(P>0.05) (ตารางท่ี 3) ซ่ึงสามารถเลือกใช้ปัจจัยต่าง ๆ ในการหมักที่กําหนดในแผนการทดลองท่ีระดับ
ใดระดับหนึ่งได้ทั้งหมด ดังน้ันเพ่ือเป็นการลดต้นทุนในการหมักเอทานอล ในขั้นตอนการย่อยน้ําแป้ง
ขนมจีนเหลือท้ิงด้วยกรดซัลฟิวริกแล้ว ก็ไม่จําเป็นต้องปรับ พีเอชเร่ิมต้นให้สูง และไม่ต้องควบคุม
อุณหภูมิให้ตํ่า รวมทั้งไม่ต้องเติมสารอาหารเสริมที่เป็นแหล่งไนโตรเจน จึงจําเป็นต้องทําการทํานาย
หาปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป Design-Expert® ใหม่อีกครั้ง โดย
กําหนดให้ค่าอุณหภูมิสูงสุด (maximize) ที่ 35 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเริ่มต้น (target) ที่ 4.5 และ
ปริมาณแอมโมเนียน้อยท่ีสุด (minimize) ที่ 0 กรัมต่อลิตร พบว่าโปรแกรม Design-Expert® จะ
ทํานายหาปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลให้ใหม่ คือ สภาวะการหมักท่ีมีอุณหภูมิเท่ากับ 
32.46 องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมต้นเท่ากับ 4.5 และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากับ 7.16x10-9 
กรัมต่อลิตร (หรือไม่ต้องเติม) ซ่ึงสภาวะการหมักด้วยปัจจัยน้ีจะให้ปริมาณเอทานอลเท่ากับร้อยละ 
8.80 โดยมีค่าความพอใจเท่ากับ 0.818 ดังแสดงในรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4 ปัจจัยที่ เหมาะสมในการหมักแอลกอฮอล์จากน้ําแป้งขนมจีนเหลือทิ้งท่ีให้ปริมาณ

แอลกอฮอล์สูงสุด โดยการกําหนดค่าอุณหภูมิสูงสุด (maximize) ที่ 35๐ซ ค่าพีเอช 
(target) ที่ 4.5 และปริมาณแอมโมเนียน้อยท่ีสุด (minimize) ที่ 0 กรัมต่อลิตรในโปรแกรม 
Design-Expert® Software Version 9 Free Trial  

การศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากสภาวะที่ได้จากข้อที่ 4 
ในการหมักน้ําหมักที่ได้จากการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนด้วยกรดด้วยเช้ือยีสต์แบบกะ และใน

ระดับขยายปริมาตรการหมักเป็น 18 ลิตร มักจะเกิดปรากฏการณ์ที่เช้ือยีสต์ไม่เจริญหรือเจริญได้น้อย 
ถึงแม้ใช้ปัจจัยท่ีเหมาะสมจากการศึกษาแล้วก็ตาม ทั้งนี้เป็นผลสืบเน่ืองมาจากในการย่อยน้ําแป้ง
ขนมจีนเหลือท้ิงที่มีองค์ประกอบเป็นไดแซ็กคาไรด์ และพอลิแซ็กคาร์ไรด์ ถูกย่อยด้วยกรด ได้เป็นมอน
อแซ็กคาไรด์ (ศุภวรรณ  และคณะ, 2547) อยู่ในสารละลายกรดเจือจาง และมีอุณหภูมิสูงขึ้นนํ้าตาล
ทั้งชนิด เพนโทส และ เฮกโซส จะเกิดการเสียนํ้า(dehydration) สามโมเลกุล (วรรณา, 2549) ซ่ึงจะ
ส่งผลต่อประสิทธิภาพของการหมักเอทานอลได้นั่นเอง เช่น เกิดสารเฟอร์ฟูรัล, 5-ไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟูรัล (HMF) เป็นต้น (เสรี และ เฉลิม, 2012) ทําให้เช้ือ Saccharomyces cerevisiae  TISTR 
5339  ไม่สามารถนําน้ําตาลรีดิวซ์ไปใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึมได้ ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและ
ทําให้ความสามารถของการใช้นํ้าตาลของจุลินทรีย์ลดลง และผู้วิจัยได้พยายามแก้ปัญหาดังกล่าว โดย
การปรับเปลี่ยนรูปแบบการหมักจากแบบกะมาเป็นการหมักแบบก่ึงกะ ซ่ึงจะแบ่งช่วงเวลาในการเติม
นํ้าหมักท่ีผ่านการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิง ด้วยกรดซัลฟิวริกลงไปในถังหมัก คือ เติมนํ้าหมักครั้ง
ละ 500 มิลลิลิตรต่อระยะเวลา 2 วัน ไปจนปริมาตร 18 ลิตร โดยจะต้องทําการหมักนํ้าหมักด้วยเชื้อ
ยีสต์แบบกะให้เช้ือยีสต์เจริญและมีปริมาณเซลล์มากก่อนที่จะเร่ิมทําการหมักแบบกึ่งกะ ซ่ึงพบว่า เช้ือ
ยีสต์สามารถผลิตเอทานอลได้ในช่วงร้อยละ 6 – 8.5 ดังน้ันในการทดลองต่อไปที่ทําการหมักนํ้าแป้ง
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ขนมจีนเหลือท้ิงท่ีผ่านการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกในระดับขยายปริมาตรการหมักเป็น 18 ลิตร เพ่ือ
นํามาศึกษาการกลั่น จะปรับเปลี่ยนรูปแบบการหมักเป็นแบบก่ึงกะแทนการหมักแบบกะ 

ผลจากหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลที่ได้จากการทํานายด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป 
Design-Expert® คือ สภาวะการหมักท่ีมีอุณหภูมิเท่ากับ 32.46๐ซ พีเอชเท่ากับ 4.5 และปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากับ 0.0000000716 กรัมต่อ ซ่ึงในการทดลองข้ันต่อไป จะนําสภาวะที่
เหมาะสมในการหมักนี้มาใช้โดยมีการปรับเปลี่ยนมาใช้อุณหภูมิที่สามารถปรับค่าได้ง่าย คือ 33๐ซ    
พีเอชเริ่มต้น เท่ากับ 4.5 และไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจนลงไปในนํ้าหมัก เน่ืองจากแหล่งไนโตรเจน
ไม่มีผลต่อการผลิตแอลกอฮอล์และลดต้นทุนในการผลิตดังที่กล่าวไปแล้วในข้ันต้น 

เม่ือนําปัจจัยท่ีเหมาะสมในการหมักที่ได้ปรับเปลี่ยนมาใช้ศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมใน
การผลิตแอลกอฮอล์ในระดับห้องปฏิบัติการ โดยใช้เช้ือยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 
5339  ร้อยละ 10 สําหรับหมักเอทานอล เป็นระยะเวลา 30 วัน ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.5 
ซ่ึงจะพบว่า เช้ือยีสต์จะมีการใช้นํ้าตาลรีดิวซ์ในการผลิตเอทานอลส่งผลให้ปริมาณเอทานอลเพ่ิมขึ้น
เรื่อย ๆ จนถึง ที่ 8 วันเช้ือจะมีการผลิตเอทานอลสูงสุด คือ ร้อยละ 8.27 หลังจากน้ันเอทานอลก็มีผล
ลดลงเรื่อย ๆ และนํ้าตาลรีดิวซ์ก็ไม่ได้ลดลง นอกจากน้ีความเข้มข้นของเอทานอลที่เพ่ิมข้ึนสูงสุดท่ี 8 
วัน และมีแนวโน้มลดลงเรื่อย ๆ เพราะเช้ือมีการใช้เอทานอลในกระบวนการเมทาบอไลต์ และความ
เข้มข้นของเอทานอลท่ีเพ่ิมมากขึ้นจากกระบวนการหมักมีผลต่อการเจริญเติบโตของยีสต์โดยจากผล
รายงานวิจัยของ Loureiro และ Uden (1982) อ้างโดย รัชนีกร (2552) กล่าวว่าสภาวะที่เอทานอล
ถูกผลิตข้ึนมาจะมีผลต่ออัตราการตายของเซลล์ยีสต์ โดยปริมาณเอทานอลท่ีถูกผลิตข้ึนจะไปเปล่ียน
องค์ประกอบของลิพิด และฟอสโฟลิพิดเมมเบรน ของยีสต์ ทําให้ความสามารถในการทนต่อความ
ร้อนของยีสต์ลดลง 
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รูปที ่4.5  ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ และเอทานอลท่ีหมักด้วยเช้ือยีสต์สายพันธ์ุ Saccharomyces 

cerevisiae TISTR 5339 แบบกึ่งกะที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาการหมัก 
30 วัน 

5. ผลของการศึกษากระบวนการกล่ันแยกเอทานอลท่ีได้จากการหมักให้ได้เอทานอลความ
เข้มข้นร้อยละ 50 และ 95 

ผลจากการกลั่นเอทานอลจากนํ้าหมักท่ีได้จากหมักนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงปริมาตร 10 ลิตร 
ที่มีความเข้มข้นของเอทานอลเริ่มต้นเท่ากับร้อยละ 8 แล้วกลั่นแยกเอทานอลออกให้ได้ความเข้มข้น
ร้อยละ 50 ด้วยเคร่ืองกลั่นลําดับส่วน โดยปรับต้ังอุณหภูมิในการกลั่นเท่ากับ 90๐ซ และเวลาในการ
กลั่น 60 นาที (ศรีอุบล และสุภาษิต, 2552) ทําการกลั่นจํานวน 4 คร้ัง (ปริมาตรรวมเท่ากับ 40 ลิตร) 
แล้ววัดความเข้มข้นของเอทานอลโดยวิธีวัดความถ่วงจําเพาะ พบว่า ได้ปริมาตรเอทานอลที่กลั่นได้
รวมเท่ากับ 7.395 ลิตร และมีความเข้มข้นของเอทานอลเฉลี่ยเท่ากับร้อยละ 54±0.82 ซ่ึงคิดเป็น
ผลได้ของเอทานอลที่กลั่นได้ต่อปริมาตรเร่ิมต้น (40 ลิตร) เฉลี่ยเท่ากับร้อยละ 18.49±0.48 ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.7 

เม่ือนําเอทานอลที่กลั่นได้จากเคร่ืองกลั่นลําดับส่วนท่ีมีความเข้มข้นของเอทานอลเริ่มต้นร้อย
ละ 54±0.82 มากลั่นซํ้าด้วยเคร่ืองสกัดของแข็ง-ของเหลว โดยปรับต้ังอุณหภูมิที่กลั่นเท่ากับ 84 องศา
เซลเซียส และเวลาที่กลั่น 60 นาที พบว่า ได้ปริมาตรเอทานอลที่กลั่นได้รวมเท่ากับ 2.925 ลิตร และ
มีความเข้มข้นของเอทานอลเฉล่ียเท่ากับร้อยละ 87.50±4.56 ซ่ึงคิดเป็นผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นได้
ต่อปริมาตรเร่ิมต้น (7.395 ลิตร) เฉลี่ยเท่ากับร้อยละ 39.74±11.24 ดังแสดงในตารางที่ 4.8    
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เม่ือนําเอทานอลที่กลั่นได้จากเคร่ืองกลั่นลําดับส่วนท่ีมีความเข้มข้นของเอทานอลเริ่มต้นร้อย
ละ 87.50±4.56 มากลั่นซํ้าด้วยเครื่องสกัดของแข็ง-ของเหลว โดยปรับต้ังอุณหภูมิที่กลั่นเท่ากับ 84 
องศาเซลเซียส และเวลาที่กลั่น 60 นาที พบว่า ได้ปริมาตรเอทานอลท่ีกลั่นได้รวมเท่ากับ 2.295 ลิตร 
และมีความเข้มข้นของเอทานอลเฉลี่ยเท่ากับร้อยละ 92.50±0.71 ซ่ึงคิดเป็นผลได้ของเอทานอลที่กลั่น
ได้ต่อปริมาตรเร่ิมต้น (2.925 ลิตร) เฉลี่ยเท่ากับร้อยละ 78.39±4.17 ดังแสดงในตารางที่ 4.9 ซ่ึงเม่ือคิด
ผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นได้โดยคิดจากปริมาตรน้ําหมักนํ้าแป้งแป้งขนมจีนเหลือทิ้งท่ีนํามากลั่น
เริ่มต้น 40 ลิตร จนได้เอทานอลท่ีผ่านการกลั่นให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับร้อยละ 92.50±0.71 
ปริมาตร 2.295 ลิตร จะมีผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นได้ต่อปริมาตรเริ่มต้นเท่ากับร้อยละ 5.74 จะเห็น
ว่าผลได้ของเอทานอลที่กลั่นได้ยังตํ่า ทั้งนี้ในกระบวนการศึกษาข้อมูลการกลั่นที่ให้ค่าท่ีถูกต้องนี้ไม่ได้
นําเอทานอลที่เหลือในหม้อต้มกลั่นซ่ึงมีความเข้มข้นประมาณร้อยละ 12.81 มาทําการกลั่นให้มีความ
เข้มข้นขึ้นอีก แต่ในทางปฏิบัติผู้วิจัยได้ได้รวบรวมนํ้าท่ีเหลือจากการกลั่นเพ่ือทําการกลั่นให้มีความ
เข้มข้นแล้ว   

ตารางท่ี 4.7   ปริมาณเอทานอลและผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นได้จากหมักนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงให้
มีความเข้มข้นร้อยละ 50 ด้วยเครื่องกล่ันลําดับส่วน อุณหภูมิที่กลั่น 90 องศาเซลเซียส 
และเวลาที่กลั่น 60 นาที 

ค่าท่ีศึกษา 
คร้ังท่ีกลั่น 

ค่าเฉลี่ย 
รวม

ท้ังหมด 1 2 3 4 
ปริมาตรท่ีเริ่มตน้กลั่น (ลิตร) 10 10 10 10 - 40 
ความเข้มข้นของเอทานอลเริ่มต้น 
(ร้อยละ) 

8 8 8 8   

ปริมาตรท่ีกลั่นได้ (ลิตร) 1.840 1.785 1.880 1.890 - 7.395 
ความเข้มข้นของเอทานอลท่ีกลัน่
ได้ (รอ้ยละ) 

53 54 55 54 54 - 

ผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นได้ตอ่
ปริมาตรเริ่มต้น (ร้อยละ) 

18.40 17.85 18.80 18.90 18.49±0.48  

 

 

 

 



40 

 

 

 

