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 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือออกแบบและสร้างถงัหมกัท่ีใชใ้นการผลิตเอทานอลโดยการควบคุมค่า 
Oxidation Reduction Potential (ORP) และศึกษาการผลิตเอทานอลจากมนัเส้นบดโดยกระบวนการยอ่ยให้เป็น
น ้าตาลและหมกัพร้อมกนั (Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) ท่ีผา่นการท า                     
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 (การหมกัแบบปกติ) แบบให้อากาศในระหว่างกระบวนการหมกั และ
แบบควบคุมค่า ORP ในระหว่างกระบวนการหมกั 
 
 การออกแบบถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลโดยการควบคุมค่า ORP ท าโดยการให้อากาศดว้ยหัวพ่น
อากาศแบบ Ring Sparger และมีใบพดักวนแบบ Open Turbine เพ่ือกวนผสมน ้าหมกั และช่วยให้การกระจายตวั
ของอุณหภูมิและอากาศภายในถงัหมกัสม ่าเสมอ 
 
 การศึกษาหาเวลาท่ีเหมาะสมในการยอ่ยมนัเส้นบดคร้ังแรก (Liquefaction) ดว้ยเอนไซม ์GC358 คือ 2 
ชัว่โมง ไดป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 3.91 ± 0.08% และค่า Dextrose Equivalent (DE) 21.46 ± 0.37 จากนั้นศึกษาหา
เวลาท่ีเหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 คือ 1 ชัว่โมง ไดป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์    
10.40 ± 0.22% ซ่ึงเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของเซลลย์สีต ์และจากนั้นหมกัต่อดว้ยยสีตแ์ห้ง Saccharomyces 
cerevisiae ช่ือทางการคา้ Fali Green ซ่ึงเป็นการหมกัแบบปกติ (ไม่ให้อากาศ) พบว่า ค่า ORP แปรผกผนักบั
ปริมาณเอทานอล แต่แปรผนัตรงกบัปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ ดงันั้น ค่า ORP จึงมีประโยชน์ส าหรับใชใ้นการติดตาม
กิจกรรมต่าง ๆ ท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการหมกัเอทานอล และไดเ้วลาท่ีใชใ้นการหมกัท่ีเหมาะสม คือ 60 ชัว่โมง 
ผลิตเอทานอลได ้75.73 กรัมต่อลิตร มีผลไดข้องเอทานอล 0.46 กรัมเอทานอล/กรัมแป้ง และมีประสิทธิภาพการ
หมกั 82.14% 
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเส้นบดโดยกระบวนการ SSF ท่ีผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 โดยการควบคุมค่า ORP พบว่า การหมกัแบบควบคุมค่า ORP ท่ี -5 ± 5 mV เป็นกระบวนการผลิตเอทา
นอลท่ีดีท่ีสุด ซ่ึงไดเ้วลาท่ีใชใ้นการหมกัท่ีเหมาะสมเร็วกว่าการหมกัแบบปกติ 6 ชัว่โมง หรือใชเ้วลาหมกันาน 54 
ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.76 กรัมต่อลิตร  ผลไดข้องเอทานอล 0.46 กรัมเอทานอล/กรัมแป้ง และมี
ประสิทธิภาพหารหมกั 82.18% 
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 The aim of this research was to design and construct the fermentor for ethanol fermentation by 
controlling Oxidation Reduction Potential value (ORP). Moreover, the fermentation of ethanol from ground 
cassava chips by Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) by Pre-Saccharification of enzyme 
type GC147 (Conventional Fermentation), aeration in the fermentation, and controlled ORP in the fermentation 
were studied. 
 
 The fermentor was designed for ethanol fermentation by controlling ORP with aeration by jet air Ring 
Sparger and Open Turbine to mix the materials and the distribution of temperature and air in the fermentor. 
 
 The optimum time of liquefaction of enzyme type GC358 was 2 hrs providing content of reducing 
sugar of 3.91 ± 0.08% and Dextrose Equivalent (DE) 21.46 ± 0.37. The optimum time of Pre-Saccharification 
of enzyme type GC147 was 1 hr with content of reducing sugar 10.40 ± 0.22% suitable for growth of yeast 
cells. Thereafter, fermented by Saccharomyces cerevisiae or Fali Green instant dry yeast, the process was called 
a Conventional Fermentation (no aeration). It was found that ORP was inversely with the amount of ethanol 
production but varied directly with the amount of reducing sugar. Therefore, the ORP was useful for monitoring 
the activities of the ethanol fermentation process. The optimum time of conventional process was 60 hrs. The 
results found that the content of ethanol, remaining content of reducing sugar, yield of ethanol per starch, and 
theoretical yield were 75.73 g/L, 0.56%, 0.46 g ethanol/g starch, and 82.14% respectively. 
 
 Fermentation the ground cassava chips by controlling ORP, the result showed that controlling ORP at 
-5 ± 5 mV was the best methods. The optimum time was faster than that of conventional methods or 54 hrs with 
the content of ethanol, remaining content of reducing sugar, yield of ethanol per starch, and theoretical yield 
were 75.76 g/L, 0.44%, 0.46 g ethanol/g starch, and 82.18% respectively. 
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S. cerevisiae 18 
2 อตัราส่วนต่าง ๆ ของถงัหมกัที่ประกอบดว้ย 3 ใบพดักวน 40 
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เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกัแบบปกติ 149 
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ก8 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก 

(Liquefaction) ดว้ยเอนไซม ์GC358 คร้ังที่ 1 202 
ก9 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก 

(Liquefaction) ดว้ยเอนไซม ์GC358 คร้ังที่ 2 204 
ก10 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก 

(Liquefaction) ดว้ยเอนไซม ์GC358 คร้ังที่ 3 206 
ก11 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification 

ดว้ยเอนไซม ์GC147 คร้ังที่ 1 208 
ก12 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification 

ดว้ยเอนไซม ์GC147 คร้ังที่ 2 211 



 

 

 

 

(4) 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางผนวกที ่ หน้า 

  
ก13 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification 

ดว้ยเอนไซม ์GC147 คร้ังที่ 3 214 
ก14 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า ORP, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 

และปริมาณเอทานอล ทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการหมกัแบบปกติ คร้ังที่ 1 217 

ก15 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า ORP, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 
และปริมาณเอทานอล ทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการหมกัแบบปกติ คร้ังที่ 2 220 

ก16 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า ORP, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 
และปริมาณเอทานอล ทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการหมกัแบบปกติ คร้ังที่ 3  223 

ก17 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศตลอด
กระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) คร้ังที่ 1 226 

ก18 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศตลอด
กระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) คร้ังที่ 2 229 

ก19 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศในช่วง     
12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั (0-12 ชัว่โมง) คร้ังที่ 1 232 

ก20 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศในช่วง     
12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั (0-12 ชัว่โมง) คร้ังที่ 2 235 

ก21 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่     
20 ± 5 mV คร้ังที่ 1 238 

ก22 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่   
20 ± 5 mV คร้ังที่ 2 241 

ก23 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่      
-5 ± 5 mV คร้ังที่ 1 244 

   



 

 

 

 

(5) 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางผนวกที ่ หน้า 

  
ก24 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่     

-5 ± 5 mV คร้ังที่ 2 247 
ก25 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่     

-30 ± 5 mV คร้ังที่ 1 250 
ก26 ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่     

-30 ± 5 mV คร้ังที่ 2 253 
ค1 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณเอทานอลที่ไดจ้ากการผลิตเอ

ทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกัแบบปกติ 261 
ค2 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่น

กระบวนการหมกัที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการหมกัแบบ
ปกติ 261 

ค3 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยกระบวนการหมกัแบบปกติ ตามวธีิ Duncan 262 

ค4 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกั
ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกัแบบปกติ ตาม
วธีิ Duncan 263 

ค5 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณเอทานอลที่ไดจ้ากการผลิตเอ
ทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) 264 

ค6 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่น
กระบวนการหมกัที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศ
ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) 264 

ค7 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยการใหอ้ากาศตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) ตามวธีิ Duncan 265 

ค8 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกั
ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศตลอดกระบวนการ
หมกั (0-72 ชัว่โมง) ตามวธีิ Duncan 266 



 

 

 

 

(6) 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางผนวกที ่ หน้า 

  
ค9 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณเอทานอลที่ไดจ้ากการผลิตเอ

ทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศในช่วง 12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการ
หมกั (0-12 ชัว่โมง) 267 

ค10 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่น
กระบวนการหมกัที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศ
ในช่วง 12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั (0-12 ชัว่โมง) 267 

ค11 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยการใหอ้ากาศในช่วง 12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั (0-12 
ชัว่โมง) ตามวธีิ Duncan 268 

ค12 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกั
ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศในช่วง 12 ชัว่โมง
แรกของกระบวนการหมกั (0-12 ชัว่โมง) ตามวธีิ Duncan 269 

ค13 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณเอทานอลที่ไดจ้ากการผลิตเอ
ทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV 270 

ค14 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่น
กระบวนการหมกัที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า 
ORP ที่ 20 ± 5 mV 270 

ค15 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV ตามวธีิ Duncan 271 

ค16 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกั
ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV 
ตามวธีิ Duncan 272 

ค17 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณเอทานอลที่ไดจ้ากการผลิตเอ
ทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV 273 

   
   



 

 

 

 

(7) 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางผนวกที ่ หน้า 

  
ค18 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่น

กระบวนการหมกัที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า 
ORP ที่ -5 ± 5 mV 273 

ค19 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV ตามวธีิ Duncan 274 

ค20 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกั
ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV 
ตามวธีิ Duncan 275 

ค21 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณเอทานอลที่ไดจ้ากการผลิตเอ
ทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV 276 

ค22 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่น
กระบวนการหมกัที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า 
ORP ที่ -30 ± 5 mV 276 

ค23 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV ตามวธีิ Duncan 277 

ค24 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกั
ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 
mV ตามวธีิ Duncan 278 

 
  



 

 

 

 

(8) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
1 กราฟแบบฉบบัการเจริญแบบแบตซ์ (typical batch growth cure) 24 
2 กระบวนการผลิตเอทานอลจากออ้ย 26 
3 กระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน ้ าตาล 28 
4 การท างานของเอนไซม ์α-amylase 31 
5 การท างานของเอนไซม ์Glucoamylase 32 
6 กระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัส าปะหลงั 36 
7 รูปแบบมาตรฐานของถงัหมกัทัว่ ๆ ไป 38 
8 รูปแบบของถงัหมกัที่ประกอบดว้ย 3 ใบพดักวน 39 
9 ตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดเลก็ท าดว้ยแกว้และดา้นบนเป็นเหล็กกลา้ไร้สนิม 40 
10 ตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดเลก็ท าดว้ยแกว้ ทั้งดา้นบนและดา้นล่างเป็นเหล็กกลา้ไร้

สนิม 40 
11 ตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดใหญ่ท าดว้ยเหล็กกลา้ไร้สนิม 41 
12 ส่วนประกอบของฝาปิดดา้นบนของถงัหมกั 42 
13 ท่อที่ใชส้ าหรับเติมอาหารเล้ียงเช้ือ หรือสารเคมีต่าง ๆ ลงไปในถงัหมกั 43 
14 รูปแบบของใบพดักวนที่นิยมใช ้ 44 
15 รูปแบบการกวนของใบพดั 45 
16 หวัพน่อากาศ Orifice sparger แบบท่อวงกลม (Ring sparger) 46 
17 ตวัอยา่งการติดตั้ง Baffle ภายในถงัหมกั 47 
18 แผนภาพแสดงวิธีการง่าย ๆ ในการประกอบแกนหมุนใบพดัเขา้กบัถงัหมกั 48 
19 Mechanical seal 49 
20 Magnetic seal 49 
21 Aseptic joint seals for glass-glass, glass-metal and metal-metal 50 
22 ทิศทางการหมุนของ Peristaltic pump 51 
23 การใชง้านโดยขนถ่ายของเหลวผา่นสายยางของ Peristaltic pump 51 
24 Condenser 52 



 

 

 

 

(9) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
25 ระบบหล่อเยน็แบบ Jacket ใชก้บัถงัหมกัขนาดเลก็ หรือถงัหมกัความจุไม่เกิน 500 

ลิตร 54 
26 ระบบหล่อเยน็แบบ Internal cooling coils ใชก้บัถงัหมกัขนาดใหญ ่ 55 
27 ตวัอยา่งการควบคุม pH ในถงัหมกั 56 
28 pH probe ที่ประกอบดว้ย Glass measuring electrode และ Reference electrode 56 
29 องคป์ระกอบหลกัของ D.O. probe 57 
30 กราฟแสดงการควบคุมค่า ORP ในถงัหมกั 61 
31 เคร่ืองควบคุมค่า ORP 62 
32 เคร่ืองมือที่ใชค้วบคุมระดบัน ้ าในถงัหมกั 65 
33 การถ่ายเช้ือลงสู่ถงัเตรียมกลา้เช้ือในสภาพปลอดจากเช้ือ 67 
34 การถ่ายหวัเช้ือจากถงัเตรียมกลา้เช้ือไปยงัถงัหมกั 68 
35 ระบบการเก็บตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดเลก็ 69 
36 วธีิการเก็บตวัอยา่งโดยวิธีปลอดจากเช้ือ 69 
37 ถงัหมกัขนาด 60 ลิตร ที่ใชใ้นการยอ่ยและหมกัเอทานอลจากมนัเสน้บด 74 
38 หมอ้ก าเนิดไอน ้ า (Steam boiler) 74 
39 เคร่ืองควบคุมค่า pH (pH controller) 75 
40 หวัวดัค่า pH (pH sensor) 75 
41 เคร่ืองควบคุมค่า ORP (ORP controller) 75 
42 หวัวดัค่า ORP (ORP sensor) 75 
43 น ้ ายาปรับตั้งค่า pH 4.01 (ซา้ย) และ pH 7.01 (ขวา) 76 
44 น ้ ายาปรับตั้งค่า ORP 240 mV 76 
45 เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Temperature controller) 77 
46 หวัวดัอุณหภูมิ (Temperature sensor) 77 
47 ป้ัมลม (Air compressor) 78 
48 Regulator 78 
49 Air flow meter 78 



 

 

 

 

(10) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
50 Solenoid Valve 79 
51 Syringe filter nylon ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 79 
52 เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 3200 กรัม ความละเอียด 0.01 กรัม 79 
53 เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 220 กรัม ความละเอียด 0.0001 กรัม 80 
54 เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 20 กิโลกรัม ความละเอียด 2 กรัม 80 
55 นาฬิกาจบัเวลา 80 
56 เคร่ืองวดัความเร็วรอบแกนเพลา 81 
57 เคร่ืองเหวี่ยงแยก 81 
58 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง 81 
59 หลอดพลาสติกส าหรับป่ันเหวีย่ง ขนาด 15 ml 82 
60 Gas Chromatography ต่อพว่งกบั Headspace 82 
61 Flat bottom headspace vials ขนาด 20 ml 82 
62 Septa, tan PTFE/silicone ขนาด 20 mm 83 
63 Aluminum crimp cap ขนาด 20 mm 83 
64 Crimper, 20 mm 83 
65 Decapper, 20 mm 84 
66 Hot plate Stirrer 84 
67 Burette ขนาด 50 ml 84 
68 Hand Refractometer 0-32 oBrix 85 
69 ตูอ้บลมร้อน 85 
70 โถดูดความช้ืน (Desiccator) 85 
71 มนัเสน้บด 86 
72 ยสีตแ์หง้ Saccharomyces cerevisiae ช่ือทางการคา้ Fali Green 87 
73 เอนไซม ์α-amylase ช่ือทางการคา้ GC358 87 
74 เอนไซม ์Glucoamylase ช่ือทางการคา้ GC147 88 
   



 

 

 

 

(11) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
75 ตูค้วบคุมถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกั

แบบ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 89 
76 ถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกัแบบ SSF 

ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 ที่ประกอบเสร็จเรียบร้อย 90 
77 ส่วนประกอบของถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย

กระบวนการหมกัแบบ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 91 

78 ขนาดของถงัหมกัที่ประกอบดว้ย 3 ใบพดักวน ที่ไดจ้ากการค านวณ 92 
79 ลกัษณะตวัถงัหมกั 93 
80 ลกัษณะฝาปิดดา้นบนของถงัหมกั 94 
81 ระบบควบคุมค่า ORP ของถงัหมกัเอทานอล 95 
82 หวัพน่อากาศแบบ Ring sparger 96 
83 ลกัษณะของ Internal coil ที่ติดตั้งในถงัหมกั 97 
84 ลกัษณะของใบพดักวนที่ติดตั้งในถงัหมกั 98 
85 ใบพดักวนของถงัหมกั 99 
86 ต  าแหน่งในการติดตั้ง Sensor วดัอุณหภูมิ ที่ใชใ้นการทดสอบการกระจายอุณหภูมิ

ของน ้ าภายในถงัหมกั 100 
87 แผนผงัการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC 358 105 
88 แผนผงัการยอ่ยคร้ังที่ 2 หรือการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 106 
89 แผนผงัการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-

Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 108 
90 แผนผงัการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-

Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการใหอ้ากาศตลอดกระบวนการหมกั 
(0-72 ชัว่โมง) และ 0-12 ชัว่โมงของกระบวนการหมกั 110 

   
   



 

 

 

 

(12) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
91 แผนผงัการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-

Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ในระหวา่ง
กระบวนการหมกั ที ่20 ± 5 mV, -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV 113 

92 แผนผงัการเก็บตวัอยา่งเพือ่น าไปวเิคราะห์ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด, 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และความเขม้ขน้ของเอทานอล 114 

93 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเอทานอลกบัสารละลายมาตรฐานภายใน
จากการวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลในน ้าหมกัดว้ยเทคนิคเฮดสเปซ-แก๊สโคร
มาโทกราฟีโดยใชส้ารมาตรฐานภายใน 122 

94 กราฟมาตรฐานส าหรับการวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลในน ้ าหมกัดว้ยเทคนิค
เฮดสเปซ-แก๊สโครมาโทกราฟีโดยใชส้ารมาตรฐานภายใน 123 

95 โครมาโทแกรมของน ้ าหมกักบัสารละลายมาตรฐานภายในจากการวเิคราะห์
ปริมาณเอทานอลในน ้ าหมกัดว้ยเทคนิคเฮดสเปซ-แก๊สโครมาโทกราฟีโดยใชส้าร
มาตรฐานภายใน 124 

96 การกระจายอุณหภูมิของน ้ าภายในถงัหมกั เม่ือเพิม่อุณหภูมิคร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 2 
และการลดอุณหภูมิคร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 2 131 

97 ลกัษณะของมนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอล 134 
98 มนัเสน้บดผสมกบัน ้ าก่อนการยอ่ย 134 
99 มนัเสน้บดผสมกบัน ้ าหลงัจากการยอ่ย 135 
100 ลกัษณะของยสีตแ์หง้ Saccharomyces cerevisiae ช่ือทางการคา้ Fali Green 136 
101 ลกัษณะของกลา้เช้ือยสีตแ์หง้ Saccharomyces cerevisiae ช่ือทางการคา้ Fali 

Green ที่ผา่นการรีไฮเดรต (Rehydrated) 136 
102 ผลของเวลากบัค่า DE และค่า TSS ต่อการท า Liquefaction ดว้ยเอนไซม ์GC358 

เฉล่ีย 138 
103 การเปรียบเทียบผลต่างของค่า DE ต่อ ผลต่างของเวลาในการท า Liquefation ดว้ย

เอนไซม ์GC358 เฉล่ีย 139 
   



 

 

 

 

(13) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
104 ผลของเวลาและ %น ้ าตาลรีดิวซ์ ต่อการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์

GC147 เฉล่ีย 141 
105 ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (TSS)  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (%RD)  ค่า pH  

ปริมาณเอทานอล และคา่ ORP ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการหมกัแบบปกต ิ

144 

106 การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกัแบบปกติ 

149 

107 ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (TSS)  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (%RD)  ค่า pH  
ปริมาณเอทานอล และคา่ ORP ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการ
ใหอ้ากาศตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) 

151 

108 การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศตลอดกระบวนการหมกั (0-72 
ชัว่โมง) 

156 

109 ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (TSS)  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (%RD)  ค่า pH  
ปริมาณเอทานอล และคา่ ORP ที่ไดม้าจากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
การใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง 

158 

110 การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง 163 

111 การเปรียบเทียบการใชป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยการหมกัแบบปกติ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบให้
อากาศ 0-12 ชัว่โมง 164 

112 การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยการหมกัแบบปกติ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบให้
อากาศ 0-12 ชัว่โมง 165 

   
   



 

 

 

 

(14) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
113 การเปรียบเทียบค่า ORP ที่ไดม้าจากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการ

หมกัแบบปกติ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 
0-12 ชัว่โมง 166 

114 การเปล่ียนแปลงของค่า ORP ในระหวา่งการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการ
ควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV  -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV 171 

115 การเปรียบเทียบการใชป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV  -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV 172 

116 การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV  -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV 173 

117 การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV 176 

118 การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV 178 

119 การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV 180 
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การออกแบบและสร้างถงัหมกัส าหรับหมกัเอทานอลโดยการควบคุมค่า 
Oxidation Reduction Potential 

 

Design and Construction of Fermentor for Ethanol Fermentation 
by Controlling Oxidation Reduction Potential Value 

 

ค าน า 
 
 ปัจจุบนัภาวะโลกร้อน หรือภาวะเรือนกระจกที่ผดิปกติ เกิดจาก การเพิม่ขึ้นของก๊าซที่ปก
คลุมชั้นบรรยากาศของโลก ท าใหอุ้ณหภูมิภายในโลกสูงขึ้น ก๊าซที่เพิม่ขึ้นมีหลายชนิด เช่น ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) มีเทน (CH4) และ ซีเอฟซี (CFC หรือ Chlorofluorocarbon) เป็นตน้ ก๊าซ
ส่วนใหญ่ที่เกิดขึ้นคือ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์โดยมาจากการเผาไหมเ้ช้ือเพลิงต่าง ๆ ที่ใชใ้น
บา้นเรือนและโรงงานอุตสาหกรรม เช้ือเพลิงที่ท  าใหเ้กิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซดจ์  านวนมหาศาล
คือ เช้ือเพลิงจากฟอสซิล ซ่ึงจดัเป็นเช้ือเพลิงส้ินเปลือง และไม่สามารถสร้างขึ้นใหม่ไดใ้นเวลาอนั
สั้น เช่น ถ่านหิน น ้ ามนั และก๊าซธรรมชาติ และเพือ่เป็นการลดการใชเ้ช้ือเพลิงจากฟอสซิล จึงมี
ทางเลือกหน่ึง นัน่คือ เช้ือเพลิงชีวภาพ ซ่ึงจดัเป็นพลงังานหมุนเวยีนที่สามารถฟ้ืนฟูหรือสร้างขึ้น
ใหม่ได ้ตราบใดที่ตน้ไมแ้ละพชืไม่ถูกตดัโค่นในอตัราที่รวดเร็วเกินกวา่ที่จะสามารถปลูกทดแทน
ใหเ้จริญเติบโตขึ้นมาไดท้นั การเผาเช้ือเพลิงชีวภาพไม่ก่อใหเ้กิดปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์
เพิม่ขึ้นและยงัก่อใหเ้กิดปริมาณก๊าซพษินอ้ยกวา่เช้ือเพลิงชนิดอ่ืนเม่ือเทียบกนัในอตัราต่อหน่วย 
ดงันั้น การใชเ้ช้ือเพลิงชีวภาพจึงเท่ากบัเป็นการช่วยรักษาสภาพแวดลอ้มไดอ้ยา่งมาก ซ่ึงเช้ือเพลิง
ชีวภาพมีหลายชนิด ไดแ้ก่ ไบโอดีเซล น ้ ามนัจากขยะ เอทานอล เป็นตน้ ดงันั้น เช้ือเพลิงชีวภาพจึง
เป็นทางเลือกหน่ึงที่มีการน ามาใชแ้ทนเช้ือเพลิงฟอสซิลกนัเป็นจ านวนมาก โดยที่เอทานอลมีการ
ผลิตมากที่สุดในบรรดาเช้ือเพลิงชีวภาพ 
 
 เอทานอล (ethanol) คือ เช้ือเพลิงชีวภาพที่ผลิตจากชีวมวล (biomass) หรือเรียกวา่ ไบโอ   
เอทานอล (bioethanol) ที่ไดจ้ากผลผลิตทางการเกษตร เช่น ออ้ย มนัส าปะหลงั ขา้วโพด รวมทั้ง
ผลผลิตพลอยไดอุ้ตสาหกรรมเกษตรและการเกษตรต่าง ๆ เช่น กากน ้ าตาล เวยจ์ากการผลิตเนย และ
วสัดุเหลือทิ้งที่มีเซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบ (เช่น วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจ าพวกฟางขา้ว ซงั
ขา้วโพด) ซ่ึงมีตน้ทุนที่ต  ่ากวา่การใชเ้ช้ือเพลิงจากฟอสซิลที่มีราคาสูงขึ้นมากในปัจจุบนั ท าใหเ้อทา
นอลมีความส าคญัตอ่สภาวะเศรษฐกิจในปัจจุบนั 
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 ส าหรับประเทศไทยไดท้  าการพฒันาการผลิตเอทานอลจากผลผลิตทางการเกษตรมาโดย
ตลอดท าใหป้ระเทศไทยมีการผลิตเอทานอลเพิม่ขึ้นทุกปี จากปีพ.ศ.2550 มีปริมาณการผลิต          
เอทานอล 191.75 ลา้นลิตร เฉล่ีย 0.52 ลา้นลิตรต่อวนั  ในปีพ.ศ.2551 มีปริมาณการผลิตเอทานอล 
336.21 ลา้นลิตร เฉล่ีย 0.92 ลา้นลิตรต่อวนั  ในปีพ.ศ.2552 มีปริมาณการผลิตเอทานอล 397.66 ลา้น
ลิตร เฉล่ีย 1.09 ลา้นลิตรต่อวนั  ในปีพ.ศ.2553 มีปริมาณการผลิตเอทานอล 425.80 ลา้นลิตร เฉล่ีย 
1.16 ลา้นลิตรต่อวนั และในปีพ.ศ.2554 มีปริมาณการผลิตเอทานอล 509.61 ลา้นลิตร เฉล่ีย 1.40 
ลา้นลิตรต่อวนั (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน กระทรวงพลงังาน, 2555)  
 
 เน่ืองจากประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม ที่มีแหล่งชีวมวลจากภาคการเกษตรมาก 
มาย จึงเป็นการส่งเสริมเกษตรกรในชนบทซ่ึงเป็นประชากรส่วนใหญ่ของประเทศใหมี้รายได ้ลด
การน าเขา้น ้ ามนัปิโตรเลียมจากต่างประเทศ และลดมลภาวะที่เกิดจากการใชพ้ลงังานน ้ ามนัที่มี
แหล่งก าเนิดจากฟอสซิล โดยส่ิงส าคญัส าหรับการผลิตเอทานอลในอุตสาหกรรมคือ ตน้ทนุการ
ผลิตตอ้งต ่า ซ่ึงการลดตน้ทุนการผลิตท าไดจ้ากการเพิม่ผลผลิตการหมกั (fermentation yield) และ
เพิม่ความสามารถในการหมกั (productivity) รวมทั้งลดค่าใชจ่้ายส าหรับการลดอุณหภูมิของถงัหมกั
และการกลัน่ตลอดจนลดปริมาณน ้าเสีย ซ่ึงส่ิงเหล่าน้ีไดจ้ากการหมกัในอุณหภูมิสูง และการใช้
ซบัสเตรตความเขม้ขน้สูง 
 
 การผลิตเอทานอลดว้ยกระบวนการหมกั จะอาศยักระบวนการท างานของเช้ือยสีต ์โดยเช้ือ
ยสีตน์ั้นจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสเป็นอาหารและเปล่ียนน ้ าตาลเป็นเอทานอล โดยผา่นกระบวนการที่
เรียกวา่ไกลโคไลซิส (glycolysis) ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ซ่ึงตามทฤษฎีแลว้ในกระบวนการ
หมกัน ้ าตาลกลูโคสของยสีตน์ั้น น ้ าตาลกลูโคส 100 กรัม จะถูกเปล่ียนเป็นเอทานอล 51.11 กรัม 
และคาร์บอนไดออกไซด ์48.89 กรัม นอกจากนั้นยงัมีพลงังานความร้อนเกิดขึ้น 28.7 กิโลแคลอร่ี 
จะเห็นไดว้า่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดท์ี่เกิดขึ้น มีปริมาณประมาณถึงคร่ึงหน่ึงโดยน ้ าหนกัของ
น ้ าตาลกลูโคสที่ใชใ้นการหมกั จากการประมาณที่ก  าลงัการผลิตเอทานอล 150,000 ลิตรต่อวนั จะ
เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซดป์ระมาณ 100-120 ตนัต่อวนั ซ่ึงสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ไดท้ั้ง
สถานะที่เป็นก๊าซ (gas CO2) ของเหลว (liquid CO2) และของแขง็ (solid CO2) โดยจะใชม้ากใน
อุตสาหกรรมอาหาร เช่น ใชเ้ป็นสารท าความเยน็ และอุตสาหกรรมเคร่ืองด่ืมประเภทที่มีการอดักา๊ซ 
เป็นตน้ (สถาบนัคน้ควา้และพฒันาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร ม.เกษตรศาสตร์ 
และกรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน, 2549) 
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 การหมกัเอทานอล มีปัจจยัหลายอยา่งที่มีอิทธิพลต่อการหมกัเอทานอล คอื ความเขม้ขน้
ของซบัสเตรต และสภาวะแวดลอ้มในระหวา่งการหมกั เช่น อุณหภูมิ pH ออกซิเจน และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์ปัจจยัเหล่าน้ีเป็นปัจจยัที่มีการศึกษากนัมานานแลว้ แต่ยงัมีปัจจยัอีกหน่ึงที่มี
การศึกษาเพิม่ นัน่คือ ค่า Oxidation Reduction Potential (ORP) 
 
 การหมกัเอทานอลโดยใชค้่า Oxidation Reduction Potential; ORP ในการควบคุม
กระบวนการหมกั จะท าใหไ้ดผ้ลผลิตการหมกัเพิม่ขึ้น และลดการเกิด by product (กลีเซอรอล) และ
ท าใหร้ะยะเวลาในการหมกัลดลง โดยที่ค่า ORP เป็นพารามิเตอร์ที่เก่ียวขอ้งโดยตรงกบัปฏิกิริยา
ออกซิเดชนั-รีดกัชนั พารามิเตอร์ตวัน้ีวดัปริมาณความต่างศกัยไ์ฟฟ้าที่เกิดจากการถ่ายเท (ให้/รับ) 
อิเล็กตรอนที่เกิดขึ้นในน ้ า คา่ ORP ที่วดัไดอ้าจเป็นบวกหรือลบ ในทางทฤษฎี ค่า ORP จะแสดงถึง
ความสามารถในการรับอิเล็กตรอนของสารละลาย เช่น ถา้วดัค่า ORP ไดค้่าบวก แสดงวา่
สารละลายน้ีมีสารรับอิเล็กตรอนไดดี้ แต่ถา้วดัไดค้่า ORP เป็นค่าลบ แสดงวา่สารละลายมี
ความสามารถในการรับอิเล็กตรอนไดน้อ้ย หรือมีความสามารถในการใหอิ้เล็กตรอนไดดี้ 
 
 ดงันั้น การออกแบบถงัหมกัเอทานอลโดยใชค้่า ORP จะควบคุมดว้ยการกวนและการให้
อากาศ ใหไ้ดผ้ลผลิตของเอทานอลมากที่สุด และลดระยะเวลาในการหมกั โดยให้เหลือความ
เขม้ขน้ของกลูโคสนอ้ยที่สุด ซ่ึงจะท าใหก้ระบวนการหมักเอทานอลเกิดไดมี้ประสิทธิภาพดีขึ้น 
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วตัถุประสงค์ 
 
 1.  ออกแบบถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลโดยการควบคุมค่า Oxidation Reduction 
Potential (ORP) 
 
 2.  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาลจากมนัเสน้บดส าหรับการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการยอ่ยให้เป็นน ้ าตาลและหมกัพร้อมกนั (Simultaneous 
Saccharification and Fermentation, SSF) ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 
 
 3.  การศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า ORP, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่
ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 หรือกระบวนการหมกัแบบปกต ิ
 
 4.  เปรียบเทียบเวลาที่เหมาะสมที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ 
SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ในระหวา่ง
กระบวนการหมกั 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  เอทานอล 
 
 เอทานอลเป็นของเหลวใส ไม่มีสี จุดไฟติด ระเหยง่าย สามารถละลายน ้ า และสารอินทรีย์
อ่ืนไดดี้ ใหค้่าพลงังานความร้อน (Calorific value) โดยการเผาไหมป้ระมาณ 12,800 บีทียตู่อปอนด ์
มีจุดเดือด 78 องศาเซลเซียส จุดเยอืกแขง็ -117.3 องศาเซลเซียส และมีค่าความถ่วงจ าเพาะ 0.794 ที่ 
60 องศาฟาเรนไฮด ์(สาวติรี, 2549) 
 
 เอทานอลสามารถใชเ้ป็นเช้ือเพลิงโดยมีขอ้ดี คือ เป็นของเหลวที่ใชไ้ดท้นัทีต่างกบั
ปิโตรเลียมที่ตอ้งการกระบวนการท าใหบ้ริสุทธ์ิที่ซบัซอ้น สามารถผลิตจากทรัพยากรธรรมชาติที่
สร้างขึ้นมาทดแทนใหม่ได ้(Renewable resource) หลายชนิด และการเผาไหมข้องเอทานอลสะอาด
กวา่การเผาไหมข้องน ้ ามนัเบนซิน ทั้งน้ีเอทานอลอาจใชเ้ป็นเช้ือเพลิงตามล าพงัหรือผสมกบัน ้ ามนั
เบนซินหรือดีเซล 
 
 1.1  ชีวเคมีของการหมกัเอทานอล 
 

การหมกัเอทานอลของยสีตเ์กิดขึ้นโดยการที่น ้ าตาลถูกเปล่ียนไปตามวถีิไกลคอไลซิส 
หรือ Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway จนไดไ้พรูเวต โดยถา้เร่ิมจากน ้ าตาลกลูโคส 1 
โมเลกุล จะไดไ้พรูเวต 2 โมเลกุล ดงัแสดงในสมการ 
 

glucose + 2 ATP + 2 NAD+   2 pyruvate + 4 ATP + 2 (NHDH + H+) 
 

ต่อจากนั้นไพรูเวตเกิดการแยกเอาคาร์บอนไดออกไซดอ์อก (De-carboxylation) โดยมี
เอนไซมไ์พรูเวตดีคาร์บอกซีเลส (Pyruvate decarboxylase) เป็นตวัเร่งสร้างแอซีทาลดีไฮด ์ซ่ึงจะ
เปล่ียนเป็นเอทานอลโดยมีเอนไซมแ์อลกอฮอลดี์ไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยา เน่ืองจากไม่มีตวัรับไฮโดรเจนจากภายนอก เช่น ออกซิเจน จึงตอ้งมีขั้นตอนการสร้างและ
การใช ้NADH2 ในขณะที่เอนไซมแ์อลกอฮอลดี์ไฮโดรจีเนสรีดิวซ์แอซีทาลดีไฮดไ์ปเป็นเอทานอล 
จะเกิดการออกซิไดซ์ NADH2 ที่ไดจ้ากวถีิ EMP 
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ปริมาณของสารต่าง ๆ ที่ไดจ้ากการหมกัน ้ าตาลดว้ยยสีต ์โดยการค านวณจากไดส้มการ
ดงัต่อไปน้ี (Ingledew, 1999) 
 
                                                  ยสีต ์
                        C6H12O6                        2 C2H5OH         +                    2 CO2 
               กลูโคส 1 โมเลกุล                    เอทานอล 2 โมเลกุล       คาร์บอนไดออกไซด ์2 โมเลกุล 
                      (180 กรัม)                               (2 x 46 กรัม)                        (2 x 44 กรัม) 
 

สรุปไดว้า่ การหมกัเอทานอลจากกลูโคสโดยยสีตน์ั้นจากกลูโคส 1 กรัม ใหเ้อทานอล 
0.511 กรัม และคาร์บอนไดออกไซด ์0.489 กรัม นัน่คือมีค่าผลผลิตทางทฤษฎี (Theoretical yield 
หรือ Gay-Lussac yield) ส าหรับการผลิตเอทานอลเท่ากบั 51.1 เปอร์เซ็นต ์แต่เน่ืองดว้ยบางส่วน
ของน ้ าตาลถูกยสีตใ์ชเ้พือ่การเจริญ และบางส่วนถูกเปล่ียนไปเป็นผลผลิตพลอยไดบ้างชนิด เช่น  
กลีเซอรอล ซกัซิเนต และแอลกอฮอลท์ี่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ที่เรียกวา่ ฟูเซลออลย ์ท าใหป้ริมาณ    
เอทานอลทีไ่ดต้  ่ากวา่ผลผลิตทางทฤษฎีเสมอ ในทางปฏิบติัเอทานอลทีไ่ดอ้ยูใ่นช่วงไม่เกิน 90-95 
เปอร์เซ็นตข์องค่าผลผลิตทางทฤษฎี โดยผลผลิตพลอยไดท้ี่สร้างขึ้นเกิด จากการใชซ้บัสเตรต 4-5 
เปอร์เซ็นต ์และถา้สามารถป้องกนัไม่ใหเ้กิดการสร้างผลผลิตพลอยไดเ้หล่านั้นแลว้จะไดเ้อทานอล
เพิม่ขึ้น 2.7 เปอร์เซ็นต ์ปัจจุบนัการผลิตระดบัอุตสาหกรรม เอทานอลที่ไดจ้ะมีค่าเพยีง 80-90 
เปอร์เซ็นตข์องผลผลิตทางทฤษฎี (Kosaric et al., 1983; Panchal and Tavares, 1990) 
 