ตารางท่ี 4.8   ปริมาณเอทานอลและผลได้ของเอทานอลที่กลั่นซํ้าจากเอทานอลที่มีความเข้มข้นเริ่มต้น
ร้อยละ 54 ด้วยเครื่องสกัดของแข็ง-ของเหลว อุณหภูมิที่กลั่น 84 องศาเซลเซียส และ
เวลาท่ีกลั่น 60 นาที 

ค่าท่ีศึกษา 
คร้ังที่กลั่น 

ค่าเฉลี่ย 
รวม

ทั้งหมด 1 2 3 4 5 
ปริมาตรท่ีเริ่มตน้กลั่น (ลิตร) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.395 - 7.395 
ความเข้มข้นของเอทานอลเริ่มต้น 
(ร้อยละ) 

54 54 54 54 54   

ปริมาตรท่ีกลั่นได้ (ลิตร) 0.395 0.445 0.685 0.665 0.735 - 2.925 
ความเข้มข้นของเอทานอลท่ีกลัน่
ได้ (รอ้ยละ) 

92 80 90 87.5 88 87.50±4.56 - 

ผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นได้ต่อ
ปริมาตรเริ่มต้น (ร้อยละ) 

26.33 29.67 45.67 44.33 52.69 39.74±11.24 - 

 
ตารางท่ี 4.9   ปริมาณเอทานอลและผลได้ของเอทานอลที่กลั่นซํ้าจากเอทานอลท่ีมีความเข้มข้นเริ่มต้น

ร้อยละ 88 ด้วยเครื่องสกัดของแข็ง-ของเหลว อุณหภูมิที่กลั่น 84 องศาเซลเซียส และ
เวลาท่ีกลั่น 60 นาที 

ค่าท่ีศึกษา 
คร้ังท่ีกลั่น 

ค่าเฉลี่ย 
รวม

ทั้งหมด 1 2 
ปริมาตรท่ีเริ่มตน้กลั่น (ลิตร) 1.5 1.425 - 2.925 
ความเข้มข้นของเอทานอลเริ่มต้น 
(ร้อยละ) 

88 88   

ปริมาตรท่ีกลั่นได้ (ลิตร) 1.225 1.075 - 2.295 
ความเข้มข้นของเอทานอลท่ีกลัน่
ได้ (รอ้ยละ) 

92 93 92.50±0.71 - 

ผลได้ของเอทานอลท่ีกลั่นได้ต่อ
ปริมาตรเริ่มต้น (ร้อยละ) 

81.33 75.44 78.39±4.17 - 

6. ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทําให้เอทานอลท่ีกล่ันได้มีความบริสุทธิ์ด้วยโมเลกุลาร์
ซีฟ 

ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทําให้เอทานอลที่กลั่นได้มีความบริสุทธ์ิด้วยโมเลกุลาร์
ซีฟ จะใช้สารละลายเอทานอลท่ีเตรียมจากเอทานอลบริสุทธ์ิร้อยละ 99.9 โดยเตรียมให้มีความเข้มข้น
เท่ากับร้อยละ 92.5 ซ่ึงความเข้มข้นของเอทานอลที่กลั่นได้ในขั้นตอนสุดท้ายในช่วง 92-95 เป็นช่วงท่ี
สามารถนํามาทําให้บริสุทธ์ิโดยการดูดซับด้วยโมเลกุลาร์ซีฟได้ (ณีรนุช และ สุจิตรา, 2550) โดยข้ัน
แรกจะทําการศึกษาหาปริมาณตัวดูดซับที่เหมาะสําหรับดูดซับน้ําออกจากเอทานอล จากน้ันจะ
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ทําการศึกษาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการดูดซับนํ้าออกจากเอทานอล ก่อนที่จะนําสภาวะท่ี
เหมาะสมเหล่านี้มาใช้สําหรับดูดซับนํ้าออกจากเอทานอลที่ผ่านการกลั่นจริง 

6.1 ผลการศึกษาปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟในการดูดซับน้ําออกจากเอทานอล 
จากการศึกษาปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟในการดูดซับน้ําออกจากเอทานอลท่ีระดับต่าง ๆ 

ได้แก่ 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 กรัม สําหรับดูดซับนํ้าในเอทานอลปริมาตร 10 มิลลิลิตร และ
คัดเลือกปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟที่เหมาะสมจากค่าปริมาณนํ้าในเอทานอลท่ีถูกดูดซับต่อน้ําหนักของ
โมเลกุลาร์ซีฟ (กรัมเอทานอลต่อกรัมโมเลกุลาร์ซีฟ) หรือ eq พบว่า เม่ือใช้โมเลกุลาร์ซีฟในปริมาณที่
เพ่ิมข้ึน ไม่ทําให้ได้ความเข้มข้นของเอทานอลสูงขึ้น และเม่ือพิจารณาค่า eq จะพบว่า ที่ปริมาณโมเล
กุลาร์ซีฟเท่ากับ 0.25 กรัม จะมีค่า eq ที่มากท่ีสุดเท่ากับ 2.456 กรัมน้ําต่อกรัมโมเลกุลาร์ซีฟ ซ่ึงมี
ความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) เม่ือเทียบค่า eq ที่ปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟอ่ืน ๆ ดังแสดงในตาราง
ที่ 4.10 ซ่ึงหมายความว่า ที่ปริมาณของโมเลกุลาร์ซีฟเท่ากับ 0.25 กรัม สามารถดูดซับน้ําจากเอทา
นอลปริมาตร 10 มิลลิลิตรได้มากท่ีสุด หรือคิดเป็นปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟ 25 กรัมต่อปริมาตรเอทา
นอล 100 มิลลิลิตร ซ่ึงจะใช้ปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟนี้สําหรับการศึกษาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมใน
การดูดซับน้ําออกจากเอทานอลต่อไป  

ตารางท่ี 4.10  ปริมาณน้ําในเอทานอลที่ถูกดูดซับด้วยโมเลกุลาร์ซีฟที่ปริมาณต่าง ๆ 

ปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟ (กรัม) 
ความเข้มข้นของ 

เอทานอลหลังการดูดซับ (ร้อยละ) 
eq  

(กรัมน้ําต่อกรัมโมเลกุลาร์ซีฟ) 
0.125 95.10±0.14 2.080ง±0.11 
0.250 98.64±0.23 2.456ก±0.09 
0.500 98.80±0.00 1.260ข±0.00 
1.000 98.70±0.14 0.620ค±0.01 
2.000 98.50±0.42 0.300ง±0.02 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันในแนวสดมภ์ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

 เ ม่ือศึกษา Langmuir isotherm เ พ่ือทราบค่าปริมาณสูงสุดของน้ํ า ท่ีถูกดูดซับแบบ 
monolayer ต่อน้ําหนักของโมเลกุลาร์ซีฟ (กรัมต่อกรัมตัวดูดซับ) ( maxq ) โดยวิธีเขียนกราฟเส้นตรง
ระหว่าง แกน Y ด้วย ee qC และ แกน X ด้วยค่า eC จะได้ความชันเท่ากับ max1 q และจุดตัดแกน 
Y เท่ากับ bqmax1  ดังแสดงในรูปที่ 4.6 เม่ือหาค่า maxq จะได้ค่าเท่ากับ 8.65 กรัมน้ําต่อกรัมโมเล
กุลาร์ซีฟ ซ่ึงหมายความว่า โมเลกุลาร์ซีฟ 1 กรัม มีความสามารถดูดซับน้ําในเอทานอลได้สูงสุดเท่ากับ 
8.65 กรัม (เม่ือความหนาแน่นของนํ้าเท่ากับ 1 กรัมต่อมิลลิลิตร) 
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รูปที่ 4.6  กราฟเส้นตรงสําหรับหาค่า Langmuir isotherm ระหว่าง ee qC และ eC  

6.2 การศึกษาอุณหภมูิและเวลาที่เหมาะสมในการดูดซับน้ําออกจากเอทานอล 
จากการศึกษาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการดูดซับนํ้าออกจากเอทานอล โดยจัด

ให้หน่วยทดลองตามแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล มีปัจจัยท่ีศึกษาคือ อุณหภูมิจํานวน 3 ระดับ 
คือ 25, 35 และ 40 องศาเซลเซียส และเวลาท่ีใช้ในการดูดซับจํานวน 6 ระดับ คือ 10, 20, 30, 40, 
50 และ 60 นาที และใช้ปริมาณโมเลกุลาร์ซีฟที่เหมาะสมจากการศึกษา คือ 25 กรัมต่อเอทานอล 
100 มิลลิลิตร ผลการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของเอทานอลหลังผ่านตัวดูดซับด้วยโมเลกุลาร์ซีฟที่
อุณหภูมิเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส ที่เวลาในการดูดซับ 50 นาที จะได้เอทานอลท่ีมีความเข้มข้นสูงสุด
เท่ากับ 99.21±0.01 ซ่ึงมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) เม่ือเทียบกับความเข้มข้นของเอทานอล
ที่ดูดซับที่อุณหภูมิและเวลาอ่ืน ๆ ดังแสดงในตารางท่ี 4.11 ดังน้ันจึงในการทดลองทําบริสุทธ์ิเอทา
นอลท่ีกลั่นได้ในงานวิจัยนี้จะใช้อุณหภูมิเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส และเวลาในการดูดซับ 50 นาที 

ตารางท่ี 4.11 ความเข้มข้นของเอทานอลหลังผ่านตัวดูดซับด้วยโมเลกุลาร์ซีฟที่อุณหภูมิและเวลา
ในการดูดซับต่าง ๆ 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิในการดูดซับ (องศาเซลเซียส) 

25 35 40 
ความเข้มข้นของเอทานอล (ร้อยละ) 

10 95.60ฌ±0.04 96.32ชซฌ±0.03 97.32งจฉช±2.15 
20 96.20ซฌ±0.01 97.44งจชฉ±0.04 96.60ฉชซฌ±0.08 
30 96.90จฉชซ±0.06 98.08กขคงจ±0.08 97.40งจฉชซ±0.04 
40 97.30งจฉชซ±0.03 98.88กข±0.03 97.70ขคงจฉ±0.03 
50 98.20กขคง±0.18 99.21ก±0.01 97.60คงจฉ±0.01 
60 98.69กขค±0.16 99.20ก±0.06 97.52คงจฉช±0.06 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยท่ีมีตัวอักษรเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

y = 0.1156x + 1.9545
R² = 0.0112

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
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e 
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7. การทําให้เอทานอลท่ีกล่ันได้มีความบริสุทธ์ิด้วยสภาวะที่เหมาะสม 

จากนําสภาวะที่เหมาะสมในการดูดซับน้ําออกจากเอทานอลบริสุทธ์ิร้อยละ 99.9 คือ ปริมาณ
โมเลกุลาร์ซีฟเท่ากับ 25 กรัมต่อเอทานอล 100 มิลลิลิตร บรรจุในคอลัมน์ (ไม่มีการนํากลับมาใช้ใหม่) 
อุณหภูมิในการดูดซับเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส และเวลาในการดูดซับ 50 นาที มาใช้ดูดซับนํ้าใน    
เอทานอลที่ผ่านการกลั่นให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับร้อยละ 92.50±0.71 ปริมาตร 2.295 ลิตร 
ควบคุมอัตราการไหลของเอทานอลเท่ากับ 10 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่า ได้เอทานอลที่ผ่านการดูดซับ
นํ้าออกมีความเข้มข้นร้อยละ 99.23±0.02 ปริมาตร 750 มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางท่ี 4.12  

ตารางท่ี 4.12 ปริมาตรและความเข้มข้นของเอทานอลที่ผ่านการทําบริสุทธ์ิในคอลลัมน์ที่มีโมเล
กุลาร์ซีฟร้อยละ 25 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และเวลาในการดูดซับ 50 นาที 

ค่าท่ีศึกษา 
คร้ังท่ีกล่ัน 

ค่าเฉล่ีย 
รวม

ทั้งหมด 1 2 3 
ปริมาตรเอทานอล 
(มิลลิลิตร) 

เริ่มต้น   1,000    1,000  295 -  2,295  
หลังผ่านการดูดซับ 345 340 110 - 750 

ความเข้มข้นของเอทานอล 
(ร้อยละ) 

เริ่มต้น  92.50 92.50 92.50 92.50±0.00 - 
หลังผ่านการดูดซับ 99.21 99.23 99.24 99.23±0.02 - 

8. การศึกษาการผลิตเอทานอลเช้ือเพลิงจากเอทานอลที่ผ่านการทําให้บริสุทธิ์แล้ว 
เม่ือนําเอทานอลท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิแล้วซ่ึงมีความเข้มข้นร้อยละ 99.23±0.02 ปริมาตร 

750 มิลลิลิตร มาผลิตเป็นเอทานอลเช้ือเพลิง (แก๊สโซฮอล์) ในอัตราส่วนผสมเอทานอลร้อยละ 10 
และนํ้ามันเบนซินออกเทน 91 ร้อยละ 90 โดยปริมาตร จะได้นํ้ามันแก๊สโซฮอล์ออกเทน 91 ปริมาตร
ทั้งหมด 7.80 ลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.13 ซ่ึงในขั้นตอนหลังจากผลิตเป็นน้ํามันแก๊สโซฮอล์ ออก
เทน 91 แล้วยังไม่ได้ส่งตัวอย่างไปตรวจสอบคุณลักษณะทางเคมีและกายภาพตามข้อกําหนดลักษณะ
และคุณภาพของนํ้ามันแก๊สโซฮอล์ ของกรมธุรกิจพลังงาน กระทรวงพลังงาน พ.ศ. 2551 เน่ืองจากมี
ข้อจํากัดเรื่องระยะเวลา แต่ได้นํานํ้ามันแก๊สโซฮอล์ดังกล่าวมาทดลองใช้กับเครื่องยนต์ขนาดเล็ก 
(เครื่องตัดหญ้า) และจากการสังเกตระหว่างการใช้งานไม่พบผลกระทบใด ๆ  

ตารางท่ี 4.13 การผลิตเอทานอลเช้ือเพลิงจากเอทานอลท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิแล้ว 

อัตราส่วนผสม (ร้อยละ) ปริมาตร (ลิตร) 
เอทานอลความเข้มข้น

ร้อยละ 99.23 
น้ํามันเบนซิน 
ออกเทน 91 

เอทานอลความเข้มข้น
ร้อยละ 99.23 

นํ้ามันเบนซิน 
ออกเทน 91 

น้ํามันแก๊ส
โซฮอล ์(ลิตร) 

10 90 0.78 7.02 7.80 
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บทที่ 5 
บทสรุป และข้อเสนอแนะ 

1. บทสรุป 

งานวิจัยเร่ืองการผลิตเอทานอลเชื้อเพลิงจากนํ้าท้ิงโรงงานผลิตแป้งขนมจีนสามารถสรุปได้
ดังน้ี 

1) กระบวนการย่อยน้ําแป้งขนมจีนเหลือท้ิงความเข้มข้นร้อยละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกความ
เข้มข้นร้อยละ 5 ให้ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์กว่าสูงกว่าการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสเท่ากับ 
497.91±0.69 กรัมต่อลิตร  

2) สภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้ําตาลที่ผ่านการย่อยนํ้าแป้งขนมจีนเหลือท้ิง
ด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 5 คือ ไม่ต้องเติมแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนลงใน
นํ้าหมักก่อนทําการหมักด้วยเช้ือยีสต์ แต่ต้องปรับพีเอชของน้ําหมักเร่ิมต้นให้เท่ากับ 4.5 ก่อนทําการ
หมักด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 ร้อยละ 10 และควบคุมอุณหภูมิในการ
หมักให้ได้เท่ากับ 32.5 องศาเซลเซียส (ในทางปฏิบัติสามารถปรับต้ังค่าอุณหภูมิเท่ากับ 33 องศา
เซลเซียสได้) ซ่ึงจะได้ปริมาณเอทานอลสูงสุดเท่ากับร้อยละ 8.27 ที่ระยะเวลาการหมัก 8 วัน แต่ใน
การปฏิบัติการขยายปริมาตรการผลิตเป็น 18 ลิตร จะต้องปรับรูปแบบการหมักจากแบบกะมาเป็น
การหมักแบบกึ่งกะ และใช้เวลานานข้ึนเป็น 30 วัน 

3) การกลั่นเอทานอลให้มีความเข้มข้นจากปริมาตรนํ้าหมักน้ําแป้งแป้งขนมจีนเหลือท้ิงที่นํามา
กลั่นเริ่มต้น 40 ลิตร จนได้เอทานอลที่ผ่านการกลั่นให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับร้อยละ 
92.50±0.71 ปริมาตร 2.295 ลิตร จะมีผลได้ของเอทานอลที่กลั่นได้ต่อปริมาตรเริ่มต้นเท่ากับร้อยละ 
5.74 

4) เอทานอลท่ีผ่านการทําให้มีความบริสุทธ์ิแล้ว (ความเข้มข้นร้อยละ 99.23±0.02) สามารถมา
ผลิตเป็นเอทานอลเช้ือเพลิง (แก๊สโซฮอล์) เบนซินออกเทน 91 ได้ปริมาตรเท่ากับ 7.80 ลิตร ซ่ึง
สามารถนําไปใช้กับเครื่องยนต์ขนาดเล็กได้ 

2. ข้อเสนอแนะ 

งานวิจัยน้ียังมีข้อเสนอแนะหรือปัญหาในการทําวิจัย พอจะสรุปได้ดังนี้ 
1) นํ้าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งสามารถนํามากรอง แล้วย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกให้เป็นน้ําตาลรีดิวซ์ 

และหมักกับเช้ือยีสต์ให้เกิดเอทานอลได้ แต่ในขั้นตอนการย่อยด้วยกรดจะมีสารที่จะไปยับย้ังไม่ให้
ยีสต์เจริญ ซ่ึงจําเป็นที่จะต้องหาวิธีการแยกสารเหล่าน้ันออก เพ่ือให้การหมักมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด 

2) ในขั้นตอนการกล่ันน้ําหมักให้ได้เอทานอลท่ีมีความเข้มข้นสูงขึ้น ถ้าหากใช้เครื่องกลั่นที่มี
ประสิทธิภาพ จะทําให้ได้ผลได้ของเอทานอลที่กลั่นได้ต่อปริมาตรเร่ิมต้นสูงขึ้นโดยไม่สูญเสียทาง
เศรษฐศาสตร ์
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3) ในขั้นตอนการทําให้เอทานอลท่ีผ่านการกลั่นมีความบริสุทธ์ิพร้อมท่ีจะนําไปเป็นส่วนผสมใน
การผลิตเป็นเอทานอลเช้ือเพลิง หรือน้ํามัน (แก๊สโซฮอล์) น้ัน จะต้องใช้เทคโนโลยีอ่ืนที่ทันสมัยกว่า
การใช้โมเลกุลาร์ซีฟ เพ่ือการแยกนํ้าออกจากเอทานอลที่มีประสิทธิภาพและมีความคุ้มค่าทาง
เศรษฐศาสตร์ เช่น เทคโนโลยีเย่ือบาง  
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ภาคผนวก ก อาหารเล้ียงเช้ือ 

สูตรอาหาร Yeast Malt Medium (YM) สาํหรับเช้ือยีสต์ ประกอบด้วย 

             ยีสต์สกัด  3.0     กรัม 
มอลต์สกัด  5.0     กรัม 
เบปโตน   5.0     กรัม 
กลูโคส   10.0   กรัม 
นํ้ากลั่น 1.0     ลิตร 

นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาละลายกับนํ้ากลั่น 1.0 ลิตร แล้วปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 
5.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้นมาตรฐาน 0.1 นอร์มัล และสารละลายกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้นมาตรฐาน 0.1 นอร์มัล นําไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยหม้อน่ึงความดันไอนํ้าอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

หมายเหตุ: YM Agar เตรียมโดยใช้ส่วนประกอบเช่นเดียวกับ YM broth แต่เติมวุ้นร้อยละ
1.5 ก่อนนําไปน่ึงฆ่าเช้ือ  

ภาคผนวก ข   วิธีการวิเคราะห์ 

1. การวิเคราะห์หาปริมาณแป้งท้ังหมด (Pintado, et al., 1999) 

1.1 สารเคมี          
 1) ไอโอดีน  

2) โพแทสเซียมไอโอไดด์        

1.2 วิธีการ 
1) การเตรียมสารละลายไอโอดีน (Iodine Solution) ช่ังโพแทสเซียม 30 กรัม ละลายในนํ้า

กลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากน้ันนําไปปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 
เก็บรักษาไว้ในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง นําไปเจือจางกับนํ้ากลั่นในอัตราส่วน 4:100 ก่อนใช้ 

1.3 วิธีการวิเคราะห์ 

ก. การเตรียมกราฟมาตรฐานของแป้ง  
1) โดยเตรียมสารละลายแป้งให้มีความเข้มข้น 0, 01, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 

และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
2) ปิเปตสารละลายตัวอย่างท่ีเจือจางได้เหมาะสมปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 

(blank ใช้นํ้ากลั่น 0.1 มิลลิลิตร แทน) 
3) เติมสารละลายไอโอดีนปริมาตร 2.4 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
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4) นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 
5) นําค่าท่ีได้ไปเขียนกราฟมาตรฐาน แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแป้ง และค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 

ข. วิธีการวิเคราะห์ตัวอย่าง 
ปิเปตสารละลายตัวอย่างท่ีเจือจางได้เหมาะสมปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง

แล้วนําไปวิเคราะห์หาปริมาณแป้งเช่นเดียวกันกับข้อ 1) 

 
รูปผนวกที่ ข1 กราฟมาตรฐานสําหรับหาความเข้มข้นของแป้งที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 

2. การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟีนอล-ซัลเฟต (ดัดแปลงจาก Dobios, et al. 1956 โดย 
ศรีอุบล, 2545) 

2.1 อุปกรณ์ 

เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร    

2.2 สารเคมี 
1) สารละลายฟีนอลความเข้มข้นร้อยละ 5 (ระวังอย่าให้ถูกผิวหนังเพราะอาจจะทําให้

เกิดมะเร็งได้ และควรเก็บสารเคมีดังกล่าวไว้ในที่เย็นเสมอ) 
2) กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 
3) สารละลายกลูโคสมาตรฐานความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลิลิตร เตรียมโดยช่ัง

กลูโคสที่อบ 105 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  
 
 
 

y = 0.9999x + 0.0111
R² = 0.9995
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2.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
4) เจือจางสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้มี

ความเข้มข้นเท่ากับ 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปริมาตร
รวมเท่ากับ 10 มิลลิลิตร   

5) ใส่สารละลายตัวอย่างต่อแบลงค์ หรือสารละลายมาตรฐานกลูโคสท่ีเจือจางแล้ว 1 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 

6) เติมสารละลายฟีนอล 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
7) เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ลงไปอย่างรวดเร็วพร้อมกัน เขย่าให้เข้ากัน 
8) ต้ังทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที หรือจนเย็น 
9) วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร โดยเทียบจากแบลงค์ ซ่ึงใช้น้ํากลั่น

แทนสารละลายตัวอย่าง        

2.4 การวิเคราะห์หาปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดในตัวอย่าง 
1) ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่ เจือจางแล้ว 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติม

สารละลายฟีนอล 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
2) เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ลงไปอย่างรวดเร็วพร้อมกัน เขย่าให้เข้ากัน (โดย

ปล่อยกรดลงไปที่ผิวหน้าของของเหลวโดยตรงจะทําให้การผสมเกิดข้ึนได้อย่างรวดเร็วกว่าการค่อย ๆ 
ปล่อยลงขา้ง ๆ) 

3) ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที หรือจนเย็น 
4) วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร 
5) นําค่าดูดกลืนแสงที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือหาความเข้มข้นของนํ้าตาลใน

สารละลายตัวอย่าง หรือคํานวณได้จากกราฟมาตรฐาน  
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รูปผนวกที่ ข2 กราฟมาตรฐานสําหรับหาความเข้มข้นของนํ้าตาลท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

3. การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ โดยวิธี DNS (Miller, 1959) 
3.1 สารเคมี  

1) สารละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 เตรียมโดยช่ัง DNS 
10 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายด่างทีละน้อย (NaOH 16 กรัม ละลายในนํ้า
กลั่น 200 มิลลิลิตร) คนให้ละลายเข้ากนจนหมด นําไปอุ่นในอ่างนํ้าร้อนจนกระท่ังได้สารละลายใส 
จากนั้นเติม potassium sodium tartrate ลงไปที่ละน้อยจนครบ 300 กรัม เติม sodium sulphite 
0.5 กรัม ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง 

2) สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยช่ังกลูโคสมา 0.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับ
ปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 100 มิลิลิตร จะได้สารละลายกลูโคสเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้น 
นํามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นต้ังแต่ 0.0-1.0 มิลลิกรัมต่อมิลิลิตร ดังน้ี 
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ตารางผนวก ข1  ความเข้มข้นมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส 

หลอดที่ 
สารละลายกลูโคส

(มล.) 
น้ํากล่ัน 
(มล.) 

ความเข้มข้นของ
กลูโคส (มก./มล.) 

1 0.0 1.0 0.0 
2 0.2 0.8 0.2 
3 0.4 0.6 0.4 
4 0.6 0.4 0.6 
5 0.8 0.2 0.8 
6 1.0 0.0 1.0 

3.2 วิธีการ  
1) ดูดสารละลายตัวอย่างหรือสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (0.0-1.0 มิลลิลิตรต่อมิลลิลิตร) ที่

ต้องการวิเคราะห์ 1.0 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง 
2) เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ปิดฝาหลอดโดยคลายเกลียวให้หลวมแล้วนํา

หลอดไป ต้มในนํ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที  
3) แช่หลอดทดลองในอ่างนํ้าเย็นทันทีเป็นเวลา 5 นาที  
4) เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ผสมให้เข้ากัน แล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืน

แสง ที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  
5) นําค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพ่ือหาความเข้มข้นของกลูโคสใน

สารละลายตัวอย่าง     
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รูปผนวกที่ ข3 กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส 

4. การวัดปริมาณแอลกอฮอล์ ด้วยวีโนมิเตอร์ (vinometer) 
วีโนมิเตอร์เป็นเครื่องมือกะทัดรัด พกพาสะดวก เหมาะสําหรับใช้วัดปริมาณแอลกอฮอล์ในนํ้า

หมักไวน์ และใช้ปริมาณตัวอย่างน้อย ได้อย่างสะดวกรวดเร็ว ภายในเพียง 2-3 นาที 

วิธีการ 
1) เทน้ําหมักท่ีปรับอุณหภูมิเท่ากับ 20๐ซ ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิแล้ว ลงในเครื่องวีโน

มิเตอร์ ปล่อยให้ไวน์ไหลลง จนหยดลงด้านล่าง ดูให้แน่ใจว่า ไม่มีฟองอากาศอยู่ในท่อ 
2) ควํ่าวีโนมิเตอร์ลง ไวน์จะไหลย้อนกลับ จนกระทั่งมาหยุดอยู่ที่จุด ๆ หน่ึงในท่อ 
3) อ่านค่าปริมาณแอลกอฮอล์เป็นร้อยละ (โดยปริมาตร) ได้จากขีดของเครื่อง ณ จุดท่ีน้ําไวน์

ในท่อหยุดไหล 
หมายเหตุ: ในกรณีที่มีฟองอากาศอยู่ในท่อ ให้ใช้ตัวเป่าและดีดก้านเพื่อช่วยให้ไวน์ไหล และ

ดันฟองอากาศให้เคลื่อนออกจากท่อ 

5. การวัดปริมาณแอลกอฮอล์ ด้วยวิธีวัดความถ่วงจําเพาะ 
สําหรับวัดปริมาณแอลกอฮอล์ที่กลั่นได้ในช่วงความเข้มข้นร้อยละ 0-100 

วิธีการ 

1) โดยนําแอลกอฮอล์ที่กลั่นได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เทในลงในกระบอกตวงขนาด 100 
มิลลิลิตร แล้วนํามาปรับอุณหภูมิให้ได้เท่ากับ 20๐ซ  ในอ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ  

2) หย่อนเครื่องวัดแอลกอฮอล์แบบวัดความถ่วงจําเพาะ (Alcoholometer, Gay Lussac – 
Cartier scale) แล้วอ่านค่าปริมาณแอลกอฮอล์ 

y = 1.0303x + 0.0225
R² = 0.9948
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6. การวิเคราะห์ปริมาณแอลกฮอล์ ด้วยวิธีแก๊สโครมาโตกราฟี 
อุปกรณ์ 
1) เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี ย่ีห้อ PerkinElmer รุ่น Clarus 600 

2) ขวดใส่ตัวอย่าง (vial) 
3) ตัวกรองตัวอย่าง 

วิธีการ     

1) สร้างกราฟสารละลายมาตรฐานเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 20, 40, 60, 80 และ 
99.99 จะได้ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นเอทานอลกับพ้ืนที่ใต้กราฟ และสมการดังตารางผนวก 
ข2 