การหมกัเอทานอลมีการสร้างผลผลิตเอทานอลและสารอ่ืน ๆ ดงัน้ี Paturau (1969) คือ 
 

  เอทานอล    48.4  เปอร์เซ็นต ์
  คาร์บอนไดออกไซด ์   46.5  เปอร์เซ็นต ์
  แอซีทาลดีไฮด ์    0 - 0.03  เปอร์เซ็นต ์
  กรดแอซีติก    0.05 – 0.25 เปอร์เซ็นต ์
  กลีเซอรอล    2.5 – 3.6 เปอร์เซ็นต ์
  กรดแลกติก    0 – 0.2  เปอร์เซ็นต ์
  กรดซกัซินิก    0.5 – 0.77 เปอร์เซ็นต ์
  ฟูเซลออลย ์    0.25 – 0.5 เปอร์เซ็นต ์
  เฟอร์ฟูราล    ปริมาณนอ้ยมาก  
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 1.2  ปัจจยัที่มีอิทธิพลต่อการหมกัเอทานอล 
 

1.2.1  ยสีตท์ี่ใชส้ าหรับการผลิตเอทานอล 
 

ยสีตท์ี่ใชส้ าหรับการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรม มีหลายสปีชีส์ เช่น 
Saccharomyces cerevisiae, S. uvarum (carlsbergensis), Schizosaccharomyces pombe และ 
Kluyveromyces gragilis ส าหรับ S. cerevisiae เป็นยสีตท์ี่ทนต่อสภาวะแวดลอ้มต่าง ๆ ที่ไม่
เหมาะสมไดดี้กวา่ S. uvarum และยสีตช์นิดอ่ืน ดงันั้นการผลิตเอทานอลส่วนใหญ่จึงใชย้สีต ์         
S. cerevisiae ในปัจจุบนัมีการพฒันาและการผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย Zymomonas คือ          
Z. mobilis และสกุล Clostridium คือ Cl. Thermocellum ซ่ึงเป็นแบคทีเรียที่ไม่ตอ้งการออกซิเจน 
สามารถหมกัเซลลูโลสและเจริญไดท้ี่อุณหภูมิสูงกวา่ 50 องศาเซลเซียส แต่แบคทีเรียทั้ง 2 สกุลที่
กล่าวมามีความทนตอ่เอทานอลต ่ากวา่ยสีต ์
 

การหมกัเอทานอลใหไ้ดผ้ลผลิตที่สูงเป็นเร่ืองที่ตอ้งใหค้วามส าคญัเป็นอนัดบั
แรกที่ใชใ้นการพจิารณาคดัเลือกจุลินทรียส์ าหรับการผลิตเอทานอล นอกจากนั้นลกัษณะอ่ืนที่ไดรั้บ
ความสนใจในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลเพือ่ใชเ้ป็นเช้ือเพลิง หรือสารเคมีในระยะที่ผา่นมา
จนถึงขณะน้ีคอื ความสามารถในการจบักลุ่มตกตะกอน (flocculation)  ความทนต่อเอทานอล  
ความทนต่ออุณหภูมิสูง และความทนตอ่แรงดนัออสโมซิส แต่ไม่ไดห้มายความวา่ยสีตท์ี่ใชใ้นการ
หมกัเอทานอลของแต่ละโรงงานตอ้งมีลกัษณะตา่ง ๆ ขา้งตน้ครบถว้น ลกัษณะต่าง ๆ ที่ใชข้ึ้นอยูก่บั
ความตอ้งการและปัจจยัอีกหลายอยา่ง 
 

ลกัษณะของยสีตท์ี่ดีส าหรับการผลิตเอทานอลมีหลายประการ (Kosaric et al., 
1983; Walker, 1998) เช่น 
 

1)  ให้ผลผลิตเอทานอลสูง (ethanol yield) 
2)  มีอตัราการหมกัเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 
3)  มีความทนต่อเอทานอล (ethanol tolerance) 
4)  มีความทนต่ออุณหภูมิสูง (thermotolerance) 
5)  มีความทนต่อแรงดนัออสโมซิส (osmotolerance) 
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6)  มีความสามารถในการจบักลุ่มตกตะกอน (flocculation) ซ่ึงขึ้นอยูก่บั
กระบวนการวา่ตอ้งการลกัษณะการจบักลุ่มตกตะกอนน้ีหรือไม่ 

7)  ทน pH ต ่าหรือทนกรดสูง (Acid tolerance) 
8)  มีพนัธุกรรมที่ไม่เปล่ียนแปลงไดง้่าย 
9)  ไม่เปล่ียนแปลงง่ายในสภาวะต่าง ๆ ของการหมกั 
10)  ใชซ้บัสเตรตไดห้ลายชนิด 
11)  สร้างเมแทบอไลตอ่ื์นในระดบัต ่า เช่น กรดอินทรีย ์กลีเซอรอล เอสเทอร์ 

และอลัดีไฮด ์
12)  ไม่มีการกดดนั (Reperssion) การใชน้ ้ าตาลอ่ืนเม่ืออยูใ่นที่มีกลูโคส 
13)  มีกิจกรรมของเอนไซมย์อ่ยแป้งหรือยอ่ยเซลลูโลสเม่ือตอ้งการหมกัโดยการ

ใชแ้ป้งหรือเซลลูโลสเป็นซบัสเตรต 
14)  มีอตัราการเจริญสูงแต่ให้ผลผลิตเซลลต์  ่าเพื่อใหมี้การเจริญเพิม่จ  านวนเช้ือ

อยา่งรวดเร็วส าหรับการผลิตเอทานอล 
15)  เซลลมี์ความมีชีวติสูง 
16)  ทนต่อสารพษิและสารยบัย ั้งการเจริญ 
17)  ทนการปะปนของแบคทีเรีย 
18)  มีลกัษณะเป็นคิลเลอร์ (Killer) คือมีฤทธ์ิในการฆ่า 
19)  เพิม่จ  านวนง่าย 
20)  ใหค้วามร้อนระหวา่งการหมกันอ้ย 

 
1.2.2  แหล่งของสารอาหารส าหรับยสีต ์

 
1.2.2.1  คาร์บอน  ภายในเซลลย์สีตมี์คาร์บอนประมาณ 50 เปอร์เซ็นตข์อง

น ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ยสีตเ์ป็นคีโมออร์กาโนโทรฟ (Chemoorganotroph) ซ่ึงตอ้งใชส้ารประกอบ
อินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังาน ส่วนใหญ่สารอินทรียท์ี่ใช ้คือ แหล่งน ้ าตาล กลูโคสเป็น
น ้ าตาลที่ยสีตท์ุกชนิดสามารถเมแทบอลิซึมได ้ยสีตบ์างชนิดสามารถเมแทบอลิซึมกลูโคสโดยการ
หมกัไดด้ว้ย โดยปกติในธรรมชาติกลูโคสจะไม่ไดมี้อยูอ่ยา่งอิสระแต่อยูใ่นรูปของพอลิเมอร์จ าพวก
เซลลูโลส แป้ง และพอลิแซ็กคาไรดอ่ื์น อีกทั้งปกติกลูโคสไม่ไดเ้ป็นซบัสเตรตส าหรับการหมกัใน
อุตสาหกรรม โดยซบัสเตรตส าหรับการหมกัในอุตสาหกรรมชนิดที่เป็นน ้ าตาลมกัเป็นมอลโทส 



 

 

 

9 

ซูโครส ฟรุกโทส ไซโลส และแลกโทส นอกจากนั้นกลูโคสมกัแสดงการกดดนั (Repression) และ
มีผลยบัย ั้ง (Inhibitory effect) การแอสซิทิเลตน ้ าตาลอ่ืนของยสีต ์
 

เม่ือยสีตเ์จริญในที่มีกลูโคสความเขม้ขน้สูง หนา้ที่ของไมโทคอนเดรียจะถูก
กดดนัที่เรียกวา่ อิทธิพลแคร็บทรี (Crabtree effect) หรืออิทธิพลกลูโคส (Glucose effect) หรือการ
กดดนัแคแทบอไลต ์(Catabolite repression) ท  าใหย้สีตมี์การหายใจลดลง นอกจากนั้นในสภาวะทีมี่
กลูโคสความเขม้ขน้สูง ยสีตแ์สดงการเจริญแบบ 2 ระยะหรือไดฟาซิก (Diphasic) คือ หลงัจากระยะ 

lag phase ถึงระยะ exponential phase กลูโคสจะถูกหมกัเป็นเอทานอล ระหวา่งน้ีการหายใจแบบใช้
ออกซิเจนถูกกดดนั ช่วงการเจริญที่สอง ยสีตจ์ะใชเ้อทานอลส าหรับการเจริญโดยเมแทบอลิซึมแบบ
ใชอ้อกซิเจนและไดค้าร์บอนไดออกไซดเ์ป็นผลผลิตสุดทา้ย ยสีตบ์างชนิดเท่านั้นที่ไวต่อกลูโคส
ความเขม้ขน้สูง ในกรณีของ Candida, Rhodotorula และ Torulopsis ไม่ผลิตเอทานอลแมจ้ะเจริญ
ในอาหารที่มีกลูโคสความเขม้ขน้สูงในสภาวะที่มีออกซิเจน โดยจะใชก้ระบวนการหายใจแบบใช้
ออกซิเจนท าใหไ้ดผ้ลผลิตชีวมวล (Berry and Briwn, 1987; Walker, 1998) 
 

ในโรงงานอุตสาหกรรมมกัใชแ้หล่งคาร์โบไฮเดรตจากวตัถุดิบที่มีสารประกอบ
หลายชนิด เช่น กากน ้ าตาล ซ่ึงประกอบดว้ยกลูโคส ฟรุกโทส ซูโครส และราฟฟิโนส 
 

1.2.2.2  ไฮโดรเจน  ไฮโดรเจนไอออน (H ion) หรือโปรตอน (Proton) ส าคญั
มากส าหรับสรีรวทิยาของยสีต ์โดย pH ทั้งภายนอกและภายในเซลลย์สีตมี์อิทธิพลมากต่อการเจริญ 
และเมแทบอลิซึมของยสีต ์มีรายงานวา่ pH ที่เหมาะสม (Optimal pH) ส าหรับการเจริญและการ
หมกักลูโคสคือ pH ที่ใหไ้ฮโดรเจนไอออนเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ (pH 6) และ 10 ไมโครโมลาร์ 
(pH 5) ยสีตป์กติเจริญดีมากเม่ืออาหารเล้ียงเช้ือมี pH เร่ิมตน้อยูร่ะหวา่ง 4-6 แต่ยสีตบ์างชนิดเจริญ
ในช่วง pH ที่กวา้งกวา่คือ pH 2-8 และยสีตส่์วนใหญ่เจริญไม่ดีใน pH ที่เป็นด่าง ในขณะที่บางชนิด
สามารถปรับตวัใหเ้จริญไดใ้นสภาพที่เป็นด่างเล็กนอ้ย เช่น ยสีตท์ี่พบในน ้ าทะเลสามารถปรับตวัให้
เจริญในน ้ าทะเลที่เป็นด่างเล็กนอ้ย การเจริญของยสีตอ์ยา่งรวดเร็วท าใหอ้าหารเล้ียงเช้ือมีสภาพเป็น
กรด ซ่ึงเป็นผลรวมจากการน าเขา้ของไอออนต่างชนิดกนั การปลดปล่อยโปรตอนระหวา่งการ
ขนส่งสารอาหาร การปลดปล่อยกรดอินทรีย ์และการเกิดคาร์บอนไดออกไซด ์การผลิตเอทานอลมี
ผลจากการเปล่ียน pH ของอาหารมากเช่นกนั pH ภายในเซลลท์ี่ก  าลงัเจริญมีการควบคุมภายในช่วง
แคบ ๆ โดยการท างานของ ATPase ในโปรตอนป๊ัม (Proton pump) ที่พลาสมาเมมเบรนมีบทบาท
ส าคญัในการควบคุมการน าเขา้ของสารอาหารและเมแทบอลิซึม การผนัแปรของ pH ภายนอกเซลล์
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มีผลต่อ pH ในไซโทพลาสซึม ยกเวน้ในอาหารที่ประกอบดว้ยกรดอินทรีย ์เช่น แอซีเตต หรือซอร์
เบต (Isaac and Jenning, 1995; Walker, 1998) 
 

1.2.2.3  ออกซิเจน  ยสีตห์ลายชนิดเจริญเฉพาะในสภาวะที่มีออกซิเจน เรียกยสีต์
เหล่าน้ีวา่ obligate aerobic yeast เช่น Candida ยสีตไ์ม่สามารถเจริญไดใ้นสภาวะที่ขาดออกซิเจน
อยา่งสมบูรณ์ และไม่มียสีตช์นิดใดที่เจริญไดใ้นสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (Obligate anaerobic yeast) 
ยสีตบ์างชนิดเจริญไดท้ั้งสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน เรียกวา่ Facultative anaerobic 
yeast ซ่ึงยสีตป์ระเภทน้ีมีลกัษณะส าคญั 3 อยา่ง คือ สามารถเจริญไดใ้นสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน 
ชอบเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนมากกวา่เพราะไดรั้บพลงังานในรูป ATP มากกวา่ และในสภาวะที่
มีออกซิเจนจะมีอตัราการใชก้ลูโคส (Glucose consumption) ต  ่ากวา่ในที่ไม่มีออกซิเจน 
 

หนา้ที่หลกัของออกซิเจน คือ เป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ยในห่วงโซ่
อิเล็กตรอน (Electron transport chain, ETC) นอกจากนั้นยงัท าหนา้ที่เป็น Growth factor โดยยสีต์
ตอ้งการออกซิเจนส าหรับการเกิดไฮดรอกซีเลชนั (Hydroxylation) เพือ่รักษาการเจริญ เช่น ใชใ้น
การสงัเคราะห์สเตรอล และกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั ยสีตบ์างชนิดตอ้งการโมเลกุลออกซิเจนส าหรับ
เอนไซมอ์อกซิเดสชนิดที่มีหนา้ที่หลายอยา่ง (Mixed function oxidase) ที่ช่วยในการท าใหเ้กิดวง
แหวน (Cyclization) ของสควอลีน 2,3-อีพอกไซด ์(Squalene 2,3-epoxide) เพือ่สร้างลาโนสเตรอล 
(Lanosterol) และส าหรับการสงัเคราะห์กรดไขมนัไม่อ่ิมตวั ดงันั้นออกซิเจนจึงจดัเป็น Growth 
factor ที่ส าคญัขององคป์ระกอบของเซลล ์ในการสงัเคราะห์ตอ้งการโมเลกุลของออกซิเจนอยา่ง
นอ้ย 3 ชนิด คือ ส่วนของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั สเตรอล และกรดนิโนตินิก (Nicotinic acid) ดงันั้นถา้
ตอ้งการเล้ียง S. cerevisiae ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนจึงตอ้งเติมกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั สเตรอล และ
กรดนิโคตรนิก ลงในอาหารดว้ย S. cerevisiae จึงจะเจริญได ้
 

ส าหรับการผลิตผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรมจากยสีตบ์างชนิด เช่น ยสีตข์นมปัง และ
โปรตีนจากชีวมวลของยสีต ์หรือโปรตีนเซลลเ์ด่ียวที่ตอ้งท าใหมี้การเจริญโดยเมแทบอลิซึมแบบ
หายใจสูงสุด ในกระบวนการผลิตจึงตอ้งรักษาใหมี้ออกซิเจนพอเพยีงที่จะสนบัสนุนการเจริญอยา่ง
รวดเร็วของยสีตใ์นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ (Bioreactor) โดยออกซิเจนตอ้งค่อย ๆ ละลายลงในน ้ า และมี
การปฏิบติัหลายอยา่งเพือ่เพิม่อตัราการดูดซึมออกซิเจน (Oxygen absorption rate) ซ่ึงเท่ากบั KL.a.c 
(KL คือ อตัราที่ออกซิเจนจากบรรยากาศผา่นทาง Liquid interface และลงในสารละลาย ส่วน a คือ
พื้นที่ของ Interface และ c คือความเขม้ขน้ของออกซิเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ) ในหอ้งปฏิบติัการนั้น 
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ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) ที่ท  าใหเ้ป็นร่อง (Baffled indentation) ร่วมกบัการเขยา่ สามารถ
เพิม่อตัราการดูดซึมออกซิเจนอยา่งมาก ท าใหก้ารเจริญของยสีตเ์พิม่ขึ้น ในขณะที่หมกัเบียร์ซ่ึงเป็น
การหมกัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (Anaerobic fermentation) การมีออกซิเจนในช่วงตน้ซ่ึงยสีตมี์การ
เจริญแบบใชอ้อกซิเจนจะเป็นประโยชน์ และส าคญัมากในการน าไปสู่การหมกัตอ่ไป (Halasz and 
Laztity, 1991; Walker, 1998) 
 

1.2.2.4  ไนโตรเจน  เซลลย์สีตมี์ไนโตรเจนประมาณ 10 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกั
เซลลแ์หง้ ไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบของอาหารส าหรับเพาะเล้ียงยสีตท์ี่มีปริมาณมากรองลงมา
จากคาร์บอน สารหลายชนิดใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนได ้โดยแหล่งไนโตรเจนที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก
และใชไ้ดง่้าย เช่น แอมโมเนียไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด ์และ
แอมโมเนียมซลัเฟต มกัใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกัโดยยสีต ์โดยเฉพาะแอมโมเนียมซลัเฟตมกัใช้
เป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงยสีตเ์พราะนอกจากใหไ้นโตรเจนแลว้ยงัใหซ้ลัเฟอร์ดว้ย ยสีต์
บางชนิดใชไ้นเตรต เช่น Citeromyces และบางสายพนัธุข์อง Pichia และ Candida ในขณะที่บาง
ชนิดไม่ใชไ้นเตรต เช่น Debaryomyces, Kluyveromyces, Saccharomyces และบางสายพนัธุข์อง 
Pichia และ Candida ยสีตท์ี่ใชไ้นเตรตไดอ้าจใชไ้นไตรตท์ี่ความเขม้ขน้ต ่ากวา่ความเขม้ขน้ที่เป็น
พษิกบัยสีตไ์ด ้
 

นอกจากอนินทรียไ์นโตรเจนแลว้อินทรียไ์นโตรเจนหลายชนิด เช่น กรดอะมิโน 
เพปไทด ์พวิรีน และเอมีน (Amine) ใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนของยสีตบ์างชนิดได ้กรดอะมิโนส่วน
ใหญ่สามารถใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนได ้แมว้า่ยสีตมี์อตัราการเจริญสูงสุดเม่ือใชก้รดอะมิโนแต่ละ
ชนิดต่างกนั กรดอะมิโนกลูทามีน (Glutamine) และกรดแอสพาร์ติก (Aspartic acid) ถูกดีอะมิเนต 
(Deaminate) โดยยสีตแ์ละเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีในอาหารส าหรับอุตสาหกรรมการหมกั เช่น   
เวร์ิตจากมอลตมี์กรดอะมิโนอยูด่ว้ยกนัหลายชนิดซ่ึงยสีตใ์ชเ้ป็นล าดบั โดยพบวา่การใชก้รดอะมิโน
ชนิดต่าง ๆ มีอตัราแตกต่างกนั แบ่งไดเ้ป็น 4 กลุ่ม กลุ่มหน่ึงประกอบดว้ยกรดอะมิโนอาร์จินีน 
แอสพาราจีน กรดแอสพาร์ติก กรดกลูทามิก กลูทามีน ซีรีน ไลซีน และทรีโอนีน ซ่ึงถูกใชอ้ยา่ง
รวดเร็วจนไม่เหลือในเวร์ิตหลงัจากที่เพาะเช้ือนาน 20 ชัว่โมง กลุ่มสอง คือ ฮิสติดีน ลิวซีน ไอโซลิว
ซีน เมไทโอนีน และวาลีน ซ่ึงจะหมดไปจากเวร์ิตในเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง กลุ่มสาม
ประกอบดว้ยอะลานีน ไกลซีน ฟีนิลอะลานีน ทริปโตเฟน และไทโรซีน โดยกรดอะมิโนในกลุ่มน้ี
ยงัไม่ถูกใชใ้นระยะ 24 ชัว่โมงแรกของการหมกั แต่ยสีตจ์ะเร่ิมใชห้ลงัจาก 24 ชัว่โมงไปแลว้ และ
กลุ่มส่ี ซ่ึงเป็นกลุ่มสุดทา้ยมีโพรลีนเพยีงชนิดเดียวพบวา่โพรลีนถูกยสีตใ์ชไ้ปเพยีงเล็กนอ้ยเม่ือหมกั
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นาน 60 ชัว่โมง ในหอ้งปฏิบติัการบางแห่งอาจใชก้รดอะมิโนผสมในรูปของไฮโดรไลเสตของ
โปรตีน เช่น เคซีนไฮโดรไลเสต ส าหรับโปรตีนมียสีตน์อ้ยชนิดที่ยอ่ยสลายโปรตีนภายนอกเซลล์
ได ้เช่น Cryptococcus macerans ที่สามารถยอ่ยสลายเจลาติน 
 

ยสีตบ์างชนิดใชเ้พปไทดข์นาดเล็ก ๆ ได ้และการน าเพปไทดเ์ขา้สู่เซลลย์สีตถู์ก
จ ากดัดว้ยขนาดโมเลกุล โดยเพปไทดจ์ะถูกยอ่ยโดยเอนไซมเ์พปทิเดส (Peptidase) หลงัจากผา่นเขา้
ไปในเซลล ์เช่น S. cerevisiae ใชเ้พปไทดท์ี่ประกอบดว้ยกรดอะมิโนสองโมเลกุล (Dipeptide) และ      
เพปไทดท์ี่ประกอบดว้ยกรดอะมิโนสามโมเลกุล (Tripeptide) นอกจากนั้น มีบางสายพนัธุท์ี่ใช ้    
เพปไทดท์ี่ประกอบดว้ยกรดอะมิโนหา้โมเลกลุ (Pentapeptide) ได ้
 

ยเูรีย เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีส าหรับยสีต ์แต่เม่ือใชย้เูรียเป็นแหล่งไนโตรเจน
นั้น จ  าเป็นตอ้งมีการเติมไบโอตินลงในอาหารนั้นดว้ย นอกจากน้ี การใชย้เูรียของยสีตจ์ะลดลงเม่ือมี
แหล่งไนโตรเจนอ่ืนที่ยสีตใ์ชไ้ดดี้กวา่เน่ืองจากการกดดนัของไนโตรเจน (Nitrogen suppression) 
 

ในอาหารเล้ียงเช้ือยสีตท์ี่ใชใ้นอุตสาหกรรม ถา้มีแหล่งไนโตรเจนมากกวา่หน่ึง
ชนิดอยา่งที่ปรากฏเสมอ ๆ ไนโตรเจนเหล่านั้นจะถูกใชใ้นอตัราที่ต่างกนัยสีตจ์ะเลือกใชแ้หล่ง
ไนโตรเจนที่ดีที่สุดก่อนเป็นอนัดบัแรก ซ่ึงเขา้ใจวา่เกิดโดยวิธีการกดดนัและการแบ่งส่วนของ        
เมแทบอไลต ์(Metabolite compartmentation) ดงันั้นการที่มีแหล่งไนโตรเจนที่ดี เช่น กลูตาเมต ใน
อาหาร เป็นผลใหมี้การก าจดัแหล่งไนโตรเจนที่ไม่ดี (เช่น โพรลีน) จากเซลล ์โดยมีผูเ้สนอวา่การที่
จะเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดี สารประกอบนั้นจะตอ้งถูกน าเขา้สู่เซลลอ์ยา่งรวดเร็ว เกิดการเปล่ียน 
แปลงภายในเซลลด์ว้ยขั้นตอนที่นอ้ยที่สุด เพือ่สร้างกลูตาเมตหรือแอมโมเนียหรือทั้งสองอยา่ง และ
ตอ้งไม่มีผลขา้งเคียงที่เป็นพษิ (Copper, 1982; Berry and Briwn, 1987; Walker, 1998) 
 

1.2.2.5  ซลัเฟอร์  ยสีตมี์ซลัเฟอร์เป็นองคป์ระกอบในเซลล ์0.3 เปอร์เซ็นตข์อง
น ้ าหนกัเซลลแ์หง้ โดย 60 เปอร์เซ็นตข์องซลัเฟอร์ในเซลลอ์ยูท่ี่กรดอะมิโนที่มีซลัเฟอร์เป็น
องคป์ระกอบในโปรตีน อีก 5 เปอร์เซ็นตเ์ป็นอนินทรียซ์ลัเฟตอิสระ ส่วนที่เหลืออยูใ่นรูปของ
ซลัเฟตที่เกาะกนัหรือกรดอะมิโนอิสระ นอกจากนั้น ยงัพบอยูใ่นวติามินบางชนิด เช่น ไบโอติน 
และสารที่มีซลัเฟอร์ อ่ืน ๆ ยสีตต์อ้งการซลัเฟอร์เพือ่ใชใ้นการสงัเคราะห์กรดอะมิโน ที่มีซลัเฟอร์
เป็นองคป์ระกอบในอนัดบัแรก 
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แหล่งซลัเฟอร์ไดจ้ากสารประกอบซลัเฟอร์หลายชนิดรวมทั้งซลัเฟต (Sulfate) 
ซลัไฟต ์(Sufite) ไทโอซลัเฟต (Thiosulfate) อนินทรียซ์ลัเฟอร์ในรูปของซลัเฟตไอออน โดยเฉพาะ
แอมโมเนียซลัเฟต หรือโพแทสเซียมซลัเฟต เป็นแหล่งซลัเฟอร์ที่นิยมใชใ้นอาหาร โดยยสีตท์ุกชนิด
สงัเคราะห์กรดอะมิโนที่มีซลัเฟอร์จากซลัเฟตได ้การน าเขา้ซลัเฟตที่วอ่งไวสมัพนัธก์บัการมี
เอนไซมโ์ฮโมซีสทีอีกซินเทส (Homocysteine synthase) ซ่ึงท าใหซ้ลัเฟตถูกน าเขา้ไปเพือ่สร้าง     
ซีสเทอีนโดยซลัเฟตจะถูกเปล่ียนเป็นซลัไฟตท์นัทีแลว้จึงถูกเมแทบอไลซ์ต่อไป ดงันั้นซลัไฟตจึ์ง
อาจใชเ้ป็นแหล่งซลัเฟอร์ไดเ้ช่นกนัแต่ตอ้งใชท้ี่ความเขม้ขน้ต ่า เน่ืองจากถา้ใชค้วามเขม้ขน้สูงจะมี
ผลยบัย ั้งการเจริญของยสีตบ์างชนิด เช่น S. cerevisiae ใชธ้าตุซลัเฟอร์เป็นแหล่งซลัเฟอร์ได ้โดย
ธาตุซลัเฟอร์ถูกรีดิวซ์นอกเยือ่หุม้เซลลก์ลายเป็นไทออลไอออน (Thiol ion) แลว้จึงผา่นเขา้ไปใน
เซลล ์เมไทโอนีนเป็นกรดอะมิโนที่มีซลัเฟอร์เพยีงชนิดเดียวที่ใชเ้ป็นแหล่งซลัเฟอร์ไดโ้ดย            
เมไทโอนีน มีผลใหย้สีตมี์การเจริญดีกวา่ซลัเฟต (Berry and Briwn, 1987; Walker, 1998) 
 

1.2.2.6  ฟอสฟอรัส  ฟอสฟอรัสถูกแอสซิมิเลตในรูปของไดไฮโดรเจนฟอสเฟต
ไอออนหรือออร์โทฟอสเฟตไอออน (Orthophosphate ion, H2PO4

- ) เท่านั้น บทบาทหลกัของ
ฟอสฟอรัส คือเป็นองคป์ระกอบของน ้ าตาลฟอสเฟต (Sugar phoshate) กรดนิวคลีอิก และ              
นิวคลีโอไซดไ์ดฟอสเฟต หรือนิวคลีโอไทดไ์ทรฟอสเฟต และยงัพบอนินทรียฟ์อสเฟตในรูปของ
พอลิเมอร์สายตรงคือพอลิฟอสเฟต มีความส าคญัในการควบคุมเมแทบอลิซึมของเซลล ์ใหฟ้อสเฟต
สะสม และใหพ้ลงังาน ฟอสฟอรัส ท าใหมี้ประจุลบในไซโทรพลาสซึมของยสีตจ์ากการที่มี        
อนินทรียฟ์อสเฟต และกลุ่มฟอสเฟตในสารอินทรีย ์ฟอสเฟตในเซลลย์สีตมี์อยูป่ระมาณ 3-5 
เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ซ่ึงส่วนใหญ่อยูใ่นรูปของออร์โทฟอสเฟต 
 

ในอาหารเล้ียงยสีตแ์หล่งฟอสเฟตที่ส าคญั คือ ออร์โทฟอสเฟต และอนินทรีย์
ฟอสเฟตโดยออร์โทฟอสเฟตท าหนา้ที่เป็นซบัสเตรต และหน่วยปฏิบติังานของเอนไซมห์ลายชนิด 
ระดบัของฟอสเฟตภายในไซโทพลาสซึมของยสีตต์  ่ามากคอืประมาณ 0.2 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกั
เซลลแ์หง้ แต่ระดบัของฟอสเฟตจะผนัแปรตามกลไกของแคแทบอลิซึมของน ้ าตาล ยสีตส์ามารถ
สะสมฟอสเฟตในออร์แกเนล เช่น อาจพบฟอสเฟตในแวคิวโอมากกวา่ในไซโทพลาสซึมถึง 110 
เท่า ส าหรับอนินทรียฟ์อสเฟจนั้นทั้งโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตสามารถใชเ้ป็นแหล่งฟอสเฟส และเน่ืองจากโพแทสเซียมไอออนสามารถ
เหน่ียวน าการน าเขา้ฟอสเฟตโดยถูกขนส่งร่วมกบัฟอสเฟตเขา้สู่เซลลใ์ห้โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตเป็นแหล่งฟอสเฟตที่ดีกวา่แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในที่ขาด
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แหล่งฟอสเฟตชนิดอ่ืน และลกัษณะของแมแทบอลิซึมของฟอสเฟตอีกอยา่งหน่ึงของยสีตภ์ายใต้
สภาวะที่ฟอสฟอรัสจ ากดั คือเซลลจ์ะขบัเอนไซมฟ์อสโฟเอสเทอเรสที่ไม่จ  าเพาะ (Non-specific 
phosphoesterase) และแอซิดฟอสฟาเทส (Acid-phosphatase) ไปที่ผวิเซลลท์  าให้เซลลไ์ด้
ฟอสฟอรัสจากฟอสเฟต เอสเทอร์ (Phosphate ester) (Berry and Briwn, 1987; Walker, 1998) 
 

1.2.2.7  เกลือแร่  ยสีตต์อ้งการเกลือแร่ (Mineral elements) เหมือนกบัจุลิทรียอ่ื์น 
ๆ เกลือแร่ที่ยสีตต์อ้งการประกอบดว้ยโพแทสเซียม แมกนีเซียม และธาตุที่ตอ้งการหลายชนิดใน
ปริมาณต ่า ส าหรับโพแทสเซียมและแมกนีเซียมเป็นธาตุอาหาร Macroelement ที่ยสีตต์อ้งการที่
ความเขม้ขน้เป็นมิลลิโมลาร์ เพือ่ท  าใหเ้กิดสภาวะที่มีประจุบวกภายในเซลลย์สีต์ 
 

ปกติยสีตมี์โพแทสเซียมประมาณ 1-2.2 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ โดย
ปริมาณโพแทสเซียมในเซลลผ์นัแปรตามสภาวะของการเจริญ ยสีตท์ุกชนิดตอ้งการโพแทสเซียม
ส าหรับการเจริญโดยโพแทสเซียมท าหนา้ที่เป็นโคแฟกเตอร์ส าหรับเอนไซมห์ลายชนิดที่เกี่ยวกบั
ออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชนั (Oxidation phosphorylation) การสงัเคราะห์โปรตีน และเมแทบอลิซึม
ของคาร์โบไฮเดรต เช่น ไพรูเวตไคเนส (Pyruvate kinase) อลัโดเลส (Aldolase) อลัดีไฮดดี์ไฮโดร
จีเนส (Aldehyde dehydrogenase) และเอทีพเีอส (ATPase) ที่เยือ่หุม้เซลล ์นอกจากนั้นยงัร่วมในการ
ท างานน าสารอาหารอ่ืนเขา้เซลล ์เช่น ฟอสเฟตเป็นตวัควบคุมการน าเขา้ไอออนที่มีประจุบวกสอง 
(Divalent cation) โดยเม่ือมีการน าเขา้ไอออนทีมี่ประจุบวกสองก็จะมีการขบัโพแทสเซียมไอออน
สองตวั จึงเป็นตวัที่ท  าใหป้ระจุสมดุล ท าใหโ้มเลกุลใหญ่และไรโบโซมคงตวั ที่ pH ต ่าโพแทสเซียม
จะกระตุน้การหมกัและการหายใจเน่ืองจากท าให้ระดบัของ NADP  ADP และอนินทรียฟ์อสเฟตใน
เซลลเ์พิม่ขึ้น สารที่ใชเ้ป็นแหล่งโพแทสเซียม เช่น โพแทสเซียมคลอไรด ์โพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสฟอต และไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 
 

ส าหรับแมกนีเซียมเป็นสารที่จ  าเป็นส าหรับการเจริญของเซลลย์สีตเ์ช่นกนั และ
มีอยูใ่นเซลลป์ระมาณ 0.3 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ท  าหนา้ที่เก่ียวกบัโครงสร้างและ          
เมแทบอลิซึม เช่น การท างานของเอนไซมส์ าหรับการเคล่ือนยา้ยฟอสเฟต (Transphosphorylation) 
ตอ้งอาศยัแมกนีเซียมไอออน 
 

เกลือแร่อ่ืน ๆ ที่ยสีตต์อ้งการในปริมาณต ่ามาก ๆ ระดบัไมโครโมลาร์ หรือนาโน
โมลาร์ ประกอบดว้ย แมงกานีส แคลเซียม เหล็ก สงักะสี ทองแดง นิเกิล โคบอลท ์และโมลิบดีนมั 
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ในขณะที่เกลือแร่อ่ืน คอื เงิน แบเรียม แคดเมียม ปรอท ลิเทียม และตะกัว่ เป็นสารพษิเพราะถา้
ความเขม้ขน้สูงกวา่ 100 ไมโครโมลาร์จะมีผลเสียต่อการเจริญ (Berry and Briwn, 1987; Walker, 
1998) 
 

1.2.2.8  Growth factor  เป็นสารอินทรียย์สีตต์อ้งการที่ความเขม้ขน้ต ่ามาก มี
บทบาทในการเร่งหรือมีส่วนในโครงสร้าง สารที่เป็น Growth factor ส าหรับยสีต ์คือ วติามิน พวิรีน 
ไพริมิดีน นิวคลีโอไทด ์นิวคลีโอไซด ์(Nucleoside) กรดอะมิโน กรดไขมนั และสารอ่ืน ๆ เช่น พอ
ลิเอมีน (Polyamine) โคลีน และมีโซ-อินอซินอล การที่ยสีตต์อ้งการ Growth factor หมายความวา่
ยสีตน์ั้นไม่สามารถสงัเคราะห์ไดเ้อง ในบางคร้ังความตอ้งการอาจไม่ใช่ความตอ้งการที่แทจ้ริง แต่
เม่ือเติม Growth factor ลงไป ยสีตจ์ะมีอตัราการเจริญเพิม่ขึ้น ส าหรับ Growth factor แบบน้ีเรียกว่า 
Relative growth factor 
 

ยสีตม์กัตอ้งการวติามินที่ความเขม้ขน้ระดบัไมโครโมล เช่น ไบโอติน ซ่ึงเป็น
โคแฟกเตอร์ในปฏิกิริยาที่เร่งโดยคาร์บอกซีเลส (Carboxylase) กรดแพนโททีนิกในรูปที่ท  าหนา้ที่
คือ โคเอนไซมเ์อ (Coenzyme A) ที่ร่วมในปฏิกิริยาแอซีทิลเลชนั (Acetylation) กรดนิโคตินิกในรูป
ของนิโคตินาไมด ์(Nicotinamide) ซ่ึงร่วมในปฏิกิริยารีดอกซ์ และไทเอมีน (Thiamine) หรือวติามิน 
บี 1 ในรูปของไทเอมีนไพโรฟอสเฟต (Thiamine pyrophosphate) ซ่ึงร่วมในปฏิกิริยาดีคาร์บอกซีเล
ชนั (Decarboxylation) (Walker, 1998) 
 

1.2.3  สภาวะแวดลอ้มที่เหมาะสมของยสีตใ์นการหมกัเอทานอล 
 

1.2.3.1  ความเขม้ขน้ของเอทานอล การเจริญและการหมกัเอทานอลของยสีตจ์ะ
ถูกยบัย ั้งดว้ยเอทานอล โดยพบวา่เอทานอลความเขม้ขน้ 1-2 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัท าใหก้ารเจริญ
ของยสีตล์ดลงและการเจริญของยสีตโ์ดยทัว่ไปจะหยดุเม่ือมีเอทานอล 4.7-7.8 เปอร์เซ็นตโ์ดย
น ้ าหนกั ดงันั้นเอทานอลเป็นปัจจยัที่ส าคญัอยา่งยิง่ที่จ  ากดัการผลิตเอทานอลของยสีต ์(Panchal and 
Tavares, 1990) 
 

การคน้ควา้เก่ียวกบัการหมกัและการทนต่อเอทานอลนั้น Panchal และ Tavares 
(1990) ไดแ้บ่งเป็นเร่ืองต่าง ๆ ไวด้งัน้ี 
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1)  บทบาทของไขมนัในเยือ่หุม้เซลลมี์ความส าคญัต่อความทนต่อเอทานอล เม่ือ
ไขมนัไม่อ่ิมตวัเพิม่ขึ้นท าใหค้วามทนต่อเอทานอลเพิม่ขึ้น และเยือ่หุม้เซลลอ์ยูใ่นสภาพของไหล 
(fluidity) ในขณะที่ไขมนัไม่อ่ิมตวัลดลงจะท าใหค้วามทนต่อเอทานอลลดลงดว้ย และท าใหเ้ยือ่หุ้ม
เซลลมี์ความแขง็แกร่ง (rigid) 

2)  ปัจจยัอยา่งเดียว หรือหลายอยา่งในไมโทคอนเดรียมีความส าคญัต่อความทน 
เอทานอลของเซลลย์สีต ์

3)  เซลลท์ี่สร้างเอทานอลดว้ยอตัราเร็วกวา่ เพือ่ใหไ้ดเ้อทานอลความเขม้ขน้สูง 
ไม่จ าเป็นตอ้งทนเอทานอลที่เติมลงในอาหาร 

4)  สารอาหารบางอยา่ง และไขมนัที่เติมลงในอาหาร จะเพิม่ความทนเอทานอล 
และความสามารถในการหมกัของยสีต ์

5)  ยสีตท์ี่มีเซลลข์นาดเล็ก ปกติทนเอทานอลไดม้ากกวา่และผลิตเอทานอลได้
เร็วกวา่เซลลท์ี่มีขนาดใหญ ่

6)  ความทนหรือไม่ทนต่อเอทานอลเป็นลกัษณะที่ควบคุมโดยพนัธุกรรม 
 
จากการศึกษาของ Brown et al. (1981) ช้ีวา่ผลการยบัย ั้งการเจริญดว้ยเอทานอล

ซบัซอ้นและไม่ไดเ้ป็นไปตามแบบการยบัย ั้งแบบไม่แข่งขนั โดยมีผลยบัย ั้งอตัราการเจริญและลด
ความมีชีวติของเซลล ์การเติมเอทานอลลงไปในระหวา่งที่เช้ืออยูใ่นระยะเอกซ์โพเนนเชียลมีผลท า
ใหอ้ตัราการเจริญของยสีตล์ดลงอยา่งรวดเร็ว เช่นเดียวกบัอตัราการสงัเคราะห์เอทานอล แต่ผลของ
เอทานอลตอ่อตัราการเจริญจะมีมากกวา่ผลต่ออตัราการหมกั 

 
ความทนเอทานอลเป็นลกัษณะประจ าสายพนัธุใ์นบรรดายสีตช์นิดต่าง ๆ พบวา่

มีเพยีงบางสปีชีส์ของ Saccharomyces และ Schizosaccharomyces ที่แสดงลกัษณะน้ี โดย               
S. cerevisiae เป็นยสีตท์ี่ทนเอทานอลมากกวา่ยสีตช์นิดอ่ืน (Rose, 1993) 

 
กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัในฟอสโฟลิพดิที่เยือ่หุม้เซลล ์ช่วยส่งเสริมการขบั              

เอทานอลออกจากเซลล ์ท าใหป้ริมาณเอทานอลที่จะเป็นพษิภายในเซลลล์ดลง โดยที่การสะสม      
เอทานอลภายในเซลลจ์ะท าใหเ้กิดความเสียหายกบัองคป์ระกอบของเซลลห์ลายอยา่งรวมทั้ง
เอนไซม ์ไขมนั และโปรตีนที่เยือ่หุม้เซลล ์ดงันั้นความสามารถของยสีตท์ี่จะขบัเอทานอลออกจาก
เซลลมี์บทบาทหลกัในการก าหนดความทนเอทานอลและความมีชีวติอยู ่ส่วนเซลลท์ี่มีขนาดเล็กจะ
ท าใหข้นาดหรือพื้นที่ของผวิเซลลต์่อปริมาตรเซลลม์ากกวา่เซลลท์ีมี่ขนาดใหญ่ จะช่วยใหส้ามารถ
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ขบัเอทานอลออกจากเซลลไ์ดเ้ร็วกวา่เซลลข์นาดใหญ่ และเซลลท์ี่มีส่วนประกอบของไขมนัไม่
อ่ิมตวัในเยือ่หุม้เซลลม์ากกวา่สามารถปลดปล่อยเอทานอลไดเ้ร็วกวา่ เช่นเดียวกบัการน าน ้ าตาลเขา้
สู่เซลล ์(Panchal and Tavares, 1990) 

 
1.2.3.2  ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล  การใชซ้บัสเตรตความเขม้ขน้สูงในการหมกั 

เอทานอลท าใหป้ริมาณน ้ าที่ใชท้  าใหซ้บัสเตรตเจือจางจนถึงระดบัที่เหมาะสมลดลง และลดการ
ปนเป้ือนของเช้ืออ่ืน ๆ ที่มากบัซบัสเตรต แต่การใชก้ารซบัสเตรตความเขม้ขน้สูงมีผลยบัย ั้งการ
เจริญและการหมกัเอทานอล และยงัพบวา่ประสิทธิภาพในการหมกัเอทานอลลดลงเม่ือความเขม้ขน้
ของกลูโคสเพิม่ขึ้น ทั้งน้ีการยบัย ั้งส่วนหน่ึงเกิดจากการเพิม่แรงดนัออสโมซิส เพราะความเขม้ขน้
ของน ้ าตาลที่เพิม่ขึ้นท าใหมี้การเพิม่ความเขม้ขน้ของเอทานอลภายในเซลล ์ซ่ึงมีผลเสียต่อ
องคป์ระกอบต่าง ๆ ของเซลล ์

 
การเติมกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั เช่น กรดลิโนลีนิก และสารอาหาร (เพปโตน-ยสีต์

เอกซ์แทรกต)์ ลงในอาหารส าหรับหมกั จะท าให้ลดผลการยบัย ั้งของแรงดนัออสโมซิสต่อความ 
สามารถในการหมกัของยสีตล์งอยา่งมาก ซ่ึงอาจอธิบายไดว้า่แรงดนัออสโมซิสที่สูงขึ้นจากการเพิม่
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลนั้นมีผลท าใหส้ารอาหารที่จ  าเป็นส าหรับการเจริญ และรักษาชีวติของเซลล์
หมดลง เน่ืองจากเยือ่หุม้เซลลก์ลายเป็นมีสภาพที่แขง็มากขึ้น ท าใหก้ารแพร่ผา่นของสารอาหาร
เหล่านั้นเขา้ไปในเซลลเ์กิดขึ้นไม่ดี ดงันั้นการเติมสารอาหารบางอยา่งรวมทั้งกรดลิโนลีอิก จะเพิม่
สภาพของไหลของเยือ่หุม้เซลล์ ท  าใหย้อมใหส้ารอาหารผา่นเขา้ไปในเซลลไ์ดม้ากขึ้น เช่นเดียวกบั
ยอมใหเ้อทานอลแพร่ออกจากเซลลด์งัที่กล่าวไวแ้ลว้ 

 
ยสีตท์นแรงดนัออสโมซิสมีประโยชน์ในอุตสาหกรรมการหมกัเอทานอล เพราะ

สามารถเจริญและหมกัเอทานอลในน ้ าตาลความเขม้ขน้สูง ซ่ึงไม่เพยีงแต่ลดการปนเป้ือนของเช้ือ
อ่ืน ๆ แต่ยงัให้เอทานอลทีค่วามเขม้ขน้สูง ซ่ึงช่วยลดค่าใชจ่้ายในการกลัน่ การปรับปรุงการหมกั เอ
ทานอลภายใตแ้รงดนัออสโมซิสท าไดโ้ดยค่อย ๆ เติมซบัสเตรตเป็นระยะ ๆ เพือ่ลดแรงดนัออสโม
ซิส และท าใหค้วามมีชีวติของเซลลสู์งขึ้น เช่นในกรณีของการท าเฟด-แบตซ์ (fed-batch) (Panchal 
and Tavares, 1990) แต่ผลของการยบัย ั้งของน ้ าตาลความเขม้ขน้สูงมีนอ้ยกวา่ผลของเอทานอล 
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ตารางที่ 1  ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสต่อการเจริญและการหมกัเอทานอลของเช้ือ S. cerevisiae 
 

Glucose 
(g/L) 

Growth rate 
(mg dry wt/ml. hr) 

Fermentation 
(mol ethanol/ml. hr) 

Theoretical ethanol yield 
(%) 

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

 
ที่มา :  Panchal (1990) 
 

เหตุผลอีกประการหน่ึงเม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสสูงมากเกินไปจะท า
ใหค้วามสามารถในการหายใจเสียไป หรือเรียกว่า Crabtree effect ซ่ึงเป็นการกดดนัแคตาบอไลด ์
(catabolite repression) ที่เกิดขึ้นเม่ืออาหารเล้ียงเช้ือมีปริมาณกลูโคสหรือซูโครสความเขม้ขน้สูงกวา่ 
0.02-0.1 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั ท าใหก้ารหายใจถูกยบัย ั้งอยา่งรุนแรง (สาวติรี ล่ิมทอง, 2549) จาก
ตารางที่ 1 พบวา่เม่ือเพิม่ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสสูงขึ้น มีผลท าใหอ้ตัราการเจริญและการผลิต          
เอทานอลลดลง ดงันั้น ในการหมกัเอทานอลจึงจ าเป็นที่จะตอ้งควบคุมปริมาณน ้าตาลไม่ใหสู้ง
เกินไป เพือ่ไม่ใหเ้กิด Crabtree effect ซ่ึงจะมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลลย์สีต ์และการผลิต     
เอทานอล 
 

1.2.3.3  อุณหภูมิ  Saccharomyces เป็นสายพนัธุ์ที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง 
(mesophilic strain) ใหป้ริมาณเซลลสู์งสุดและมีอตัราการเจริญสูงสุดที่อุณหภูมิช่วง 28-35 องศา
เซลเซียส และมีอุณหภูมิสูงสุด (maximal temperature) ส าหรับการเจริญ 40 องศาเซลเซียส แต่
อุณหภูมิสูงสุดซ่ึงเช้ือเจริญไดน้ี้จะสูงขึ้นไปเล็กนอ้ยเม่ือเล้ียงในอาหารที่มีสารอาหารสมบูรณ์ 

 
การหมกัเอทานอลพบวา่อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการหมกั จะสูงกวา่อุณหภูมิ

ที่เหมาะสมส าหรับการเจริญ 5-10 องศาเซลเซียส และเม่ืออุณหภูมิเพิม่จาก 25 เป็น 38 องศา
เซลเซียส เมแทบอลิซึมของยสีตใ์นที่มีออกซิเจนจะเบนไปทางการหมกั เน่ืองจากเกิดการท าให้
เอนไซมท์ี่ส าคญัส าหรับออกซิเดชนั 4 ชนิด ไม่วอ่งไวต่อปฏิกิริยา มีผลท าใหเ้กิดการสะสมของ      
ไพรูเวตและเอทานอล (Panchal and Tavares, 1990) 
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การหมกัเอทานอลที่มีอตัราการหมกัสูงจะมีความร้อนเกิดขึ้นในอตัราที่สูง การ
หมกัดว้ยยสีตท์ี่ใชท้ัว่ไป ซ่ึงมกัจะเป็นยสีตท์ี่ชอบอุณหภูมิปานกลาง เม่ืออุณหภูมิสูงขึ้น
ความสามารถในการหมกัเอทานอลจะลดลงอยา่งมาก เน่ืองจากการยบัย ั้งดว้ยเอทานอลมีมากขึ้น 
แนวทางการแกปั้ญหาน้ี คือ การใชย้สีตท์นอุณหภูมิสูง ซ่ึงจะเจริญและหมกัเอทานอลไดดี้ทีอุ่ณหภูมิ
ต  ่าแต่ยงัคงเจริญและหมกัเอทานอลไดถึ้งแมจ้ะมีอุณหภูมิสูง ประโยชน์ของการใชย้สีตท์นอุณหภูมิ
สูงส าหรับการผลิตเอทานอลในอุตสาหกรรม คือ ลดการใชร้ะบบหล่อเยน็ท าใหค้่าใชจ่้ายในส่วนน้ี
ลดลงเป็นผลใหต้น้ทุนการผลิตลดลง นอกจากนั้นการหมกัที่อุณหภูมิสูงยสีตม์กัจะมีอตัราการหมกั
สูงท าใหส้ามารถผลิตเอทานอลไดเ้ร็ว และช่วยลดปัญหาการปะปนของเช้ืออ่ืน ๆ ดว้ย (Seki et al., 
1983; Limtong, 1987; Singh et al., 1998; Sree et al., 1999) 

 
1.2.3.4  pH เป็นปัจจยัที่มีความส าคญัอยา่งหน่ึงในการหมกัเอทานอลโดยเฉพาะ

ในระดบัอุตสาหกรรม เน่ืองจาก pH มีผลต่อการหมกั การสร้างผลผลิตพลอยได ้ตลอดจนควบคุม
เช้ือปนเป้ือน ซ่ึงมีผลต่อการเจริญของยสีตท์ี่อยูใ่นระหวา่งการหมกั ส าหรับการเลือก pH ที่จะใชใ้น
การหมกัซ่ึงไม่มีระบบควบคุม pH ระหวา่งการหมกัขึ้นอยูก่บัความสามารถในการเป็นบฟัเฟอร์ 
(buffering capacity) ของอาหารส าหรับหมกั ในอาหารที่มีความสามารถในการเป็นบฟัเฟอร์ต ่า pH 
เร่ิมตน้ที่เหมาะสมควรใชป้ระมาณ 5.5 แต่ถา้อาหารนั้นมีความสามารถในการเป็นบฟัเฟอร์สูง pH ที่
ใชค้วรอยูใ่นช่วง 4.5-4.7 ในการหมกัเอทานอลเม่ือใชก้ากน ้ าตาลเป็นวตัถุดิบใช ้pH 4-5 แต่เม่ือใช้
เมล็ดธญัพชื pH ที่ควรเลือกใชจ้ะอยูใ่นช่วง 4.8-5 ส าหรับการหมกัเอทานอลโดยใชอ้าหารที่มี
ความสามารถในการเป็นบฟัเฟอร์ต ่าบางคร้ังตอ้งควบคุม pH ในระหวา่งการหมกัซ่ึงอาจท าไดโ้ดย
การเติมแอมโมเนียเหลว 

 
pH ที่ S. cerevisiae สามารถเจริญได ้คือ pH ในช่วง 2.4-8.6 โดยมี pH ที่

เหมาะสม (optimal pH) ส าหรับการหมกัเอทานอลจากน ้ าตาล เท่ากบั 4.5 โดยการหมกัไม่เปล่ียน 
แปลงในช่วง pH 3.5-6.0 และพบวา่การหมกัซูโครสจะมีความวอ่งไวต่อการเปล่ียนแปลง pH 
มากกวา่การหมกักลูโคส ทั้งน้ีเน่ืองจากเอนไซมอิ์นเวอร์เทสมีการเปล่ียนแปลงที่ pH ต ่ามากกวา่ 
(Kosaric et al., 1983; Reed, 1983) 

 
1.2.3.5  ออกซิเจน  หนา้ที่หลกัของอากาศหรือออกซิเจนในการหมกัเอทานอล 

คือ เป็นตวัรับอิเล็กตรอนขั้นสุดทา้ยในลูกโซ่การหายใจ นอกจากนั้นออกซิเจนยงัท าหนา้ที่เป็น 
growth factor ของยสีต ์โดยเก่ียวขอ้งในการสงัเคราะห์กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัรวมทั้งกรดโอลีอิก กรด 
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ลิโนลีอิกและเออร์กอสเตอรอล ซ่ึงนอกจากช่วยส่งเสริมการเจริญภายใตส้ภาวะที่ปราศจาก
ออกซิเจนของยสีตแ์ลว้ยงัเพิม่ความทนเอทานอลของยสีตด์ว้ย กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัและสเตอรอล
จ าเป็นในการท าใหก้ารหมกัเอทานอลด าเนินต่อไปหลงัจากการเจริญของยสีตห์ยดุลงแลว้ 
โดยเฉพาะในที่มีกลูโคสความเขม้ขน้สูง สารประกอบเหล่าน้ีช่วยท าใหเ้ซลลท์ี่อยูใ่นระยะพกัตวั
ยงัคงมีชีวติและกระตุน้ความสามารถในการหมกั เม่ือเล้ียงในสภาพที่มีออกซิเจนเซลลจ์ะสร้างกรด
ไขมนัไม่อ่ิมตวัและสเตอรอลหลายชนิดสะสมไว ้และการที่เยือ่หุม้เซลล์ของยสีตมี์กรดลิโนลีอิก
และเออร์กอสเตอรอลท าใหส้ภาพการซึมไดข้องเยือ่หุม้เซลลต์่อเอทานอลเพิม่มากขึ้น ซ่ึงส่ิงที่
ตามมา คอื เซลลย์อมใหมี้การขนถ่ายเอทานอลออกไปจากเซลล ์นัน่ก็คอื สภาพซึมผา่นไดข้องเยือ่
หุม้เซลลสู์งขึ้น ท าใหค้วามเขม้ขน้ของเอทานอลภายในเซลลจ์ะลดต ่าลง แต่ถา้ยสีตใ์นสภาพที่ไม่มี
ออกซิเจน ยสีตจ์ะไม่สร้างกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัและสเตอรอลขึ้นมาเลย ดงันั้นในสภาพที่ปราศจาก
ออกซิเจนจึงจ าเป็นตอ้งเติมสารเหล่าน้ีลงไปเพือ่ที่ยสีตจ์ะสามารถเจริญไดห้ลายชัว่รุ่น 

 
ออกซิเจนมีความส าคญัในระดบัอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลในขั้นตอนของ

การเตรียมกลา้เช้ือ (starter) โดยทัว่ไปกลา้เช้ือที่ใชส้ าหรับการหมกัแบบแบตซ์จะเป็นแอโรบิกสตาร์
เตอร์ (aerobic starter) ที่ไดจ้ากการเล้ียงเช้ือในสภาพที่มีออกซิเจน และก่ึงมีออกซิเจน (semiaerobic) 
ยสีตจ์ะใหเ้ซลลป์ริมาณสูง 

 
เม่ือเติมอากาศจะท าใหชี้วมวลหรือเซลลย์สีตมี์ความเขม้ขน้เพิม่ขึ้น เน่ืองจาก 

ยสีตจ์ะมีการเพิม่จ  านวนมากขึ้นในขณะทีก่ารผลิตเอทานอลลดลง ทั้งน้ีโดยการมีออกซิเจนช่วย
ส่งเสริม Pasteur effect ท  าใหมี้การออกซิเดชนัของกลูโคสเกิดขึ้นอยา่งสมบูรณ์ โดยมีการสร้าง
คาร์บอนไดออกไซดแ์ละน ้ าจากวงจรกรดไทรคาร์บอกซิลิกและลูกโซ่หายใจ ซ่ึงเท่ากบั ออกซิเจน
ส่งเสริมการหายใจ ส าหรับ Pasteur effect พบไดเ้ฉพาะใน Saccharomyces แต่อยา่งไรก็ตาม     
ถึงแมจ้ะอยูใ่นสภาพที่มีการเติมอากาศ การหายใจของยสีตก์็ยงัถูกควบคุมดว้ยความเขม้ขน้ของ
คาร์โบไฮเดรตในอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงท าใหย้สีตย์งัคงผลิตเอทานอลไดถึ้งแมจ้ะมีการเติมอากาศ ใน
กรณีของยสีตข์นมปังพบวา่ 80 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าตาลถูกเปล่ียนเป็นเอทานอลแมอ้ยูใ่นสภาพที่มีการ
เติมอากาศอยา่งรุนแรง ปรากฏการณ์ที่เกิดขึ้นจะควบคุมปริมาณการหายใจอาจเรียกไดห้ลายช่ือ คือ 
Reverse Pasteur effect หรือ Counter-Pasteur effect หรือ Crabtree effect ซ่ึงรูปหน่ึงของ
ปรากฏการณ์ที่เดิมเคยเรียกวา่ glucose effect และในปัจจุบนัอธิบายวา่เป็นการกดดนัแคแทบอไลต ์
(catabolite repression) ที่เกิดขึ้นเม่ืออาหารเล้ียงเช้ือมีคาร์โบไฮเดรตความเขม้ขน้ระดบัหน่ึงคือที่
กลูโคสหรือซูโครสความเขม้ขน้สูงกวา่ 0.02-0.1 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั ซ่ึงพบวา่การหายใจเม่ือมี
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น ้ าตาลความเขม้ขน้ดงักล่าวถูกยบัย ั้งอยา่งรุนแรง โดยถา้ในอาหารเล้ียงเช้ือมีน ้ าตาลความเขม้ขน้สูง 
ถึงแมจ้ะมีการเติมอากาศเตม็ที่การหายใจจะเกิดไดเ้พยีงประมาณ 5-10 เปอร์เซ็นตข์องอตัราที่เกิด
ภายใตส้ภาวะที่มีเติมอากาศเตม็ที่ และมีกลูโคสต ่ากวา่ 0.02 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั (สาวติรี , 2549) 

 
อิทธิพลของออกซิเจนต่อการหมกักลูโคสที่ใชใ้นกระบวนการหมกัแบบต่อเน่ือง 

ส าหรับ S. cerevisiae NCYC 239 พบวา่ ในสภาวะที่มีน ้ าตาลเหลือในอาหารประมาณ 1.3 
เปอร์เซ็นต ์ถึงแมจ้ะมีออกซิเจนอิ่มตวั จะมีกลูโคสเพยีง 6 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้นที่ถูกใชเ้พือ่การหายใจ 
คือ เมแทบอลิซึมจะเป็นการหมกัเอทานอลมากกวา่การหายใจเน่ืองจากผลของ Crabtree effect 
ปรากฏการณ์น้ีสามารถใชอ้ธิบายการหมกัเวร์ิตในการผลิตเบียร์ จึงพบวา่ผลผลิตเซลลย์สีตสู์งสุด 
อตัราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate) ความมีชีวติ และอตัราการหมกัเอทานอลรวมเพิม่ขึ้น 
เม่ือมีการเติมอากาศเพิม่จนถึงระดบัประมาณ 20 เปอร์เซ็นตข์องออกซิเจนอ่ิมตวั แต่เม่ือเติม
ออกซิเจนเพิม่จนถึง 100 เปอร์เซ็นตข์องออกซิเจนอ่ิมตวัพบวา่ไม่เพิม่อตัราการหมกัเอทานอลหรือ
ปริมาณเอทานอลที่สร้างขึ้นไปอีก ผลช้ีวา่มี Crabtree effect มาก เน่ืองจากในการหมกัแบบแบตซ์
ปกติใชน้ ้ าตาลเร่ิมตน้ความเขม้ขน้สูง แต่เม่ือปริมาณออกซิเจนต ่ากวา่ 20 เปอร์เซ็นตข์องออกซิเจน
อ่ิมตวัผลผลิตเซลลย์สีตสู์งสุด อตัราการเจริญจ าเพาะ และอตัราการหมกัเอทานอลรวมลดลงนั้น
เน่ืองจากอิทธิพลของออกซิเจนที่ท  าหนา้ที่เป็นสารอาหารที่จ  ากดัการเจริญ (growth limiting 
nutrient) ดว้ยเช่นกนั (Kosaric et al., 1983; Reed, 1983) 

 
1.2.3.6  คาร์บอนไดออกไซด ์ คาร์บอนไดออกไซดย์บัย ั้งการเจริญของยสีตท์ั้ง

สภาพที่มีออกซิเจและไม่มีออกซิเจน ในที่ความดนัสูงกวา่บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซดย์บัย ั้งการ
เจริญและการหมกัอยา่งรุนแรงมากขึ้น เช่นเดียวกบัเม่ืออาหารมี pH ต ่า และมีเอทานอลความเขม้ขน้
สูง ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดดู์เหมือนจะมีผลยบัย ั้งต่อปฏิกิริยาดีคาร์บอกซีเลชนัเท่านั้น แต่ก็ยงั
พบวา่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดมี์อิทธิพลต่อองคป์ระกอบของเยือ่หุม้เซลล ์ท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงกิจกรรมบางอยา่งของเอนไซม ์เปล่ียนแปลงสภาพใหซึ้มได ้และการขนส่งตวัถูก
ละลาย ผลของความสมัพนัธเ์หล่าน้ีต่อการผลิตเอทานอลยงัไม่มีผูใ้ดรู้แน่ชดั (Kosaric et al., 1983; 
Reed, 1983) 

 
1.2.3.7  ORP (Oxidation-reduction potential)  เป็นเคร่ืองมือที่ใชใ้นการวดั

แนวโนม้ของสารละลายที่จะมีการใหห้รือรับอิเล็กตรอน ซ่ึงมีหน่วยเป็น มิลลิโวลต ์ค่า ORP ที่วดั
ไดอ้าจเป็นบวกหรือลบก็ได ้ถา้ ORP เป็นบวกแสดงวา่ ตวัอยา่งน ้ ามีสารละลายที่แสดงแนวโนม้ใน
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การรับอิเล็กตรอน ตวัอยา่งเช่น ปฏิกิริยาการยอ่ยของจุลินทรียท์ี่ไม่ใชอ้ากาศในถงับ าบดัน ้ าเสีย
เกิดขึ้นนอ้ย หรือมีออกซิเจนในน ้ าท  าให ้ORP มีค่าเป็นบวกหลายร้อยมิลลิโวลท ์เน่ืองจากออกซิเจน
เป็นตวัรับอิเล็กตรอนที่ดี เป็นตน้ สารรับอิเล็กตรอนเรียกวา่ Oxidizing Agent หรือ Oxidant 

 
ในกรณีที่ค่า ORP เป็นลบ แสดงวา่ ตวัอยา่งน ้ ามีสารละลายที่แสดงแนวโนม้ใน

การใหอิ้เล็กตรอน ตวัอยา่งเช่น ปฏิกิริยาการยอ่ยของจุลินทรียท์ี่ไม่ใชอ้ากาศในถงับ าบดัน ้ าเสีย
ท างานไดดี้ หรือน ้ าเสียที่มีไซยาไนด ์(CN-) จะมี ORP เป็นลบไดห้ลายร้อยมิลลิโวลท ์หรือในน ้ าที่
ไม่มีออกซิเจนละลาย มกัจะพบวา่มีคา่ ORP เป็นลบ ซ่ึงเกิดจากไอออนซลัไฟดห์รือซลัไฟต ์เป็นตน้
ดว้ยเหตุน้ีจะเห็นไดว้า่ ORP ไม่ไดแ้สดงค่าของสารใหห้รือรับอิเล็กตรอนตวัใดตวัหน่ึง หากแต่
แสดงถึงผลรวมของสารที่ให้หรือรับอิเล็กตรอนทุกตวั กล่าวคือ ตวัอยา่งน ้ าอาจมีสารรับอิเล็กตรอน
หลายชนิด และสารใหอิ้เล็กตรอนหลายชนิด ผลรวมของสารใหแ้ละรับอิเล็กตรอนอาจเป็นบวก
หรือลบก็ได ้(มัน่สิน และ มัน่รักษ,์ 2545) 

 
Yang et al. (2007) ไดศึ้กษาผลของการควบคุมคา่ ORP ต่อการผลิตเอทานอล 

โดย S. cerevisiae โดยควบคุมค่า ORP ใหค้งที่และสม ่าเสมอ (-50 mV, -100 mV, -150 mV, -230 
mV) โดยการปรับความเร็วในการกวนและการใหอ้ากาศอยา่งต่อเน่ืองในระหวา่งกระบวนการหมกั
เอทานอล ซ่ึงค่า ORP มีอิทธิพลต่อการผลิตเอทานอล การสร้างกลีเซอรอล ความเขม้ขน้ของกลูโคส
ที่เหลืออยู ่ตะกอนเซลลย์สีต ์เวลาในการหมกั และอตัราการตายของเซลลย์สีต ์เม่ืออตัราการให้
อากาศเพิม่ขึ้น จะท าใหอ้ตัราการตายของเซลลล์ดลงจนถึงระดบัต ่าสุด ดงันั้นที่ค่า ORP ค่าหน่ึงจะ
ลดอตัราการตายลง และท าใหเ้ซลลย์สีตใ์ชก้ลูโคสไดม้ากขึ้นเพือ่ใหไ้ดป้ระสิทธิภาพในการผลิต    
เอทานอลสูงขึ้น โดยที่ควบคุมค่า ORP ที่ -150 mV จะใหก้ารผลิตเอทานอลดีที่สุด และที่เหมาะสม
ส าหรับการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม 
 

Kukec et.al. (2001) ไดท้  าการศึกษาการเปล่ียนแปลงของค่า Redox potential ที่
ไดจ้ากกระบวนการหมกัไวน์ โดยใชน้ ้ าองุ่น Sauvignon blanc ซ่ึงในการทดลองไดท้  าการศึกษาการ
เปรียบเทียบค่า Redox potential ที่เกิดขึ้นในกระบวนการหมกั กบั สารประกอบต่างที่เกิดขึ้นใน
ระหวา่งกระบวนการหมกั (ปริมาณออกซิเจน  ปริมาณเซลล ์ ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  ปริมาณเอทา
นอล  ปริมาณกลีเซอรอล และค่า pH) โดยใชอุ้ณหภูมิต่างกนั 3 อุณหภูมิ คือ 15, 18 และ 24 องศา
เซลเซียส พบวา่ มีความสมัพนัธซ่ึ์งกนัและกนั ดงันั้น ค่า ORP สามารถบ่งบอกกิจกรรมของยสีตท์ี่
เกิดขึ้นในกระบวนการหมกัไวน์ ท  าใหส้ามารถควบคุมกระบวนการหมกัได ้
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Lin et al. (2005) ไดศ้ึกษาการใช ้Redox potential ในการตรวจหากิจกรรมของ
จุลลินทรียใ์นระกวา่งการผลิตกรด Clavulanic โดย Streptomyces clavuligerus พบวา่การผลิต 
Clavulanic acid (CA) ในอาหารเล้ียงที่ถูกเขยา่ เพิม่ขึ้นจาก 92 g/ml เป็น 180 g/ml เม่ือเพิม่
ประสิทธิภาพในการถ่ายเทออกซิเจน (0.039 เป็น 0.058 s-1) โดยการรักษาค่า Redox potential ไวท้ี่  
-250 mV ซ่ึงค่า Redox potential มีความสมัพนัธก์บัปริมาณ CA ที่ถูกผลิตขึ้น และยงัสามารถใชค้่า 
Redox potential ในการติดตามกิจกรรมต่าง ๆ ของจุลินทรียใ์นระหวา่งกระบวนการหมกัไดอี้กดว้ย 
 

1.2.4  จลนศาสตร์ของการเจริญของยสีต ์(Growth kinetics of yeast) (วราวฒิุ, 2529 
และ สาวติรี, 2549) 
 

การศึกษาการเจริญของยสีต ์ไดเ้พาะเล้ียงจุนทรียห์รือการหมกัแบบแบตซ์ ถือ วา่
เป็นระบบการเพาะเล้ียงแบบปิด โดยเร่ิมตน้จากการเพาะเล้ียงเช้ือลงในสารอาหารในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ จากนั้นบ่มภายใตส้ภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเจริญ ตลอดระยะที่เล้ียงเช้ือไม่มีการเติม
สารอาหารเพิม่ แต่อาจมีการเติมสารต่อตา้นการเกิดฟอง และกรดหรือด่างเพือ่ควบคุม pH 
องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ ความเขม้ขน้ของชีวมวล และความเขม้ขน้ของเมแทบอไลต ์มกัมี
การเปล่ียนแปลงคงที่ เป็นผลจากเมเทบอลิซึมของเซลล ์เม่ือน าค่าประชากรเซลลท์ี่มีชีวติมาพลอ็ต
กบัเวลาจะไดก้ราฟแบบฉบบัการเจริญแบบแบตซ์ (Typical batch growth curve) ซ่ึงประกอบดว้ย
ระยะ (Phase) ต่าง ๆ คือ ระยะปรับตวั (Lag phase) ระยะเพิม่จ  านวน (Log phase) ระยะคงเดิม 
(Stationary phase) และระยะตาย (Death phase) ดงัภาพที่ 1 
 

 
 
ภาพที่ 1  กราฟแบบฉบบัการเจริญแบบแบตซ์ (typical batch growth curve) 
 
ที่มา: วราวฒิุ (2529) 
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1)  ระยะปรับตวั (Lag phase) เม่ือมีการยา้ยจุลินทรียไ์ปยงัอาหารเล้ียงเช้ือใหม่ 
จ  านวนจุลินทรียจ์ะคงที่ในระยะเวลาหน่ึง ซ่ึงอาจเป็นช่วงสั้น ๆ หรือบางคร้ังอาจยาวนานหลาย
ชัว่โมง ซ่ึงเป็นระยะที่เซลลมี์การปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้ม ภายในเซลลแ์ต่ละเซลลจ์ะมีการ
เตรียมพร้อมโดยมีการสงัเคราะห์เอนไซมต์่าง ๆ เพือ่เตรียมพร้อมที่จะแบ่งเซลลใ์นระยะต่อไป โดย
จะมีการเปล่ียนแปลงต่าง ๆ เช่น อตัราการขยายขนาดสูงกวา่อตัราการเพิม่จ  านวนเซลล ์ดงันั้นขนาด
ของเซลลจ์ะใหญ่กวา่เซลลใ์นระยะอ่ืน ๆ ระยะเวลาของ Lag phase ขึ้นอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์และ
อาหารเล้ียงเช้ือ ถา้อาหารเล้ียงเช้ือไม่สมบูรณ์ หรือมีการเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือ จะมีผลโดยตรงต่อ 
Lag phase และถา้กลา้เช้ืออยูใ่น Log phase จุลินทรียเ์กือบจะไม่ตอ้งการ Lag phase เลย แต่ถา้กลา้
เช้ืออยูใ่น Stationary phase จะตอ้งการ Lag phase ค่อนขา้งนาน นอกจากน้ีแลว้ปริมาณของกลา้เช้ือ
ยงัมีผลโดยตรงต่อ Lag phase ในทางปฏิบตัินิยมใช ้5% แต่ถา้กลา้เช้ือมีอายนุอ้ยเกินไป จะไม่
ทนทานต่อการเปล่ียนสภาพแวดลอ้ม โดยเฉพาะความร้อน และสารเคมี ท  าใหต้อ้งการ Lag phase 
ยาวนานกวา่ปกติ 

 
2)  ระยะเพิม่จ  านวน (Log phase) จ  านวนเซลลเ์ร่ิมเพิม่ขึ้นในอตัราเร็วคงที่ 

(Generation time คงที่) ภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม อตัราการเติบโต (Growth rate) จะมีค่าสูงสุด 
ส าหรับการเพาะเล้ียงแบบแบตซ์ ระยะน้ีจะค่อนขา้งสั้น เน่ืองจากสารอาหารหมด โดยชนิดของ
สารอาหารมีผลต่อการเขา้สู่ Stationary phase เช่น เม่ือ S. cerevisiae ขาดแหล่งคาร์บอนจะเขา้สู่ 
Stationary phase 

 
3)  ระยะคงเดิม (Stationary phase) เป็นช่วงที่จ  านวนเซลลจ์ะค่อนขา้งคงที่ที่

จุดสูงสุด ระยะน้ีจะมีความส าคญัมากตอ่ขบวนการหมกัเพือ่ผลิตสารต่าง ๆ เช่น การหมกัเอทานอล 
การหมกัจะส้ินสุดลงหลงัจากที่ Viable cell ถึงจุดสูงสุดเล็กนอ้ย แต่กรณีของการผลิตยาปฏิชีวนะ 
เช่น เพนนิซิลิน การสงัเคราะห์เพนนิซิลินจะเร่ิมเกิดขึ้นหลงัจากถึง Stationary phase แลว้ 

 
4)  ระยะตาย (Death phase) เป็นระยะสุดทา้ยในการเจริญของเซลลจุ์ลินทรีย ์

ระยะน้ีเซลลจ์ะตายอยา่งรวดเร็ว เน่ืองจากขาดแคลนสารอาหาร เกิดการสะสมของเสีย และสารพษิ
ที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึม จนเซลลไ์ม่สามารถเจริญได ้
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 1.3  วตัถุดิบและวธีิการผลิตเอทานอล 
 