2) เตรียมตัวอย่างท่ีจะวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอล กรองใส่ในขวด Vial 
3) นําขวดใส่ตัวอย่างไปวางบนถาดป้อนตัวอย่างของครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี 

4) คํานวณปริมาณเอทานอลจากสมการเส้นตรงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นเอทานอล
กับพ้ืนที่ใต้กราฟ 

สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์เอทานอล 

- Carrier gas: Helium 10 ml/min, Hydrogen 45 ml/min, Air zero 450 ml/min 

- Carrier flow rate: 1 ml/min 

- Split flow: 20 ml/min  
- Column: Wax 0.32 mm ID, 30-meter Length, Max Temp 230๐C 

- Temperature: Inject 50๐C, Oven: 700๐C 9 min, FID 150๐C 

ตารางผนวก ข2   ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นเอทานอลกับพ้ืนที่ใต้กราฟ 

ปริมาณเอทานอล (ร้อยละ) พื้นท่ีใต้กราฟ 
20.00 2.236550x 105 
40.00 2.274878 x 105 

60.00 3.507660 x 105 

80.00 4.937442 x 105 

99.99 6.186478 x 105 

 Retention time: 2.084 min 
จะได้สมการสาํหรับหาปริมาณเอทานอล (Y) จากพ้ืนที่ใต้กราฟ (X) คือ   

  1110020.5603-8511341.8352 XY   

0.9990802 R  
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ภาคผนวก ค.  ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน 

ตารางผนวกที่ ค1  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยนํ้าแป้ง
ขนมจีนเหลือทิ้งท่ีความเข้มข้นเริ่มต้น 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี 10 
และ 20 ยูนิต ระยะเวลาในการย่อย 20 ช่ัวโมง 

แหล่งของความแปรปรวน DF 
Sum of 
Squares       

Mean Square  F Value   Pr > F 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ 1 9.95402500    9.95402500    12.18     0.0732ns 
ความคลาดเคล่ือน          2 1.63385000 0.81692500   

รวม 3 516.8750000    
ความน่าเช่ือถือ = ร้อยละ 4.44 

หมายเหตุ  ns ค่าเฉล่ียของปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) ผลการวิเคราะห์
ค่าเฉล่ียแสดงดังตารางท่ี 4.2 

ตารางผนวกที่ ค2  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยนํ้าแป้ง
ขนมจีนเหลือท้ิงที่ความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี
ความเข้มข้น 10 ยูนิต พีเอชเท่ากับ 5, 6 และ 7 ระยะเวลาในการย่อย 20 ช่ัวโมง 

แหล่งของความแปรปรวน DF 
Sum of 
Squares       

Mean Square  F Value   Pr > F 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ 2 259.7424222    129.8712111   26.88     0.0010* 
ความคลาดเคล่ือน          6 28.9939333    4.8323222   

รวม 8 288.7363556    
ความน่าเช่ือถือ = ร้อยละ 8.21 

หมายเหตุ  * ค่าเฉล่ียของปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) ผลการวิเคราะห์
ค่าเฉล่ียแสดงดังตารางท่ี 4.3 
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ตารางผนวกท่ี ค3   การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากย่อยนํ้าแป้ง
ขนมจีนเหลือท้ิงที่ความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้น
ต่าง ๆ 

แหล่งของความแปรปรวน DF 
Sum of 
Squares       

Mean Square  F Value   Pr > F 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ 4 103519.3215 25879.8304 3481.70 <.0001* 
ความคลาดเคล่ือน          5 37.1656 7.4331   

รวม 9 103556.4870    
ความน่าเช่ือถือ = ร้อยละ 0.81 

หมายเหตุ  * ค่าเฉล่ียของปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) ผลการวิเคราะห์
ค่าเฉล่ียแสดงดังตารางท่ี 4.4 

ตารางผนวกท่ี ค4   การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณนํ้าในเอทานอลท่ีถูกดูดซับด้วย       
โมเลกุลาร์ซีฟที่ปริมาณต่าง ๆ 

แหล่งของความแปรปรวน DF 
Sum of 
Squares       

Mean Square  F Value   Pr > F 

ปริมาณน้ําในเอทานอลท่ีถูกดูดซับ 4 6.79880960 1.69970240 392.69 <.0001* 
ความคลาดเคล่ือน          5 0.02164200 0.00432840   

รวม 9 6.82045160    
ความน่าเช่ือถือ = ร้อยละ 4.90 

หมายเหตุ  * ค่าเฉล่ียของปริมาณนํ้าในเอทานอลท่ีถูกดูดซับ มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) ผล
การวิเคราะห์ค่าเฉล่ียแสดงดังตารางท่ี 4.10 

ตารางผนวกท่ี ค5   การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความเข้มข้นของเอทานอลหลังผา่นตัวดูดซับ
ด้วยโมเลกุลาร์ซีฟที่อุณหภูมิและเวลาในการดูดซับต่าง ๆ 

แหล่งของความแปรปรวน DF 
Sum of 
Squares       

Mean Square  F Value   Pr > F 

ความเข้มข้นของเอทานอลหลัง
ผ่านตัวดูดซับ 

17 35.77008889 2.10412288 8.04 <.0001* 

ความคลาดเคล่ือน          18 4.71200000 0.26177778   
รวม 35 40.48208889    

ความน่าเช่ือถือ = ร้อยละ 0.52 
หมายเหตุ  * ค่าเฉล่ียของความเข้มข้นของเอทานอลหลังผ่านตัวดูดซับ มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

(P≤0.05) ผลการวิเคราะห์ค่าเฉล่ียแสดงดังตารางท่ี 4.11 
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ภาคผนวก ค.  การเผยแพร่ผลงานวิจัย 

ผลงานตีพมิพ:์ 

ศรีอุบล ทองประดิษฐ์, ธณิกานต์ ธรสินธ์ุ, อดุลย์สมาน สุขแก้ว และ วีรพงศ์ เชียรสงค.์ 2559. สภาวะ
ที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากแป้งเหลือท้ิงจากโรงงานผลิตขนมจีนท่ีผ่านการแปร
สภาพ. การประชุมวิชาการมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล ครั้งที่ 8, มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคล กรุงเทพ, 24-26 สงิหาคม 2559, หน้า 311-313. 

ศรีอุบล ทองประดิษฐ์, อดุลย์สมาน สุขแก้ว, ธณิกานต์ ธรสินธ์ุ และ วีรพงศ์ เชียรสงค.์ 2559. สภาวะ
ที่เหมาะสมของการหมักเอทานอลจากแป้งเหลือท้ิงโรงงานผลิตขนมจีนที่ผ่านการย่อยด้วย
กรดซัลฟิวริก. การประชุมนําเสนอผลงานวิจัยระดับชาติและนานาชาติมหาวิทยาลัยราชภัฏ
นครสวรรค์ ครัง้ที่ 1, โรงแรม แกรนด์ฮิลล์รสีอร์ทแอนด์สปา จังหวัดนครสวรรค์, 10 สงิหาคม 
2559, หน้า 110. 

ศรีอุบล ทองประดิษฐ์ และ อดุลย์สมาน สุขแก้ว. 2559. สภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายแปง้เหลอื
ทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีนเป็นนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส. การประชุม
วิชาการเครือข่ายพลังงานแห่งประเทศไทย ครั้งที่ 12, โรงแรมวังจันทน์ ริเวอร์วิว จังหวัด
พิษณุโลก, 8 - 10 มิถุนายน พ.ศ. 2559, หน้า 513 - 517. 

การนําเสนอผลงานวิจัยแบบ Oral: 

ศรีอุบล ทองประดิษฐ์. 2559. สภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากแป้งเหลือท้ิงจาก
โรงงานผลิตขนมจีนที่ผ่านการแปรสภาพ. การประชุมวิชาการมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราช
มงคล ครั้งที่ 8, มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล กรุงเทพ, 24-26 สงิหาคม 2559. 

ศรีอุบล ทองประดิษฐ์. 2559. สภาวะที่เหมาะสมของการหมักเอทานอลจากแป้งเหลือท้ิงโรงงานผลิต
ขนมจีนที่ผ่านการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริก. การประชุมนําเสนอผลงานวิจัยระดับชาติและ
นานาชาติมหาวิทยาลัยราชภัฏนครสวรรค์ ครั้งที่ 1, โรงแรมแกรนด์ฮิลลร์ีสอร์ทแอนด์สปา 
จังหวัดนครสวรรค์, 10 สิงหาคม 2559. 

ศรีอุบล ทองประดิษฐ์. 2559. สภาวะที่เหมาะสมในการยอ่ยสลายแป้งเหลือท้ิงจากโรงงานผลิต
ขนมจีนเป็นน้าตาลโมเลกุลเด่ียวด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส. การประชุมวิชาการเครือข่าย
พลังงานแห่งประเทศไทย ครั้งที่ 12, โรงแรมวังจันทน์ ริเวอร์วิว จังหวัดพิษณุโลก, 8 - 10 
มิถุนายน พ.ศ. 2559. 
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สภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายแป้งเหลือทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีนเป็นน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว 
ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

Optimum Conditions for Waste Starch Hydrolysis from Thai Rice Vermicelli Factory to 
Monosaccharides by using α-Amylase Enzyme 

 
ศรีอุบล ทองประดิษฐ์1* และอดุลย์สมาน สุขแก้ว2 

 
1คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย 133 หมู่ที่ 5 ต าบลทุ่งใหญ่ อ าเภอทุ่งใหญ่  

จังหวัดนครศรีธรรมราช รหัสไปรษณีย์ 80240 
2 คณะวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีและการเกษตร มหาวิทยาลัยราชภัฏยะลา 133 ถนนเทศบาล 3 ต าบลสะเตง อ าเภอเมือง  

จังหวัดยะลา รหัสไปรษณีย์ 95000 
*E-mail: sriubol@gmail.com  

 
บทคัดย่อ  

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการย่อยสลายน้ าแป้ง
เหลือทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีน พบว่าแป้งเหลือทิ้งที่น ามาศึกษามีพีเอชที่สม่ าเสมอเท่ากับ 3.69 มีปริมาณแป้งทั้งหมดเท่ากับ 
32.73±0.01 กรัมต่อลิตร และปริมาณของแข็งทั้งหมดเท่ากับ 35.57±0.60 กรัมต่อลิตร  สภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายแป้ง
เหลือทิ้งที่ความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสความเข้มข้น 10 ยูนิต ที่เวลา 20 ช่ัวโมง มีปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์เท่ากับ 18.78±1.24 กรัมต่อลิตร เมื่อศึกษาความเหมาะสมของพีเอชในการย่อยสลายน้ าแป้งเหลือทิ้งด้วยเอนไซม์แอลฟา      
อะไมเลสที่สภาวะเดียวกัน พบว่าการปรับพีเอชของน้ าแป้งด้วยสารละลายอะซิเตรทบัฟเฟอร์ให้มีพีเอชเท่ากับ 5 สามารถย่อยสลาย
แป้งเหลือทิ้งได้ดีที่สุดและได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 31.20±0.49 กรัมต่อลิตร ซึ่งในอนาคตการน าสภาวะที่เหมาะสมในการ
ย่อยสลายแป้งเหลือทิ้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจะเป็นแนวทางหนึ่งที่ช่วยก าจัดปัญหาทางด้านสิ่งแวดล้อมและเพิ่มมูลค่าทาง
เศรษฐศาสตร์ส าหรับใช้เป็นแหล่งผลิตพลังงานทดแทน 
ค ำส ำคัญ: การย่อยสลาย แป้งเหลือท้ิง ขนมจีน น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส  
 
Abstract 
 The objective of this study was to optimum conditions for waste starch hydrolysis from Thai rice 
vermicelli factory to monosaccharides by using α-amylase enzyme. The results found that usual pH of waste 
starch was 3.69. The total starch content and total solid content of the residual starch were 32.73±0.01 and 
35.57±0.60 g/L, respectively. An optimized condition of wasted starch hydrolysis was initial 20% waste starch 
for 10 hours with 10 unit α-amylase enzyme and 18.78±1.24 g/L reducing sugar content. To investigate pH 
suitability for waste starch hydrolysis by α-amylase in the similar condition, it found that pH adjustment of 
waste starch with acetate buffer solution to reach pH 5 was the best condition of waste starch hydrolysis with 
31.20±0.49 g/L reducing sugar concentration. Therefore, in the future, utilization of such optimum conditions 
for waste starch hydrolysis with α-amylase enzyme would be a promising alternative approach to eliminate 
environmentally affected waste and, at the same time, economical valorization of the waste into an alternative 
energy source.        
Keywords: Hydrolysis, Waste Starch, Thai Rice Vermicelli, Monosaccharide, α-Amylase Enzyme 
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1. บทน้า 
น้ ามันเช้ือเพลิงจัดเป็นแหล่งทรัพยากรพลังงานท่ีส าคัญ