1.3.1  ออ้ย 
 

ออ้ย เป็นพชืที่ประกอบดว้ยโมโนแซ็กคาไรดแ์ละไดแซ็กคาไรด ์ซ่ึงท าใหก้าร
เตรียมซบัสเตรตเพือ่น าไปหมกัง่าย นอกจากนั้นการผลิตน ้ าตาลทรายจากออ้ยจะไดก้ากน ้ าตาล และ
ชานออ้ยเป็นผลผลิตพลอยได ้โดยที่กากน ้ าตาลสามารถน าไปใชเ้ป็นวตัถุดิบส าหรับการผลิต          
เอทานอลไดเ้ป็นอยา่งดี ส่วนชานออ้ยสามารถใชเ้ป็นเช้ือเพลิงในกระบวนการผลิตเอทานเอลได ้
ช่วยใหต้น้ทุนในส่วนของพลงังานลดลง (Zaldivear et al., 2001) 

 
การหมกัน ้ าออ้ยใหเ้ป็นเอทานอล ท าไดโ้ดยน าน ้าออ้ยที่ค ั้นไดม้าท าใหใ้สดว้ย

การใส่น ้ าปูน และกรดซลัฟิวริกเพือ่ตกตะกอนสารอนินทรีย ์ผลที่ไดห้ลงัจากตกตะกอนจะเป็น
ของเหลวสีเขียวมีลกัษณะเหนียวขน้กวา่น ้ าเล็กนอ้ย และมีซูโครสเป็นองคป์ระกอบประมาณ 12-13 
เปอร์เซ็นต ์เม่ือตอ้งการน ามาใชใ้นการหมกัเอทานอล อาจท าใหเ้ขม้ขน้สูงถึงระดบัที่ตอ้งการโดย
การระเหยน ้ าออก ขอ้เสียของการใชน้ ้ าออ้ยเพือ่ผลิตเอทานอล คือ น ้ าออ้ยนั้นเสียง่ายเก็บไดไ้ม่นาน 

 
ศุภนิตย ์และคณะ (2536) ไดท้  าการทดลองหมกัเอทานอลจากน ้ าออ้ยซ่ึงก าจดั

เช้ือโดยวิธีต่าง ๆ คือ (1) การใชห้มอ้น่ึงความดนัไอที่ความดนั 15 ปอนดต์อ่ตารางน้ิว นาน 15 นาท ี
(2) การตม้เดือดนาน 20 นาท ี(3) การเติมสารโพแทสเซียมเมตาไบซลัไฟท ์200 ppm (4) การน่ึงที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 20 นาท ีและน ้ าออ้ยสดที่ไม่ไดผ้า่นการก าจดัเช้ือ โดยการหมกัดว้ย
ยสีตส์ายพนัธุ์ Y23 เป็นเวลา 8 วนั ที่อุณหภูมิหอ้ง และที่ 37 องศาเซลเซียส ปรากฏวา่ปริมาณ
จุลินทรียใ์นน ้ าออ้ยที่ผา่นการเตรียมโดยทั้งส่ีวธีินั้นลดลงจากปริมาณทีมี่อยูเ่ดิม ส่วนเอทานอลที่ได้
จากการหมกัน ้ าออ้ย ซ่ึงเตรียมโดยส่ีวิธีดงักล่าวเพิม่ขึ้นตามระยะเวลาหมกั ทั้งที่อุณหภูมิหอ้งและที่ 
37 องศาเซลเซียส แต่เพิม่ขึ้นชา้กวา่น ้ าออ้ยที่ไม่ไดผ้า่นการก าจดัเช้ือซ่ึงให้เอทานอลสูงในการหมกั 
3 วนัแรก หลงัจากนั้นเอทานอลจะไม่เพิม่ขึ้นอีก การเตรียมน ้ าออ้ยทั้งส่ีวธีินั้นวธีิการตม้เดือดน ้ าออ้ย
นาน 20 นาทีก่อนน าไปหมกั ใหเ้อทานอลสูงกวา่วธีิอ่ืน และสูงกวา่น ้ าออ้ยที่ไม่ไดผ้า่นการก าจดัเช้ือ 
 

ปราโมทย ์และคณะ (2536) ท าการศึกษาการหมกัเอทานอลโดยใชน้ ้ าออ้ย ซ่ึง
ทดลองหมกัในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร (Eyela M200) โดยไม่เติมสารอาหารเลย ปรากฏวา่อตัราการ
หมกัรวดเร็วมาก สามารถผลิตเอทานอลสูงสุดคอื 10.2 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร ในเวลา 24 ชัว่โมง 
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และน ้ าออ้ยที่มีน ้ าตาลเร่ิมตน้ 17.8 เปอร์เซ็นต ์ลดลงเหลือ 0.2 เปอร์เซ็นตเ์ม่ือส้ินสุดการหมกั โดย
ปริมาณยสีตเ์พิม่จาก 1.7 x 107 เป็น 2.0 x 108 เซลลต์่อมิลลิลิตร ในเวลา 12 ชัว่โมง และ pH ลดลง
จาก 5.0 เหลือ 4.0 ซ่ึงผลการหมกัน้ีไม่แตกต่างกบัการหมกัที่เติมแอมโมเนียมซลัเฟต และ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตอยา่งละ 0.05 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบัการหมกั
กากน ้ าตาลซ่ึงเติมสารอาหารในปริมาณที่เหมาะสม คือ แอมโมเนียมซลัเฟต 0.05 เปอร์เซ็นต ์และ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.04 เปอร์เซ็นต ์พบวา่น ้ าออ้ยสามารถหมกัเอทานอลไดดี้กวา่
กากน ้ าตาลและมีน ้ าตาลเหลือตกคา้งนอ้ยกวา่ 
 

 
 
ภาพที ่2  กระบวนการผลิตเอทานอลจากออ้ย 
 
ที่มา: สถาบนัคน้ควา้และพฒันาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร ม.เกษตรศาสตร์  

(2549) 

น ้าออ้ย 

ตกตะกอนสารอินทรีย ์

น ้ าออ้ยเขม้ขน้ 

ขบวนการกลัน่ 

กระบวนการหมกั 
(Fermentation) 

น ้ าปนู และ กรด

ซลัฟิวริก 

ฟเูซลออยล ์
(Fusel oil) น ้ ากากส่า 

- ยสีต ์
- น ้ าเสีย 

เอทานอล 95 % 

ขบวนการแยกน ้า 

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์

ยสีต ์(Yeast) 

การเตรียมกลา้ยสีต ์
(Yeast proliferation) 

ระเหยน ้า (Evaporation) น ้า 
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1.3.2  กากน ้ าตาล 
 

กากน ้ าตาล (Molasses) เป็นของเหลวที่มีลกัษณะขน้เหนียวสีน ้ าตาลด า ที่เป็นผล
พลอยไดจ้ากการผลิตน ้าตาลทรายจากออ้ย เน่ืองจากกรรมวธีิการผลิตน ้ าตาลทรายจากออ้ยนั้น เร่ิม
จากการน าออ้ยเขา้หีบไดน้ ้ าออ้ย กรองเอากากออกจากน ้ าออ้ยแลว้เคี่ยว น ้ าออ้ยจนไดผ้ลึกของ
น ้ าตาลทรายตกตะกอนออกมา แยกผลึกน ้ าตาลทรายดว้ยหมอ้ป่ัน (centrifuge) ผลพลอยไดท้ี่ส าคญั
จาก การผลิตน ้ าตาลทรายดว้ยวธีิน้ีไดแ้ก่ กากน ้ าตาล ขี้ตะกอน (filter cake) และกากออ้ย (bagasses) 

 
กากน ้ าตาลเป็นผลพลอยไดท้ีมี่คุณคา่มากที่สุด เป็นส่วนของของเหลวที่เหลือ

หลงัจากการแยกเอาผลึกของน ้ าตาลออกแลว้มีลกัษณะเหนียวขน้ สีน ้ าตาลเขม้ องคป์ระกอบส่วน
ใหญ่เป็นน ้ าตาลซูโครสที่ไม่ตกผลึก ในการผลิตน ้ าตาลทรายนั้นจะมีกากน ้ าตาลซ่ึงเป็น ผลพลอยได้
เกิดขึ้นประมาณ 4 ถึง 6 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณออ้ยที่ใชใ้นการผลิต กากน ้ าตาลสามารถแบ่งออกได้
เป็น 3 ชนิด ตามกรรมวธีิใน การผลิตน ้ าตาลทราย คือ 

 
1.3.2.1  black strap molasses  เป็นส่วนที่เหลือหลงัจากตกผลึกซูโครสออกจาก

น ้ าออ้ยที่ผา่นกรรมวธีิแลว้เป็นของเหลวที่มีลกัษณะเหนียวขน้สีน ้ าตาลเขม้ มีองคป์ระกอบแตกต่าง
กนัไปตามแหล่งผลิต โดยทัว่ไปเป็นคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 50-60 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั ซ่ึง
ประกอบดว้ยซูโครส 30-40 เปอร์เซ็นต ์กลูโคส 4-9 เปอร์เซ็นต ์และฟรุกโทส 5-12 เปอร์เซ็นต ์
นอกจากนั้นมีสารรีดิวซ์อ่ืน ๆ 1-5 เปอร์เซ็นต ์คาร์โบไฮเดรตอ่ืน ๆ 2-5 เปอร์เซ็นต ์เถา้ 7-15 
เปอร์เซ็นต ์สารประกอบไนโตรเจน 2-6 เปอร์เซ็นต ์กรดที่ไม่มีไนโตรเจน  2-8 เปอร์เซ็นต ์มี pH   
5-6 นอกจากนั้นส าหรับการิเคราะห์องคป์ระกอบของกากน ้าตาลในประเทศไทย พบวา่มีแคลเซียม 
1.38 เปอร์เซ็นต ์ฟอสฟอรัส 0.05 เปอร์เซ็นต ์และแมกนีเซียม 0.50 เปอร์เซ็นต ์(ศูนยท์ดสอบและ
มาตรวทิยา, 2546) 

 
1.3.2.2  refinery molasses  คือ กากน ้าตาลทีไ่ดจ้ากการตกผลึกคร้ังที่สองเพือ่

ผลิตเป็นน ้ าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ มีน ้ าตาลประมาณ 58 เปอร์เซ็นต ์
 
1.3.2.3  high-test molasses  คือ น ้ าออ้ยดิบซ่ึงท าใหเ้ขม้ขน้ขึ้นโดยการระเหยน ้ า

ออก ซ่ึงจะมีน ้ าตาลทั้งหมด 78 เปอร์เซ็นต ์
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ส่วนการน ามาใชใ้นการหมกัเอทานอลนั้นท าไดง่้าย โดยการเจือจางดว้ยน ้ าให้
ไดค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลตามที่ตอ้งการ แต่เน่ืองจากกากน ้ าตาลไม่ไดมี้สารอาหารทั้งหมดที่ยสีต์
ตอ้งการ ดงันั้นในการน ามาใชผ้ลิตเอทานอลจึงตอ้งเติมสารอาหารบางอยา่ง เช่น แอมโมเนียม
ซลัเฟตหรือแอมโมเนียมฟอสเฟต เพือ่แกปั้ญหาการขาดไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ส าหรับ pH ที่ใช้
ในการหมกัมกัปรับใหไ้ด ้pH 4-5 ดว้ยกรดซลัฟิวริก (Paturau, 1969) 
 

 
 
ภาพที ่3  กระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน ้ าตาล 
 
ที่มา: สถาบนัคน้ควา้และพฒันาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร ม.เกษตรศาสตร์  

(2549) 
 

อนนัต ์(2545) พบวา่ ความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาลเร่ิมตน้ที่เหมาะสมต่อการผลิต
เอทานอลจากกากน ้ าตาลออ้ยดว้ย Saccharomyces cerevisiae TISTR 5048 โดยใชก้ารหมกัแบบ 
batch และ fed batch พบวา่การหมกัแบบ batch เขม้ขน้ของกากน ้าตาลเร่ิมตน้ที่เหมาะสมตอ่การ

กากน ้าตาล (Molasses) 

เจือจาง (Dilution) 

ขบวนการกลัน่ 

กระบวนการหมกั 
(Fermentation) 

ฟเูซลออยล ์
(Fusel oil) น ้ ากากส่า 

- ยสีต ์
- น ้ าเสีย 

เอทานอล 95 % 

ขบวนการแยกน ้า 

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์

ยสีต ์(Yeast) 

การเตรียมกลา้ยสีต ์
(Yeast proliferation) 

เตรียมวตัถุดิบ (Pre-treatment) 

 
น ้า 
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ผลิตเอทานอล คอื 21 องศาบริกซ์ ใหค้วามเขม้ขน้เอทานอลสูงสุด คือ 57.75 กรัมต่อลิตร ผลได ้
(yield) 0.42 และอตัราผลผลิตเอทานอล (productivity) 1.41 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ส่วน
การหมกัแบบ fed batch เขม้ขน้ของกากน ้ าตาลเร่ิมตน้ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล คือ 21 
องศาบริกซ์ ใหค้วามเขม้ขน้เอทานอล 49.77 กรัมต่อลิตร ผลได ้0.25 และ อตัราผลผลิต 1.16 กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง 

 
ปริษฎางค ์(2547) พบวา่จากการศึกษาการปรับปรุงการผลิตเอทานอลจาก

กากน ้ าตาลออ้ยดว้ย Saccharomyces cerevisiae SKP1 โดยใชก้ลา้เช้ือ S. cerevisiae SKP1 อาย ุ12 
ชัว่โมง การเล้ียงเช้ือแบบ batch ในอาหาร BSM medium ที่มีกากน ้ าตาลคิดเป็นปริมาณน ้ าตาลรวม
เร่ิมตน้ต่างๆกนั และสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร คือ ที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส pH เร่ิมตน้เท่ากบั 4.5 และอตัราการกวน 100 รอบต่อนาที โดยไม่มีการใหอ้ากาศ 
 

ปนิดา (2546) ไดศ้ึกษาการปรับปรุงประสิทธิภาพการหมกัเอทานอลโดยใชย้สีต์
ตกตะกอน พบวา่ S. cerevisiae M30 เป็นยสีตต์กตะกอนที่สามารถใหผ้ลการผลิตเอทานอลได้
ใกลเ้คียงกบัสายพนัธุ ์S. cerevisiae SC90 นอกจากน้ีสายพนัธุ ์S. cerevisiae M30 ยงัหมกัเอทานอล
ไดดี้ที่อุณหภูมิสูงระหวา่ง 37 องศาเซลเซียส และ 40 องศาเซลเซียส และไดศึ้กษาต่อถึงอาหารและ
สภาวะที่เหมาะสมในการหมกัเอทานอลของ S. cerevisiae M30 ในระดบั flask พบวา่ปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหารกากน ้ าตาลที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมเท่ากบั 18 เปอร์เซ็นต ์และมี
แอมโมเนียมซลัเฟต 0.05 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม โดยควบคุมอุณหภูมิการ
หมกัไวท้ี่ 33หรือ 35 องศาเซลเซียส ที่ pH เร่ิมตน้ 4.5 จะไดเ้อทานอล 9.66 และ 8.57 เปอร์เซ็นต ์
โดยปริมาตร จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมเม่ือท าการหมกัเอทานอลโดยสายพนัธุ ์M30 ในถงั
หมกัขนาด 5 ลิตรยงัคงพบวา่อุณหภูมิในการหมกัที่เหมาะสมเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส โดยได ้      
เอทานอล 8.91 เปอร์เซ็นต ์โดยปริมาตร 

 
1.3.3  มนัส าปะหลงั 

 
มนัส าปะหลงั (Monihot esculenta) มีช่ือเรียกหลายช่ือ คือ cassava, manioc หรือ 

tapioca เป็นพชืที่เพาะปลูกมากในประเทศเขตร้อน โดยมีประเทศบราซิล อินโดนีเซีย และแซร์ เป็น
ประเทศผูผ้ลิตรายใหญ่ที่สุด หวัมนัส าปะหลงัประกอบดว้ยแป้ง 20-35 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั และ
โปรตีน 1-2 เปอร์เซ็นต ์ขอ้ดีของการใชห้ัวมนัส าปะหลงัส าหรับการผลิตเอทานอล คือ ใหผ้ลผลิต 
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เอทานอลตอ่พื้นที่เพาะปลูกสูง เน่ืองจากเพาะปลูกไดใ้นดินคุณภาพต ่า ดงันั้นจึงมีพื้นที่ปลูกได้
มากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัออ้ย มนัส าปะหลงัทนต่อโรคดงันั้นจึงปลูกไดง่้าย หวัมนัส าปะหลงัก่อน
การเก็บเก่ียวสามารถปล่อยทิ้งไวใ้นดินไดห้ลายเดือนจนกวา่จะตอ้งการใช ้มนัเสน้สามารถท าให้
แหง้ไดง่้าย และสามารถเก็บไดน้านถึงปีเม่ือมีความช้ืนลดเหลือ 20 เปอร์เซ็นต ์การใชเ้อนไซมย์อ่ย
แป้งสามารถเปล่ียนแป้งเป็นน ้ าตาล โดยมีผลผลิตการเปล่ียน (conversion yield) สูงจากตน้ทุนที่ไม่
สูงจนเกินไป และในการหมกัปริมาณมาก ๆ นั้นไม่จ าเป็นตอ้งเติมกรดหรือธาตุอาหาร (National 
Research Council, 1983) 

 
ขอ้ไดเ้ปรียบของการใชม้นัส าปะหลงั และพชืที่มีแป้งเป็นองคป์ระกอบ เม่ือ

เทียบกบัออ้ย คือ มีส่วนประกอบที่หมกัเป็นเอทานอลไดม้ากกวา่ ส่วนขอ้เสียเปรียบ คือ จ  าเป็นตอ้ง
มีขั้นตอนการเปล่ียนแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาลก่อนน าไปหมกัเอทานอล เน่ืองจากยสีตท์ี่ใชผ้ลิตเอทานอล
ไม่มีความสามารถในการใชแ้ละหมกัแป้ง ดงันั้นตอ้งมีขั้นตอนการเปล่ียนแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาล โดย
การใชเ้อนไซมห์รือการใชส้ารเคมี (กรด) และจากน ้ าตาลทีไ่ดจึ้งใชย้สีตห์มกัเป็นเอทานอล ส าหรับ
การเตรียมน ้ าตาลจากแป้งนั้นท าโดยใชเ้อนไซมอ์ลัฟา-อะมยัเลส และกลูโคอมยัเลส โดยอลัฟา-อะ
มยัเลส ที่นิยมใช ้คือ เอนไซมท์ี่ไดจ้ากแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens และB. licheniformis 
ซ่ึงอลัฟา-อะมยัเลสที่มีความคงตวัที่อุณหภูมิสูง และท างานไดดี้ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 

 
การผลิตเอทานอลจากมนัส าปะหลงัเร่ิมจากการน าหวัมนัมาชัง่น ้ าหนกั ลา้ง และ

ปอกเปลือก จากนั้นเตรียมเป็นมนับดหรือแม็ช (mash) ส่วนหน่ึงของมนับดนั้นอาจน าไปผา่นไอน ้ า
และท าใหแ้หง้จะไดเ้ป็นมนัเสน้ที่สามารถเก็บไดน้านเป็นปี โดยแป้งสูญเสียไปเพียงเล็กนอ้ยและ
สารไซยาโนจีนิก กลูโคไซด ์(cyanogenic glucoside) ซ่ึงเป็นสารพิษที่มีอยูใ่นมนัส าปะหลงับางสาย
พนัธุน์ั้นจะไม่ก่อใหเ้กิดปัญหาเพราะจะถูกท าลายดว้ยความร้อนขณะที่ผา่นไอน ้ าในระหวา่ง
กระบวนการท าใหม้นับดสุก ในการยอ่ยแป้งเพือ่เปล่ียนเป็นน ้ าตาลจะตอ้งผา่นกระบวนการยอ่ย 2 
ขั้นตอน คือการยอ่ยแป้งคร้ังแรกหรือการท าให้แป้งเหลว (Liquefaction) และขั้นตอนที่สอง คือ การ
ยอ่ยแป้งคร้ังที่สองเพือ่เปล่ียนแป้งโมเลกุลเล็กเป็นน ้ าตาลหรือการท าใหห้วาน (Saccharification) 

 
การยอ่ยแป้งคร้ังแรกหรือการท าใหแ้ป้งเหลว (Liquefaction) ท าโดยการตม้ให้

ความร้อนจนแป้งเกิดการเจลาติไนซ์ (Gelatinization) กล่าวคือ เม็ดแป้งจะเกิดการพองตวัและ
สามารถจบักบัน ้ าไดดี้มากขึ้น โครงสร้างแป้งจะมีความแขง็แรงลดลง ท าใหแ้ป้งมีความหนืดสูงขึ้น 
จากนั้นโมเลกุลของแป้งจะถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นกลุ่มแอลฟาอะมิเลส (α-amylase) ดงัแสดงใน
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ภาพที่ 4 โดยเอนไซม ์α-amylase จะท าหนา้ที่ในการยอ่ยพนัธะแอลฟา (1,4) ภายในโมเลกุลของ
แป้งแบบสุ่ม (Endo-acting enzyme) ท าใหโ้มเลกุลของแป้งสั้นลงส่งผลใหค้วามหนืดของ
สารละลายลดลงอยา่งรวดเร็ว การเติมเอนไซมล์งในกระบวนการจะตอ้งมีความเขม้ขน้ที่เหมาะสม 
ถา้ไม่เพยีงพอจะท าใหก้ารยอ่ยไม่สมบูรณ์และใชเ้วลานาน โดยทัว่ไปในการเติมเอนไซมช์นิดน้ี จะ
เติมลงไปก่อนที่อุณหภูมิจะสูงขึ้นจนเกิดการเจลาติไนซ์ (Gelatinize) เพือ่ใหเ้กิดการผสมที่ดีระหว่าง
แป้งกบัเอนไซม ์โดยอุณหภูมิที่แป้งจะเกิดการเจลลาติไนซ์ อยูท่ี่ประมาณ 60 องศาเซลเซียส (ขึ้นอยู่
กบัชนิดและความเขม้ขน้ของแป้ง) ช่วงอุณหภูมิที่ใชจ้ะตอ้งอยูใ่นช่วงที่เหมาะสม (ทั้งน้ีขึ้นอยูก่บั
ชนิดของเอนไซม)์ เพือ่ใหเ้กิดการยอ่ยอยา่งมีประสิทธิภาพและสมบูรณ์ เม่ือส้ินสุดกระบวนการน้ีจะ
ไดแ้ป้งโมเลกุลขนาดเลก็และเด็กซ์ทริน ผลิตภณัฑท์ี่ไดจ้ากการยอ่ยในคร้ังแรก จะมีค่าสมมูลเด็กซ์
โทรส (Dextrose Equivalent ; DE ซ่ึงเป็นค่าสดัส่วนของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นเม่ือคิดเทียบ
กบัน ้ าตาลกลูโคสต่อปริมาณของแขง็ที่ละลายน ้ าไดท้ั้งหมด) ประมาณ 20 กลุ่มเอนไซมเ์พือ่การยอ่ย
คร้ังแรกเป็นเอนไซมป์ระเภท Endo-enzyme คือ เป็นเอนไซมท์ี่ท  างานหรือเกิดกิจกรรมภายใน
โมเลกุลของแป้ง ท าใหแ้ป้งถูกยอ่ยออกเป็นโมเลกุลขนาดยอ่ม ๆ หรือเล็ก ๆ เท่า ๆ กนัในระยะเวลา
อนัรวดเร็ว เกิดเป็นของเหลวที่มีความหนืดต ่า และมีค่าสมมูลเด็กซ์โทรสประมาณ 20 ท าใหโ้อกาส
ที่แป้งจะจบัตวั เน่ืองจากเกิดการจดัเรียงตวัใหม่เม่ืออุณหภูมิลดต ่าลง (Retrogradation) เป็นไปไดต้  ่า 
เอนไซมใ์นกลุ่มน้ี คือ แอลฟาอะมิเลส 
 

 
 
ภาพที่ 4  การท างานของเอนไซม ์α-amylase 
 
ที่มา: กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู (2543) 
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การยอ่ยแป้งคร้ังสุดทา้ยเป็นน ้ าตาลหรือการท าใหห้วาน (Saccharification) จะ
เป็นขั้นตอนในการเปล่ียนแป้งโมเลกุลเล็ก หรือเด็กซ์ทรินใหเ้ป็นน ้ าตาลกลูโคส โดยจะลดอุณหภูมิ
จาก 90 องศาเซลเซียส เหลือประมาณ 60 องศาเซลเซียส ซ่ึงในขั้นตอนน้ีจะอาศยัเอนไซมใ์นกลุ่ม
กลูโคอะไมเลสเพือ่ที่จะยอ่ยแป้งโมเลกุลเล็กและเด็กซ์ทรินให้เป็นน ้ าตาลที่หมกัได ้เวลาในการยอ่ย
จะนานกวา่กระบวนการยอ่ยในคร้ังแรก ทั้งน้ีขึ้นอยูก่บัชนิดและปริมาณของเอนไซมท์ี่ใช ้รวมทั้ง
สภาวะในการยอ่ย ในการผลิตน ้ าตาลกลูโคสเพือ่ที่จะท าเป็นวตัถุดิบของการผลิตผลิตภณัฑต์่อเน่ือง
ต่อไป เช่น น ้ าตาลฟรุคโตส น ้ าตาลซอร์บิทอล จ าเป็นตอ้งใชน้ ้ าตาลกลูโคสในปริมาณที่สูง การยอ่ย
จ าเป็นตอ้งใชเ้อนไซมป์ระเภท Exo-enzyme จากภาพที่ 5 แสดงการท างานของเอนไซมป์ระเภท 
Exo-enzyme ที่ยอ่ยพนัธะจากภายนอกเขา้มาและสามารถยอ่ยพนัธะไดท้ั้ง แอลฟา (1,4) และ 
แอลฟา (1,6) เอนไซมด์งักล่าวคือ กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) หรือ อะไมโลกลูโคซิเดส 
(Amyloglucosidase) ที่ไดจ้ากเช้ือรา Aspergillus ลกัษณะของเอนไซมท์างการคา้ คือ มีความ 
สามารถท างานไดดี้ที่อุณหภูมิต  ่ากวา่ 60 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 55 องศาเซลเซียส 
ทั้งน้ีขึ้นอยูก่บัชนิดของเอนไซม)์ คา่ pH ประมาณ 4-9 (ค่า pH ที่เหมาะสมคือ 4.5 ทั้งน้ีขึ้นอยูก่บั
ชนิดของเอนไซม)์ ไม่ตอ้งการแคลเซียมในการท ากิจกรรม โดยทัว่ไปเอนไซมช์นิดน้ีสามารถยอ่ย
ไดท้ั้งพนัธะแอลฟา (1,4) และพนัธะแอลฟา (1,6) แต่การเกิดกิจกรรมการยอ่ยที่พนัธะแอลฟา (1,6) 
จะเกิดไดช้า้กวา่พนัธะแอลฟา (1,4) ดงันั้นในการยอ่ยอาจจะมีการเติมเอนไซมอี์กจ าพวกคือ 
เอนไซมย์อ่ยพนัธะก่ิง (Debranching Enzyme) ซ่ึงสามารถยอ่ยพนัธะแอลฟา (1,6) ได ้เอนไซม์
จ  าพวกน้ีไดแ้ก่ Pullulanase และ Iso-amylase 

 

 
 
ภาพที่ 5  การท างานของเอนไซม ์Glucoamylase 
 
ที่มา: กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู (2543) 
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สมการการเปล่ียนแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาลกลูโคสดว้ยเอนไซม ์(Ingledew, 1999) 
 
                                                                               เอนไซม ์
                        C6H10O5           +          H2O                            C6H12O6 
                   แป้ง 1 โมเลกุล           น ้ า 1 โมเลกุล                       กลูโคส 1 โมเลกุล 
                     (162 กรัม)                   (18 กรัม)                                  (180 กรัม) 
 

สมการการเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสใหเ้ป็นเอทานอลดว้ยยสีต ์(Ingledew, 1999) 
 

                                                 ยสีต ์
                        C6H12O6                       2 C2H5OH           +                    2 CO2 
               กลูโคส 1 โมเลกุล                    เอทานอล 2 โมเลกุล       คาร์บอนไดออกไซด ์2 โมเลกุล 
                     (180 กรัม)                           (2 x 46 = 92 กรัม)                    (2 x 44 = 88 กรัม) 
 

ชลดา (2546) ไดศ้ึกษากระบวนการหมกัเอทานอลจากกากมนัส าปะหลงัโดย
ยสีต ์Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 89.2 กรัมต่อลิตร เติม
แอมโมเนียมซลัเฟต 0.03 เปอร์เซ็นต ์ปรับ pH ของอาหารเร่ิมตน้เท่ากบั 4.5 ปริมาตร 5 ลิตร ที่บรรจุ
อยูใ่นถงัหมกัขนาด 10 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิขณะหมกัเท่ากบัอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 วนั โดยเพาะ
เซลลย์สีตเ์ร่ิมตน้จ านวน 3 x 107 เซลลต์อ่มิลลิลิตร ลงในอาหารส าหรับหมกั ผลการทดลองพบวา่
ยสีตใ์ชน้ ้ าตาลรวดเร็วในช่วง 18 ชัว่โมงแรกของการหมกั หลงัจากนั้นมีการใชน้ ้ าตาลนอ้ยมาก 
น ้ าตาลที่เหลือเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ชนิดอ่ืนที่ไม่ใช่กลูโคส เช่น โอลิโกแซ็กคาไรด ์หรือ เซลโลไบโอส 
โดยใหเ้อทานอลสูงสุด 4.91 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร ที่เวลา 96 ชัว่โมง ประสิทธิภาพการหมกั 
เท่ากบั 93.6 เปอร์เซ็นตข์องค่าทางทฤษฎี อยา่งไรก็ตามหากตอ้งการหมกัใหไ้ดเ้อทานอลสูงขึ้นควร
เพิม่ปริมาณกลูโคสเร่ิมตน้ใหสู้งขึ้น โดยการเพิม่ปริมาณเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส หรือใชเ้อนไซม์
เซลโลไบเอสร่วมดว้ยในขั้นตอนการยอ่ยเพือ่ให้แป้งและเสน้ใยในกากมนัส าปะหลงัถูกยอ่ยไดเ้ป็น
น ้ าตาลกลูโคสอยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงการใชเ้อนไซม ์หรือพลงังานอ่ืนในการยอ่ยแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาล เป็น
ขอ้เสียของการใชม้นัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบในการหมกัเอทานอล เพราะท าใหต้น้ทุนโดยรวมของ 
เอทานอลสูงขึ้น แมว้า่มนัส าปะหลงัจะมีราคาไม่แพงก็ตาม 
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ธนัยาภรณ์ (2548) ไดศ้ึกษาการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้โดยกระบวนการหมกั
แบบปกติ (Conventional Fermentation, CF) คือ ขั้นตอนการยอ่ยแป้งเป็นน ้ าตาล และขั้นตอนการ
หมกัน ้ าตาลเป็นเอทานอล ในการยอ่ยแป้งเป็นน ้ าตาลนั้นจะประกอบดว้ยการยอ่ย 2 คร้ัง คือ การ
ยอ่ยแป้งคร้ังแรก (Liquefaction) และการยอ่ยแป้งคร้ังที่สอง (Saccharification) จากนั้นหมกัดว้ย
ยสีต ์เปรียบเทียบกบักระบวนการยอ่ยเป็นน ้ าตาลและหมกัพร้อมกนั (Simultaneous 
Saccharification and Fermentation, SSF) คือ ประกอบดว้ยกระบวนการยอ่ยแป้งคร้ังแรก และ
จากนั้นน าเอนไซมผ์สมกบัยสีตแ์ลว้หมกัพร้อมกนั โดยในกระบวนการหมกัแบบ CF จะเตรียม
ส่วนผสมของมนัเสน้ (ปริมาณแป้งร้อยละ 80โดยน ้ าหนกัแหง้) เขม้ขน้ร้อยละ 25 โดยน ้ าหนกัแหง้ 
ท าการยอ่ยคร้ังแรกดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะมิเลส (Termamyl120L, เขม้ขน้ร้อยละ 0.1 โดยน ้ าหนกั
แหง้) ที่ค่า pH 6.5 อุณหภูมิ 95-100 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง และท าการยอ่ยคร้ังที่สองดว้ย
เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (AMG300L, เขม้ขน้ร้อยละ 0.1 โดยน ้ าหนกัแหง้) ที่ค่า pH 4.5 อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส นาน 15 ชัว่โมง ไดต้วัอยา่งที่มีปริมาณของแขง็ที่ละลายได ้24 องศาบริกซ์ และค่า
สมมูลเด็กซ์โทรส 90-95 จากนั้นหมกัดว้ยยสีต ์ส่วนกระบวนการหมกัแบบ SSF หลงัจากยอ่ยคร้ัง
แรกดว้ยเอนไซม ์Termamyl120L แลว้จะน าส่วนผสมที่ไดม้าผสมกบัเอนไซม ์RhizozymeTM  หรือ 
AMG300L (ร้อยละ 0.1 โดยน ้ าหนกัมนัเสน้แหง้) และยสีต ์จากผลการทดลองพบวา่ผลไดข้อง       
เอทานอลจากกระบวนการหมกัแบบ CF  กระบวนการหมกัแบบ SSF ดว้ยเอนไซม ์RhizozymeTM  
และกระบวนการหมกัแบบ SSF ดว้ยเอนไซม ์AMG300L เท่ากบั 0.521, 0.523 และ 0.488 กรัม     
เอทานอลตอ่กรัมแป้ง ตามล าดบั และร้อยละประสิทธิภาพการหมกัเท่ากบั 84, 84 และ 78 ตามล าดบั
เม่ือเทียบกบัผลไดท้างทฤษฎี อยา่งไรก็ตามประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้แบบ SSF 
ดว้ยเอนไซม ์AMG300L นั้นจะเพิม่ขึ้นเม่ือผา่นการท า Pre-saccharification นาน 2 ชัว่โมงพบวา่
ผลไดข้องการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้ดว้ยกระบวนการหมกัแบบ CF และ SSF ที่ผา่นการ Pre-
saccharification มีค่าเท่ากบั 0.565 และ 0.557 กรัมเอทานอลต่อกรัมแป้ง และประสิทธิภาพเท่ากบั 
91 และ 90 ตามล าดบั เม่ือเทียบกบัผลไดท้างทฤษฎี ดงันั้น กระบวนการหมกัแบบ SSF สามารถ
ผลิตโดยใหผ้ลไดแ้ละประสิทธิภาพใกลเ้คียงกบักระบวนการหมกัแบบปกติ สามารถช่วยลดเวลา
และพลงังานในขั้นตอนการยอ่ยแป้งเป็นน ้ าตาลส่งผลท าใหต้น้ทุน การผลิตลดลง 

 
มาโนช (2546) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมที่ไดจ้ากการยอ่ยกากมนั

ส าปะหลงัโดยแบคทีเรีย Zymomonas mobilis โดยใชน้ ้ าเช่ือมที่ไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั
ดว้ยเอนไซม ์2 ชนิดคือ แอลฟา-อะไมเลส และอะไมโลกลูโคซิเดส ในระดบัขวดเขยา่ขนาด 500 
มิลลิลิตร และในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวนขนาด 5 ลิตร ท าการศึกษาเปรียบเทียบแบคทีเรีย    
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Z. mobilis และสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการหมกัเพือ่ผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมทีไ่ดจ้าการยอ่ย
กากมนัส าปะหลงัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม และการศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมใน
อาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า และการศึกษาการผลิตเอทานอลในถงัปฏกิรณ์ชีวภาพแบบถงักวนขนาด 
5 ลิตร โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า พบวา่แบคทีเรียที่มีความเหมาะสมส าหรับน าไปใชใ้นการ
ผลิตเอทานอลคือแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ส าหรับการผลิตเอทานอลโดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ
สูตรอุดม พบวา่สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการผลิตเอทานอลคอืการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 
100 กรัมต่อลิตร ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และที่อตัราการเขยา่เท่ากบั 100 
รอบต่อนาที ซ่ึงจะใหผ้ลไดข้องเอทานอลเท่ากบั 0.463 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใช้
ไป ส าหรับการศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า พบวา่การใชเ้กลือ 
NH4Cl ความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อลิตร จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงที่สุดคือ 0.419 กรัมเอทานอลตอ่
กรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใชไ้ป เม่ือท าการศึกษาการผลิตเอทานอลในถงัปฏกิรณ์ชีวภาพแบบถงักวน
ขนาด 5 ลิตร โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า พบวา่การใชค้วามเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 100 
รอบต่อนาที จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงที่สุดเท่ากบั 0.444 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ถูก
ใชไ้ป และการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ10 (โดยปริมาตร) จะให้ผลไดข้องเอทานอล
สูงที่สุดเท่ากบั 0.412 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใชไ้ป ส าหรับการผลิตเอทานอลใน
สภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงที่ พบวา่ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงที่เท่ากบั 5.5 จะให้
ผลไดข้องเอทานอลสูงที่สุดเท่ากบั 0.481 กรัมเอทานอลตอ่กรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ถูกใชไ้ปในขณะที่
การหมกัแบบก่ึงกะ พบวา่การเติมน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 ลิตร จ านวน 2 
คร้ัง จะให้เอทานอลสูงที่สุดเท่ากบั 71.70 กรัมต่อลิตร 