และสร้างความสะดวกต่อผู้บริโภคของประเทศไทยมานาน แต่
ปัจจุบันแหล่งผลิตน้ ามันในประเทศมีสัดส่วนไม่เพียงพอกับความ
ต้องการของผู้บริโภค ประเทศไทยต้องสูญเสียเงินตราหลายแสน
ล้านบาทต่อปีในการน าน้ ามันจากต่างประเทศมาใช้ และมี
แนวโน้มที่สูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง มีการประมาณการอย่างคร่าวๆ ว่า
โลกเราจะมีน้ ามันส ารองใช้ได้อีกประมาณ 30-40 ปี [1, 2]     
การคิดค้นแหล่งพลังงานใหม่ๆ เพื่อทดแทนน้ ามันเกิดขึ้นมานาน
แล้ว แต่เพิ่งจะเริ่มตื่นตัวกันอย่างจริงจังเมื่อราคาน้ ามันพุงขึ้นสูง
เกินกว่าที่จะยอมรับได้ในขณะนี้  ซึ่งแหล่งพลังงานมีหลาย
ประเภททั้งที่ เป็นแหล่งพลังงานที่ใช้แล้วหมดไปและแหล่ง
พลังงานที่สามารถหมุนเวียนกลับมาใช้ใหม่ได้ ได้แก ่พลังงานก๊าซ
ธรรมชาติ ก๊าซปิโตรเลียมเหลว ถ่านหิน หินน้ ามัน พลังงาน
แสงอาทิตย์ พลังงานลม พลังงานความร้อนใต้พิภพ พลังงาน
นิวเคลียร์ ก๊าซชีวภาพ และพลังงานจากเอทานอล เป็นต้น [3]  
เอทานอลจัดเป็นแหล่งพลังงานทีไ่ด้รับความสนใจจากประชาชน
ทั่วไป เอทานอลเป็นแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่งทีเ่กิดจากการหมัก
ผลิตผลหรือเศษเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีส่วนผสมของแป้ง
หรือน้ าตาล ได้แก่ อ้อย น้ าตาล กากน้ าตาล กากอ้อย บีทรูท 
(หัวผักกาดหวาน) แป้งมันส าปะหลัง มันเทศ ธัญพืชต่างๆ เช่น 
ข้าวโพดข้าว ข้าวสาลี ข้าวบาร์เลย์ ข้าวฟ่าง โดยจะเปลี่ยนแป้ง
จากพืชให้เป็นน้ าตาลต่างๆ เป็นน้ าตาล และหมักเป็นเอทานอล 
[4] ด้วยยีสต์เพราะยีสต์สามารถเจริญเติบโตได้เร็ว และเพิ่ม
ปริมาณได้มาก แต่มีคุณสมบัติที่เป็นข้อจ ากัดบางประการ เช่น 
ความทนทานต่อความเข้มข้นของเอทานอลที่สูง อุณหภูมิที่ใช้
ในการหมัก ชนิดของแหล่งคาร์บอน เป็นต้น จึงมีการพัฒนา
เพื่อคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์อื่นๆ ให้มี
ประสิทธิภาพที่ดีในการผลิตเอทานอล [5] แต่สิ่งส าคัญที่ควร
พิจารณาในการผลิตเอทานอล คือ การใช้วัตถุท่ีมีต้นทุนต่ าและ
สามารถย่อยสลายได้ง่าย มาเป็นแหล่งวัตถุดิบเริ่มต้นที่ใช้ใน
กระบวนการหมัก ซึ่งน้ าแป้งที่เหลือทิ้งจากกระบวนการผลิต
ขนมจีน เป็นแหล่งวัตถุดิบที่มีปริมาณน้ าตาลสูง [6, 7] 
นอกจากนี้หากระบายน้ าแป้งเหลือทิ้งดังกล่าวลงสู่แหล่งน้ า
ธรรมชาติ จะส่งผลกระทบโดยตรงต่อสิ่งแวดล้อม ดังนั้นเพื่อ
แก้ไขปัญหาผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมดังกล่าว งานวิจัยนี้จึงน า
น้ าแป้งเหลือท้ิงจากกระบวนการผลิตขนมจีนมาใช้ประโยชน์ใน
การผลิตเอทานอล โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อย
สลายด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสเพื่อเปลี่ยนเป็นสารละลาย
น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวส าหรับเป็นวัตถุดิบเริ่มต้นในกระบวนการ
หมักเอทานอลต่อไป 

 
 

2. วัสดุและวิธีด้าเนินงานวิจัย  
2.1  วัตถุดิบ 
น้ าแป้งเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตขนมจีนจาก

โรงงานผลิตขนมจีนน้องขวัญ ต าบลนาโพธิ ์อ าเภอทุ่งสง จังหวัด
นครศรีธรรมราช และเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสทางการค้า 
(Enzyme Termamyl® 2X) ผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus 
licheniformis ยี่ห้อ Sigma จากบริษัท Novo Nordisk Co., 
Bagsvaerd, ประเทศเดนมาร์ค  

2.2  การศึกษาองค์ประกอบเบื้องต้นของน้้าแป้งเหลือ
ทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีน 

น าน้ าแป้งเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตขนมจีนน ามา
ศึกษาองค์ประกอบต่างๆ ได้แก่ พีเอช ปริมาณแป้งทั้งหมด [8] 
และปริมาณของแข็งทั้งหมด [9] 

2.3  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายน้้า
แป้งเหลือทิ้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส   

2.3.1 เตรียมผงแป้งจากน้ าแป้งเหลือทิ้ง โดยน า
น้ าแป้งที่ได้จากโรงงานผลิตขนมจีนมากรองแยกเอาเฉพาะส่วน
ที่เป็นของแข็งด้วยผ้าข้าวบาง น าส่วนที่เป็นของแข็งไปอบใน
ตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 
แล้วน ามาร่อนด้วยตะแกรงที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 
125 ไมโครครอน แล้วเก็บในถุงพลาสติกเก็บที่อุณหภูมิห้อง 
[10] 

2.3.2 เตรียมน้ าแป้งให้มีความเข้มข้นร้อยละ 20 
โดยใช้ผงแป้งที่เตรียมได้จากข้อที่ 2.3.1 จ านวน 20 กรัม เติม     
น้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร แล้วท าให้มี
ลักษณะเป็นเจล (gelatinization) โดยการนึ่งด้วยหม้อนึ่งความ
ดันไอน้ าที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้ว
ทิ้งให้เย็นประมาณ 30-40 องศาเซลเซียส จากนั้นจะดูด
ตัวอย่างน้ าแป้งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มิลลิลิตร เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 
0.5 โมลาร์ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร [11] เติมเอนไซม์แอลฟา  
อะไมเลสที่ผ่านการบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 นาที ที่ความเข้มข้น 10 และ 20   ยูนิต จ านวน 1 มิลลิลิตร 
[12-15] แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 0, 10, 30, 60, 
120, 180, 240 นาที และ 20 ช่ัวโมง แล้วเก็บตัวอย่างมา
วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS Method [15, 16] 
ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ที่ ได้จากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์แอลฟา        
อะไมเลสที่เวลาต่างๆ  

2.3.3 ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการย่อยสลายน้ า
แป้งที่ความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะ
ไมเลส  โดยใช้สารละลายอะซิเตรทบัฟเฟอร์ส าหรับใช้ปรับพี
เอชให้ได้เท่ากับ 5 และใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ส าหรับ
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ใช้ปรับพีเอชให้ได้เท่ากับ 6 และ 7 ท าการทดลองเหมือนกับข้อ
ที่ 2.3.2 จ านวน 3 ซ้ า เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์ท่ีพีเอชต่างๆ [16-18]  

 
3. ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง  

3.1  ผลการศึกษาองค์ประกอบเบื้องต้นของน้้าแป้ง
เหลือทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีน 

การวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นของน้ าแป้งเหลือทิ้ง
ที่ได้จากโรงงานผลิตขนมจีน พบว่าน้ าแป้งมีพีเอชเท่ากับ 3.69 
ซึ่งมีความสม่ าเสมอกันทุกครั้งที่เก็บตัวอย่างมาศึกษาวิจัย อาจ
เป็นผลมาจากกระบวนการของการผลิตขนมจีนมีการควบคุม
คุณภาพของการผลิตอาหารส าหรับการบริโภคที่ได้มาตรฐาน 
เมื่อวิเคราะห์ปริมาณแป้งทั้งหมดและปริมาณของแข็งทั้งหมด
พบว่า มีค่าเท่ากับ 32.73±0.01 และ 35.57±0.60 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ  

3.2  ผลการศึกษาปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่
เหมาะสมในการย่อยสลายแป้งเหลือทิ้งจากโรงงานผลิต
ขนมจีน 

จากการศึกษาปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความ
เข้มข้น 10 และ 20 ยูนิต ในการย่อยสลายสารละลาย 
น้ าแป้งเหลือทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีนที่มีความเข้มข้นเริ่มต้น
ร้อยละ  20 ในสภาพที่ไม่มีการปรับพีเอชด้วยสารละลาย
บัพเฟอร์ พบว่าได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่
ใช้ในการย่อยสลายน้ าแป้ง และมีค่าสูงสุดที่ระยะเวลาในการ
ย่อยสลายนาน 1,200 นาที (20 ช่ัวโมง) โดยปริมาณเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้น 20 ยูนิต สามารถย่อยสลายน้ า
แป้ ง เหลือทิ้ ง ได้ดีที่ สุ ด  ได้ ปริมาณน้ าตาลรีดิ วซ์ เท่ ากับ 
21.94±0.35 กรัมต่อลิตร แต่ไมมีความแตกต่างทางสถิต ิ    (P>
0.05) เมื่อเทียบกับการย่อยสลายด้วยเอนไซม์แอลฟา     อะ
ไมเลสที่ความเข้มข้น 10 ยูนิต ทีไ่ด้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ เท่ากับ 
18.78±1.24 กรัมต่อลิตรดังแสดงในภาพที่ 1 ซึ่งจะเห็นว่า การ
ใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในปริมาณมากๆ ส าหรับย่อยสลาย
น้ าแป้งจะไม่ส่งผลให้มีการเปลี่ยนเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวได้
มากขึ้น ท้ังนี้อาจสืบเนื่องมาจากการยับยั้งไม่ให้มีการเปลี่ยน
แป้งเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว [19] ดังนั้นความเข้มข้นเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสเท่ากับ 10 ยูนิต และเวลาในการย่อยที่ 20 
ช่ัวโมง จึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายน้ าแป้งให้เป็น
น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว เพื่อผลคุ้มค่าการลงทุนทางเศรษฐศาสตร์
ส าหรับผลิตเป็นเอทานอลต่อไป 

 
ภาพที่ 1 ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยน้ าแป้งเหลือทิ้งที่
ความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยเอนไซม์แอลฟา อะไมเลสที่

ความเข้มข้น 10 () และ 20 () ยูนิต  ที่เวลาต่างๆ 

3.3  ผลของพีเอชที่เหมาะสมในการย่อยสลายน้้าแป้ง
เหลือทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีน 

จากการศึกษาพีเอชที่ใช้ในการย่อยสลายน้ าแป้งจาก
โรงงานผลิตขนมจีนที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วย
เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้น 10 ยูนิต โดยผันแปร  
พีเอชเท่ากับ 5, 6 และ 7 ที่เวลาในการย่อยสลายที่ 20 ช่ัวโมง 
พบว่าการย่อยสลายน้ าแป้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่มีพี
เอชเท่ากับ 5 จะได้ปริมาณน้ าตาลรีดิ วซ์สู งสุดเท่ากับ 
31.20±0.49 ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) เมื่อ
เทียบกับการย่อยสลายน้ าแป้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่มี
พีเอชเท่ากับ 7 ที่ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 29.88±3.67 
กรัมต่อลิตร ส่วนการย่อยสลายน้ าแป้งที่มีพีเอชเท่ากับ 6 จะได้
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์น้อยที่สุดเท่ากับ 19.20±0.88 กรัมต่อลิตร 
ซึ่งมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) เมื่อเทียบกับปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์จากการย่อยสลายน้ าแป้งที่มีพีเอชเท่ากับ 5 และ 
7 ดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่งจะเห็นว่าหากใช้พีเอชไม่เหมาะสม
ในการย่อยสลายน้ าแป้งจะท าให้เกิดการสูญเสียกิจกรรมของ
เอนไซม์ ส่งผลให้ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ลดลง ซึ่งเกิดการ
สูญเสียสภาพแบบถาวร (irreversible inactivate) จากการ
เปลี่ยนโครงสร้างของโมเลกุลเดี่ยวในเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส
ท าให้เกิดการรวมกันของเอนไซม์ [18] ดังนั้นการปรับพีเอชของ
น้ าแป้งที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ให้มีค่าเท่ากับ 5 ด้วย
สารละลายอะซิเตรทบัฟเฟอร์ จึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมในการ
ย่อยสลายน้ าแป้งให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 
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ตารางที่ 1 ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยสลายน้ าแป้ง
เหลือทิ้ งที่ความเข้มข้นเริ่มต้นร้อยละ 20 ด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลส ทีพ่ีเอชเท่ากับ 5, 6 และ 7 

พีเอช ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัม/ลิตร)  
5 
6 
7 

31.20ก±0.49 
19.20ข±0.88 
29.88ก±3.67 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยที่มีอกัษรในแนวสดมภ์ต่างกัน มีความแตกตา่งกันทาง
สถิติ (P≤0.05) 
 
4. สรุปผลการทดลอง 

องค์ประกอบเบื้องต้นของแป้งเหลือทิ้งจากโรงงานผลิต
ขนมจีน คือ มีพีเอชที่สม่ าเสมอเท่ากับ 3.69 และมีปริมาณแป้ง
ทั้งหมดเท่ากับ 32.73±0.01 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณของแขง็
ทั้งหมดเท่ากับ 35.57±0.60 กรัมต่อลิตร 

สภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายแป้งเหลือทิ้งจาก
โรงงานผลิตขนมจีนให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสที่อุณหภูมิห้อง คือ ใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส
ที่ความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 10 ยูนิต เวลาในการย่อยที่ 20 
ช่ัวโมง และพีเอชเท่ากับ 5 
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สภาวะที่เหมาะสมของการหมักเอทานอลจากแป้งเหลือทิ้งโรงงานผลิตขนมจีนที่ผ่านการย่อย 
ด้วยกรดซัลฟิวริก  
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Sriubol Thongpradistha, Adulsman Sukkaew, Thanikan Thorasin and Weerapong Chiansong 

 
Abstract 

The objective of this study was to optimal study of the waste starch hydrolysis from Thai rice 
vermicelli factory with concentrations of sulfuric acid for converting monosaccharide. The results 
found that the waste starch hydrolysis with sulfuric acid 5%v/v had a highest reducing sugar equal 
to 497.91±0.69 g/L. The optimal of reducing sugar solution fermented with 10% of Saccharomyces 
cerevisiae TISTR 5339 found that the highest amount of ethanol equal to 8.27% of the 8-day of 
fermentation. 
 