 
Tao et al. (2005) ไดท้  าการทดลองผลิตเอทานอล โดยใชเ้ช้ือ Zymomonas 

mobilis ที่กลายพนัธุจ์ากสายพนัธุเ์ดิมใหมี้คุณสมบตัิที่สามารถท างานไดภ้ายใตส้ภาวะที่เป็นกรดสูง 
โดยท าการทดลองเปรียบเทียบกระบวนการหมกั 3 สภาวะ ภายใตส้ภาวะที่เป็นกรดสูง (pH 4.5) 
ดงัน้ี 1) การหมกัภายใตส้ภาวะที่ไม่มีการฆ่าเช้ือ 2) การหมกัภายใตส้ภาวะที่ท  าใหป้ราศจากเช้ือโดย
การกรอง และ 3) การหมกัภายใตส้ภาวะที่มีการฆ่าเช้ือโดยการ Autoclave พบวา่ เม่ือเปรียบเทียบ
ระหวา่งการหมกัภายใตส้ภาวะที่ไม่มีการฆ่าเช้ือ และภายใตส้ภาวะท าใหป้ราศจากเช้ือ โดยการ
กรองใหป้ริมาณเอทานอลเท่ากนั คือ 73.1 กรัม/ลิตร ในขณะที่การหมกัภายใตส้ภาวะที่ไม่มีการฆ่า
เช้ือและภายใตส้ภาวะที่มีการฆ่าเช้ือโดยการ Autoclave พบวา่ การหมกัภายใตส้ภาวะที่ไม่มีการฆ่า
เช้ือจะใหป้ริมาณเอทานอลเพิม่ขึ้นจาก 70.3 กรัม/ลิตร เป็น 73.2 กรัม/ลิตร และมีปริมาณกลูโคสที่
เหลืออยูล่ดลงจาก 5.3 กรัม/ลิตร เป็น 1.3 กรัม/ลิตร ในระยะเวลาการหมกั 40 ชัว่โมง ซ่ึงแสดงให้



 

 

 

36 

เห็นวา่การผลิตเอทานอลโดยใชเ้ช้ือ Zymomonas mobilis นอกจากจะเพิม่ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้
ใหมี้ปริมาณสูงขึ้นแลว้ยงัสามารถช่วยประหยดัพลงังานที่สูญเสียไปในกระบวนการฆ่าเช้ือ 
 

 
 

ภาพที ่6  กระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัส าปะหลงั 
 

ที่มา: สถาบนัคน้ควา้และพฒันาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร ม.เกษตรศาสตร์ 
(2549)

มนัส าปะหลงั (Cassava ships) 

บดและผสมน ้า (Milling and Mixing) 

ยอ่ยแป้งคร้ังสุดทา้ย (Saccharificaion) 

ขบวนการกลัน่ 

กระบวนการหมกั 
(Fermentation) 

น ้ า 

ฟเูซลออยล ์
(Fusel oil) น ้ ากากส่า 

- ยสีต ์
- น ้ าเสีย 

เอทานอล 95 % 

ขบวนการแยกน ้า 

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์

ยสีต ์(Yeast) 

การเตรียมกลา้ยสีต ์
(Yeast proliferation) 

ยอ่ยแป้งคร้ังแรก (Liquefaction) 

 
เอนไซม ์α-amylase 

 

เอนไซม ์Glucoamylase 
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2.  ถังหมักเอทานอล 
 
 หนา้ที่ส าคญัของถงัหมกั ไดแ้ก่ การท าใหเ้กิดสภาพแวดลอ้มที่ควบคุมไดส้ าหรับการเจริญ
ของจุลินทรีย ์เพือ่ใหไ้ดผ้ลผลิตตามตอ้งการ การออกแบบถงัหมกัเพือ่ใชใ้นกระบวนการหมกัแต่ละ
ชนิดอาจแตกต่างกนัไป แต่โดยทัว่ไปจะตอ้งมีสมบติัพื้นฐาน ดงัน้ี 
 
 1)  มีความแขง็แรง ทนความร้อนและความดนัไดสู้ง 
 2)  มีระบบการใหอ้ากาศและระบบการกวนผสมที่ดี 
 3)  มีระบบควบคุมอุณหภูมิ 
 4)  มีระบบควบคุม pH 
 5)  มีระบบควบคุมฟองที่เกิดขึ้น 
 6)  มีที่เก็บตวัอยา่งจากถงัหมกัไดส้ะดวกโดยไม่เกิดการเปล่ียนแปลง 
 7)  มีการสูญเสียเน่ืองจากการระเหยจากถงัหมกัไดน้อ้ย 
 8)  มีรูปแบบการควบคุมการท างาน การเก็บเก่ียวผลผลิต การท าความสะอาด และการ
บ ารุงรักษาง่าย ใชแ้รงงานนอ้ย 
 9)  ควรใชก้บักระบวนการหมกัไดห้ลายชนิด 
 10)  ดา้นในของถงัหมกัควรมีผวิเรียบ 
 11)  อยูใ่นสภาพปลอดเช้ือในขณะใชง้านไดเ้ป็นเวลานาน 
 12)  ทนต่อการกดักร่อนและไม่เป็นพษิ 
 13)  ท  าจากวสัดุราคาถูกที่สุด แต่ตอ้งมีคุณภาพตามตอ้งการ 
 
 2.1  ส่วนประกอบของถงัหมกัเอทานอล 
 

2.1.1  ตวัถงัหมกั (Fermentation vessels) 
 

โดยทัว่ไปปริมาตรที่ใชง้าน หมายถึงปริมาตรรวมของอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงรวมทั้ง    
จุลินทรียแ์ละอากาศที่แทรกตวัอยู ่จะเหลือส่วนวา่งดา้นบนไวส้ าหรับกกัอากาศและฟองที่เกิดขึ้น
ระหวา่งการหมกั ซ่ึงปริมาตรใชง้านของถงัหมกัสามารถใชง้านไดถึ้ง 80 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตร
ของถงัหมกัทั้งหมด (Total volume) 
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โดยปกติขนาดของตวัถงั (Vessel) ของถงัหมกัจะมีอตัราส่วนของส่วนสูงต่อเสน้
ผา่นศูนยก์ลาง (H/D) เท่ากบั 1-3 รูปทรงของตวัถงัมกัเป็นรูปทรงกระบอกท าดว้ยเหล็กกลา้ไร้สนิม 

(stainless steel) กน้ถงัจะเป็นแอ่งทรงกลม (Dish end) ซ่ึงจะท าใหข้องเหลวไหลออกไดง้่ายและไม่
ตกคา้ง 
 

 
 
ภาพที่ 7  รูปแบบมาตรฐานของถงัหมกัทัว่ ๆ ไป 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

จากภาพที่ 7 คือ รูปแบบมาตรฐานของถงัหมกัทัว่ ๆ ไป แสดงอตัราส่วนต่าง ๆ 
ดงัน้ี H/D = 1-3:1, d/D = 0.33-0.50:1, A/d = 0.5:1, B/d = 1:1, C/d = 0.5-1.0:1 โดยที่ d = เสน้ผา่น
ศูนยก์ลางของใบพดักวน, D = เสน้ผา่นศูนยก์ลางของถงัหมกั, A = ระยะห่างจากกน้ถงัถึงใบพดั
กวน, B = ระยะห่างระหวา่งใบพดักวนของแต่ละอนั, C = ระยะห่างระหวา่งใบพดักวนบนสุดกบั
ของระดบัของเหลว, H = ความสูงของถงัหมกัจนถึงระดบัของเหลว 
 

และจากภาพที่ 8 คือ รูปแบบของถงัหมกัที่ประกอบดว้ย 3 ใบพดักวนซ่ึงแสดง
อตัราส่วนต่าง ๆ ดงัตารางที่ 2 
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ภาพที่ 8  รูปแบบของถงัหมกัที่ประกอบดว้ย 3 ใบพดักวน 
 
ที่มา: Stanbury et al. (1999) 
 
ตารางที่ 2  อตัราส่วนต่าง ๆ ของถงัหมกัที่ประกอบดว้ย 3 ใบพดักวน 
 

Dimension Jackson (1958) Aiba rt al. (1973) Paca et al. (1976) 
Operating volume – 100,000 dm3 (total) 170 dm3 
Liquid height (L) – – 150 cm 
L / D (tank diameter) – – 1.7 
Impeller diameter 0.34 – 0.5 0.4 0.33 
Baffle width / D 0.08 – 0.1 0.095 0.098 
Impeller height / D 0.5 0.24 0.37 
P / V 0.5 – 1.0 – 0.74 
P / W 0.5 – 1.0 0.85 0.77 
P / Y 0.5 – 1.0 0.85 0.77 
P / Z – 2.1 0.91 
H / D 1.0 – 1.6 2.2 2.95 

 
ที่มา :  Stanbury et al. (1999) 
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วสัดุที่เหมาะสมส าหรับการใชส้ร้างถงัหมกัตอ้งสามารถทนต่อความร้อน และ
ความดนัในการฆ่าเช้ือไดเ้ป็นอยา่งดี ส าหรับถงัหมกัขนาดเลก็ วสัดุที่นิยมใชไ้ดแ้ก่ แกว้ และ
เหล็กกลา้ไร้สนิม ตวัถงัหมกัมี 2 แบบ คือ 
 

1)  ตวัถงัที่ท  าจากแกว้และดา้นล่างของถงัเป็นแบบโคง้ (round bottom) หรือ
แบบแบน (flat bottom) ส่วนดา้นบนเป็นแผน่ (top plate) ซ่ึงท าจากเหล็กกลา้ไร้สนิมยดึติดอยูก่บั
ตวัถงัแกว้ดว้ยน็อต ถงัหมกัแบบน้ีมกัมีเสน้ผา่นศูนยก์ลางใหญ่สุดไม่เกิน 60 เซนติเมตร (ภาพที่ 9) 
 

 
 
ภาพที่ 9  ตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดเล็กท าดว้ยแกว้และดา้นบนเป็นเหล็กกลา้ไร้สนิม 
 
ที่มา: Stanbury et al. (1999) 
 

 
 
ภาพที่ 10  ตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดเล็กท าดว้ยแกว้ ทั้งดา้นบนและดา้นล่างเป็นเหล็กกลา้ไร้สนิม 
 
ที่มา: Stanbury et al. (1999) 
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2)  ตวัถงัท าจากแกว้และทั้งดา้นบนและดา้นล่างของถงัจะยดึติดกบัแผน่
เหล็กกลา้ไร้สนิม (Top and bottom plates) (ภาพที่ 10) ซ่ึงอาจออกแบบใหส้ามารถฆ่าเช้ือในถงัหมกั
โดยพน่ไอน ้ าเขา้สู่ตวัถงัหมกัไดโ้ดยตรง (In situ sterilisation) ขนาดของถงัที่สามารถทนต่อแรงดนั
ไดดี้มกัมีเสน้ผา่นศูนยก์ลางไม่เกิน 30 เซนติเมตร และมีราคาสูงกวา่แบบ Top plates 
 

ส าหรับถงัหมกัขนาดใหญ่ที่ใชใ้นระดบัอุตสาหกรรม (Pilot and industrial scale) 
ตวัถงัจะท าดว้ยเหล็กกลา้ไร้สนิม ที่มีส่วนผสมของโครเมียมอยา่งนอ้ย 4 เปอร์เซ็นต ์การเคลือบผวิ
วสัดุดว้ยสารไฮดรัสออกไซด ์(Hydrous oxide) จะช่วยเพิม่ความตา้นทานต่อการกดักร่อนได้
นอกจากน้ีการผสมนิกเกล (Nickel) และโมลิบดินมั (Molybdenum) จะช่วยเพิม่ความตา้นทานต่อ
การกดักร่อนของเกลือและกรดไดดี้ขึ้น โดยเฉพาะในการหมกักรดซิตริกซ่ึงมีค่า pH ต ่ามากคือ
ประมาณ 1-2 จ าเป็นตอ้งมีการเติมโมลิบดินมั 3-4 เปอร์เซ็นต ์เพือ่เพิม่ความตา้นทานต่อการกดั
กร่อน ตวัอยา่งของวสัดุที่นิยมใชใ้นการผลิตตวัถงัหมกัทัว่ไปคือ เหล็กกลา้ไร้สนิม AISI เกรด 316 
ซ่ึงมีส่วนประกอบของโครเมียม 18 เปอร์เซ็นต ์นิกเกล 10 เปอร์เซ็นต ์และโบลิบดินมั 2-2.5 
เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ีความหนาของวสัดุที่ใชใ้นการผลิตตวัถงัควรจะเพิม่ขึ้นตามขนาดของถงัหมกั
ดว้ย การออกแบบใหด้า้นบน (Top plate) และดา้นล่าง (Bottom plate) ของถงัหมกัมีลกัษณะโคง้มน 
(Hemispherical) สามารถช่วยเพิม่ความตา้นทานต่อแรงดนัภายในถงัหมกัไดดี้ขึ้น 
 
 
 

 
  

ภาพที่ 11  ตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดใหญ่ท าดว้ยเหล็กกลา้ไร้สนิม 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

2.1.2  ฝาปิดดา้นบนของถงัหมกั (Head Plate Fittings) 
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ฝาปิดดา้นบนของถงัหมกั ท าดว้ยเหล็กกลา้ไร้สนิมมีที่ยดึติดกบัตวัถงัหมกั มีช่อง

ส าหรับติดตั้งตวัมอเตอร์ที่ใชใ้นการขบัเคล่ือนใบพดักวน ช่องส าหรับท่อเติมอาหารเล้ียงเช้ือ กลา้
เช้ือ และสารเคมีต่างๆ และช่องส าหรับติดตั้ง Probe ต่างๆ เช่น pH probe, D.O. probe, Temperature 
probe และORP probe เป็นตน้ แสดงดงัภาพที่ 12 
 

 
 
ภาพที่ 12  ส่วนประกอบของฝาปิดดา้นบนของถงัหมกั 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (1990) 
 

2.1.3  ท่อเติมอาหารเล้ียงเช้ือหรือสารเคมีต่าง ๆ 
 

เป็นท่อที่ใชส้ าหรับเติมอาหารเล้ียงเช้ือ กลา้เช้ือ หรือสารเคมีต่าง ๆ เช่น กรด 
ด่าง สารป้องกนัการเกิดฟอง เป็นตน้ ส่วนมากจะติดตั้งอยูด่า้นบนของถงัหมกั แต่กอ็าจจะอยูท่าง
ดา้นขา้งก็ไดข้ึ้นอยูก่บัการออกแบบ ซ่ึงใหเ้ลือกใชง้านแตกต่างกนัไป ดงัน้ี (ภาพที่ 13) 
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1)  Triple inlet  มี 3 ท่อ เพือ่ใชใ้นการขนถ่ายของเหลวหลาย ๆ ชนิดแตกต่างกนั 
โดยที่มีปริมาตรนอ้ย ๆ และมีความหนืดต ่า เน่ืองจากขนาดของทอ่เล็ก ซ่ึงไม่เหมาะสมส าหรับ
ของเหลวที่มีความหนืดสูง เพราะจะท าให้เสียเวลา และอาจเกิดการอุดตนัได ้

 
2)  Single inlet  มีเพยีงท่อเดียว แต่จะมีขนาดที่ใหญ่กวา่ของ Triple inlet เพือ่ใช้

ในการถ่ายเทของเหลวที่มีปริมาตรมาก ๆ และมีความหนืดสูง ซ่ึงจะท าใหไ้ม่เสียเวลา 
 
3)  Septa  ใชใ้นกรณีเร่งด่วน หรือตอ้งการความรวดเร็ว เน่ืองจากลกัษณะของ 

Septa นั้นคลา้ยกบัปลัก๊ที่ท  าดว้ยยางสามารถเปิด-ปิดไดส้ะดวก เม่ือตอ้งการใช ้เพียงแค่ใชเ้ขม็หรือ
หลอดฉีดยาที่ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้เสียบลงไปใน Septa แลว้ฉีดของเหลวที่ตอ้งการลงไปในถงัหมกั
ไดเ้ลย 
 

 
 
ภาพที่ 13  ท่อที่ใชส้ าหรับเติมอาหารเล้ียงเช้ือ หรือสารเคมีต่าง ๆ ลงไปในถงัหมกั; (a) Triple inlet,     

(b) Single inlet, (c) Septa 
 

ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

2.1.4  ใบพดักวน (Agitator / Impeller) 
 

การกวนในถงัหมกัมีวตัถุประสงคห์ลกัคอื ท าใหข้องเหลวในถงัหมกัซ่ึงมีสาร
แขวนลอยของเซลลใ์นอาหารเล้ียงเช้ือสามารถผสมกนัไดอ้ยา่งทัว่ถึง (Uniform suspension) เพือ่
ป้องกนัการตกตะกอนของเซลล ์นอกจากน้ียงัช่วยให้เกิดการกระจายของฟองอากาศ ท าใหฟ้อง 
อากาศมีขนาดเล็กลงจึงช่วยเพิม่อตัราการถ่ายเทออกซิเจนได ้อีกทั้งยงัช่วยในแง่ของการถ่ายเทความ
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ร้อนออกจากถงัหมกัดว้ย การกวนจะอาศยัพลงังานจากใบพดักวนที่ติดตั้งอยูภ่ายในถงัหมกั ชนิด
ของใบพดักวนที่ใชก้นัทัว่ไปไดแ้ก่ (ภาพที่ 14) 

 

 
 
ภาพที่ 14  รูปแบบของใบพดักวนที่นิยมใช ้; a) Disc turbine, b) Vaned disc, c) Open turbine,  

d) Marine propeller. 
 
ที่มา: Stanbury et al. (1999) 
 

1)  Disc turbine  มีลกัษณะเป็นแผน่โลหะกลมและมีแผน่ส่ีเหล่ียมเล็ก ๆ เช่ือม
ติดอยูร่อบวงในแนวตั้งฉาก เป็นใบพดัที่นิยมใชม้ากที่สุด เพราะสามารถตีฟองอากาศที่ถูกพน่เขา้มา
ในถงัหมกัใหแ้ตกกระจายออกไดอ้ยา่งรวดเร็ว โดยไม่เกิด Air bubble flooding ที่บริเวณแกนใบพดั 

 
2)  Vaned disc  มีลกัษณะคลา้ยกบั Disc turbine แต่มีแผน่โลหะส่ีเหล่ียมเล็ก ๆ 

ที่เช่ือมติดอยูร่อบวงเฉพาะดา้นล่างของแผน่ Disc ในแนวตั้งฉาก ซ่ึงช่วยตีฟองอากาศใหมี้ขนาดเลก็
ลง 

 
3)  Open turbine (Variable pitch)  มีลกัษณะคลา้ยกบัใบพายเล็ก ๆ มาเช่ือมต่อ

กนัโดยใหส่้วนปลายของใบพายเช่ือมเขา้หากนั และหนัดา้นใบพายออกดา้นนอกในแนวรอบวง 
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4)  Marine propeller  ลกัษณะคลา้ยใบพดัเรือ ประสิทธิภาพในการตีฟองอากาศ
ใหก้ระจายออกไดน้อ้ยกวา่แบบอ่ืน เน่ืองจากแรงของใบพดัชนิดน้ีท าใหเ้กิดทิศทางการไหลของ
ของเหลวในแนวด่ิง (Axial flow) มากกวา่แนวรัศมี (Radial flow) 
 

นอกจากน้ียงัมีการพฒันาใบพดักวนรูปแบบใหม่ ๆ ให้เหมาะสมตาม
กระบวนการหมกั ตวัอยา่งเช่น Scaba agitator, Lightnin A315 agitator และ Prochem Maxflo T 
agitator เป็นตน้ (ภาพที่ 15) ใบพดักวนที่ไดรั้บการออกแบบเป็นพเิศษน้ี มกัมีวตัถุประสงคเ์พือ่ใช้
ในการกวนน ้ าหมกัที่มีความหนืดสูง ซ่ึงท าใหส้ามารถเพิม่ประสิทธิภาพการกวนโดยไม่ตอ้งใช้
ความเร็วรอบในการกวนสูงมาก จึงเป็นการประหยดัพลงังานและลดการเกิดแรงเฉือนที่อาจส่งผล
ใหเ้ซลลบ์าดเจบ็ได ้
 

 
 
ภาพที่ 15  รูปแบบการกวนของใบพดั ; a) Scaba agitator, b) Lightnin A315 agitator,                        

c) Prochem Maxflo T agitator 
 

ที่มา: Stanbury et al. (1999) 
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2.1.5  ท่อพน่อากาศ (Sparger) 
 

การใหอ้ากาศ (Aeration) ในถงัหมกั จ าเป็นส าหรับกระบวนการหมกัเซลลท์ี่มี
ความตอ้งการใชอ้อกซิเจนในกิจกรรมเมตาบอลิซึม ดงันั้นการใหอ้ากาศจึงตอ้งใชท้่อพน่อากาศ ซ่ึง
เป็นอุปกรณ์ที่ส่งผา่นอากาศเขา้สู่ภายในถงัหมกั (Stanbury et al., 1999) มีหลายรูปแบบ ไดแ้ก่ 
 

1)  Porous sparger  ท  าจากแกว้ เซรามิก หรือโลหะ มกัใชใ้นถงัหมกัขนาดเล็กที่
ไม่มีใบพดักวน (Non-agitated vessels) ใหข้นาดของฟองอากาศค่อนขา้งใหญ่ ปริมาณอากาศที่เขา้สู่
ถงัหมกัค่อนขา้งต ่าเน่ืองจากเกิด Pressure drop สูงและยงัอาจเกิดการอุดตนัไดง่้ายเน่ืองจากการเจริญ
ของจุลินทรียท์ี่รูบน Sparger 

 
2)  Orifice sparger (Perforated pipe)  มีลกัษณะเป็นท่อวงกลมหรือกากบาท ที่มี

ขนาดประมาณ 3/4 ของขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของใบพดักวน ขนาดรูบน Sparger ควรจะมีขนาด
เสน้ผา่นศูนยก์ลางมากกวา่ 6 มิลลิเมตร เพือ่หลีกเล่ียงการอุดตนัและช่วยลดการเกิด Pressure drop 
ดว้ย สามารถใชไ้ดท้ั้งถงัหมกัที่มีและไม่มีใบพดักวน 
 

 
 
ภาพที่ 16  หวัพน่อากาศ Orifice sparger แบบท่อวงกลม (Ring sparger) 
 

3)  Nozzle sparger  มีลกัษณะเป็นท่อปลายเปิดหรือปิดบางส่วน สามารถเพิม่ให้
ฟองอากาศผา่นออกมาไดม้าก ท าใหเ้กิด Pressure loss ต  ่ากวา่แบบอ่ืน และไม่เกิดการอุดตนัไดง้่าย 
ซ่ึงในปัจจุบนันิยมใชม้ากทั้งในถงัหมกัขนาดเล็กและขนาดใหญ่ การติดตั้งหวัจ่ายอากาศแบบน้ี ควร
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ติดอยูต่รงกลางถงัหมกัใตใ้บพดักวน โดยมีระยะห่างจากใบพดัมากที่สุดเท่าที่จะท าได ้เพือ่ป้องกนั
ฟองอากาศท่วมใบพดักวน 
 

4)  Combines sparger-agitator  เป็นอุปกรณ์ที่รวมทั้งท่อพน่อากาศ และใบพดักวนไว้
ดว้ยกนั โดยวธีิการใหอ้ากาศในระหวา่งกระบวนการหมกัผา่นเขา้มาทางแกนของใบพดักวนและ
อากาศจะถูกพน่ออกทางรูที่บริเวณฐานของใบพดั ส่งผลให้เกิดการกระจายของฟองอากาศไดดี้ขึ้น 
 

2.1.6  Baffle 
 

Baffles มีหนา้ที่ป้องกนัการเกิด Vortex และ Swirl เม่ือใบกวนหมุนดว้ย
ความเร็วสูง มีลกัษณะเป็นแผน่โลหะซ่ึงมีความกวา้งของ Baffles (W) เป็น 1/12 เท่าของเสน้ผา่น
ศูนยก์ลางของถงักวน (W = Dt/12) ความยาวของ Baffles คือระยะที่อยูเ่หนือกน้ถงั d/2 (d = เสน้
ผา่นศูนยก์ลางของใบกวน) จนถึงระดบัของของเหลว และมกัติดตั้งในแนวรัศมีถดัจากผนงัของถงั
หมกัเล็กนอ้ย ในกรณีที่มีอนุภาคของแขง็ หรือมีการถ่ายเทความร้อนผา่นผนงัถงักวน Baffles จะอยู่
ห่างจากผนงัระยะ W/6 จ านวน Baffles มกัมี 4 อนัวางห่างเป็นระยะเท่า ๆ กนั (บางกรณีใช ้6 อนั ซ่ึง
จะท าใหไ้ดผ้ลในการกวนดีกวา่) ในกรณีที่ใบกวนไม่ไดอ้ยูต่รงก่ึงกลางของถงักวน (มกัอยูร่ะหวา่ง 
1/2-1/4 ของรัศมีของถงักวน) ลกัษณะของ Swirl จะลดลงจึงไม่จ าเป็นตอ้งใช ้Baffles (วทิยา, 2538) 
 

 
 

ภาพที่ 17  ตวัอยา่งการติดตั้ง Baffle ภายในถงัหมกั 
 
ที่มา: Csiszar P. ; www.postmixing.com/mixing%20forum/baffles/baffles.htm#importance 
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2.1.7  อุปกรณ์ส าหรับยดึแกนใบพดั (Stirrer glands and bearings) 
 
การประกอบแกนหมุนเขา้กบัถงัหมกัใหแ้น่นสนิท เพือ่ใหท้  างานภายใตส้ภาพ

ปลอดเช้ือไดเ้ป็นเวลานาน เป็นปัญหาที่ยากที่สุดในการสร้างถงัหมกั แกนใบพดั (Stirrer shaft) 
สามารถถูกเจาะผา่นเขา้สู่ภายในถงัหมกัทางดา้นบน หรือทางดา้นล่างของถงัหมกั (ภาพที่ 18 กรณี
ของ Top plate vessel) แต่ไม่นิยมติดตั้งทางดา้นล่างเน่ืองจากจะท าใหส่้วนที่ท  าหนา้ที่ยดึแกนหมุน 
(Stirrer bearings) จมอยูใ่นน ้ าหมกั การติดตั้งแกนใบพดัเขา้กบัตวัถงัหมกั มีความส าคญัมากในแง่
ของการรักษาสภาวะปลอดเช้ือปนเป้ือนไวต้ลอดระยะเวลาการหมกั รูปแบบของอุปกรณ์ส าหรบยดึ
แกนใบพดัมีหลายแบบ (Stanbury et al., 1999) ไดแ้ก่ 
 

 
 
ภาพที่ 18  แผนภาพแสดงวิธีการง่าย ๆ ในการประกอบแกนหมุนใบพดัเขา้กบัถงัหมกั 
 
ที่มา: Stanbury et al. (1999) 
 

1)  Stuffing box (packed-gland seal)  ท  าจาก Asbestos หรือเสน้ใยฝ้ายที่มี
ลกัษณะเป็นวงอยูร่วมกนั (Packing rings) หลาย ๆ ชั้น วสัดุชนิดน้ีอาจเกิดการเส่ือมสภาพไดง้่ายที่
ความเร็วรอบในการกวนสูง ๆ และอาจก่อใหเ้กิดปัญหาการปนเป้ือนในระหวา่งการหมกัไดง่้าย 
โดยทัว่ไป Stuffing box สามารถป้องกนัการปนเป้ือนและการเล็ดลอดของจุลินทรียภ์ายในถงัหมกั
ไดเ้พยีงระดบัของ GILSP (Good Industril Large Scale Practice) กล่าวคอื สามารถใชไ้ดก้บั
กระบวนการหมกัที่เก่ียวขอ้งกบัจุลินทรียใ์นกลุ่มที่เป็นอนัตรายต ่าที่สุดเท่านั้น 

 
2)  Mechanical seal ประกอบดว้ยส่วนที่ไม่เคล่ือนไหวอยูใ่นโครงที่เป็นตวัยดึ 

(Bearing housing) และส่วนที่หมุนไดอ้ยูบ่นแกนใบพดั ซ่ึงทั้งสองส่วนน้ียดึติดกนัอยูด่ว้ยสปริง 
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Mechanical seal มีราคาแพงกวา่แบบ Stuffing box แต่ทนทานกวา่ และป้องกนัการปนเป้ือนได้
ดีกวา่จึงมกันิยมใชใ้นถงัหมกัรุ่นใหม่ทัว่ไป ทั้งขนาดเล็กและขนาดใหญ่ 

 
3)  Magnetic seal  ใชแ้รงดึงดูดของแม่เหล็กในการยดึแกนใบพดัเขา้กบัส่วน

ของมอเตอร์โดยไม่ตอ้งเจาะผา่นดา้นบนของถงัหมกั จึงเส่ียงต่อการปนเป้ือนนอ้ยมาก แต่มีราคา
แพง มกันิยมใชใ้นถงัหมกัที่ออกแบบส าหรับ Animal cell culture และไม่ตอ้งการความเร็วรอบสูง
มาก 
 

 
 
ภาพที่ 19  Mechanical seal 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

 
 
ภาพที่ 20  Magnetic seal 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
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2.1.8  Aseptic joint seals 
 

บริเวณรอยต่อทั้งดา้นบนและดา้นล่างของถงัหมกั รวมถึงช่องส าหรับเสียบ
อุปกรณ์ควบคุมและติดตามผลการหมกั เช่น pH probe temperature probe และOxygen probe เป็น
ตน้ จะตอ้งมีแผน่ยางหรือวงยาง (Aseptic joint seals) ปิดผนึกไวเ้พือ่ใหม้ัน่ใจไดว้า่สามารถรักษา
สภาพปลอดเช้ือปนเป้ือนภายในถงัหมกัไดใ้นระหวา่งกระบวนการหมกั Aseptic joint seals ส่วน
ใหญ่ท าจากยาง (Nitryl or butyl rubbers) ใชใ้นการผนึกรอยต่อระหวา่งผวิหนา้ของวสัดุ เพือ่ป้องกนั
การร่ัวไหลหรือเล็ดลอดของอากาศและของเหลวระหวา่งภายในและภายนอกของถงัหมกั รูปแบบที่
นิยมใช ้คือ Compressible gasket, Lip seal และ '0' ring in groove (ภาพที่ 21) 
 

 
 
ภาพที่ 21  Aseptic joint seals for glass-glass, glass-metal and metal-metal ; (a) gasket,                

(b) lip seal, (c) '0' ring in groove. 
 

ที่มา: Stanbury et al. (1999) 
 

2.1.9  Pump 
 

Pump ใชใ้นการขนถ่ายของเหลว เช่น อาหารเล้ียงเช้ือ กลา้เช้ือ หรือสารเคมี
ต่างๆ เขา้สู่ถงัหมกั จากภาพที่ 22 และภาพที่ 23 เรียกวา่ Peristaltic pump จะขนถ่ายของเหลวผา่น
สายยางที่มีขนาดพอดีกบัตวั Pump จากดา้นหน่ึงของตวั Pump ไปยงัอีกดา้นหน่ึง โดยการหมุนของ
ลูกกล้ิงดา้นในของตวั Pump บีบสายยางและไล่ไปเร่ือยๆ ท าใหข้องเหลวไหลจากดา้นหน่ึงไปยงัอีก
ดา้นหน่ึงได ้โดยที่ Peristaltic pump สามารถปรับความเร็วรอบได ้และอตัราการไหลจะคงที่
เน่ืองจากลูกกล้ิงหมุนดว้ยความเร็วรอบคงที่ ดงันั้นสามารถปรับอตัราการไหลไดต้ามที่เราตอ้งการ
ได ้จึงเหมาะส าหรับก าหนดอตัราการไหล Peristaltic pump จึงเหมาะสมส าหรับการทดลองในการ
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หมกัแบบที่ตอ้งเติมอาหารเล้ียงเขา้ไปใหถ้งัหมกัเร่ือย ๆ หรือจะใชใ้นการเติมอาหารเล้ียงเช้ือ 
สารเคมีต่าง ๆ ที่จ  าเป็นต่อกระบวนการหมกัเขา้สู่ถงัหมกัไดอ้ยา่งปราศจากเช้ือปนเป้ือน 
 

 
 
ภาพที่ 22  ทิศทางการหมุนของ Peristaltic pump 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

 
 
ภาพที่ 23  การใชง้านโดยขนถ่ายของเหลวผา่นสายยางของ Peristaltic pump 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 
 2.2  ระบบควบคุมของถงัหมกั 
 

2.2.1  การใหอ้ากาศ 
 

การใหอ้ากาศ จะตอ้งมีอุปกรณ์ที่ท  าหนา้ที่น าอากาศเขา้สู่ของเหลวภายในถงั
หมกั ซ่ึงมีส่วนประกอบที่ส าคญัคอื เคร่ืองสูบอากาศ เคร่ืองกรองอากาศ และหวัจ่ายอากาศ (Air 
sparger) การออกแบบหวัจ่ายอากาศเพือ่ใหไ้ดฟ้องอากาศที่มีขนาดเร่ิมตน้จามตอ้งการ จ าเป็นตอ้ง
ทราบวา่จะใหร้ะบบใหอ้ากาศเพยีงอยา่งเดียวหรือใชก้บัเคร่ืองกวน 
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ภาพที่ 24  Condenser 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

การใหอ้ากาศนั้นจะผา่นตวักรองที่เป็นเยือ่หรือกระดาษกรอง (Membrane) 
ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ท าใหไ้ดอ้ากาศที่ปลอดเช้ือผา่นเขา้สู่ตวัถงัหมกัทางท่อดา้นล่างที่เรียกวา่ 
Sparger และถูกตีเป็นฟองอากาศขนาดเลก็โดยใบพดักวน และอากาศก่อนที่จะผา่นออกไปจากถงั
หมกั อาจจะมีกระดาษกรองอีกคร้ังหน่ึง และผา่นระบบควบแน่น (Condenser) ที่มีน ้ าเยน็ไหลอยู่
ตลอดเวลา (สาโรจน์ และคณะ, 2544) 
 

เม่ืออากาศผา่นเคร่ืองกรองอากาศแลว้จะถูกพน่สู่ถงัหมกัที่กน้ถงั ฟองอากาศที่
ออกมาจะตอ้งมีขนาดเล็กพอสมควร เพือ่ใหอ้อกซิเจนในอากาศซึมผา่นเขา้สู่อาหารเล้ียงเช้ือไดดี้ ท่อ
พน่อากาศอาจมีหวัเดียวหรือหลายหวั หรือมีลกัษณะวงแหวนมีรูพรุน ฟองอากาศที่มีขาดเล็กมาก
เกินไปจะเป็นสาเหตุให้เกิดฟองเหนือผวิอาหารเล้ียงเช้ือ แต่ถา้ฟองอากาศใหญ่เกินไป การซึมผา่น
ของออกซิเจนจากอากาศสู่อาหารเล้ียงเช้ือไดไ้ม่ดีเท่าที่ควร ท่อพน่ที่นิยมใชมี้ 3 แบบ คือ 1) Single 
jet nozzle ใชก้บัถงัหมกัขนาดเล็ก ใชห้อ้งปฏิบติัการ 2) Sintered diffuser และ 3) Sparger ใชก้บัการ
หมกัแบคทีเรีย และยสีต ์ดงัที่กล่าวไวใ้นหวัขอ้ท่อพน่อากาศ (Sparger) 
 

การใหอ้ากาศเขา้ไปในระหวา่งการหมกั ตอ้งควบคุมปริมาณใหค้งที่และ
พอเหมาะต่อการใชข้องจุลินทรีย ์ถา้มากเกินไปอาจก่อปัญหาตามมาในระหวา่งการหมกั เช่น การ
เกิดฟอง ดงันั้นจึงตอ้งใชเ้คร่ืองควบคุมอตัราการใหอ้ากาศ ซ่ึงเรียกวา่ Flow meter ควบคุมการให้
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อากาศเขา้สู่ถงัหมกัและกรองอากาศก่อนเขา้สู่ถงัหมกั โดยมากนิยมใชใ้ยแกว้ (Glasswool) แต่ก็ยงัมี
พวก Membrane asbertos mats ซ่ึงอายกุารใชง้านของ Asbestos ยาวนานกวา่เมมเบรน (วราวฒิุ, 
2529) 
 

2.2.2  การกวนและการผสม 
 

เป็นการท าใหอ้าหาร จุลินทรียแ์ละอากาศคลุกเคลา้เขา้กนัไดอ้ยา่งทัว่ถึง ระบบ
การกวนที่มีประสิทธิภาพจะท าใหก้ารละลายของออกซิเจนในอาหารเล้ียงเช้ือมีค่าสูงและสม ่าเสมอ
เท่ากนัทุกจุดภายในถงั 

 
ใบพดัที่ใชใ้นถงัหมกัเรียกวา่ Impeller ซ่ึงจะช่วยในการตีฟองอากาศที่ผา่นเขา้มา

จากกน้ถงัใหเ้ป็นฟองขนาดเล็ก และแตกกระจายไปยงัส่วนต่าง ๆ ของน ้ าหมกั ใบพดัติดตั้งอยูต่รง
กลางของถงัหมกั สามารถปรับต าแหน่งใหสู้งจากฐานของถงัหมกัไดใ้นต าแหน่งที่เหมาะสม ที่ท  า
ใหใ้บพดัหมุนไดใ้นอตัราเร็วสูง การหมุนของใบพดัใชก้  าลงัไฟฟ้า ส าหรับถงัหมกัขนาดเล็กจนถึง
ขนาดใหญ่ในหอ้งปฏิบติัการจะใชก้  าลงัไฟฟ้าประมาณ 6-8 วตัตต่์ออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร ถงัหมกั
ขนาดใหญ่ระดบัการผลิตขั้นอุตสาหกรรมใชก้  าลงัไฟฟ้าประมาณ 2 วตัตต่์ออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร 
ก าลงัไฟฟ้าที่ใชน้ี้ยงัขึ้นอยูก่บัคุณสมบติัทางฟิสิกส์ของอาหาร เช่น อตัราการละลายของออกซิเจน 
ความหนืดของอาหาร และขนาดความสูงของถงัหมกั ใบพดัที่นิยมใชอ้ยูมี่ 4 ชนิดดว้ยกนั คือ (a) 
Disc turbine; (b) Vaned disc; (c) Open turbine; (d) Marine propeller. ดงัที่อธิบายไวใ้นหวัขอ้
ใบพดักวน (Agitator / Impeller) (วราวฒิุ, 2529) 
 

2.2.3  การควบคุมอุณหภูมิ 
 

เน่ืองจากในระหวา่งการเจริญของจุลินทรียใ์นขณะหมกั จะเกิดพลงังานความ
ร้อนขึ้น อนัเป็นผลมาจากปฏิกิริยาชีวเคมีในการออกซิไดซ์สารอาหารของจุลินทรีย ์และจุลินทรีย์
แต่ละชนิดตอ้งการสภาพอุณหภูมิที่เหมาะสม (Optimal temperature) ส าหรับการเจริญและสร้าง
ผลผลิตที่แตกต่างกนั ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งควบคุมอุณหภูมิในระหวา่งการหมกัใหดี้ 

 
ในการควบคุมอุณหภูมิของน ้ าหมกัในถงัหมกัโดยทัว่ไปประกอบดว้ย ระบบ

หล่อเยน็กบัตวัท าความร้อน โดยอาศยัการท างานจาก Temperature probe sensing ที่อยูใ่นถงัหมกั 
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เม่ืออุณหภูมิสูงขึ้นสญัญาณจาก Probe จะถูกส่งเขา้สู่เคร่ืองควบคุมเพือ่เปรียบเทียบกบัสญัญาณ
มาตรฐานที่ตั้งไวต้ามอุณหภูมิที่ตอ้งการ ถา้สญัญาณสูงกวา่มาตรฐานที่ตั้งไว ้ก็จะไปกระตุน้ 
(tricker) ให ้Solenoid valve เปิด และส่งน ้ าเยน็เขา้มาหล่อเยน็ถงัหมกั ในขณะที่อุณหภูมิต ่ากวา่ที่
ก  าหนดไว ้ก็จะส่งสญัญาณไปกระตุน้ใหเ้คร่ืองท าความร้อน (Heater) ท  างาน จะมีขั้ววดัอุณหภูมิ 
(Sensing device) สอดเขา้ไปสมัผสักบัน ้าหมกัโดยตรง เช่น Thermocouple, Thermister, Bimetallic 
strip หรือ Mercury-filled column เป็นตน้ จากนั้นอ่านอุณหภูมิจากเคร่ืองบนัทึกหรือ   สเกลจาก
ภายนอกถงัหมกั 

 
ในระดบัอุตสาหกรรมซ่ึงใชถ้งัหมกัขนาดใหญ่ ความร้อนที่เกิดขึ้นใน

กระบวนการหมกัจะมีปริมาณสูง การระบายความร้อนนิยมใช ้Jacket หรือขดลวดหล่อเยน็ภายใน
ถงัหมกั (Internal cooling coils) ซ่ึงมีน ้ าเยน็ไหลหมุนเวยีนเขา้ไปเพือ่ควบคุมอุณหภูมิไดต้าม
ตอ้งการ ปกตินิยมใช ้Jacket ระบายความร้อยในถงัหมกัที่มีขนาดความจุไม่เกิน 500 ลิตร ถา้ถงัหมกั
มีขนาดใหญ่กวา่น้ีจะนิยมใชข้ดลวดหล่อเยน็ภายใน 
 

 
 
ภาพที่ 25  ระบบหล่อเยน็แบบ Jacket ใชก้บัถงัหมกัขนาดเลก็ หรือถงัหมกัความจุไม่เกิน 500 ลิตร 

 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
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ภาพที่ 26  ระบบหล่อเยน็แบบ Internal cooling coils ใชก้บัถงัหมกัขนาดใหญ่ 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

2.2.4  การควบคุม pH 
 

ในอาหารเล้ียงเช้ือที่ใชใ้นการหมกัมกัมีคุณสมบติัเป็นบฟัเฟอร์อยูแ่ลว้ แต่ใน
ระหวา่งการหมกัหลายชนิด pH อาจเปล่ียนเร็วมาก และในช่วงกวา้งมากจนกระทัง่ไม่สามารถผลิต
ผลิตภณัฑไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งควบคุมให ้pH ของอาหารเล้ียงเช้ือใหอ้ยู่
ในช่วงที่พอเหมาะโดยอาศยัเคร่ืองมือวดัและควบคุมซ่ึงประกอบดว้ย เคร่ืองควบคุมซ่ึงมีหนา้ปัด
ส าหรับอ่านค่า pH, pH probe และป๊ัม (Pump) ส าหรับเติมกรดและด่างเขา้ถงัหมกั เม่ือ pH ของ
อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนไปจากช่วงที่ก  าหนด เคร่ืองควบคุมจะส่งสญัญาณไฟฟ้าไปยงั Solenoid valve 
ท าใหก้รดหรือด่างถูกป๊ัมเขา้สู่ถงัหมกั จนกระทัง่ค่า pH ปรับมาอยูใ่นระดบัที่ก  าหนด เคร่ืองควบคุม
จะส่งสญัญาณไฟฟ้าท าใหว้าลว์ควบคุมปิดโดยอตัโนมติั การท างานของเคร่ืองควบคุมและอุปกรณ์
แสดงในภาพที่ 27 
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ภาพที่ 27  ตวัอยา่งการควบคุม pH ในถงัหมกั 
 
ที่มา: IWAKI CO.,LTD. 
 

 
 
ภาพที่ 28  pH probe ที่ประกอบดว้ย Glass measuring electrode และ Reference electrode 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

โดยทัว่ไปการวดั pH จะประกอบดว้ย 2 ส่วน คือ Glass measuring electrode 
และ Reference electrode ซ่ึงจะอยูก่นัคนละ Probe แต่ในปัจจุบนัไดน้ าเอามารวมไวใ้น Probe 
เดียวกนัเพือ่สะดวกในการใชง้าน แสดงดงัภาพที่ 28 
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pH sensing electrode ที่ใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกั ควรทนอุณหภูมิในระหวา่ง
การฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และควรมีอายกุารใชง้านเป็นเวลานาน
ติดต่อกนัไม่ต ่ากวา่ 200 ชัว่โมง โดยไม่ตอ้งเติมโปแตสเซียมคลอไรด ์(KCl) ที่ข ั้วของ pH probe 
(วราวฒิุ, 2529) 
 

2.2.5  การควบคุมออกซิเจน 
 

การควบคุมปริมาณออกซิเจนที่ละลาย (Dissolve oxygen; D.O.) ในน ้ าหมกัมีผล
โดยตรงต่อการเจริญและการผลิตภณัฑข์องจุลินทรีย ์(วราวฒิุ, 2529) การวดัปริมาณออกซิเจนท าได้
โดยวิธีการไทเทรท (Winkler method) ซ่ึงเป็นวธีิที่ไม่สะดวก และอาจเกิดความผดิพลาดไดง่้าย 
ดงันั้น การประดิษฐ ์D.O. probe จึงใหค้วามเขา้ใจกระบวนการในถงัหมกั D.O. probe ประกอบดว้ย
หลอดแกว้หรือเหล็กไร้สนิมบรรจุดว้ยขั้วไฟฟ้า (Electrode) 2 อนั และอิเล็กโทรไลทท์ี่เหมาะสม 
Probe ถูกหุม้ดว้ยเมมเบรนเพือ่ที่จะแยกขั้วไฟฟ้าทั้งสองและอิเล็กโทรไลทจ์ากน ้ าหมกั ออกซิเจนที่
ละลายในน ้ าหมกัสามารถแพร่ผา่นเมมเบรน และถูกรีดิวซ์ที่ข ั้วบวก (Cathode) กระแสที่เกิดขึ้นจะมี
ความสมัพนัธก์บัความเขม้ขน้ของออกซิเจนที่ละลาย มี 2 ชนิด (เพญ็แข, 2541) คือ 

 

 
 
ภาพที่ 29  องคป์ระกอบหลกัของ D.O. probe 
 
ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
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1)  Polarographic D.O. probe โดยที่ Probe ชนิดน้ีมีแหล่งพลงังานจากขา้งนอก 
0.6-0.8 โวลต ์ที่ท  าใหเ้กิดขั้วขึ้นที่อิเล็กโทรดทั้งสอง โดยทัว่ไปขั้วบวกจะเป็นทองค าขาว (Platinum) 
ซ่ึงมี Ag/AgCl เป็น Reference anode ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น คือ 
 
 Cathod : O2  +  2H2O  +  2e-     H2O2  +  2OH- 
   H2O2  +  2e-      2OH- 
 Anode :  Ag  +  Cl-      AgCl  +  e- 
 Overall : 4Ag  +  O2  +  2H2O  +  4Cl-    4 AgCl  +  4OH- 

 
ในกรณีน้ีจะเห็นวา่อิเล็กโทรไลท ์คือ โปตสัเซียทคลอไรด ์(KCl) ซ่ึงเป็นส่วน

หน่ึงของปฏิกิริยา 
 

2)  Galvanic D.O. probe  Probe ชนิดน้ีไม่ตอ้งใชพ้ลงังานจากภายนอก แต่จะ
อาศยัการเกิดกระแสไฟฟ้าตามธรรมชาติระหวา่งขั้วไฟฟ้าบวกและลบ วสัดุที่ใช ้คือ เงิน และตะกัว่ 
ในกรณีน้ีปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น คือ 

 
 Cathod : O2  +  2H2O  +  4e-    4OH- 
 Anode :  Pb      Pb2+  +  2e- 
 Overall : O2  +  2Pb  +  2H2O    2Pb(OH)2 
 

ใน Galvanic probe ขั้วลบจะถูกออกซิไดซ์ (Oxidized) และการท างานขึ้นกบั
พื้นที่ผวิของขั้วลบ ดงันั้นจึงท าใหมี้ลกัษณะเป็นเกลียวเพือ่ใหมี้พื้นที่ผวิมาก 
 

ขอ้แตกต่างระหวา่ง Polarographic probe และ Galvanic probe คือ ราคา 
Polarographic probe จะแพงกวา่มาก เน่ืองจาก Polarographic probe มีความเร็วมากกวา่ และอายุ
การใชง้านที่นานกวา่ Galvanic probe ส่วนสารอิเล็กโทรไลทท์ี่นิยใชก้บั Polarographic probe คือ 
KCl และใช ้Lead acetate ใน Galvanic probe 

 
D.O. probe ไม่ไดใ้ชส้ าหรับวดัค่าความเขม้ขน้ของออกซิเจนที่ละลาย (D.O. 

concentration) แต่เป็นการวดักิจกรรมหรือความดนัยอ่ยของออกซิเจนในน ้ าหมกั ดงันั้นควรที่จะมี
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การเทียบมาตรฐาน (Calibration) D.O. probe บ่อย ๆ เพือ่อ่านเปอร์เซ็นตท์ี่อ่ิมตวั (Ppercent 
saturation) ซ่ึงใชอ้ากาศและก๊าซไนโตรเจนเป็นจุดที่ 100 เปอร์เซ็นต ์และ 0 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
ค่าปริมาณจริงของออกซิเจนที่ละลายในของเหลวสามารถหาไดโ้ดยวธีิการทางเคมี หรือใช้
ความสมัพนัธร์ะหวา่งความดนัยอ่ยของออกซิเจนกบัความเขม้ขน้ของออกซิเจนที่ละลาย โดยใชก้ฎ
ของก๊าซ (Henry’s law) (เพญ็แข, 2541) 
 

การควบคุมปริมาณของออกซิเจนใหอ้ยูใ่นระดบัที่ตอ้งการ มี 2 วธีิการ (วราวฒิุ, 
2529) คือ 
 

1)  การควบคุมดว้ยปริมาณก๊าซ การที่ D.O. ลดลงต ่ากวา่ที่ก  าหนดไว ้Oxygen 
probe จะส่งสญัญาณไฟฟ้ามายงัเคร่ืองควบคุม แลว้เคร่ืองควบคุมจะส่งสญัญาณต่อไปยงัที่ Solenoid 
valve ใหก้๊าซออกซิเจนเขา้ถงัหมกัไดม้ากขึ้นจนระดบั D.O. เพิม่ขึ้นจนถึงก าหนด สญัญาณจาก 
Control จะหยดุท าให ้Solenoid valve ลดการเปิดเหลือเท่าเดิม 

 
2)  การควบคุมดว้ยอตัราเร็วของการกวน สญัญาณจาก Oxygen probe จะเขา้ 

Control แลว้ส่งสญัญาณต่อไปยงั Motor ท  าให้ใบพดัหมุนเร็วขึ้น การละลายของออกซิเจนจะเพิม่
มากขึ้นจนถึงระยะที่ก  าหนด ความเร็วของ Motor จะลดลงเท่าเดิม 
 

2.2.6  การควบคุมการเกิดฟอง 
 

การป้องกนัการเกิดฟองในระหวา่งการหมกั โดยอากาศที่พน่เขา้ไปในถงัและถูก
ใบพดักวนตีจนเป็นฟองอากาศเล็ก ๆ มากมาย ท าใหเ้กิดฟองขึ้นบนผวิหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือมาก
เกินไปในขณะทีมี่การเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์เน่ืองมาจากสารประกอบพวกโปรตีนและเปปไทดถู์ก
ขบัถ่ายออกมา ท าใหอ้าหารเล้ียงเช้ือมีความหนืดเพิม่ขึ้น ฟองที่เกิดน้ีท าใหป้ระสิทธิภาพในการ
ถ่ายเทอากาศระหวา่งอาหารเหลวกบับรรยากาศลดต ่าลง ซ่ึงเกิดจากการระเหยของน ้ าและสารที่
ระเหยไดง้่าย ถา้มีฟองมากจนลน้ออกนอกถงัหมกั จะท าใหเ้กิดการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียท์ี่ไม่
ตอ้งการ เพราะฟองอากาศที่แตกสลายจะกลบัลงไปในถงัหมกั และอาจท าใหต้วักรองอากาศอุดตนั 

 
วธีิที่ง่ายที่สุด คือ การท าใหโ้ฟมแตกโดยวธีิกล ดว้ยการติดตั้งใบพดัเหนือระดบั

ของอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั ซ่ึงใหก้ารควบคุมโฟมดีแต่ใชก้  าลงังานสูงและเป็นการเพิม่ค่าใชจ่้าย 
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นอกจากการใชว้ธีิกลแลว้ยงัสามารถท าไดโ้ดยวธีิทางเคมี ดว้ยการเติมสารป้องกนัการเกิดฟอง 
ระบบการเติมสารป้องกนัการเกิดฟองแบบอตัโนมติัน้ี ตอ้งมี Probe ซ่ึงติดตั้งที่ส่วนบนของถงัหมกั 
วสัดุที่ใชเ้ป็น Probe อาจเป็นเหล็กไร้สนิทหุม้ดว้ย Teflon เม่ือฟองสมัผสัที่ปลายเปิดของ Probe จะ
กระตุน้โดยส่งสญัญาณไปยงัเคร่ืองควบคุม น าไปสู่การเติมสารป้องกนัการเกิดฟองโดยเคร่ืองป๊ัม 
เม่ือสารป้องกนัการเกิดฟองเขา้สู่ถงัหมกัจะท าใหฟ้องแตก ท าใหว้งจรถูกตดั สารป้องกนัการเกิด
ฟองที่ใชก้นัมาก ไดแ้ก่ พวก Siliconeoil, Octadecanol และสารไฮโดรคาร์บอนทีมี่ Chain สายยาว 

 
ปริมาณของสารป้องกนัการเกิดฟองที่เติมลงไปในถงัหมกันั้น เป็นปัจจยัหน่ึงที่มี

ความส าคญั ในการใส่สารป้องกนัการเกิดฟองมากเกินไป อาจจะมีผลยบัย ั้งต่อกระบวนการหมกั
ของจุลินทรียไ์ด ้และท าใหเ้กิดการลดระยะเวลาที่ก๊าซอยูใ่นของเหลว (Gas hold-up) ซ่ึงเป็นผลต่อ
อตัราการถ่ายเทออกซิเจน และเป็นปัญหาในขั้นตอนการเก็บเก่ียวผลิตภณัฑ ์ระบบการควบคุมฟอง
มกัตอ้งใชเ้วลาระยะหน่ึง (Lag time) ระหวา่งช่วงกระตุน้และการแตกของฟอง ซ่ึงเป็นสาเหตุของ
การเติมสารป้องกนัการเกิดฟองมากเกินความจ าเป็น เพือ่ป้องกนัการเติมสารป้องกนัการเกิดฟอง
มากเกินไปควรปรับ Lag time ในวงจร และเลือกใช ้Probe ที่มีความไวเพือ่หลีกเล่ียงการสมัผสั 
(Splashes) จากน ้ าหมกั (วราวฒิุ, 2529; เพญ็แข, 2541) 
 

2.2.7  การควบคุม ORP 
 

ในระหวา่งการหมกัเอทานอล ค่า ORP ในอาหารเล้ียงเช้ือจะไม่คงที่ เพราะมีการ
เกิดกิจกรรมของเช้ือจุลินทรีย ์ท  าใหค้่า ORP เปล่ียนแปลง ในสภาวะน้ีมีความส าคญัมากในการ
ติดตามการเปล่ียนแปลงค่า ORP อยา่งต่อเน่ืองในระหวา่งกระบวนการหมกั ดงันั้นการควบคุมค่า 
ORP ที่ระดบัต่าง ๆ ใหค้งที่ตลอดกระบวนการหมกั จะท าใหไ้ดผ้ลผลิตสูง โดย Yang et al. (2007) 
ไดศึ้กษาผลของการควบคุมค่า ORP ต่อการผลิตเอทานอล โดยใช ้S. cerevisiae ซ่ึงควบคุมค่า ORP 
ใหค้งที่และสม ่าเสมอ โดยการปรับความเร็วในการกวนและการใหอ้ากาศอยา่งต่อเน่ืองในระหวา่ง
กระบวนการหมกัเอทานอล ดงัแสดงในตารางที่ 3 และระยะเวลาที่ท  าใหค้่า ORP คงที่ ดงัแสดงใน
ภาพที่ 30 

 
การควบคุมค่า ORP ใหค้งที่และสม ่าเสมอมีประโยชน์ในกระบวนการหมกั 

(Yang et al., 2007) ดงัน้ี 
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1)  ค่า ORP จะแสดงถึงขอ้มูลที่จ  าเป็นใหเ้ห็น ถา้จุลินทรียเ์จริญดว้ยค่า ORP 
เหมาะสม 

 
2)  ค่า ORP สามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการติดตามค่า DO ในระดบัที่ต  ่ากวา่ 1 

ppm ได ้โดยที่เคร่ืองมือวดัค่า OD แบบปกติไม่สามารถตรวจจบัได ้ดงันั้นค่า ORP จึงมีประโยชน์
มากในการหมกัแบบไม่ใชอ้ากาศ 

 
3)  ค่า ORP จะท าใหเ้กิดการสร้าง Disulfide bond ไดดี้ขึ้น ซ่ึงจะเป็นประโยชน์

ในการท าใหเ้ซลลย์สีตจ์บัตวักนัเพือ่ตกลงสู่กน้ถงัหลงัจากการหมกัเสร็จส้ินลง 
 
4)  ค่า ORP มีความสมัพนัธก์บัการเกิดกิจกรรมของเช้ือจุลินทรีย ์โดยเฉพาะใน

ระหวา่งการหมกัแบบไม่ใชอ้ากาศ 
 

 
 
ภาพที่ 30  กราฟแสดงการควบคุมค่า ORP ในถงัหมกั 
 
ที่มา: Yang et al., 2007 
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ตารางที่ 3  อตัราการกวนและอตัราการใหอ้ากาศที่ใชใ้นการควบคุมค่า ORP ในถงัหมกั 
 

Control ORP Agitation speed Aeration rate Time to set 
Level/mV (r/min) (L/min) ORP/h 

-50 189-232 5-6 5 
-100 150-178 1.5-5 5 
-150 150 0-1.6 9 
-230 150 0-0.75 16 

 
ที่มา: Yang et al. (2007) 

 
Redox electrode เป็นเคร่ืองมือวดัการท าปฏิกิริยาของ Redox electronic pairs 

ดงันั้นมนัสามารถใชใ้นการติดตามการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของ Dissolved chemical species 
ในสารละลาย เพราะ Oxidability ของ O2/H2O ดีกวา่ Redox electronic pairs อ่ืนๆ เช่น O2/Air หรือ 
O2/medium หลกัการในการวดัค่า ORP ของ Redox electrode คือ บนพื้นฐานของสมดุล Electron 
จะเกิดการแลกเปล่ียน Electron ระหวา่ง Medium และ Redox electrode 
 

  
                                       (a)                                                                         (b) 
 
ภาพที่ 31  เคร่ืองควบคุมค่า ORP ; (a) เคร่ืองควบคุม, (b) ORP probe 
 
ที่มา: IWAKI CO.,LTD. 



 

 

 

63 

ORP คือ ค่า E จะถูกก าหนดโดย DO, pH และอุณหภูมิ ตามสมการที่ (1) และ 
(2) ดงัน้ี 
 
        (

  

  
)    

  

  
       (1) 

 
    (

  

  
)          

  

 
            (2) 

 
 เม่ือ E0 = standard redox potential 
  αo = oxidative activity 
  αR = reductive activity 
  pO2 = the partial pressure of oxygen corresponding to dissolved oxygen level  
  R = gas constant 
  T = thermodynamic temperature 
  F = Faraday constant 
 

จากสูตร สามารถสรุปไดว้า่ค่าของ ORP มีความสมัพนัธก์บั DO เท่านั้น เม่ือ
อุณหภูมิ และ pH ถูกควบคุมใหค้งที่ 

 
เคร่ืองควบคุมค่า ORP ของบริษทั IWAKA รุ่น PH/OR-70P สามารถน ามา

ประยกุตใ์ชโ้ดยการควบคุมความเร็วของใบพดักวนและอตัราการพน่อากาศ โดยจะมีหวัวดัค่า ORP 
(ORP probe) ภายในถงัหมกั และเคร่ืองควบคุม ซ่ึงแสดงดงัภาพที่ 31 
 
 
  



 

 

 

64 

ตารางที่ 4  คุณสมบติัของเคร่ืองควบคุมค่า ORP 
 
Measuring ranger -2000 ~ 2000 mV 
Indication precision ± 1 mV 
Reproducibility ± 5 mV 

Control 
function 

Setting 

Control mode 
Calibration mode 
Pump max. spm setting mode 
User setting mode 
Parameter setting mode 

Control method Pulse proportional control 
ON/OFF control (upper limit operation, lower limit operation) 

Setting method Six operation keys MODE, MEAS, CAL, SEL, UP and SHIFT 

Display 

Display LCD (OR figure, set figure) 

Pump operation Green LED 2 pcs (ON/OFF control : LED lights, Pulse 
proportional control : LED blinks synchronous with stroke.) 

Alarm operation Red LED 4 pcs (AL1, AL2, AL3, AL4) 
Power LED Green LED 1pc 

Input Sensor input OR input -2000 ~ 2000 mV 
Pump stop input Pump stops when potential free contact signal comes in. 

Output 

Pump output 

ON/OFF control(upper limit operation, lower limit operation):      
-2000 ~ 2000 mV (Hysteresis width: 0 ~ 999 mV) 
Pulse proportional control : It can be set optionally at 0 – 360 spm 
for -2000 ~ 2000 mV. 
(P1 and P2 can be set independently. Potential free contact 
1a×2AC240V 0.1A) 

Alarm output 

Upper limit alarm, lower limit alarm, reaching SET1, reaching 
SET2 (-2000 to 2000 mV can be set for each item.) 
Optional setting is possible to AL1 to AL4. (Potential free contact 
1a x 4 AC250V 10A) 
Hysteresis width : 0 to 999 mV 
Delay time : 0 to 99 sec. 

Transmission 
output 

DC 0 to 20 mA, load resistance 500 ohm or below, insulation type 
(It can be set optionally for –2000 to 2000 mV.) 
You can be select the transmission output of continuous or hold 
(just before, optional) when is at other mode than control mode. 

Power voltage AC90V ~ AC240V 50/60Hz Power consumption : 10VA 
 
ที่มา: IWAKI CO.,LTD.  
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2.2.8  การควบคุมระดบัน ้ าในถงัหมกั 
 

ในการหมกัจ าเป็นจะตอ้งควบคุมปริมาณของน ้ าหมกัใหอ้ยูใ่นช่วงที่ก  าหนด
เพือ่ใหเ้กิดการหมกัไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพราะถา้เติมน ้ าหมกัลงในถงัมากเกินไป อาจท าใหเ้กิด
ปัญหาฟองลน้สู่ภายนอกถงัหมกัไดง้่าย ซ่ึงท าใหเ้สียปริมาตรของน ้ าหมกัที่ควรจะไดแ้ละอาจ
ก่อใหเ้กิดการปนเป้ือนของจุลินทรียท์ี่ไม่ไดต้อ้งการจากภายนอกได ้นอกจากน้ีจะท าใหอ้ากาศทีมี่
อยูต่รงช่องวา่งเหนือน ้ าหมกัในถงัหมกัมีนอ้ยลง จะส่งผลให ้DO ในน ้ าหมกัลดลงไปดว้ย ลกัษณะ
การควบคุมระดบัน ้ าหมกัจะอาศยัเคร่ืองมือควบคุมระดบั มีทั้งที่สามารถปรับระดบัอยูภ่ายในโดย
การควบคุมระดบัของ Rubber bellows นิยมใช ้Autoclavable fermenter และชนิดที่สามารถปรับ
ระดบัภายนอกซ่ึงอาศยัการยกท่อขึ้นหรือลงเพือ่ปรับระดบัที่ตอ้งการ (วราวฒิุ, 2529) 
 

 
 
ภาพที่ 32  เคร่ืองมือที่ใชค้วบคุมระดบัน ้ าในถงัหมกั 
 
ที่มา: วราวฒิุ (2529) 
 
 2.3  การด าเนินงานในสภาพปลอดจากเช้ือ (Aseptic technique) 
 

2.3.1  การฆ่าเช้ือภายในถงัหมกั 
 

การฆ่าเช้ือในระบบการหมกั โดยส่วนมากนิยมพน่ไอน ้าร้อนที่อุณหภูมิ 120 
องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 20-30 นาทีเป็นอยา่งนอ้ย เวลาที่ใชใ้นการฆ่าเช้ือขึ้นอยูก่บัวสัดุที่ใชท้  า
ตวัถงัและขนาดของภาชนะ ตวัอยา่งเช่น เวลาที่ใชใ้นการท าใหอ้ลูมิเนียมปลอดจากเช้ือเร็วกวา่เวลา
ที่ท  าใหแ้กว้ปลอดจากเช้ือ และตวัถงัขนาดใหญ่ใชเ้วลาในการฆ่าเช้ือนานกวา่ตวัถงัขนาดเล็ก ในทาง
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ตรงกนัขา้มระยะเวลาที่ใชใ้นการท าใหต้วัถงัเยน็ตวัลงหลงัจากการฆ่าเช้ือ ก็จะใชเ้วลาแตกต่างกนั
ตามขนาดของตวัถงัเช่นเดียวกนั (วราวฒิุ, 2529) 

 
ในการฆ่าเช้ือในอุตสาหกรรมการหมกั นิยมใชเ้คร่ือง Continuous sterilizers ซ่ึง

มีอยู ่2 แบบดว้ยกนั (วราวฒิุ, 2529) คือ 
 
1)  Continuous steam injection type  เป็นการใชไ้อน ้ าร้อนโดยตรงที่อุณหภูมิ 
ประมาณ 140 องศาเซลเซียส นาน 2-3 นาที แต่จะใชเ้วลาในการท าใหต้วัถงัเยน็

ลงชา้ (อุณหภูมิจะลดต ่าลงถึงประมาณ 80 องศาเซลเซียสเร็วมาก แต่หลงัจากนั้นตอ้งใชเ้วลานาน
จนกวา่จะถึงอุณหภูมิหอ้ง) 

 
2)  Continuous plate exchanger type  เป็นการท าให ้Plate ร้อนขึ้นที่อุณหภูมิ 
ประมาณ 144 องศาเซลเซียส นาน 2-3 นาที แต่จะใชเ้วลาในการท าให้เยน็ใน

ระยะเวลาสั้นมากเพยีง 20 วนิาที ซ่ึงเร็วกวา่ Continuous steam injection type มาก 
 
สภาพปลอดจากเช้ือมีความส าคญัมากในการหมกั อาจเกิดจากปัญหาการ

ปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียไ์ดใ้นช่วงการเตรียมหัวเช้ือก่อนถ่ายลงสู่ถงัหมกั ควรเก็บตวัอยา่งของน ้ า
หมกัมาวเิคราะห์ตลอดช่วงการหมกั รวมถึงการปิดแกนหมุนที่ฝาบนของถงัหมกั ส าหรับวธีิในการ
ท าสภาพปลอดเช้ือนิยมท ากนัโดยการวางท่อและวาลว์ต่อกนัอยา่งเหมาะสม และใชไ้อน ้ าอุณหภูมิ 
120 องศาเซลเซียส นานประมาณ 20-30 นาที ช่วยในการฆ่าเช้ือก่อนและหลงัการปฏิบติั 
 

3.3.2  การถ่ายเช้ือลงสู่ถงัหมกั (Aseptic inoculation) 
 

วธีิในการปฏิบตัิแสดงในภาพที่ 33 จะตอ้งท าการฆ่าเช้ือในท่อที่ติดต่อไปยงัถงั
หมกัเก็บเช้ือเร่ิมตน้ (Inoculum vessel) ตลอดจนท่อที่ใชใ้นการถ่ายเช้ือเสียก่อน ก่อนอ่ืนตอ้งคลาย
ขอ้ต่อ A และB ใหห้ลวมเล็กนอ้ยเพือ่ใหไ้อน ้ าออกมาไดบ้า้ง จากนั้นปล่อยไอน ้าผา่นวาลว์ C, D 
และE ในขณะที่ปิดวาลว์ F, G, H และI ท าการฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน
ประมาณ 20 นาที แลว้จึงปิดวาลว์ C และE จากนั้นยดึขอ้ต่อ A และB ใหแ้น่น เปิดวาลว์ G, H และI 
อากาศที่ปลอดจากเช้ือจะก่อใหเ้กิดความดนัสูง ซ่ึงมีผลใหห้วัเช้ือไหลลงสู่ถงัหมกัจนหมด ปิดวาลว์ 
F, I, G และH แลว้จึงปลดขอ้ต่อ A และB ออก การถ่ายเช้ือเสร็จสมบูรณ์ (วราวฒิุ, 2529) 
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ภาพที่ 33  การถ่ายเช้ือลงสู่ถงัเตรียมกลา้เช้ือในสภาพปลอดจากเช้ือ 
 
ที่มา: วราวฒิุ (2529) 
 

ในกรณีการถ่ายหวัเช้ือจากถงัเตรียมกลา้เช้ือไปยงัถงัหมกั แสดงในภาพที่ 34 จะ
เห็นวา่วาลว์ A และB เป็นจุดติดต่อระหวา่งถงัหมกัทั้งสอง และทอ่ตามแนว CABD เป็นแนวทาง
ของการถ่ายหวัเช้ือจากถงัเตรียมกลา้เช้ือไปยงัถงัหมกั เร่ิมตน้จะตอ้งฆ่าเช้ือในท่อก่อนโดยการปิด
วาลว์ C และ D แลว้เปิดไอน ้ าอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที โดยขณะเดียวกนัเปิดวาล์ว 
E และF เพยีงเล็กนอ้ยเพือ่ใหไ้อน ้ าเล็ดลอดออกไปไดบ้า้ง ต่อมาท าใหค้วามดนัในถงัหมกัใหญ่
เพิม่ขึ้นโดยการปิดวาลว์ H และF หลงัจากนั้นปิดไอน ้ า แลว้จึงเปิดวาลว์ D ซ่ึงจะท าใหน้ ้ าหมกั
ปลอดจากเช้ือไหลผา่นวาลว์ D ขึ้นไปตลอดตามแนวท่อที่ใชใ้นการถ่ายเทและท าใหอุ้ณหภูมิภายใน
ท่อลดลงตามที่ตอ้งการ ต่อมาปิดวาลว์ E และในขณะเดียวกนัลดความดนัในถงัหมกัใหญ่ลงดว้ย
การเปิดวาลว์ H และG ควบคุมวาลว์ G ใหเ้หมาะสม รวมถึงท าใหค้วามดนัในถงัเตรียมกลา้เช้ือ
สูงขึ้นโดยการปิดวาลว์ระบายอากาศของถงั แลว้จึงเปิดวาลว์ C ท าใหห้วัเช้ือในถงัเตรียมหวัเช้ือไหล
ไปตามทอ่ CABD ลงสู่ถงัหมกั หลงัจากนั้นจึงท าการปิดวาลว์ D และท าการฆ่าเช้ือในท่อดว้ยไอน ้า
ร้อนอีกคร้ัง เพือ่พร้อมที่จะใชใ้นการถ่ายเทคร้ังต่อไป (วราวฒิุ, 2529) 
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ภาพที่ 34  การถ่ายหวัเช้ือจากถงัเตรียมกลา้เช้ือไปยงัถงัหมกั 
 
ที่มา: วราวฒิุ (2529) 
 

3.3.3  การเก็บตวัอยา่งดว้ยเทคนิคปลอดจากเช้ือ 
 

ในระหวา่งกระบวนการหมกั จ  าเป็นอยา่งยิง่ที่ตอ้งเก็บตวัอยา่งมาวเิคราะห์เพือ่
ควบคุมกระบวนการหมกั ซ่ึงตอ้งมีการฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าก่อนและหลงัการเก็บตวัอยา่ง ท่อส าหรับ
เก็บตวัอยา่งอาจอยูด่า้นขา้งหรือดา้นบน โดยปกติปริมาตรตวัอยา่งที่เก็บทั้งหมดนั้นไม่ควรเกิน 10 
เปอร์เซ็นต ์ของอาหารเหลวเร่ิมตน้ เน่ืองจากจะมีผลต่อสภาวะแวดลอ้มทางกายภาพ เช่น อตัราการ
ถ่ายโอนออกซิเจน เป็นตน้ ดงันั้นจึงตอ้งค  านวณปริมาตรใชง้าน ส่วนที่วา่งดา้นบนส าหรับกกัอากาศ
และฟองที่เกิดขึ้น และปริมาตรตวัอยา่งที่ทั้งหมดที่ตอ้งเก็บ เพือ่ที่จะไดไ้ม่ท าใหเ้กิดผลต่อสภาวะ
แวดลอ้มทางกายภาพ 

 
ระบบการเก็บตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดเลก็จะมีชุดตวัอยา่งที่ท  าขึ้นเป็นพเิศษ 

แสดงดงัภาพที่ 35 ส่วนระบบการเก็บตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดใหญ่มกัจะมีระบบฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้า 
ดงัภาพที่ 36 ในขั้นแรกเอาภาชนะที่บรรจุน ้ ายาฆ่าเช้ือ เช่น Formalin ออกจากปลายท่อเก็บตวัอยา่ง 
จากนั้นเปิดไอน ้ าร้อนอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ผา่นวาลว์ C และเปิดวาลว์ B เล็กนอ้ย เป็นเวลา 
20 นาที เปิดวาลว์ A น ้ าหมกัไหลออกมาตามท่อ AB ซ่ึงจะท าใหท้่อเยน็ลง และผา่นออกทางวาลว์ B 
ปล่อยตวัอยา่งทิ้งประมาณ 200-300 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร (เน่ืองจากตวัอยา่งจะมีการปะปนกบัไอน ้ า
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ร้อน และเซลลอ์าจมีการตายเกิดขึ้น ท าใหก้ารตรวจวดัตวัอยา่งเกิดการผดิพลาดขึ้น) จากนั้นจึงปิด
วาลว์ C แลว้จึงเก็บตวัอยา่งลงในขวดปลอดเช้ือที่เตรียมไวห้ลงัจากนั้นปิดวาลว์ A และท าการฆ่าเช้ือ
อีกคร้ัง (วราวฒิุ, 2529) 
 

 
 
ภาพที่ 35  ระบบการเก็บตวัอยา่งของถงัหมกัขนาดเล็ก; (a) Sample system for an autoclavable  

bioreactor. (b) Sample system for an autoclavable bioreactor. 1) Connector, 2) 0.22  
μm fi lter, 3) O-ring, 4) grub screw, 5) sampling system insert, 6) bottle, 7) sample  
pipe lid, 8) clamp, 9) tubing 
 

ที่มา: McNeil and Harvey (2008) 
 

 
 
ภาพที่ 36  วธีิการเก็บตวัอยา่งโดยวิธีปลอดจากเช้ือ 
 
ที่มา: วราวฒิุ (2529) 
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3.3.4  การปิดแกนหมุนที่ฝาบนของถงัหมกัเพือ่ใหไ้ดส้ภาพปลอดจากเช้ือปนเป้ือนจาก
ภายนอก (Aseptic agitator shaft seals) 
 

วตัถุประสงคใ์นการปิดแกนหมุนที่ฝาบนของถงัหมกั เพือ่ป้องกนัการปนเป้ือน
จากภายนอกเขา้สู่ถงัหมกั และช่วยจดัแกนหมุนใหส้ามารถท างานไดต้ลอดเวลาไม่มีการสึกหรอ
หรือไหม ้การปิดแกนหมุนน้ีมีหลายแบบขึ้นกบัขนาดของถงัหมกั ซ่ึงไดอ้ธิบายไวใ้นหวัขอ้อุปกรณ์
ส าหรับยดึแกนใบพดั (Stirrer glands and bearings)ในถงัหมกัขนาดใหญ่ นิยมใชแ้บบ Mechanical 
seal เป็นส่วนใหญ่ (วราวฒิุ, 2529) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 
 1.  อุปกรณ์ที่ใชใ้นการหมกัเอทานอล 
 

1.1  ถงัหมกัขนาด 60 ลิตร (แสดงในหัวขอ้วธีิการออกแบบและสร้างถงัหมกั) 
1.2  หมอ้ก าเนิดไอน ้ า (Steam boiler) (Geyser, Model Geysermod, U.S.A.) 
1.3  เคร่ืองควบคุมค่า pH (pH controller) (Hanna instruments, Model BL931700-1, 

U.S.A.) 
1.4  หวัวดัค่า pH (pH sensor) (Hanna instruments, Model HI1090B/5, U.S.A.) 
1.5  เคร่ืองควบคุมค่า ORP (ORP controller) (Hanna instruments, Model BL932700-1, 

U.S.A.) 
1.6  หวัวดัค่า ORP (ORP sensor) (Hanna instruments, Model HI3090B/5, U.S.A.) 
1.7  น ้ ายาปรับตั้งค่า pH 4.01 และ pH 7.01 (pH buffer solution) (Hanna instruments, 

U.S.A.) 
1.8  น ้ ายาปรับตั้งค่า ORP 240 mV (ORP buffer solution) (Hanna instruments, U.S.A.) 
1.9  เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Temperature controller) (Toho, Model TTM-J4) 
1.10  หวัวดัอุณหภูมิ ชนิด K (Temperature sensor) 
1.11  ป้ัมลม (Air compressor) (Puma industrial) 
1.12  Regulator (SKP, Model SAL2000-2 และ SAW2000, Korea) 
1.13  Air flow meter ขนาด 25 ลิตรต่อนาที ที่ 20 องศาเซลเซียส 0.15 เมกะปาสคาล 

(MPa) (Okura) 
1.14  Solenoid valve (Parker Hannifin, Model VE146V) 
1.15  Syringe filter nylon ขนาด 0.45 ไมโครเมตร (National scientific, Model 

SY2525NN) 
1.16  เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 3200 กรัม ความละเอียด 0.01 กรัม (Sartorius, 

Model BSA3202S-CW, Germany) 
1.17  เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 220 กรัม ความละเอียด 0.0001 กรัม (Sartorius, 

Model BSA224S-CW, Germany) 
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1.18  เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 20 กิโลกรัม ความละเอียด 2 กรัม (Sartorius, Model 
QS 32A-V2, Germany) 

1.19  นาฬิกาจบัเวลา (CITIZEN Model QT 9017A, Japan) 
1.20  เคร่ืองวดัความเร็วรอบแกนเพลา (Promax, Dual Digital Tachometer Model MR-

275, France) 
1.21  อุปกรณ์และเคร่ืองแกว้อ่ืน ๆ ที่ใชใ้นหอ้งทดลอง 
 

 2.  อุปกรณ์ที่ใชใ้นการเก็บตวัอยา่งน ้ าหมกั 
 

2.1  เคร่ืองเหวีย่งแยก (Labquip, Centurion Model 1000 series, UK) 
2.2  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (Schott gerate, Model CG818, Germany) 
2.3  หลอดพลาสติกส าหรับป่ันเหวีย่ง ขนาด 15 ml (Centrifuge Tubes) 
2.4  อุปกรณ์และเคร่ืองแกว้อ่ืน ๆ ที่ใชใ้นหอ้งทดลอง 

 
 3.  อุปกรณ์ที่ใชใ้นการวเิคราะห์ตวัอยา่งน ้ าหมกั 
 

3.1  การวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของเอทานอลโดยแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas 
Chromatography, GC) 

 
3.1.1  Gas Chromatography (Hewlett packard, Model HP6890, U.S.A.) 
3.1.2  Headspace (Hewlett packard, Model HP 7694E, U.S.A.) 
3.1.3  Flame Ionization Detector (FID) 
3.1.4  คอลมัน์ Capillary Column HP-1 (Methyl Siloxane) ความยาว 30 เมตร เสน้

ผา่นศูนยก์ลาง 320 นาโนเมตร ความหนาของสารเคลือบภายในคอลมัน์ 0.25 นาโนเมตร (Hewlett 
packard, U.S.A.) 