Keywords: Waste Starch, Thai Rice Vermicelli, Fermentation, Sulfuric Acid 

บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักเอทานอลจากแป้งเหลือทิ้งที่ผ่านการ

ย่อยด้วยกรดซัลฟูริก เพื่อให้ได้น้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว ผลการวิจัยพบว่า การย่อยแป้งจากน้้าทิ้งโรงงานขนมจีนด้วยกรด
ซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นเท่ากับร้อยละ 5 จะได้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 497.91±0.69 กรัมต่อลิตร เมื่อน้า
สารละลายดังกล่าวมาหมักด้วยเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 ร้อยละ 10 จะได้ปริมาณ        
เอทานอลสูงสุดเท่ากับร้อยละ 8.27 ที่ระยะเวลาของการหมัก 8 วัน 
 

ค าส าคญั: แป้งเหลือทิ้ง, ขนมจีน, เอทานอล, การหมัก, กรดซัลฟูริก 
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บทน า 

กระบวนการย่อยเป็นกระบวนการที่ส้าคัญต่อการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว เพื่อน้ามาใช้ในการ
ผลิตเป็นพลังงานทดแทนได้ อาทิ ก๊าซชีวภาพ บิวทานอล และเอทานอล เป็นต้น (วราวุฒิ ครูส่ง และ รุ่งนภา         
พงศ์สวัสดิ์มานิต, 2532) การที่จะย่อยให้แป้งให้เป็นน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มีปริมาณสูงนั้น สามารถท้าได้ยากและต้อง
อาศัยปัจจัยด้านต่างๆมาควบคุมเพื่อสามารถน้าน้้าตาลดังกล่าวมาใช้ประโยชนไ์ด้ต่อไป (ศิริวัฒนา บัญชรเทวกุล, 2547) 
ปัจจุบันจะเห็นได้ว่าน้้ามันปิโตรเลียมที่ใช้กับเครื่องยนต์มีแนวโน้มที่ลดลงเนื่องจากการบริโภคมีอัตราที่สูงขึ้นตามความ
ต้องการของประชากร (ชัชนันท์ นิวาสวงษ์ และ เฉลิม เรืองวิริยะชัย, 2555) การแก้ไขโดยใช้เอทานอลเป็นแหล่ง
พลังงานทดแทนเพื่อใช้ผสมในน้้ามัน ก็เป็นวิธีหนึ่งที่สามารถลดปัญหาวิกฤตพลังงานได้ (Niblick and Landis, 2016) 
การที่ผลิตน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยวเพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานเริ่มต้นสามารถหาได้หลากหลายแหล่ง ได้แก่ 1) แหล่งที่เป็น
กลุ่มลิกโนเซลลูโลส เช่น ฟางข้าว ซังข้าวโพด ชานอ้อย เป็นต้น เป็นแหล่งพลังงานที่น่าสนใจเพราะมีต้นทุนต่้า แต่
ปัญหาของการย่อยโดยใช้แหล่งพลังงานนี้มักมีความยุ่งยากต่อการย่อยสลายเป็นน้้าตาลและจ้าเป็นต้องอาศัยเทคนิค
หลายๆเทคนิคมาเชื่อมโยงต่อกัน 2) แหล่งที่เป็นกลุ่มแป้ง เช่น มันส้าปะหลัง สามารถย่อยได้ดีกว่ากลุ่มแรกเพราะแป้งมี
โครงสร้างโมเลกุลที่เล็กกว่า และไม่มีความซับซ้อนต่อการย่อยสลาย แต่ปัญหาในวัตถุดิบดังกล่าวจะมีต้นทุนที่สูงอยู่ 
และ 3) แหล่งที่เป็นกลุ่มน้้าตาล เช่น กากน้้าตาล น้้าอ้อย เป็นต้น เป็นแหล่งพลังงานที่สามารถน้ามาหมักได้ และมี
ต้นทุนสูงไม่คุ้มค่าต่อการลงทุน (Khoo, 2015) เมื่อเปรียบเทียบความคุ้มค่าต่อการน้าแหล่งวัตถุดิบมาย่อยเพื่อ
เปลี่ยนเป็นเอทานอลนนั้น เห็นว่าแหล่งพลังงานจากแป้งเป็นแหล่งพลังงานที่เหมาะสมต่อการน้ามาย่อยเพื่อให้เกิด
ประโยชน์ได้ แม้ว่าแหล่งดังกล่าวจะต้องใช้ต้นทุนในการผลิตอยู่ แต่ถ้าหากมีการน้้าแป้งเหลือทิ้งจากโรงงานผลิต
ขนมจีนนอกจากเป็นการลดในเรื่องค่าใช้จ่ายในวัตถุดิบเริ่มต้นต่อการย่อยเพื่อเปลี่ยนเป็นพลังงานเอทานอลแล้วยัง
สามารถช่วยลดปัญหาสิ่งแวดล้อมอีกทางหนึ่ง ดังนั้นในงานวิจัยจึงมุ่งศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักเอทานอล
จากแป้งเหลือทิ้งโรงงานผลิตขนมจีนที่ผ่านการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกในระดับชวดทดลอง โดยย่อยแป้งเหลือทิ้งจาก
โรงงานผลิตขนมจีนโดยใช้กรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วน้าน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยวสูงสุดน้ามาหมักด้วยเชื้อยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 เพื่อเปลี่ยนเป็นเอทานอลต่อไป  

อุปกรณ์และวธิีการ 

1. วัตถุดิบ 

1) แป้งจากน้้าทิ้งโรงงานขนมจีน อ้าเภอทุ่งสง จังหวัดนครศรีธรรมราช 
2) เชื้อยีสต์สายพันธุ์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แห่งประเทศไทย ซึ่งเตรียมหัวเชื้อยีสต์โดยถ่ายเชื้อยีสต์จากอาหารวุ้นเอียงประมาณ 2 ลูป ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว YM เลี้ยงยีสต์เริ่มต้น 100 มิลลิลิตรและผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที แล้วน้าไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง 

 

 

 



 

2. วิธีการ 

2.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายน้้าแป้งเหลือทิ้งด้วยกรดซัลฟิวริก  

1) เตรียมผงแป้งจากน้้าแป้งเหลือทิ้ง โดยน้าน้้าแป้งที่ได้จากโรงงานผลิตขนมจีนมากรองแยกเอาเฉพาะส่วนที่
เป็นของแข็งด้วยผ้าข้าวบาง น้าส่วนที่เป็นของแข็งไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 
ชั่วโมง แล้วน้ามาร่อนด้วยตะแกรงที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 125 ไมครอน แล้วเก็บในถุงพลาสติกเก็บที่
อุณหภูมิห้อง (ศรีอุบล ทองประดิษฐ์ และอดุลย์สมาน สุขแก้ว, 2559) 

2) เตรียมน้้าแป้งให้มีความเข้มข้นร้อยละ 20 โดยใช้ผงแป้งที่เตรียมได้จากข้อที่ 1) จ้านวน 20 กรัม บรรจุลง
ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้้ากลั่นลงไปประมาณ 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นที่
ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ใช้ศึกษา คือ ร้อยละ 1, 2, 3, 4 และ 5 ปริมาตรโดยปริมาตร ที่มีเข้มข้นที่เท่ากัน จากนั้น
ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้ได้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร แล้วน้าไปย่อยพร้อมกวนที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 2 เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์
ด้วยวิธี DNS (Rocha et al, 2015; Teramura, et al, 2013; Zhu, 2015) ท้าการทดลองจ้านวน 3 ซ้้า เปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยของปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยสลายด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยวิธี Duncan' New 
Multiple Range Test (DMRT) และคัดเลือกระดับความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกที่สามารถย่อยแป้งแล้วได้น้้าตาล
รีดิวซ์มากที่สุด 

2.2 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้้าแป้งที่ผ่านการย่อยสลายด้วยกรดซัลฟิวริก 

น้าน้้าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกที่ระดับความเข้มข้นที่ผ่านการคัดเลือก มาปรับค่าพีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 4.5 และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน แล้วหมักด้วยเชื้อยีสต์สายพันธุ์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 
5339 ร้อยละ 10 ในถังหมักขนาด 20 ลิตรที่ปิดปากขวดด้วยอุปกรณ์กันอากาศ (air-locker) (ศรีอุบล ทองประดิษฐ์ 
และคณะ, 2559) จากนั้นเก็บตัวอย่างมาวัดความเข้มข้นของเอทานอลด้วยวีโนมิเตอร์ และปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น 
(Yücel et al, 2015; Joannis-Cassan et al, 2014; Tan et al, 2015) ในแต่ละวันเป็นเวลา 30 วัน 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์  

1. ผลการศึกษาความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกที่เหมาะสมในการย่อยน้ าแป้ง  

จากการศึกษาย่อยน้้าแป้งที่ความเข้มข้นร้อยละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ (ร้อยละ 1, 2, 3, 4  
และ 5 ) พบว่า การย่อยน้้าแป้งความเข้มข้นร้อยละ 20 ด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 ได้ปริมาณน้้าตาล
รีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 497.91±0.69 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P≤0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับการย่อย
น้้าแป้งด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่  1 ซึ่งเห็นว่าการใช้กรดซัลฟิวริกที่มีความเข้มข้น
สูงขึ้นจะท้าให้ประสิทธิภาพของการย่อยแป้งเป็นน้้าตาลรีดิวซ์ได้ดีขึ้น แต่การใช้กรดที่มีความเข้มสูงขึ้นมากกว่าร้อยละ 



5 จะท้าให้ในน้้าหมักมีสารที่เป็นพิษต่อจุลินทรีย์ที่ใช้เป็นหัวเชื้อเริ่มต้นในการหมัก และส่งผลท้าให้จุลินทรีย์ไม่สร้าง   
เอทานอล (Torre-González et al, 2016) ดังนั้นผลการศึกษานี้สามารถบ่งชี้ได้ว่าน้้าตาลที่ผ่านการย่อยด้วยกรด
ซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ  5 สามารถน้ามาหมักเพื่อเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้  

ตารางที่ 1   ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากย่อยน้้าแป้งเหลือทิ้งด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
กรดซัลฟิวริก (ร้อยละ) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

1 220.32จ±3.43 
2 259.15ง±0.69 
3 
4 
5 

408.13ข±2.75 
303.31ค±4.12 
497.91ก±0.69   

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรเหมือนกันในแนวสดมภ ์ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

2. ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้ าแป้งที่ผ่านการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริก 

ผลจากการศึกษาการหมักเอทานอลจากน้้าตาลรีดิวซ์ที่ผ่านการย่อยน้้าแป้งเหลือทิ้งด้วยกรดซัลฟิวริกที่ระดับ
ความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของน้้าหมักเท่ากับ 4.5 และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน เนื่องจากแหล่ง
ไนโตรเจนไม่มีผลต่อการหมักเอทานอล และสามารถลดต้นทุนในการผลิตเอทานอล แล้วเติมเชื้อยีสต์สายพันธุ์ 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339  ร้อยละ 10  และหมักในถังหมักขนาด 20 ลิตร ที่อุณหภูมิ 32.46 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วัน (ศรีอุบล ทองประดิษฐ์ และคณะ, 2559) พบว่า เชื้อยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae TISTR 5339 จะใช้น้้าตาลเพื่อผลิตเอทานอลที่มีปริมาณเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ใช้หมัก โดยจะมีปริมาณ 
เอทานอลสูงสุดเท่ากับร้อยละ 8.27 ในวันที่ 8 ของการหมัก และเมื่อระยะเวลาการหมักหลังวันที่ 8 ปริมาณเอทานอล
จะลดลงอย่างต่อเนื่อง ในขณะที่ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ไม่ลดลง ดังแสดงในภาพที่ 1  

ทั้งนี้เนื่องมาจากในการย่อยน้้าแป้งเหลือทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีนที่มีองค์ประกอบเป็นไดแซ็กคาไรด์และพอ
ลิแซ็กคาร์ไรด์ถูกย่อยด้วยกรดได้เป็นน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว (ศุภวรรณ ตันตยานนท์ และคณะ, 2547) ซึ่งในน้้าแป้งที่ถูก
ย่อยด้วยกรดเจือจางและที่ใช้อุณหภูมิสูงขึ้นน้้าตาลเฮกโซสจะเกิดการเสียน้้า  3 โมเลกุล (วรรณา ตุลยธัญ, 2549; 
Prado et al, 2016) ซึ่งจะส่งผลต่อประสิทธิภาพของการหมักเอทานอลได้ ส่งผลให้ เกิดสารเฟอร์ฟูรัล, 5-ไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟูรัล (HMF) เป็นต้น  (เสรี มหาวิชัด และ เฉลิม เรืองวิริยะชัย, 2555) ท้าให้เชื้อยีสต์สายพันธุ์ 
Saccharomyces cerevisiae  TISTR 5339 ไม่สามารถน้าน้้าตาลรีดิวซ์ไปใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึมได้ ส่งผลต่อ
การเจริญเติบโตและท้าให้ความสามารถของการใช้น้้าตาลของจุลินทรีย์ลดลง นอกจากนี้ปริมาณของเอทานอลที่เพิ่มขึ้น
สูงสุดในวันที่ 8 ของการหมักและมีแนวโน้มลดลงเรื่อย ๆ  เป็นเพราะเชื้อยีสต์น้าเอทานอลไปใช้ในกระบวนการเมทา
บอไลต์ และปริมาณของเอทานอลที่เพิ่มมากขึ้นเกิดจากกระบวนการหมักจะมีผลต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ โดยจาก
ผลการศึกษาของ รัชนีกร หมวดพล (2552) พบว่าสภาวะที่เอทานอลถูกผลิตขึ้นมาจะมีผลต่ออัตราการตายของเซลล์
ยีสต์ โดยปริมาณเอทานอลที่ถูกผลิตขึ้นจะไปเปลี่ยนองค์ประกอบของลิพิด และฟอสโฟลิพิดเมมเบรนของเซลล์ยีสต์ ท้า
ให้ความสามารถในการทนต่อความร้อนของยีสต์ลดลง และนอกจากนี้การที่มีปริมาณเอทานอลลดลงอาจเป็นไปได้ว่า
เกิดสภาวะสิ้นสุดของกระบวนการหมัก ซึ่งสามารถสังเกตจากเชื้อยีสต์ที่ตกตะกอนเกิดการย่อยสลายตัวเองอย่างช้า ๆ 
แล้วอวัยวะภายในเซลล์จะเกิดการย่อยสลายกลุ่มสารชีวโมเลกุล ได้แก่ กรดนิวคลีอิก ไขมันโปรตีน และโพลีแซคคาไรด์ 



เมื่อมีการถูกย่อยด้วยเอนไซม์ และเซลล์ยีสต์จะปลดปล่อยผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ออกมาสู่ภายนอกเซลล์ ได้แก่ เปปไทด์ 
กรดอะมิโน กรดไขมัน และนิวคลีโอไทด์ต่าง ๆ ได ้(Alexandre, 2013) อย่างไรก็ตามการศึกษาปัจจัยอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้อง
กับกระบวนการหมักเพิ่มเติมเพื่อให้ได้ปริมาณเอทานอลที่สูงขึ้นและใช้ต้นทุนที่ต่้าจะเป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถน้าไป
ประยุกต์ใช้ในอนาคตต่อไป 