3.1.5  Flat bottom headspace vials ขนาด 20 ml (Agilent technologies, U.S.A.) 
3.1.6  Septa, tan PTFE/silicone ขนาด 20 mm (Agilent technologies, U.S.A.) 
3.1.7  aluminum crimp cap ขนาด 20 mm (Agilent technologies, U.S.A.) 
3.1.8  Crimper, 20 mm (Agilent technologies, U.S.A.) 
3.1.9  Decapper, 20 mm (Agilent technologies, U.S.A.) 
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3.1.10  Auto pipette (Capp, Denmark) 
3.1.11  อุปกรณ์และเคร่ืองแกว้อ่ืน ๆ ที่ใชใ้นหอ้งทดลอง 

 
3.2  การหาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวธีิของ Lane and Eynon’s volumetric method 

(ตาม มอก. 268-2521) 
 

3.2.1  Hot plate Stirrer (V.go, Model V.mag HS 7) 
3.2.2  Burette ขนาด 50 ml 
3.2.3  เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 220 กรัม ความละเอียด 0.0001 กรัม (Sartorius, 

Model BSA224S-CW, Germany) 
3.2.4  อุปกรณ์และเคร่ืองแกว้อ่ืน ๆ ที่ใชใ้นหอ้งทดลอง 
 

3.3  การวเิคราะห์ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมดในน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัโดยใช้
แฮนด ์รีแฟรคโตมิเตอร์ (Hand Refractometer) 

 
3.3.1  Hand Refractometer 0-32 oBrix (Atago, Model ATC-1, Japan) 
3.3.2  ผา้ขาวบาง 
3.3.3  อุปกรณ์และเคร่ืองแกว้อ่ืน ๆ ที่ใชใ้นหอ้งทดลอง 

 
3.4  การหาความช้ืนมนัเสน้บด (AOAC, 2000) 

 
3.4.1  ตูอ้บลมร้อน (Binder, Model RF 115) 
3.4.2  ถว้ยอะลูมิเนียม 
3.4.3  โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
3.4.4  เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 220 กรัม ความละเอียด 0.0001 กรัม (Sartorius, 

Model BSA224S-CW, Germany) 
3.4.5  อุปกรณ์และเคร่ืองแกว้อ่ืน ๆ ที่ใชใ้นหอ้งทดลอง 
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ภาพที่ 37  ถงัหมกัขนาด 60 ลิตร ที่ใชใ้นการยอ่ยและหมกัเอทานอลจากมนัเสน้บด 
 

 
 
ภาพที่ 38  หมอ้ก าเนิดไอน ้ า (Steam boiler) 
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ภาพที่ 39  เคร่ืองควบคุมค่า pH (pH controller) 
 

 
 

ภาพที่ 40  หวัวดัค่า pH (pH sensor) 
 

 
 

ภาพที่ 41  เคร่ืองควบคุมค่า ORP (ORP controller) 
 

 
 

ภาพที่ 42  หวัวดัค่า ORP (ORP sensor) 
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ภาพที่ 43  น ้ ายาปรับตั้งค่า pH 4.01 (ซา้ย) และ pH 7.01 (ขวา) 
 

 
 
ภาพที่ 44  น ้ ายาปรับตั้งค่า ORP 240 mV 
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ภาพที่ 45  เคร่ืองวดัอุณหภูมิ (Temperature controller 
 

 
 

ภาพที่ 46  หวัวดัอุณหภูมิ (Temperature sensor) 
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ภาพที่ 47  ป้ัมลม (Air compressor) 
 

 
 
ภาพที่ 48  Regulator 
 

 
 
ภาพที่ 49  Air flow meter 
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ภาพที่ 50  Solenoid Valve 
 

 
 

ภาพที่ 51  Syringe filter nylon ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 

 
 
ภาพที่ 52  เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 3200 กรัม ความละเอียด 0.01 กรัม 
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ภาพที่ 53  เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 220 กรัม ความละเอียด 0.0001 กรัม 
 

 
 
ภาพที่ 54  เคร่ืองชัง่น ้ าหนกัไฟฟ้า ขนาด 20 กิโลกรัม ความละเอียด 2 กรัม 
 

 
 
ภาพที่ 55  นาฬิกาจบัเวลา 
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ภาพที ่56  เคร่ืองวดัความเร็วรอบแกนเพลา 
 

 
 
ภาพที่ 57  เคร่ืองเหวีย่งแยก 
 

 
 
ภาพที่ 58  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง 
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ภาพที่ 59  หลอดพลาสติกส าหรับป่ันเหวีย่ง ขนาด 15 ml 
 

 
 

ภาพที่ 60  Gas Chromatography ต่อพว่งกบั Headspace 
 

 
 
ภาพที่ 61  Flat bottom headspace vials ขนาด 20 ml 
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ภาพที่ 62  Septa, tan PTFE/silicone ขนาด 20 mm 
 

  
 
ภาพที่ 63  Aluminum crimp cap ขนาด 20 mm 
 

 
 
ภาพที่ 64  Crimper, 20 mm 
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ภาพที่ 65  Decapper, 20 mm 
 

 
 

ภาพที่ 66  Hot plate Stirrer 
 

 
 
ภาพที่ 67  Burette ขนาด 50 ml 
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ภาพที่ 68  Hand Refractometer 0-32 oBrix 
 

 
 

ภาพที่ 69  ตูอ้บลมร้อน 
 

 
 

ภาพที ่70  โถดูดความช้ืน (Desiccator)  
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 4.  สารเคมี 
 

4.1  โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) (Ajax, Australia) 
4.2  แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2.H2O) (Ajax, Australia) 
4.3  กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (96 % of H2SO4) (Ajax, Australia) 
4.4  กลูโคสบริสุทธ์ิ (D-Glucose, C6H12O6) (Ajax, Australia) 
4.5  เอทานอล (ethanol 99.9%) (Merck, Germany) 
4.6  ไอโซโพรพานอล (propan-2-ol) (Ajax, Australia) 
4.7  คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) (Ajax, Australia) 
4.8  โปตสัเซียมโซเดียมตาร์เตรตเตตระไฮเดรต (KNaC4H4O6.4H2O) (Ajax, Australia) 
4.9  เมทิลีนบลูอินดิเคเตอร์ (Methylene blue indicatior) (Ajax, Australia) 
4.10  น ้ ากลัน่ 

 
 5.  วตัถุดิบ 
 

มนัเสน้บด 
 

 
 
ภาพที่ 71  มนัเสน้บด 
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 6.  จุลินทรีย ์
 

ยสีตแ์หง้ Saccharomyces cerevisiae ช่ือทางการคา้ Fali Green (AB Mauri, China) 
อตัราการส่วนในการใชเ้ท่ากบั ยสีตแ์หง้ 0.6-1.2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม 
 

 
 
ภาพที่ 72  ยสีตแ์หง้ Saccharomyces cerevisiae ช่ือทางการคา้ Fali Green 
 
 7.  เอนไซม ์
 

7.1  เอนไซม ์α-amylase ช่ือทางการคา้ GC358 (Genencor International Wisconsin 
Inc., U.S.A.) ใชใ้นอตัราส่วน 0.20-0.24 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม 

 

 
 

ภาพที่ 73  เอนไซม ์α-amylase ช่ือทางการคา้ GC358 
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7.2  เอนไซม ์glucoamylase ช่ือทางการคา้ GC147 (Genencor International Wisconsin 
Inc., U.S.A.) ใชใ้นอตัราส่วน 0.50-0.75 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม 

 

 
 
ภาพที่ 74  เอนไซม ์Glucoamylase ช่ือทางการคา้ GC147  



 

 

 

89 

วิธีการ 
 
1.  การออกแบบ และสร้างถังหมัก 
 
 ในงานวจิยัน้ีไดศ้ึกษาการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการยอ่ยใหเ้ป็นน ้ าตาล
และหมกัพร้อมกนั (Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวิธีการใหอ้ากาศในระหวา่งกระบวนการหมกั และ
ควบคุมค่า Oxidation-reduction potential (ORP) โดยการออกแบบ และสร้างถงัหมกั จะตอ้งท าให้
เกิดสภาพแวดลอ้มที่ควบคุมไดส้ าหรับการเจริญของยสีต ์เพือ่ใหไ้ดผ้ลผลิตตามตอ้งการ ซ่ึงการ
ออกแบบถงัหมกัที่ใชก้บังานวจิยัน้ี จะตอ้งมีระบบควบคุมการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั โดยใช้
เคร่ืองควบคุมค่า ORP เป็นตวัควบคุมการปล่อยอากาศเขา้ภายในถงั ดงันั้นการออกแบบถงัหมกัใน
งานวจิยัน้ีจะออกแบบใหมี้ปริมาตรใชง้าน 60 ลิตร ในภาพที่ 75, 76 และ 77 แสดงลกัษณะตูค้วบคุม  
ถงัหมกั และส่วนประกอบของถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ
หมกัแบบ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 ที่ประกอบเสร็จเรียบร้อย
ตามล าดบั 
 

 
 
ภาพที่ 75  ตูค้วบคุมถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกัแบบ 

SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147  

Temperature 
Controller 

pH Controller 
ORP Controller 
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ภาพที่ 76  ถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกัแบบ SSF ที่ผา่น

การท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 ที่ประกอบเสร็จเรียบร้อย 
  

Regulator 

Solenoid Valve 

Syringe filter 

Air flow meter 

ตวัถงัหมกั 

ฝาปิดดา้นบน 

มอเตอร์ขบั
ใบพดักวน เกียร์ทด 

ท่อใหอ้ากาศ 
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ภาพที่ 77  ส่วนประกอบของถงัหมกัส าหรับการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการหมกั

แบบ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 
 

ตวัถงัหมกั 

ฝาปิดดา้นบน 

มอเตอร์ขบั
ใบพดักวน 

เกียร์ทด 

วาลว์ใหไ้อ
น ้ าและวาลว์
ใหน้ ้ าหล่อ
เยน็เขา้ 

Internal Coil 

ทอ่ปล่อยไอ
น ้ าและน ้ า

หล่อเยน็ออก 

หวัพน่อากาศ 
ใบพดักวน 

วาลว์เก็บ
ตวัอยา่งและ
ระบายน ้ าหมกั 
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 1.1  ตวัถงัหมกั (Fermentation vessels) 
 

ตวัถงัเป็นรูปทรงกระบอกท าดว้ยเหล็กกลา้ไร้สนิม (stainless steel) เกรด 304 หนา 3.0 
มิลลิเมตรที่สามารถทนการกดักร่อนจากกรดและเบสได ้กน้ถงัจะเป็นแบบฝาคร่ึงทรงรี ที่สามารถ
ปล่อยของเหลวไหลออกไดง่้าย ไม่ตกคา้ง และสามารถช่วยเพิม่ความตา้นทานต่อแรงดนัภายในถงั
หมกัไดดี้ขึ้น โดยหลกัการการออกแบบขนาดของตวัถงัหมกัไดอ้า้งอิงจาก McNeil and Harvey 
(2008) , Stanbury et al. (1999) และวทิยา (2538) โดยการค านวณอตัราส่วนต่าง ๆ ในการออกแบบ
ถงัหมกัเร่ิมตน้โดยการก าหนดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของถงัหมกั (D) = 38 เซนติเมตร และจากนั้นใชค้่า 
D หาขนาดต่าง ๆ ดงัน้ี ความสูงของถงัหมกั (H) เท่ากบั H/D = 2.05  เสน้ผา่นศูนยก์ลางของใบพดั
กวน (P) เท่ากบั P/D = 0.47  ระยะห่างระหวา่งใบพดักวนกบักน้ถงั (Z) เท่ากบั P/Z = 0.5  ระยะห่าง
ใบพดักวน (W และ Y) เท่ากบั P/W = P/Y = 1  และระยะห่างระหวา่งใบพดักวนกบัระดบัของของ 
เหลว (V) เท่ากบั P/V = 1.5  โดยการค านวณขนาดของถงัหมกัที่ประกอบดว้ย 3 ใบพดักวนที่ใชใ้น
งานวจิยัน้ีไดข้นาดต่าง ๆ ของถงัหมกั แสดงดงัภาพที่ 78 
 

 
 
ภาพที่ 78  ขนาดของถงัหมกัที่ประกอบดว้ย 3 ใบพดักวน ที่ไดจ้ากการค านวณ โดยอา้งอิงจาก 

McNeil and Harvey (2008) , Stanbury et al. (1999) และวทิยา (2538) 
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เสน้ผา่นศูนยก์ลางของถงัหมกั (D)    =  38 เซนติเมตร 
ความสูงของถงัหมกั (H ; H/D = 2.05)    =  78 เซนติเมตร 
ความสูงของอาหารเล้ียงเช้ือ (L)     =  57 เซนติเมตร 
เสน้ผา่นศูนยก์ลางของใบพดักวน (P ; P/D = 0.47)  =  18 เซนติเมตร 
ระยะห่างระหวา่งใบพดักวนกบัระดบัของของเหลว (V ; P/V = 1.5)  =  12 เซนติเมตร 
ระยะห่างใบพดักวน (W และY ; P/W = 1, P/Y = 1)  =  18 เซนติเมตร 
ระยะห่างระหวา่งใบพดักวนกบักน้ถงั (Z ; P/Z = 0.5)  =  9 เซนติเมตร 

 
 รอบตวัถงัหมกัมีการบฉุนวนใยแกว้ หนา 5 เซนติเมตร ซ่ึงเป็นฉนวนกนัความร้อน เพือ่
ป้องกนัความร้อนออกสู่ภายนอก เน่ืองจากในขั้นตอนการยอ่ยมนัเสน้บดใหเ้ป็นน ้ าตาลใชอุ้ณหภูมิ
สูงถึง 85 องศาเซลเซียส มีชุดล็อคฝาถงัเขา้กบัตวัถงัจ  านวน 5 ชุด ซ่ึงเป็นแบบเกลียวหมุนบีบฝาถงั
เขา้กบัตวัถงั มีการใหค้วามร้อนดว้ยไอน ้ าและควบคุมอุณหภูมิที่ 85 และ 65 องศาเซลเซียส ใน
ระหวา่งการยอ่ยแป้งเป็นน ้ าตาล จะท าใหถ้งัหมกัเก็บความร้อนไดน้านขึ้น ซ่ึงจะใชป้ริมาณไอน ้า
นอ้ยลง ตวัถงัหมกัมีการเจาะรูเป็นช่องต่าง ๆ ดงัน้ี และแสดงดงัภาพที่ 79 
 

 
 
ภาพที่ 79  ลกัษณะตวัถงัหมกั 
 
 1.1.1  ช่องส าหรับท่อขนาด 0.5 น้ิว 4 ท่อ คือ ท่อไอน ้ า  ท่อน ้ าหล่อเยน็เขา้  ท่อไอน ้ าหรือน ้ า
หล่อเยน็ออก และท่อปล่อยอากาศเขา้สู่ถงัหมกั 

ฉนวนกนั
ความร้อน 

ท่อเก็บตวัอยา่ง
และระบายน ้ าหมกั ท่อใหอ้ากาศ 

ท่อไอน ้ า, ท่อน ้ า
หล่อเยน็เขา้ และ
ท่อไอน ้ าหรือน ้ า
หล่อเยน็ออก 

ชุดล็อคฝาถงั 
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 1.1.2  ช่องส าหรับท่อขนาด 1 น้ิว ที่ดา้นล่างของถงัหมกั เพือ่เก็บตวัอยา่ง และระบายน ้ า
หมกัออกจากถงัหมกั 
 1.1.3  ช่องส าหรับติดตั้งตวัมอเตอร์ขนาด 3 น้ิว เพือ่ใชใ้นการขบัเคล่ือนใบพดักวน ทาง
ดา้นล่างของถงัหมกั 
 
 1.2  ฝาปิดดา้นบนของถงัหมกั (Head Plate Fittings) 
 

ฝาปิดดา้นบนของถงัหมกั ท าดว้ยเหล็กกลา้ไร้สนิม เกรด 304 ใชส้ าหรับเปิด-ปิดถงั
หมกัจากทางดา้นบนของตวัถงัหมกั โดยมีหูล็อคฝาถงัจ านวน 5 หู เพือ่บีบฝาถงัเขา้กบัตวัถงั ท  าให้
ฝาถงัปิดเขา้กบัถงัหมกัไดส้นิท ไม่ใหอ้ากาศ หรือส่ิงปนเป้ือนจากภายนอกเขา้สู่ถงัหมกั และมี
เกลียวยดึฝาถงัเขา้กบัตวัถงั ซ่ึงจะเป็นเกลียวหมุน ท าใหฝ้าถงัเล่ือนขึ้น-ลง และหมุนไปทางซา้ย-ขวา
ไดอ้ยา่งอิสระ ฝาปิดดา้นบนของถงัหมกัมีการเจาะรูเป็นช่องต่าง ๆ ดงัน้ี และแสดงดงัภาพที่ 80 
 

 
 
 
ภาพที่ 80  ลกัษณะฝาปิดดา้นบนของถงัหมกั 
 

1.2.1  ช่องส าหรับติดตั้ง pH sensor ขนาด 1.5 น้ิว เกลียวท่อ NPT 
1.2.2  ช่องส าหรับติดตั้ง ORP sensor ขนาด 1.5 น้ิว เกลียวท่อ NPT 
1.2.3  ช่องส าหรับติดตั้ง Temperature sensor ขนาด 0.5 น้ิว เกลียวท่อ NPT 

ORP sensor pH sensor 

ช่องมอง 

ช่องระบาย
อากาศ 

ช่องเติม
อาหารเล้ียง
เช้ือ, กลา้เช้ือ, 
กรด และด่าง 

Temperature 
sensor ช่องอ่ืนๆ หูล็อคฝาถงั 

เกลียวยดึฝาถงั
เขา้กบัตวัถงั 
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1.2.4  ช่องมอง ขนาด 3 น้ิว 
1.2.5  ช่องส าหรับเติมอาหารเล้ียงเช้ือ  กลา้เช้ือ  กรด และด่าง ใช ้Ferrule ขนาด 2 น้ิว 
1.2.6  ช่องส าหรับอากาศที่จะผา่นออกไปจากถงัหมกั ขนาด 0.5 น้ิว เกลียวท่อ NPT 
1.2.7  ช่องอ่ืน ๆ 1 ช่อง ขนาด 0.5 น้ิว เกลียวท่อ NPT 

 
 1.3  ระบบควบคุมค่า ORP 
 

ระบบควบคุมค่า ORP ประกอบดว้ยส่วนต่าง ๆ 8 ส่วน คือ ORP controller, ORP 
sensor, ป้ัมลม, Regulator, Air flow meter, Solenoid valve, Syringe filter และ Sparger ประกอบเขา้
ดว้ยกนัดงัภาพที่ 81 

 

 
 
1.  ป้ัมลม 
2.  Regulator 
3.  Air flow meter 
4.  Solenoid valve 
 

5.  Syringe filter 
6.  Sparger 
7.  ORP controller 
8.  ORP sensor 

ภาพที่ 81  ระบบควบคุมค่า ORP ของถงัหมกัเอทานอล 
 

การควบคุมค่า ORP ดว้ยเคร่ืองควบคุมค่า ORP (ORP controller) และหวัวดัค่า ORP 
(ORP sensor) ซ่ึง ORP controller จะท างานโดยการตั้งค่าไวต้ามที่ก  าหนด เม่ือค่า ORP ต ่ากวา่ค่าที่
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ก าหนดไว ้ORP controller จะส่งสญัญาณไฟฟ้าไปยงั solenoid valve ใหเ้ปิดวาลว์ปล่อยอากาศเขา้
มาในถงัหมกัจนกระทัง่ค่า ORP ปรับมาอยูใ่นระดบัที่ตอ้งการ ORP controller จะส่งสญัญาณไฟฟ้า
ไปยงั solenoid valve ใหว้าลว์ปิดโดยอตัโนมติั โดยอากาศที่เขา้ไปในถงัหมกัจะเร่ิมจากป้ัมลม ซ่ึง
จะมีแรงดนัมาก จึงตอ้งลดแรงดนัลมและควบคุมใหค้งที่ดว้ย Regulator และผา่นต่อไปยงั Air flow 
meter โดยตั้งอตัราการไหลที่ 5 ลิตรต่อนาที และอากาศจะถูกกรองดว้ย Syringe Filter ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ท าใหไ้ดอ้ากาศที่ปลอดเช้ือผา่นเขา้สู่ตวัถงัหมกัทางท่อดา้นล่างที่เรียกวา่ท่อพน่อากาศ 
(sparger) และถูกตีใหฟ้องมีขนาดเล็กโดยใบพดักวน เพือ่ป้องกนัการปัญหาอุดตนั จึงเลือกใชห้วัพน่
อากาศแบบ Ring Sparger ที่ท  าดว้ยเหล็กกลา้ไร้สนิม ขนาดท่อ 0.5 น้ิว และมีรูพน่อากาศขนาดเสน้
ผา่นศูนยก์ลาง 2 มิลลิเมตร รอบวงแหวนพน่อากาศ ดงัภาพที่ 82 ซ่ึงหวัพน่อากาศแบบ Ring Sparger 
สามารถครอบคลุมการใหอ้ากาศไดอ้ยา่งทัว่ถึง ท  าใหมี้การกระจายตวัของอากาศที่ดีและยงัเพิม่
ความสามารถในการตีฟองอากาศจากใบพดักวนแบบ Open Turbine แบบใบพดัตั้งตรง ไดดี้ยิง่ขึ้น 
การติดตั้งจะคว  ่า Ring sparger ดา้นที่มีรูลงดา้นล่าง เพือ่ป้องกนัการอุดตนัของน ้ าหมกั และท าให้
อากาศสมัผสักบัน ้ าหมกัไดม้าก และนานยิง่ขึ้น 
 

 
 
ภาพที่ 82  หวัพน่อากาศแบบ Ring sparger 
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 1.4  ระบบควบคุมอุณหภูมิ 
 

การควบคุมอุณหภูมิของน ้ าหมกัในถงัหมกัจะประกอบดว้ย การเพิม่อุณหภูมิดว้ยการ
ใหค้วามร้อนโดยใชไ้อน ้ า และการลดอุณหภูมิดว้ยน ้ าหล่อเยน็ที่อุณหภูมิปกติ (อุณหภูมิหอ้ง
ประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส) โดยอาศยัการท างานจาก Temperature sensor ที่อยูใ่นถงัหมกั ซ่ึงจะ
แสดงอุณหภูมิในถงัหมกัที่หนา้จอของเคร่ืองวดัอุณหภูมิ (Temperature indicator) เม่ืออุณหภูมิสูง
หรือต ่ากวา่ที่ตอ้งการจึงเปิดวาลว์เพือ่ส่งไอน ้ า หรือน ้ าหล่อเยน็เขา้มาในถงัหมกั โดยผา่น Internal 
coil ที่อยูใ่นถงัหมกั ซ่ึง Internal coil มีลกัษณะเป็นท่อขดเป็นวงกลมเรียงกนัเป็นชั้น ๆ อยูภ่ายในถงั
หมกั ดงัภาพที่ 83 โดยน ้ าหล่อเยน็หรือไอน ้ าจะไหลผา่น Internal coil เพือ่ควบคุมอุณหภูมิภายในถงั
หมกั ซ่ึงจะสามารถเพิม่และลดอุณหภูมิภายในถงัหมกัไดอ้ยา่งรวดเร็ว 

 
การเพิม่อุณหภูมิจะท าไดโ้ดยการปล่อยไอน ้าจากเคร่ืองก าเนิดไอน ้ า โดยปิดวาลว์ของ

ท่อน ้ าหล่อเยน็และเปิดวาลว์ของท่อไอน ้ า แลว้ไอน ้ าจะเขา้สู่ Internal coil และจากนั้นไอน ้ าที่ผา่น
การแลกเปล่ียนความร้อนจะกลายเป็นน ้ าแลว้จึงไหลออกจาก coil ส่วนการลดอุณหภูมิ จะปิดวาลว์
ของท่อไอน ้ าและเปิดวาลว์ของท่อน ้ าหล่อเยน็ ใหน้ ้ าหล่อเยน็เขา้สู่ coil และจากนั้นจึงออกจาก coil 
โดย Coil ที่อยูภ่ายในถงัจะถ่ายเทความร้อนใหแ้ก่น ้ าแป้งในระหวา่งการหมกัท าใหอุ้ณหภูมิลดลง 
 

         
 
ภาพที่ 83  ลกัษณะของ Internal coil ที่ติดตั้งในถงัหมกั 
 1.5  ระบบการกวนผสม 

วาลว์ใหไ้อน ้ าเขา้ 

ท่อใหไ้อน ้ าและ
น ้ าหล่อเยน็ออก 

วาลว์ใหน้ ้ า
หล่อเยน็เขา้ 
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ระบบการกวนผสมมีประโยชน์ส าหรับการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย

กระบวนการหมกัแบบ SSF ทีผ่า่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวิธีการให้
อากาศในระหวา่งกระบวนการหมกั และควบคุมค่า ORP คือ กวนผสมน ้ าหมกัใหเ้ขา้กนั ไม่ท าให้
น ้ าหมกัตกตะกอน ช่วยใหก้ารกระจายความร้อนในถงัหมกัสม ่าเสมอ และท าใหก้ารกระจายตวัของ
อากาศในถงัหมกัสม ่าเสมอ ดงันั้น ระบบการกวนผสมจึงมีความส าคญัอยา่งยิง่ ระบบการกวนผสม
ประกอบดว้ย ใบพดักวน และมอเตอร์ ใบพดักวนที่เลือกใชใ้นการหมกัเอทานอล คือ Open Turbine 
แบบใบพดัตั้งตรง เน่ืองจากสามารถตีฟองอากาศที่ถูกพน่เขา้มาในถงัหมกัใหแ้ตกกระจายออกได้
อยา่งรวดเร็ว โดยไม่เกิด Air bubble flooding ที่บริเวณแกนใบพดั ท าใหอ้ากาศภายในถงัหมกัมี
ความเขม้ขน้ที่สม ่าเสมอกนัทัว่ทั้งถงัหมกั รวมถึงอาหารเล้ียงเช้ือ  กลา้เช้ือ  กรด  และด่าง ที่ถูกเติม
ลงไปในถงัหมกั และท าใหน้ ้ าหมกัไม่ตกตะกอน โดยใบพดักวนที่ใชใ้นถงัหมกัจะมีทั้งหมด 3 
ใบพดักวน วางที่ระดบัความสูงที่แตกต่างกนั ซ่ึงไดจ้ากการค านวณในการออกแบบขนาดตวัถงัหมกั
ในหวัขอ้ที่ 1.1 โดยมีระยะห่างระหวา่งใบพดักวนกบักน้ถงั (Z) 100 เซนติเมตร และระยะห่างใบพดั
กวน (W และ Y) 200 เซนติเมตร ดงัภาพที่ 76 ส่วนมอเตอร์ใชข้นาด 1 hp (0.75 kW) ต่อกบัเกียร์ทด
ในอตัรา 1:20 และต่อเขา้กบัเพลาของใบพดักวน ดงัภาพที่ 84 
 

 
 

ภาพที่ 84  ลกัษณะของใบพดักวนที่ติดตั้งในถงัหมกั 
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ใบพดักวนที่ใชใ้นการหมกัเอทานอล เป็นชนิด Open Turbine แบบใบพดัตั้งตรง 
ออกแบบโดยใชห้ลกัการของ Stanbury et al. (1999) จะได ้เสน้ผา่นศูนยก์ลางของใบพดักวน 18 
เซนติเมตร และความกวา้งของใบพดักวน 18 มิลลิเมตร ซ่ึงใบพดัจะมีทั้งหมด 6 แฉก ดงัภาพที่ 85 
 

 
 
ภาพที่ 85  ใบพดักวนของถงัหมกั 
 
 1.6  เคร่ืองวดัค่า pH 
 

ในการทดลองน้ีจะท าการหมกัแบบ Batch จึงไม่จ าเป็นตอ้งควบคุมค่า pH ของน ้ าหมกั 
pH ที่เหมาะสมในกระบวนการหมกัจะถูกปรับใหเ้หมาะสมก่อนการหมกัจะเร่ิมขึ้น ดงันั้นจึงใช ้pH 
controller และ pH sensor ในการวดัค่า pH ของน ้าหมกั โดย pH sensor จะถูกติดตั้งอยูก่บัฝาปิด
ดา้นบนของถงัหมกั 
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2.  การทดสอบการกระจายอุณหภูมิของน ้าภายในถังหมัก เน่ืองจากการกวนด้วยใบกวน 
 
 การทดสอบการกระจายอุณหภูมิของน ้ าภายในถงัหมกั เพือ่ใชเ้ป็นดชันีช้ีวดัวา่ระบบการ
เพิม่และลดอุณหภูมิโดยใช ้Internal coil และระบบการกวนจากใบพดักวน ชนิด Open Turbine 
แบบใบพดัตั้งตรง สามารถท าใหอุ้ณหภูมิภายในถงัหมกัเกิดการจายอยา่งสม ่าเสมอ ซ่ึงถา้ภายในถงัมี
การกระจายอุณหภูมิที่สม ่าเสมอ ก็สามารถบอกไดว้า่การกระจายของวตัถุดิบที่อยูภ่ายในถงัหมกัใน
ระหวา่งการหมกั ก็จะมีการกระจายตวัสม ่าเสมอโดยถา้มีการกระจายที่ดีจะมีผลท าให้ป้องกนัการ
ตกตะกอนของเซลล ์และสารแขวนลอยต่าง ๆ นอกจากน้ียงัช่วยใหเ้กิดการกระจายของฟองอากาศ 
ท าใหฟ้องอากาศมีขนาดเล็กลงจึงช่วยเพิม่อตัราการถ่ายเทออกซิเจนได ้และยงัเป็นตวัช้ีวดัไดว้า่น ้ า
หมกัมีการผสมและกระจายตวัอยา่งสม ่าเสมอเช่นเดียวกนั โดยจะท าการวดัอุณหภูมิของน ้ าที่
ต  าแหน่งดา้นบนและดา้นล่างของถงัหมกั โดยใช ้Sensor วดัอุณหภูมิ 2 ตวั ดงัแสดงในภาพที่ 86 
เม่ือมีการเพิม่อุณหภูมิโดยใชไ้อน ้ า และลดอุณหภูมิโดยใชน้ ้ าหล่อเยน็ผา่น Internal coil ซ่ึงมีการ
กวนน ้ าภายในถงัหมกัจากใบพดักวนอยา่งต่อเน่ืองที่ความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาที โดยจะท าการ
บนัทึกค่าอุณหภูมิทุกๆ 2 นาที จนกระทัง่อุณหภูมิสูงจนถึงค่า 90 องศาเซลเซียส เม่ือมีการเพิม่
อุณหภูมิโดยใชไ้อน ้ าผา่นเขา้ไปใน Internal coil และบนัทึกคา่อุณหภูมิทกุๆ 2 นาทีจนกระทัง่
อุณหภูมิลดลงจนถึงคา่ 35 องศาเซลเซียส เม่ือตอ้งการลดอุณหภูมิโดยใชน้ ้ าไหลผา่นเขา้ไปใน 
Internal coil 
 

 
 
ภาพที่ 86  ต  าแหน่งในการติดตั้ง Sensor วดัอุณหภูมิ ที่ใชใ้นการทดสอบการกระจายอุณหภูมิของ

น ้ าภายในถงัหมกั  
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3.  การเตรียมวัตถุดิบ เอนไซม์ และกล้าเช้ือยีสต์ 
 

 3.1  การเตรียมมนัเสน้บด 
 

โม่มนัเสน้ใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ืองโม่ จากนั้นสุ่มตวัอยา่งมาวดั %แป้ง และความช้ืนของ
มนัเสน้ แลว้น ามนัเสน้ที่บดแลว้ใส่ถุงพลาสติกเพือ่ป้องกนัความช้ืน และเก็บรักษาไวใ้นที่แหง้ 

 
 3.2  การเตรียมเอนไซม ์

 
เอนไซมท์ี่ใชใ้นการทดลอง คือ เอนไซม ์α-amylase ช่ือทางการคา้ GC358 ใชใ้น

อตัราส่วน 0.2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม และเอนไซม ์Glucoamylase ช่ือทางการคา้ GC147 ใชใ้น
อตัราส่วน 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ซ่ึงการเตรียมเอนไซมก่์อนการยอ่ยจะตอ้งรู้ปริมาณแป้งที่อยู่
ในตวัอยา่งมนัเสน้ก่อน จากนั้นค  านวณปริมาณเอนไซมท์ี่จะใชจ้ากปริมาณแป้งในตวัอยา่งมนัเสน้
ดงัที่กล่าวไวข้า้งตน้ จากนั้นเขยา่ขวดเอนไซม ์เน่ืองจากอาจมีการตกตะกอนอยู ่และชัง่น ้ าหนกั
เอนไซมท์ี่จะใชใ้ส่ลงไปในถงัยอ่ย ก่อนใส่เอนไซมล์งไปในถงัยอ่ยจะตอ้งปรับ pH และอุณหภูมิให้
เหมาะสมกบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด การเตรียมเอนไซมน้ี์จะเตรียมใหพ้อใชใ้นแต่ละคร้ัง 