 
ภาพที่ 1  ปรมิาณน้้าตาลรีดิวซ์ และเอทานอลที่หมักด้วยเชื้อยีสต์สายพันธ์ุ Saccharomyces cerevisiae TISTR 

5339 ที่อุณหภูมิ 32.5 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาการหมัก 30 วัน 

สรุปผลการวิจัย  
สภาวะที่เหมาะสมในการย่อยน้้าแป้งเหลือทิ้งจากโงงานผลิตขนมจีนด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นเท่ากับ

ร้อยละ 5 ให้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 497.91±0.69 กรัมต่อลิตร  

ระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมักน้้าตาลรีดิวซ์ที่ผ่านการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกด้วยเชื้อยีสต์สายพันธุ์                 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 ร้อยละ 10 คือ ระยะเวลาการหมัก 8 วัน จะได้ปริมาณเอทานอลสูงสุด
เท่ากับร้อยละ 8.27 และปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์คงเหลือเท่ากับ 85.01 กรัมต่อลิตร 

กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบพระคุณทุนส้าหรับการวิจัย ของส้านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่ งชาติ (วช.) ที่ได้จัดสรรให้กับ      
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ABSTRACT 

This research aimed to determine the optimum 
factors of batch ethanol fermentation of starch waste 
from Thai rice vermicelli factory via Surface Response 
Methodology using Box- Behnken experimental design, 
and   experimental design was carried out by Design-
Expert® Software. Three factors were involved as follows:  
temperature (25, 30 and 35๐C), pH (3.5, 4.5 and 5.5) and 
ammonium sulfate percentage (0, 0.05, and 0.10) .  The 
results showed that all these 3 ethanol fermentation 
factors were not statistically different ( P>0 . 0 5 ) .  The 
predictive values derived from Design- Expert® Software 
demonstrated that temperature of 32.46๐C, pH 4.5 and 
ammonium sulfate percentage of 7.16x10-9 g/liter (or no 
supplementation)  would provide the optimal factors or 
8 .80% ethanol content.  When compared to amount of 
ethanol obtained from ethanol fermentation from starch 
waste by the above mentioned factors, 8. 27%  ethanol 
content within 8 hours fermentation time, as tolerances 
factor was 6. 02%  or less than the value predicted by 
Design-Expert® Software. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อหาปัจจัยที่เหมาะสมในการ

หมักเอทานอลแบบกะจากน้ าแป้งน้ าจีนเหลือทิ้งโดยวิธีพื้นผิว
ตอบสนองด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® Version 9 
Free Trial โดยใช้ปัจจัยในการหมักจ านวน 3 ปัจจัย คือ อุณหภูมิ 
(25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส) พีเอชเริ่มต้น (3.5, 4.5 และ 5.5) 
และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (ร้อยละ 0, 0.05 และ 0.10) แล้ว
วางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken Design ด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป Design-Expert® ผลการทดลองพบว่า ปัจจัยต่าง ๆ ใน
การหมักให้ค่าปริมาณเอทานอลที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
และเมื่อท านายปัจจัยที่เหมาะสมและลดต้นทุนในการหมักเอทา
นอลด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® จะได้ปัจจัยที่
เหมาะสมในการหมักเอทานอล คือ อุณหภูมิเท่ากับ 32.46 องศา
เซลเซียส พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 4.5 และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต
เท่ากับ 7.16x10-9 กรัมต่อลิตร (หรือไม่เติม) ซึ่งจะให้ปริมาณเอทา
นอลเท่ากับร้อยละ 8.80 เมื่อเปรียบปริมาณเอทานอลที่ได้จากการ
หมักเอทานอลแบบกะจากน้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยปัจจัยที่
เหมาะสมดังกล่าว จะได้ปริมาณเอทานอลสูงสุดเท่ากับร้อยละ 8.27 
ที่เวลาในการหมัก 8 ช่ัวโมง โดยมีความคลาดเคลื่อนน้อยกว่าค่าที่
ท านายด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปคิดเป็นร้อยละ 6.02 

ค้าส้าคัญ 
น้ าแป้งขนมจีนเหลือท้ิง เอทานอล Box-Behnken Design พื้นผิว
ตอบสนอง Design-Expert®  

 

 

 

 



1. บทน้า 

เอทานอลเป็นพลังงานที่มีบทบาทในการใช้เป็นแหล่ง
พลังงานทดแทนที่สามารถน ามาผสมกับน้ ามันเบนซินเรียกว่าแก๊ส
โซฮอล์ [1] ซึ่งแก๊สโซฮอล์นั้นจัดเป็นแหล่งพลังงานที่สามารถ
น ามาใช้ประโยชน์ในเครื่องยนต์ได้ [2] แต่ในการผลิตแหล่งพลังงาน
ทดแทนนั้นย่อมจ าเป็นต้องอาศัยปัจจัยด้านต่าง ๆ เข้ามาเกี่ยวข้อง 
[3] ซึ่งในกระบวนการผลิตเอทานอลไม่มีความคุ้มค่าต่อการลงทุน
เพราะต้นทุนท่ีใช้ในกระบวนการผลิตนั้นมีค่าใช้จ่ายที่สูง นอกจากนี้
การศึกษาในกระบวนการก็มีความยุ่งยากตั้งแต่กระบวนการจาก
การคัดเลือกวัตถุดิบและจุลินทรีย์  กระบวนการหมัก และ
กระบวนการกลั่น ซึ่งในหัวใจของการได้เอทานอลมานั้นคือ ขั้นตอน
ของกระบวนการหมัก ซึ่งกระบวนการหมักมีหลายรปูแบบ เช่น การ
หมักแบบกะ การหมักแบบกึ่งกะ และการหมักแบบต่อเนื่อง เป็น
ต้น แต่โดยส่วนใหญ่มักนิยมใช้การหมักแบบกะเพราะสามารถท า
การทดลองได้ง่ายกว่าการหมักแบบอื่น ๆ ซึ่งในการศึกษาหาปัจจัย
ที่เหมาะสมในการหมักที่มีปัจจัยจ านวนมากและให้ได้ซึ่งข้อมูลที่
ถูกต้องส าหรับสร้างแบบจ าลองทางสถิติเพื่อใช้ส าหรับท านายหา
ปัจจัยที่เหมาะสมก่อนท าการทดลองจริงนั้น จ าเป็นต้องใช้แผนการ
ทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial design) ซึ่งวิธีดังกล่าวจะให้
จ านวนสิ่งทดลองจ านวนมากและต้องท าการทดลองมากเช่นกัน 
ส่งผลให้สิ้นเปลืองวัสดุในการทดลอง รวมทั้งใช้เวลาในการทดลอง
นานขึ้น วิธีการส าหรับแก้ปัญหาข้างต้น โดยทั่วไปมักนิยมสร้าง
แบบจ าลองทางสถิติ (model) เพื่อใช้ส าหรับท านายหาปัจจัยที่
เหมาะสม จะใ ช้วิ ธีการวางแผนการทดลองแบบ Central 
Composite Design โดยใช้โปรแกรมค านวณอื่น ๆ ร่วมหลาย
โปรแกรม เช่น โปรแกรม LINDO ใช้ส าหรับการวิเคราะห์และ
แก้ปัญหาของการโปรแกรมเชิงเส้นตรง โปรแกรม SX และ SPSS 
ใช้ส าหรับวิ เคราะห์ผลทางสถิติ โดยทั่วไป  เช่น แบบ T-test, 
ANOVA และ Regression โปรแกรม JMP ใช้ส าหรับช่วยในการ
วางหรือก าหนดจุดของการทดลอง  (หรือสิ่ งทดลองนั่นเอง) 
โปรแกรม MathCAD และ Statistica นั้น จะใช้ส าหรับสร้างกราฟ
ทั้งแบบ 2 และ 3 มิติ [4] จะเห็นว่ามีความยุ่งยากและอาจเกิดความ
ผิดพลาดในขั้นตอนการใช้งานได้ ซึ่งแผนการทดลองแบบ Central 
Composite Design เป็นการออกแบบที่ทุกระดับของแต่ละปัจจัย
ห่างจากจุดกึ่งกลางของ design เท่ากัน และท าซ้ าท่ีจุดกึ่งกลาง  แต่
ละปัจจัยจะมีระดับการทดลอง 5 ระดับ ท าให้ไม่สามารถก าหนด
ระดับของปัจจัยการทดลองได้เอง ซึ่งต่างกับแผนการทดลองแบบ 
Box-Behnken Design ซึ่งเป็นการออกแบบที่คล้ายกับ Central 
Composite Design แต่ต่ างกันที่จุดบนแกนจะอยู่ ในระนาบ
เดียวกับจุดที่เป็น Factorial และท าซ้ าท่ีจุดกึ่งกลาง แต่ละปัจจัยจะ
มี 3 ระดับ และสามารถก าหนดระดับของปัจจัยที่ใช้ศึกษาเองได้ [5] 

รวมทั้งใช้สิ่งทดลองน้อย ท าให้มีการน าแผนการทดลองนี้มาใช้ใน
การศึกษาอย่างแพร่หลาย [6] ซึ่งปัจจุบันได้มีโปรแกรมส าเร็จรูป 
Design-Expert® ซึ่งเป็นโปรแกรมมีความยืดหยุ่นมาก มีฟังก์ชันที่
พร้อมใช้งานเสร็จสรรพในตัว เช่น สามารถออกแบบแผนการ
ทดลอง การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตาราง ANOVA การสร้าง
แบบจ าลองทางสถิติ และสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยที่
ต้องการศึกษาโดยวิธีพื้นผิวตอบสนอง ที่วางแผนการทดลอง Box-
Behnken Design ที่สามารถก าหนดรายละเอียดได้  ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลแบบ
กะจากน้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งโดยวิธีพื้นผิวตอบสนองด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® 

2. อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
2.1 วัตถุดิบ 

1) น้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีนในอ าเภอ
ทุ่งสง จังหวัดนครศรีธรรมราช  

2) เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 จาก
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย มีวิธีการ
เตรียมดังนี้ คือ น าเชื้อยีสต์บริสุทธ์ิถ่ายลงในอาหารวุ้นเอียง YM บ่ม
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้เตรียมเช้ือยีสต์เริ่มต้น 
2.2 วิธกีารทดลอง  

1) การเตรียมหัวเช้ือยีสต์ โดยถ่ายเชื้อยีสต์จากอาหารวุ้นเอียง
ประมาณ 2 ลูป ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร
เหลว YM เลี้ยงยีสต์เริ่มต้น 100 มิลลิลิตรและผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วน าไปบ่มบนเครื่อง
เขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

2) การเตรียมน้ าหมัก โดยน าน้ าแป้งน้ าจีนเหลือทิ้งมากรอง
เอาเฉพาะของแข็งและอบแห้งด้วยตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง จะได้เป็นแป้งลักษณะผง แล้วช่ังแป้ง
มา 20 กรัม ใส่ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ า
กลั่นลงไปประมาณ 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรดซัลฟิวริก
เข้มข้น ร้อยละ 5 จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลัน่ให้ได้เท่ากับ 100 
มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปย่อยและ
กวนที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส นานเป็นเวลา 30 นาที ทิ้งไว้ให้
เย็น แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 2 ก่อนจะน ามา
ศึกษาในขั้นตอนต่อไป [7-9] 

3) การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจาก   
น้ าแป้งขนมจีนเหลือท้ิง  



3.1) ก าหนดปัจจัยในการหมักต่าง ๆ ที่ใช้ศึกษา 3 ปัจจัย คือ 
อุณหภูมิ (25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส) พีเอชเริ่มต้น (3.5, 4.5 
และ 5.5) และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (ร้อยละ 0, 0.05 และ 
0.10) โดยวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken Design (ใช้
โปรแกรมส า เ ร็ จรู ป  Design-Expert® Version 9  Free Trial) 
จ านวน 17 ชุดการทดลอง โดยท าการทดลองซ้ าที่จุดกึ่งกลาง
จ านวน 5 ครั้ง (ชุดการทดลองที ่13-17) ดังแสดงในตารางที ่1 

3.2)  เติมหัวเช้ือยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 
5339 ร้อยละ 10 แล้วหมักแบบกะเป็นระยะเวลา 10 วัน 

3.3) เก็บตัวอย่างมาวัดปริมาณเอทานอลด้วยวีโนมิเตอร์ 
3.4) น าข้อมูลที่ได้มาท านายหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมัก

เอทานอลจากน้ าแป้งขนมจีนเหลือท้ิงด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองโดยใช้
โปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® Version 9 Free Trial [10-
12]  

ตารางที่ 1  ชุดการทดลองส าหรับศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมของ
อุณหภูมิ  พีเอชเริ่มต้น และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่วางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken 
Design ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® 

ชุดการทดลองที ่

ปัจจัยที่ศึกษา 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส)

เซลเซียส)  

พีเอช
เริ่มต้น 

ปริมาณ 
แอมโมเนียมซลัเฟต 

1 25 3.5 0.05 
2 35 3.5 0.05 
3 25 5.5 0.05 
4 35 5.5 0.05 
5 25 4.5 0.00 
6 35 4.5 0.00 
7 25 4.5 0.10 
8 35 4.5 0.10 
9 30 3.5 0.00 
10 30 5.5 0.00 
11 30 3.5 0.10 
12 30 5.5 0.10 
13 30 4.5 0.05 
14 30 4.5 0.05 
15 30 4.5 0.05 
16 30 4.5 0.05 
17 30 4.5 0.05 

3. ผลและอภิปรายผลการวิจัย  

จากการหมักน้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งที่ผ่านการย่อยด้วย
กรดซัลฟิวริกร้อยละ 5 แบบกะด้วยชุดการทดลองที่มีปัจจัยที่
เหมาะสมของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต ที่ออกแบบด้วยแผนการทดลองแบบ Box-Behnken 
Design ได้ปริมาณเอทานอลดังแสดงในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 ปริมาณเอทานอลที่ ได้จากการศึกษาปัจจัยของ
อุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่วางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken 
Design ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® 

ชุดการ
ทดลองที่ 

ปัจจัยที่ศึกษา 
ปริมาณ       

เอทานอล 
(ร้อยละ) 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส)  

พีเอช
เริ่มต้น 

ปริมาณ
แอมโมเนียม

ซัลเฟต 

1 25 3.5 0.05 7.5 
2 35 3.5 0.05 7.0 
3 25 5.5 0.05 7.5 
4 35 5.5 0.05 8.0 
5 25 4.5 0.00 8.0 
6 35 4.5 0.00 8.0 
7 25 4.5 0.10 8.0 
8 35 4.5 0.10 8.0 
9 30 3.5 0.00 8.0 
10 30 5.5 0.00 10.0 
11 30 3.5 0.10 9.0 
12 30 5.5 0.10 10.0 
13 30 4.5 0.05 10.0 
14 30 4.5 0.05 8.0 
15 30 4.5 0.05 9.0 
16 30 4.5 0.05 8.0 
17 30 4.5 0.05 8.5 

 
เมื่อน าข้อมูลที่ ได้จากการทดลอง (ตารางที่  2) ไป

วิเคราะห์ความแปรปรวนส าหรับพื้นผิวตอบสนองของปัจจัยในการ
หมักต่าง ๆ ที่ศึกษาต่อปริมาณเอทานอล ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
Design-Expert® พบว่า ปัจจัยในการหมักต่าง ๆ  ที่ศึกษาไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติต่อปริมาณเอทานอล (P>0.05) ดังแสดงใน
ตารางที ่3 



และเมื่อน าข้อมูลจากตารางที่ 3 ไปวิเคราะห์หาปัจจัยที่
เหมาะสมในการหมักเอทานอลด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Design-
Expert® จะได้กราฟพื้นผิวตอบสนองของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น 
และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีผลต่อการหมักเอทานอลสูงสุด 
ดังแสดงในรูปที่ 2 และได้แบบจ าลองทางสถิติที่มีความสัมพันธ์เชิง
เส้นโค้ง (quadratic relationship) ส าหรับใช้ท านายการเกิดเอทา
นอลจากการเปลี่ยนแปลงปัจจัยในการหมักต่าง ๆ  ดังสมการที่ (1)  

ปริมาณเอทานอล (ร้อยละ) = 210𝐶2 + 0.025𝐵2 − 0.049𝐴2 − 5𝐵𝐶 +

1.5479 × 10−15𝐴𝐶 + 0.05𝐴𝐵 + 4𝐶 −

0.975𝐵 + 2.715𝐴 − 31.11875  (1) 
เมื่อ A คือ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) B คือ พีเอชเริ่มต้น 

และ C คือ ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (กรัมต่อลิตร) 

ตารางที่ 3 การวิเคราะห์ความแปรปรวนส าหรับพ้ืนผิวตอบสนอง
ของปัจจัยในการหมักต่าง ๆ ต่อปริมาณเอทานอล
ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® 

SOV 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Value 

p-value  

Prob > F  

Model 9.84 9 1.09 2.23 0.1509 NS 

A-Temp 5.329E-015 1 5.329E-015 1.089E-014 1.0000  

B-pH 2.00 1 2.00 4.09 0.0829  

C-(NH4)2SO4 0.13 1 0.13 0.26 0.6288  

AB 0.25 1 0.25 0.51 0.4979  

AC 5.329E-015 1 5.329E-015 1.089E-014 1.0000  

BC 0.25 1 0.25 0.51 0.4979  

A^2 6.32 1 6.32 12.91 0.0088  

B^2 2.632E-003 1 2.632E-003 5.378E-003 0.9436  

C^2 1.16 1 1.16 2.37 0.1674  

Residual 3.42 7 0.49    

Lack of Fit 0.62 3 0.21 0.30 0.8265 NS 

Pure Error 2.80 4 0.70    

Cor Total 13.26 16     

C.V.= 8.34% เมื่อ A คือ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) B คือ พีเอช
เริ่มต้น และ C คือ ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (กรัมต่อลิตร) 

 
ภาพที่ 2 กราฟพื้นผิวตอบสนองของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น และ

ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีผลต่อการหมักเอทานอล
สูงสุด 

จากกราฟพื้นผิวตอบสนองของอุณหภูมิ พีเอชเริ่มต้น 
และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (รูปที่ 2) สีที่ปรากฏในกราฟแสดง
ถึงปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นจากปัจจัยการหมักที่ศึกษา โดยที่สี
แดงที่เข้มมากที่สุดคือ ปริมาณเอทานอลที่มีความเข้มข้นสูงที่สุด
ของสภาวะนั้น ๆ ซึ่งเมื่อท านายหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมัก   
เอทานอลโปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® โดยก าหนดค่า
ต่ าสุดและสูงสุดของปัจจัยที่ศึกษาจ านวน 3 ปัจจัย ให้อยู่ในช่วงที่ใช้
ศึกษา ดังนี้ คือ ค่าอุณหภูมิต่ าสุด 25 องศาเซลเซียส และสูงสุด 35 
องศาเซลเซียส, พีเอชเริ่มต้นต่ าสุด 3.5 และสูงสุด 5.5 และปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟตต่ าสุด 0 กรัมต่อลิตร และสูงสุด 0.1 กรัมต่อ
ลิตร พบว่าโปรแกรมจะท านายหาปัจจัยต่าง ๆ ที่เหมาะสมในการ
หมักเอทานอลตามแบบจ าลองทางสถิติ (สมการที่ 1) คือ อุณหภูมิ
เท่ากับ 30.5 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 และปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากับ 9.13x10-9 กรัมต่อลิตร (หรือไม่ต้อง
เติม) ซึ่งสภาวะการหมักด้วยปัจจัยต่าง ๆ เหล่านี้ จะได้ปริมาณ    
เอทานอลสูงสุด (ร้อยละ 9.89) ที่ค่าความพอใจ (desirability)    
สูงที่สุดเท่ากับ 0.981 ดังแสดงในภาพที่ 3 

 



 
ภาพที่ 3 ปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้ าแป้ง

ขนมจีนเหลือทิ้งที่ให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด จากการ
ท านายด้วยโปรแกรม Design-Expert® ที่ค่าความพอใจ
สูงที่สุดเท่ากับ 0.981  

จะเห็นว่าปัจจัยที่เหมาะสมของอุณหภูมิเท่ากับ 30.5 
องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 ที่ได้จากการท านายด้วย
โปรแกรม ณ ค่าความพอใจ (desirability) สูงที่สุดเท่ากับ 0.981 
นั้น เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนส าหรับพื้นผิว
ตอบสนองของปัจจัยในการหมักต่าง ๆ ท่ีศึกษาซึ่งพบว่า ปัจจัยต่าง 
ๆ ที่ได้ศึกษาให้ค่าปริมาณเอทานอลที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(P>0.05) (ตารางที่ 3) ซึ่งสามารถเลือกใช้ปัจจัยต่าง ๆ ในการหมัก
ที่ก าหนดในแผนการทดลองที่ระดับใดระดับหนึ่งได้ทั้งหมด ดังนั้น
เพื่อเป็นการลดต้นทุนในการหมักเอทานอล ในขั้นตอนการย่อย   
น้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยกรดซัลฟิวริกแล้ว ก็ไม่จ าเป็นต้องปรับ 
พีเอชเริ่มต้นให้สูง และไม่ต้องควบคุมอุณหภูมิให้ต่ า รวมทั้งไม่ต้อง
เติมสารอาหารเสริมที่เป็นแหล่งไนโตรเจน จึงจ าเป็นต้องท าการ
ท านายหาปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป Design-Expert® ใหม่อีกครั้ง โดยก าหนดให้ค่าอุณหภูมิ
สูงสุด (maximize) ที่ 35 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเริ่มต้น (target) 
ที่ 4.5 และปริมาณแอมโมเนียน้อยที่สุด (minimize) ที่ 0 กรัมต่อ
ลิตร พบว่าโปรแกรม Design-Expert® จะท านายหาปัจจัยที่
เหมาะสมในการหมักเอทานอลให้ใหม่ คือ สภาวะการหมักที่มี
อุณหภูมิเท่ากับ 32.46 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 4.5 และ
ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากับ 7.16x10-9 กรัมต่อลิตร (หรือไม่
ต้องเติม) ซึ่งสภาวะการหมักด้วยปัจจัยนี้จะให้ปริมาณเอทานอล
เท่ากับร้อยละ 8.80 โดยมีค่าความพอใจเท่ากับ 0.818 ดังแสดงใน
ภาพที่ 4  ซึ่งเมื่อน าปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักที่ได้จากการ
ท านายด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® มาใช้ท าการหมัก
เอทานอลจากน้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งแบบกะ พบว่า ได้ปริมาณ   
เอทานอลสูงสุดเท่ากับร้อยละ 8.27 ที่เวลาในการหมัก 8 ช่ัวโมง  
ดังแสดงในภาพที่ 5 โดยมีความคลาดเคลื่อนน้อยกว่าค่าที่ท านาย
ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปคิดเป็นร้อยละ 6.02 ซึ่งถือได้ว่ามีค่าที่ไม่

แตกต่างกันมากนักและสามารถน าใช้ในการหมักเอทานอลในระดับ
ขยายขนาดได้ 

 
ภาพที่ 4 ปัจจัยที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลจากน้ าแป้ง

ขนมจีนเหลือทิ้งที่ให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด จากการ
ท านายด้ วย โปรแกรม Design-Expert® โดยการ
ก าหนดค่าอุณหภูมิสูงสุด (maximize) ที่  35 องศา
เซลเซียส ค่าพีเอชเริ่มต้น (target) ที่ 4.5 และปริมาณ
แอมโมเนียน้อยที่สุด (minimize) ที่ 0 กรัมต่อลิตร  

 
ภาพที่ 5  ปริมาณเอทานอลได้จากการหมักน้ าแป้งขนมจีนเหลือ

ทิ้งด้วยปัจจัยการหมักต่าง ๆ ที่ได้จากการท านายด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® 

4. สรุปผลการทดลอง  

การวิเคราะห์ความแปรปรวนส าหรบัพ้ืนผิวตอบสนองของ
ปัจจัยต่าง ๆ ในการหมักเอทานอลจากน้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้ง คือ 
อุณหภูมิ (25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส) พีเอชเริ่มต้น (3.5, 4.5 
และ 5.5) และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (ร้อยละ 0, 0.05 และ 
0.10) ที่วางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken Design ด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูป Design-Expert® ให้ค่าปริมาณเอทานอลที่ไม่
แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ปัจจัยที่เหมาะสมและลดต้นทุนในการหมักเอทานอลจาก
น้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งแบบกะจากการท านายด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป Design-Expert® คือ สภาวะการหมักที่มีอุณหภูมิเท่ากับ 
32.46 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 4.5 และปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากับ 7.16x10-9 กรัมต่อลิตร (หรือไม่เติม) ซึ่ง
จะให้เอทานอลเท่ากับร้อยละ 8.80 เมื่อเปรียบปริมาณเอทานอลที่
ได้จากการหมักเอทานอลจากน้ าแป้งขนมจีนเหลือทิ้งด้วยปัจจัยที่
เหมาะสม จะได้ปริมาณเอทานอลสูงสุดเท่ากับร้อยละ 8.27 ที่เวลา
ในการหมัก 8 ช่ัวโมง โดยมีความคลาดเคลื่อนน้อยกว่าค่าที่ท านาย
คิดเป็นร้อยละ 6.02 

5. กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  (วช.) ที่ได้
สนับสนุนทุนการวิจัย ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ.2557-2558 ให้กับ
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย 
วิทยาเขตนครศรีธรรมราช พื้นที่ทุ่งใหญ ่

6. เอกสารอ้างอิง  

[1] Pereira, P. F., Marra, M. C., Munoz, R. A. A. and 
Richter, E. M. Fast batch injection analysis system for 
on-site determination of ethanol in gasohol and fuel 
ethanol. Talanta 90, (2012), 99-102. 

[2] Saravanan, S., Pitchandi, K. and Suresh, G. An 
experimental study on premixed charge compression 
ignition-direct ignition engine fueled with ethanol 
and gasohol. Alexandria Engineering Journal 54, 4 
(2015), 897-904. 

[3] Guan, J. C. and Yan, Y. Technological proximity and 
recombinative innovation in the alternative energy 
field. Research Policy 45, 7 (2016), 1460-1473. 

[4] อิศรพงษ ์พงษ์ศิริกุล. การวิเคราะหผ์ลทางสถติิโดยใช้โปรแกรม
ส าเรจ็รูปส าหรับอุตสาหกรรมเกษตร, มหาวิทยาลัยเชียงใหม,่ 
เชียงใหม,่ 2550. 

[5] Cavazzuti, M. Optimization Methods: From Theory to 
Design, Springer, Heidelberg, 2013. 

[6] Ferreira, S. L. C., Bruns, R. E., Ferreira, H. S., Matos, G. 
D., David, J. M., Brand, G. C., Silva, E. G. P. d., 
Portugal, L. A., Reis, P. S. d., Souza, A. S. and Santos, 
W. N. L. d. Box-Behnken design: An alternative for 
the optimization of analytical methods. Analytica 
Chimica Acta 597, (2007), 179-186. 

[7] Balto, A. S., Lapis, T. J., Silver, R. K., Ferreira, A. J., 
Beaudry, C. M., Lim, J. and Penner, M. H. On the use 
of differential solubility in aqueous ethanol solutions 
to narrow the DP range of food-grade starch 
hydrolysis products. Food Chemistry 197, Part A 
(2016), 872-880. 

[8] Lamsal, B. P. and Johnson, L. A. Flaking as a corn 
preparation technique for dry-grind ethanol 
production using raw starch hydrolysis. Journal of 
Cereal Science 56, 2 (2012), 253-259. 

[9] Scholz, M. J., Riley, M. R. and Cuello, J. L. Acid 
hydrolysis and fermentation of microalgal starches to 
ethanol by the yeast Saccharomyces cerevisiae. 
Biomass and Bioenergy 48, (2013), 59-65. 

[10] Anonymous. 2016. Multifactor RSM Tutorial. Stat-
Ease, Inc. Available: 
http://www.statease.com/productattachments/index
/download?id=11 [July 03, 2016]. 

[11] Pourfarzad, A., Najafi, M. B. H., Khodaparast, M. H. H., 
Khayyat, M. H. and Malekpour, A. Fractionation of 
eremurus spectabilis fructans by ethanol: Box–
behnken design and principal component analysis. 
Carbohydrate Polymers 106, (2014), 374-383. 

[12] Schneiderman, S. J., Johnson, R. W., Menkhaus, T. J. 
and Gilcrease, P. C. Quantifying second generation 
ethanol inhibition: Design of experiments approach 
and kinetic model development. Bioresource 
Technology 179, (2015), 219-226. 

 

http://www.statease.com/productattachments/index/download?id=11
http://www.statease.com/productattachments/index/download?id=11

	1-ปก
	2-บทคัดย่อ
	3-เนื้อเรื่อง
	Paper-1
	Paper-2
	Paper-3