 
 3.3  การเตรียมกลา้เช้ือยสีต ์

 
กลา้เช้ือยสีตท์ี่ใชใ้นการทดลองจะเป็นยสีตแ์หง้ Fali Green ซ่ึงมีอตัราการส่วนในการ

ใชค้ือ ยสีตแ์หง้ Fali Green 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม โดยการเตรียมจะตอ้งท าการรีไฮเดรต 
(Rehydrated) ยสีตแ์หง้ ซ่ึงเป็นการท าให้ยสีตค์ืนตวัก่อนเติมลงในถงัหมกั เพือ่ใหย้สีตป์รับตวั และ
พร้อมส าหรับกิจกรรมในกระบวนการหมกั โดยการท ารีไฮเดรตยสีต ์เร่ิมตน้ดว้ยการผสมน ้ าที่ผา่น
การฆ่าเช้ือแลว้ที่อุณหภูมิ 35±5 องศาเซลเซียส 80 มิลลิลิตร กบั Glucose 2 กรัม และเทผสมกบัยสีต์
แหง้ ทิ้งไว ้15-30 นาที ไม่ตอ้งกวนผสมกนั เพราะจะท าใหเ้ซลลข์องยสีตแ์ตก การเตรียมกลา้ยสีตน้ี์
จะเตรียมใหพ้อใชใ้นแต่ละคร้ัง 
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4.  การศีกษาองค์ประกอบทางเคมีของมันเส้นบด 
 
 วเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของมนัเสน้บดที่ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอล คือ 
ความช้ืน วเิคราะห์ตามวธีิมาตรฐานของ AOAC (2000) และปริมาณแป้ง วเิคราะห์ตามวธีิโพลาริ
เมตริก (Polarimetric method) 
 
5.  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการย่อยแป้งให้เป็นน ้าตาลจากมันเส้นบด 

 
 การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยแป้งให้เป็นน ้ าตาลจากมนัเสน้บด เพือ่น าเด็กซ์ทริน 
(Dextrin) หรือน ้ าตาลกลูโคส ไปใชใ้นการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการยอ่ยใหเ้ป็นน ้ าตาลและ
หมกัพร้อมกนั (Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 เร่ิมตน้โดยน ามนัเสน้บดที่ถูกเตรียมไวม้าผา่นขั้นตอนการ
ยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก (Liquefaction) ดว้ยเอนไซม ์GC358 จะไดม้อลโทเด็กซ์ทริน (Maltodextrin) 
หรือน ้ าแป้งเหลว จากนั้นน าน ้ าแป้งเหลวที่ไดม้าผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 จะไดน้ ้ าตาลกลูโคส จากกระบวนการดงักล่าวไดท้  าการศึกษา 1) หาเวลาที่เหมาะสมในการ
ยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC358 และ 2) หาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 
 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีจะไม่ท าการศึกษาความเขม้ขน้ของของมนัเสน้  ความเขม้ขน้ของ
เอนไซม ์GC358 ที่ใชใ้นการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรก  ความเขม้ขน้ของเอนไซม์ GC147 ที่ใชใ้นการท า 
Pre-Saccharification และปริมาณยสีตท์ี่ใชใ้นการหมกั ซ่ึงจะใชค้วามเขม้ขน้ของมนัเสน้ที่ไดจ้าก
การศึกษาของธนัยาภรณ์ (2548) คือ 25% ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC358 ที่ใชค้ือ 0.2 กรัมต่อแป้ง 
1000 กรัม และความเขม้ขน้ของเอนไซม์ GC147 ที่ใชค้ือ 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ซ่ึงไดจ้าก
ขอ้มูลผลิตภณัฑข์องบริษทั Genencor International Wisconsin Inc. และปริมาณของยสีตแ์หง้ Fali 
Green ที่ใชค้ือ 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ซ่ึงไดจ้ากขอ้มูลผลิตภณัฑข์องบริษทั สยามวคิตอร่ี เคมิ
คอล จ ากดั 
 
  



 

 

 

103 

 5.1  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก (Liquefaction) ดว้ย
เอนไซม ์GC358 
 

การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC 358 โดย
ใชค้วามเขม้ขน้ของมนัเสน้ 25% ซ่ึงไดจ้ากการศึกษาของธนัยาภรณ์ (2548) และความเขม้ขน้ของ
เอนไซม ์GC358 0.2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม, pH ที่เหมาะสมเท่ากบั 5.7-5.8 และอุณหภูมิที่
เหมาะสมเท่ากบั 83-85 องศาเซลเซียส จากขอ้มูลผลิตภณัฑข์องบริษทั Genencor International 
Wisconsin Inc. ซ่ึงจะท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า ดงันั้นจากการทดลองน้ีจะใชค้วามชั้นของ
เสน้กราฟของค่า DE (Dextrose Equivalent) ต่อเวลา หรือผลต่างของค่า DE ต่อผลต่างของเวลา เป็น
ดชันีช้ีวดัส าหรับการตดัสินใจเลือกเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC358 

 
วธีิการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรก อา้งอิงจาก เจริญศกัด์ิ และคณะ (2546) และสมชาย (2537) 

โดย ธนัยาภรณ์ (2548) ไดน้ ามาดดัแปลงและท าการทดลองหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนั
เสน้คร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์Termamyl120L โดยมีวธีิการในการยอ่ยมนัเสน้ดงัน้ี 

 
เตรียมน ้ าแป้งโดยใชม้นัเสน้จากหวัขอ้ 3.1 เท่ากบั 15 กิโลกรัมผสมกบัน ้ า 45 กิโลกรัม 

(ความเขม้ขน้ของมนัเสน้ 25%) เติมแคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2.H2O) เท่ากบั 2 กรัมต่อแป้ง 1000 
กรัม หลงัจากนั้นปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 5.7-5.8 โดยใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
ความเขม้ขน้ 20% แลว้จึงเติมเอนไซม ์GC358 เท่ากบั 0.2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม น าไปใหค้วาม
ร้อน และควบคุมอุณหภูมิที ่83-85 องศาเซลเซียส โดยกวนดว้ยความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาที 
บนัทึกค่า pH และเก็บตวัอยา่งที่เวลา 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 และ 240 นาที น าไปวเิคราะห์
ค่าสมมูลเด็กซ์โทรส (Dextrose Equivalent, DE) ซ่ึงเป็นอตัราส่วนของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่มีอยู่
ในตวัอยา่ง วิเคราะห์โดยใชว้ธีิ Lane and Eynon’s volumetric method ต่อปริมาณของแขง็ที่ละลาย
ไดท้ั้งหมด (Total Soluble Solid, TSS) ที่วเิคราะห์โดยใช ้Hand Refractometer โดยมีแผนผงัการ
ทดลองดงัแสดงในภาพที่ 87 

 
ในการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC358 จะ

ใช ้2 วธีิในการตดัสินใจเลือกเวลาที่เหมาะ คือ 1) การสร้างกราฟระหวา่งปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และ
ค่า DE กบัเวลา เลือกเวลาที่เหมาะสมโดยปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และค่า DE จะเพิม่ขึ้นจนกระทัง่เร่ิม
คงที่ และ 2) การใชค้วามชนัของค่า DE หรือผลต่างของค่า DE ต่อเวลา ซ่ึงความชนัของค่า DE มีคา่
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สูง แสดงวา่อตัราการผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์สูง ซ่ึงในทางตรงกนัขา้มความชนัของค่า DE มีค่าต  ่า แสดง
วา่อตัราการผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ต ่า หรือผลิตไดช้า้และไม่คุม้คา่กบัเวลาที่เสียไป ดงันั้นจาก 2 วธีิน้ีจะ
สามารถเลือกเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC358 ได ้
 
 5.2  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 

 
ท าการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 

โดยใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC147 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม, pH ที่เหมาะสมเท่ากบั 4.0-4.5 
และอุณหภูมิที่เหมาะสมเท่ากบั 63-65 องศาเซลเซียส จากขอ้มูลผลิตภณัฑข์องบริษทั Genencor 
International Wisconsin Inc. ซ่ึงจะท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า ดงันั้นจากการทดลองน้ีจะใช ้%
น ้ าตาลรีดิวซ์เป็นดชันีช้ีวดัส าหรับการตดัสินใจเลือกเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 

 
วธีิการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 อา้งอิงจาก ธนัยาภรณ์ (2548) ที่

ไดท้  าการทดลองการพฒันาการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้ดว้ยกระบวน SSF ดว้ยเอนไซม ์
AMG300L ที่ผา่นการท า Pre-Saccharifiactoin โดยมีวธีิการในการท า Pre-Saccharification ดงัน้ี 

 
น าแป้งเหลวที่ไดจ้ากการทดลองหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรกดว้ย

เอนไซม ์GC358 ในหวัขอ้ 5.1 มาเป็นวตัถุดิบเร่ิมตน้ของการหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการลดอุณหภูมิลงจาก 83-85 องศาเซลเซียส เป็น 63-65 
องศาเซลเซียส และควบคุมอุณหภูมิน้ีไว ้จากนั้นปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 4.4-4.6 โดยใชก้รดซลัฟู
ริก (H2SO4) เขม้ขน้ 20% แลว้จึงเติมเอนไซม ์GC147 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม โดยกวนดว้ย
ความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาที บนัทึกค่า pH และเก็บตวัอยา่งที่เวลา 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 8, 12, 16, 
20 และ 24 ชัว่โมง น าไปวเิคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่มีอยูใ่นตวัอยา่ง วเิคราะห์โดยใชว้ธีิ Lane 
and Eynon’s volumetric method และปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (Total Soluble Solid, 
TSS) ที่วเิคราะห์โดยใช ้Hand Refractometer โดยมีแผนผงัการทดลองดงัแสดงในภาพที่ 88 

 
ในการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 

จะเลือกใชเ้วลาที่เหมาะสมจากการทดลองของ Panchal (1990) ที่ไดศึ้กษาความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
กลูโคสต่อการเจริญและการหมกัเอทานอลของเช้ือ S. cerevisiae คือ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
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กลูโคสที่ 100 กรัมต่อลิตร หรือ 10% ใหผ้ลผลิตเอทานอลสูงสุด นัน่คือ ปริมาณน ้ าตาลกลูโคส
เร่ิมตน้ที่เหมาะสมต่อการเจริญและการหมกัเอทานอลของยสีต ์S. cerevisiae ดงันั้นในการทดลองน้ี
จะวดัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ นัน่ก็คือ น ้าตาลโมเลกุลเด่ียว (กลูโคส, ฟรุกโทส และกาแล็กโทส) ซ่ึงใน
การยอ่ยแป้งให้เป็นน ้ าตาลดว้ยเอนไซม ์α-amylase และเอนไซม ์glucoamylase ทั้ง 2 ตวัน้ีร่วมกนั 
จะไดน้ ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว (เจริญศกัด์ิ และคณะ,2546) ดงันั้นในการทดลองน้ีจะถือวา่น ้ าตาลรีดิวซ์ 
คือ น ้ าตาลกลูโคส 
 

เตรียมน ้ าแป้งโดยใชม้นัเสน้จากหวัขอ้ 3.1 เท่ากบั 15 กิโลกรัมผสมกบัน ้ า 45 กิโลกรัม 
(ความเขม้ขน้ของมนัเสน้ 25%) 

 
เติม CaCl2.H2O 2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม 

 
ปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 5.7-5.8 โดยใช ้NaOH ความเขม้ขน้ 20% 

 
เติมเอนไซม ์GC358 0.2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม 

 
ใหค้วามร้อน และควบคุมอุณหภูมิที่ 83-85 องศาเซลเซียส 

โดยกวนดว้ยความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาท ี
 

บนัทึกค่า pH และเก็บตวัอยา่งที่ 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 และ240 นาที 
 

วเิคราะห์ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และค่า DE 
 

ภาพที่ 87  แผนผงัการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC 358 
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แป้งเหลวที่ไดจ้ากการทดลองหาเวลาที่เหมาะสม 
ในการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC358 

 
ลดอุณหภูมิ และควบคุมอุณหภูมิที่ 63-65 องศาเซลเซียส 

โดยกวนดว้ยความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาท ี
 

ปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 4.4-4.6โดยใช ้H2SO4 ความเขม้ขน้ 20% 
 

เติมเอนไซม ์GC147 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม 
 

บนัทึกค่า pH และเก็บตวัอยา่งที่ 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 8, 12, 16, 20 และ 24 ชัว่โมง 
 

วเิคราะห์ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 
 

ภาพที่ 88  แผนผงัการยอ่ยคร้ังที่ 2 หรือการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 
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6.  การศึกษาหาความสัมพนัธ์ของค่า Oxidation Reduction Potential (ORP), ปริมาณน า้ตาล
รีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่ได้จากการผลิตเอทานอลจากมันเส้นบดโดยกระบวนการย่อยให้เป็น
น ้าตาลและหมักพร้อมกัน (Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) ที่ผ่านการ
ท า Pre-Saccharification ด้วยเอนไซม์ GC147 หรือกระบวนการหมักแบบปกติ 
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 (กระบวนการหมกัแบบปกติ) จะเป็นการหมกัแบบทัว่ไปที่ใชใ้นการผลิตเอทา
นอล เร่ิมตน้โดยการน ามนัเสน้บดมาผา่นขั้นตอนการยอ่ยคร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์GC358 (ขอ้ 5.1) จะ
ไดแ้ป้งเหลว จากนั้นน าแป้งเหลวที่ไดม้าผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 (ขอ้ 
5.2) ก่อนเขา้สู่กระบวนการหมกัดว้ยยสีตแ์หง้ Fali Green เพือ่เปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสใหเ้ป็นเอทา
นอล เพือ่ 1) ศึกษาความสมัพนัธข์องคา่ ORP, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล และ 2) 
ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล จากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกต ิ
 
 ในการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF 
ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกต ิโดยการวเิคราะห์
ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลและ
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ จากกระบวนการผลิตเอทานอล 
ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป SPSS (Statistic Package for the 
Social Science) ร่วมกบัการวเิคราะห์อตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์และอตัราการผลิตเอทานอลของเซลล์
ยสีตเ์ร่ิมลดลงและคงที ่(Kukec et.al., 2001) 
 
 น ้ าตาลกลูโคสที่ไดจ้ากการทดลองหาเวลาที่เหมาะสมจากการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 ในหวัขอ้ 5.2 ถูดน ามาเป็นวตัถุดิบเร่ิมตน้ของการศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า 
ORP, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่ไดม้าจากกระบวนการหมกัแบบ SSF ที่ผา่น
การท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยท าการลดอุณหภูมิลงจาก 63-65 องศา
เซลเซียส เป็น 30-33 องศาเซลเซียส และควบคุมอุณหภูมิน้ีไว ้จากนั้นปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 
4.4-4.6 โดยใชก้รดซลัฟูริก (H2SO4) เขม้ขน้ 20% แลว้จึงเติมยสีตแ์หง้ Fali Green 0.6 กรัมต่อแป้ง 
1000 กรัม ที่เตรียมจากหวัขอ้ 3.3 โดยกวนดว้ยความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาที บนัทึกคา่ pH, ค่า ORP 
และเก็บตวัอยา่งที่เวลา 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 42, 48, 54, 60, 66 และ72 ชัว่โมง น าไปวเิคราะห์
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ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่มีอยูใ่นตวัอยา่งโดยวธีิ Lane and Eynon’s volumetric method, ปริมาณ
ของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (Total Soluble Solid, TSS) โดย Hand Refractometer และความเขม้ขน้
ของเอทานอลโดย GC (Gas Chromatography) โดยมีแผนผงัการทดลองดงัแสดงในภาพที่ 89 

 
น ้ าตาลกลูโคสที่ไดจ้ากการทดลองหาเวลาที่เหมาะสม 

จากการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 ในหัวขอ้ 5.2 
 

ลดอุณหภูมิ และควบคุมอุณหภูมิที่ 30-33 องศาเซลเซียส 
โดยกวนดว้ยความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาท ี

 
ปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 4.4-4.6 โดยใช ้H2SO4 ความเขม้ขน้ 20% 

 
เติมยสีตแ์ห้ง Fali Green 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ที่เตรียมจากหัวขอ้ 3.3 

 
บนัทึกค่า pH, ค่า ORP และ 

เก็บตวัอยา่งที่เวลา 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 42, 48, 54, 60, 66 และ72 ชัว่โมง 
 

วดัค่าปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด, น ้ าตาลรีดิวซ์ และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
 

ภาพที่ 89  แผนผงัการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 

 
  



 

 

 

109 

7.  การผลิตเอทานอลจากมันเส้นบดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ด้วย
เอนไซม์ GC147 โดยการให้อากาศในระหว่างกระบวนการหมัก 
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการใหอ้ากาศในระหวา่งกระบวนการหมกั เพือ่ศึกษาการเจริญของเซลล์
ยสีต ์การผลิตเอทานอล และเวลาที่ใชใ้นกระบวนการหมกัเม่ือมีการใหอ้ากาศ ซ่ึงหนา้ที่หลกัของ
อากาศหรือออกซิเจนในการหมกัเอทานอล คือ เป็นตวัรับอิเล็กตรอนขั้นสุดทา้ยในลูกโซ่การหายใจ 
นอกจากนั้นออกซิเจนยงัท าหนา้ที่เป็น growth factor ของยสีต ์ท าใหอ้อกซิเจนมีความส าคญัใน
ระดบัอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลในขั้นตอนของการเตรียมกลา้เช้ือ การเล้ียงเช้ือในสภาพที่มี
ออกซิเจน และก่ึงมีออกซิเจน ยสีตจ์ะใหเ้ซลลป์ริมาณสูง ดงันั้น เม่ือเติมอากาศจะท าใหชี้วมวลหรือ
เซลลย์สีตมี์ความเขม้ขน้เพิม่ขึ้น เน่ืองจากยสีตจ์ะมีการเพิม่จ  านวนมากขึ้น ในขณะที่การผลิตเอทา
นอลลดลง ดงันั้น การใหอ้ากาศในช่วงแรก และตลอดกระบวนการหมกั จะเป็นการเพิม่ปริมาณ
เซลลย์สีตใ์หก้บักระบวนการหมกั เพือ่ลดระยะเวลาในการผลิตเอทานอล แต่ยงัใหป้ริมาณเอทานอล
เท่ากบักระบวนการหมกัแบบปกต ิซ่ึงมีวธีิการทดลอง และวธีิการเก็บตวัอยา่งเช่นเดียวกบัหวัขอ้ที่ 6 
เพยีงแต่ในขณะการหมกัจะเติมอากาศที่ผา่นการฆ่าเช้ือ โดยการปล่อยใหอ้ากาศผา่นการกรองดว้ย 
Syringe Filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เพือ่ก าจดัเช้ือที่ปนเป้ือนอยูใ่นอากาศ โดยท าการ 1) ศึกษา
ความสมัพนัธข์องค่า ORP, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล 2) ศึกษาเวลาที่เหมาะสมใน
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 โดยในระหวา่งการหมกัมีการใหอ้ากาศ และ 3) เปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่
เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวิธีการใหอ้ากาศในระหวา่งกระบวนการหมกั กบั การ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 หรือการหมกัแบบปกติ (หวัขอ้ที่ 6) การทดลองน้ีจะแบ่งเป็น 2 การทดลอง (ภาพที่ 90) คือ 
 
 7.1  ใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) 
 7.2  ใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง ของกระบวนการหมกั 
 
 ในการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF 
ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวธีิการใหอ้ากาศในระหวา่ง
กระบวนการหมกั โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) และเปรียบเทียบ
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ค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลและปริมาณน ้าตาลรีดิวซท์ี่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ 
จากกระบวนการผลิตเอทานอล ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป 
SPSS (Statistic Package for the Social Science) ร่วมกบัการวเิคราะห์อตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์และ
อตัราการผลิตเอทานอลของเซลลย์สีตเ์ร่ิมลดลงและคงที ่(Kukec et.al., 2001) 
 

น ้ าตาลกลูโคสที่ไดจ้ากการทดลองหาเวลาที่เหมาะสม 
ในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 ในหวัขอ้ 5.2 

 
ลดอุณหภูมิ และควบคุมอุณหภูมิที่ 30-35 องศาเซลเซียส 

โดยกวนดว้ยความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาท ี
 

ปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 4.4-4.6 โดยใช ้H2SO4 ความเขม้ขน้ 20% 
 

เติมยสีตแ์ห้ง Fali Green 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ที่เตรียมจากหัวขอ้ 3.3 
 
 

ใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาท ี
ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) 

 
 

ใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที 
0-12 ชัว่โมงแรก ของกระบวนการหมกั

 
 

บนัทึกค่า pH, ค่า ORP และ 
เก็บตวัอยา่งที่เวลา 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 42, 48, 54, 60, 66 และ72 ชัว่โมง 

 
วดัค่าปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด, น ้ าตาลรีดิวซ์ และความเขม้ขน้ของเอทานอล 

 
ภาพที่ 90  แผนผงัการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-

Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที ตลอด
กระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) และ 0-12 ชัว่โมงของกระบวนการหมกั  
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8.  การผลิตเอทานอลจากมันเส้นบดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ด้วย
เอนไซม์ GC147 โดยวิธีการควบคุมค่า ORP ในระหว่างกระบวนการหมัก 
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวธีิการควบคุมค่า ORP ในระหวา่งกระบวนการหมกั ซ่ึงค่า ORP มี
อิทธิพลต่อการผลิตเอทานอล ความเขม้ขน้ของกลูโคสที่เหลืออยู ่และเวลาในการหมกั เม่ือมีการให้
อากาศ จะท าใหอ้ตัราการตายของเซลลล์ดลง ดงันั้นที่ค่า ORP ค่าหน่ึงจะลดอตัราการตายลง และท า
ใหเ้ซลลย์สีตใ์ชก้ลูโคสไดม้ากขึ้นเพือ่ใหไ้ดป้ระสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลสูงขึ้น 
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวธีิการควบคุมค่า ORP ในระหวา่งกระบวนการหมกั ซ่ึงมีวธีิการทดลอง 
และวธีิการเก็บตวัอยา่งเช่นเดียวกบัหัวขอ้ที่ 6 ยกเวน้ในขณะท าการหมกัมีการควบคุมคา่ ORP ดว้ย
เคร่ืองควบคุมค่า ORP (ORP Controller) ซ่ึงเคร่ืองควบคุมค่า ORP จะท างานโดยการตั้งค่าไวต้ามที่
ก  าหนด เม่ือค่า ORP ลดลงถึงค่าที่ก  าหนดไว ้เคร่ืองจะประมวลผลและส่งสญัญาณเพือ่เปิดวาลว์ให้
อากาศเขา้มาในถงัหมกั และเคร่ืองควบคุมคา่ ORP จะสัง่ปิดวาลว์ใหอ้ากาศเม่ือค่า ORP ถึงค่าที่ตั้ง
ไว ้โดยอากาศที่เขา้ไปในถงัหมกัจะตั้งอตัราการไหล 5 ลิตรต่อนาที และอากาศจะถูกกรองดว้ย 
Syringe Filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ก่อนเขา้สู่ถงัหมกั เพือ่ก  าจดัเช้ือที่ปนเป้ือนอยูใ่นอากาศ โดย
ท าการ 1) ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่น
การท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวธีิการควบคุมค่า ORP ในระหวา่ง
กระบวนการหมกั และ 2) เปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจาก
มนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
วธีิควบคุมค่า ORP กบั การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกติ (หวัขอ้ที่ 6) ซ่ึงช่วงของการควบคุม
ค่า ORP ที่ใชใ้นการทดลองน้ี แบ่งเป็น 3 ช่วง (ภาพที่ 91) คือ 
 
 8.1  ช่วง 20 ± 5 mV ซ่ึงการควบคุมจะตั้งค่า ORP ที่เคร่ืองควบคุมค่า ORP ที่ 20 mV 
 8.2  ช่วง -5 ± 5 mV ซ่ึงการควบคุมจะตั้งค่า ORP ที่เคร่ืองควบคุมค่า ORP ที่ -5 mV 
 8.3  ช่วง -30 ± 5 mV ซ่ึงการควบคุมจะตั้งค่า ORP ที่เคร่ืองควบคุมค่า ORP ที่ -30 mV 
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 ในการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF 
ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการวธีิควบคุมค่า ORP โดยการ
วเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทา
นอลและปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ จากกระบวนการผลิตเอ
ทานอล ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป SPSS (Statistic Package for 
the Social Science) ร่วมกบัการวเิคราะห์อตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์และอตัราการผลิตเอทานอลของ
เซลลย์สีตเ์ร่ิมลดลงและคงที่ (Kukec et.al., 2001) 
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เตรียมน ้ าแป้งจากมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 25 โดยน ้ าหนกัแหง้ 
 

การยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรก (Liquefaction) 
ดว้ยเอนไซม ์GC358 ทีเ่วลาที่เหมาะสมจากการทดลองในหวัขอ้ 5.1 

 
การท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147  
ทีเ่วลาที่เหมาะสมจากการทดลองในหวัขอ้ 5.2 

 
ลดอุณหภูมิ และควบคุมอุณหภูมิที่ 30-33 องศาเซลเซียส 

โดยกวนดว้ยความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาท ี
 

ปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 4.4-4.6 โดยใช ้H2SO4 ความเขม้ขน้ 20% 
 

เติมยสีตแ์ห้ง Fali Green 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ที่เตรียมจากหัวขอ้ 3.3 
 
 

ควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV  ควบคุมค่า ORP ที ่-5 ± 5 mV  ควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV
 

 
บนัทึกค่า pH, ค่า ORP และ 

เก็บตวัอยา่งที่เวลา 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 42, 48, 54, 60, 66 และ72 ชัว่โมง 
 

วดัค่าปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด, น ้ าตาลรีดิวซ์ และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
 
ภาพที่ 91  แผนผงัการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-

Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวิธีการควบคุมค่า ORP ในระหวา่ง
กระบวนการหมกั ที่ 20 ± 5 mV, -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV  
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9.  การเก็บตัวอย่าง 
 
 การเก็บตวัอยา่งในงานวจิยัน้ีเพือ่น าไปวเิคราะห์ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด, 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และความเขม้ขน้ของเอทานอล มีวธีิการเก็บตวัอยา่งดงัน้ี คือ หลงัจากที่น า
น ้ ายอ่ยหรือน ้ าหมกัออกมาจากถงัหมกัใหรี้บท าการหยดุปฏิกิริยาการยอ่ยของเอนไซม ์และการหมกั
ของยสีต ์โดยการปรับ pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 10 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 20% 
และท าการกรองแบบหยาบดว้ยผา้ขาวบางพบั 2 ชั้น หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ืองป่ัน
เหวี่ยงดว้ยความเร็วรอบที่ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที เม่ือป่ันเหวีย่งเสร็จ น าส่วนใสที่ได้
ไปเก็บในตูเ้ยน็ที่มีอุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส เพือ่รอน าไปวเิคราะห์ปริมาณของแขง็ที่
ละลายไดท้ั้งหมด  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และความเขม้ขน้ของเอทานอล ต่อไป 
 

ตวัอยา่งที่เก็บมาจากถงัหมกั 
 

หยดุปฏิกิริยาการยอ่ยของเอนไซมแ์ละการหมกัของยสีต ์
โดยปรับ pH = 10 ดว้ย NaOH ความเขม้ขน้ 20% 

 
กรองหยาบดว้ยผา้ขาวบางพบั 2 ชั้น 

  
ป่ันเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที 

  
น าส่วนใสที่ไดเ้ก็บในตูเ้ยน็ที่มีอุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส 

 
วดัค่าปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด, น ้ าตาลรีดิวซ์ และความเขม้ขน้ของเอทานอล 

 
ภาพที่ 92  แผนผงัการเก็บตวัอยา่งเพือ่น าไปวเิคราะห์ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด, ปริมาณ

น ้ าตาลรีดิวซ์ และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
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10.  วิธีวิเคราะห์ตัวอย่าง 
 
 10.1  การหาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวิธีของ Lane and Eynon’s volumetric method 
(ดดัแปลงจาก มอก. 268-2521) 
 

10.1.1  สารลายที่ใชแ้ละวธีิเตรียม 
 

1)  สารละลายเฟห์ลิง (Fehling’s solution) 
 

สารละลาย ก.  ละลายคอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 34.64 
กรัมในน ้ ากลัน่ แลว้เติมน ้ ากลัน่จนไดป้ริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย ข.  ละลายโปตสัเซียมโซเดียมตาร์เตรตเตตระไฮเดรต 

(KNaC4H4O6.4H2O) 173 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 50 กรัมในน ้ ากลัน่ แลว้เติมน ้ า
กลัน่จนไดป้ริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร 

 
ก่อนใช ้ผสมสารละลาย ก. และ ข. เขา้ดว้ยกนั 

 
2)  เมทิลีนบลูอินดิเคเตอร์ (Methylene blue indicatior) 

 
ละลายเมทิลีนบลู (Methylene blue) 1 กรัมในน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 

 
10.1.2  การหาค่ามาตรฐานของสารละลายเฟห์ลิง (Standardization of Fehling’s 

solution) 
 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานเดกโตรส โดยน าเดกโตรสบริสุทธ์ิ (D-Glucose) 

อบใหแ้หง้ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ชัง่เดกโตรสมา 2.5 กรัม ละลายในน ้ า
กลัน่ แลว้ถ่ายใส่ขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่จนถึงขีดปริมาตร เขยา่ให้เขา้กนั 

การหาค่ามาตรฐานของสารละลายเฟห์ลิง โดยใชปิ้เปตดูดสารละลายเฟห์ลิง 25 
มิลลิลิตรใส่ในขวดแกว้ชนิดทนความร้อน ตม้ให้เดือดแลว้น าไปไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐาน
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น ้ าตาลเดกโตรส ตามวธีิการไทเทรตแบบมาตรฐานซ่ึงจะกล่าวต่อไป จดปริมาตรสารละลาย
มาตรฐานน ้ าตาลเดกโตรส (A) 
 

10.1.3  การเตรียมสารละลายตวัอยา่ง 
 

1)  กรองน ้ าแป้งเหลวที่ไดจ้ากการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรกดว้ยผา้ขาวบาง น าส่วน
ใสที่ไดไ้ปป่ันเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ส่วนใสที่ไดค้ือตวัอยา่งที่
จะน าไปวเิคราะห์ค่า DE (Dextrose Equivalent) 

 
2)  ชัง่ตวัอยา่งน ้ าแป้งในบีกเกอร์ที่แหง้สนิทใหไ้ดน้ ้ าหนกัแน่นอน (m0) แลว้

ถ่ายใส่ขวดตวงมาตรฐานขนาด 100 มิลลิลิตร โดยใชน้ ้ าร้อนเป็นตวัท าละลาย ทิ้งไวใ้ห้เยน็จนถึง
อุณหภูมิหอ้ง แลว้เติมน ้ ากลัน่จนถึงขีดปริมาตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

 
10.1.4  วธีิการไทเทรต 

 
1)  วธีิไทเทรตแบบอินครีเมนตลั (Incremental method of titration) ใชปิ้เปตดูด

สารละลายเฟห์ลิง 25 มิลลิลิตร ใส่ในขวดแกว้ บรรจุสารละลายตวัอยา่งในบุเร็ตที่มีกา้นยืน่ต่อ
ออกมาเพือ่ความสะดวกในการไทเทรต ใชส้ารละลายตวัอยา่งประมาณ 15 มิลลิลิตร จากบุเร็ตลงใน
ขวดซ่ึงมีสารละลายเฟห์ลิงอยู ่เขยา่ใหเ้ขา้กนั และตม้เดือดโดยใชต้ะเกียงบุนเสน เม่ือเดือดได ้10-15 
วนิาที ถา้หากสารละลายเฟห์ลิงยงัมีสีน ้ าเงินอยูใ่หใ้ชส้ารละลายตวัอยา่งอีกคร้ังละ 5-10 มิลลิลิตร 
เขยา่แลว้ตม้ให้เดือดต่อ 2-3 วนิาที ท  าเช่นน้ีจนสีน ้ าเงินของสารละลายเฟห์ลิงจางลง จึงเติม           
เมทิลีนบลู 3-4 หยด ไทเทรตต่อไปแต่ใชต้วัอยา่งคร้ังละไม่เกิน 1 มิลลิลิตร จนสีของเมทิลีนบลู
หายไป จดปริมาตรของสารตวัอยา่งที่ใชใ้นการไทเทรต 

 
2)  วธีิไทเทรตแบบมาตรฐาน (Standard method of titration)  ไขสารตวัอยา่ง

ลงในขวดแกว้ซ่ึงมีสารละลายเฟห์ลิง 25 มิลลิลิตรอยู ่ซ่ึงไขใหมี้ปริมาตรนอ้ยกวา่ค่าที่ทราบตามวธีิ
อินครีเมนตลัประมาณ 0.5-1.0 มิลลิลิตร และหลงัจากตม้ใหเ้ดือด 2 นาที เติมเมทิลีนบลู 3-4 หยด
แลว้ไทเทรตต่อโดยใชส้ารละลายตวัอยา่งคร้ังละ 2-3 หยด จนสีของเมทิลีนบลูหายไป การไทเทรต
น้ีตอ้งเสร็จภายใน 1 นาที นบัตั้งแต่เติมเมทิลีนบลู จดปริมาตรสารละลายตวัอยา่งที่ใชท้ั้งหมด (S) 
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10.1.5  วธีิการค านวณปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ดงัสมการที่ (3) 
 

ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (%)  =  
     

    
    (3) 

 
เม่ือ A  = ปริมาตรสารละลายมาตรฐานน ้ าตาลเดกโทรสที่ใชใ้นการ 

    ไทเทรตตามวธีิการหาค่ามาตรฐานของสารละลายเฟห์ลิง  
    (มิลลิลิตร) 
   S  = ปริมาตรสารละลายตวัอยา่งที่ใชใ้นการไทเทรตตามวธีิไทเทรต
    แบบมาตรฐาน (มิลลิลิตร) 
       =   น ้ าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
 
 10.2  การวเิคราะห์ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (Total Soluble Solid, TSS) โดยใช ้
Hand Refractometer 
 

10.2.1  น าน ้ ากลัน่มาหยดที่ปริซึมของ Hand Refractometer 
 
10.2.2  ปิดฝาครอบ จากนั้นส่องดูกบัแสง และปรับให้ขีดบอกจ านวน oBrix มาอยูท่ี่

จุดเร่ิมตน้คือ 0 oBrix แลว้เช็ดใหแ้หง้ 
 
10.2.3  น าตวัอยา่งหยดลงที่ปริซึมของ Hand Refractometer ปิดฝาครอบ ส่องดูกบั

แสง และอ่านค่าที่ได ้
 
 10.3  การค านวณหาสมมูลเดกซ์โทรส (Dextrose Equivalent, DE) ดงัสมการที่ (4) 

 

  สมมูลเดกซ์โทรส  =  
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์เป็นร้อยละ   100

ปริมาณของแขง็ทั้งหมดเป็นร้อยละ
  (4) 
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 10.4  การวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของเอทานอลโดยแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas 
Chromatography, GC) 

 
การวเิคราะหาความเขม้ขน้ของเอทานอลในงานวจิยัน้ี ใชเ้คร่ือง Gas Chromatography 

รุ่น HP6890 ของบริษทั Hewlett Packard ต่อพว่งกบัเคร่ือง Headspace รุ่น HP 7694E ของบริษทั 
Hewlett Packard  ชนิดของดีเทคเตอร์ คือ Flame Ionization Detector (FID) โดยใชค้อลมัน์ 
Capillary Column HP-1 (Methyl Siloxane) ความยาว 30 เมตร เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 320    นาโนเมตร 
ความหนาของสารเคลือบภายในคอลมัน์ 0.25 นาโนเมตร 

 
10.4.1  สภาวะของเคร่ือง Gas Chromatography ที่ใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณ            

เอทานอลจากน ้ าหมกั 
 

10.4.1.1  Inlet 
 

1)  Inlet mode  :  Split 
2)  Inlet temperature  :  150 องศาเซลเซียส 
3)  Pressure  :  5.10 ปอนดต์่อตารางน้ิว 
4)  Split ratio  :  100 : 1 
5)  Split flow  :  99.9 มิลลิลิตรต่อนาท ี
6)  Total flow  :  103.6 มิลลิลิตรต่อนาท ี
7)  Carrier gas  :  Helium gas 

 
10.4.1.2  Column 

 
1)  Oven temperature  :  คงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 2 

นาที จากนั้นเพิม่อุณหภูมิขึ้น 1 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 45 องศาเซลเซียส และเพิม่อุณหภูมิขึ้น 
25 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 80 องศาเซลเซียส จากนั้นคงอุณหภูมิไวท้ี ่80 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที 
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2)  Column mode  :  Constant flow 
3)  Initial flow  :  1.0 มิลลิลิตรต่อนาท ี
4)  Nominal initial pressure  :  5.10 ปอนดต์่อตารางน้ิว 

 
10.4.1.3  Detector 

 
1)  Detector temperature  :  300 องศาเซลเซียส 
2)  Hydrogen flow  :  30.0 มิลลิลิตรต่อนาท ี
3)  Air flow  :  350.0 มิลลิลิตรต่อนาท ี
4)  Make up gas  :  Nitrogen gas 
5)  Make up flow  :  35.0 มิลลิลิตรต่อนาท ี

 
10.4.2  สภาวะของเคร่ือง Headspace ที่ใชใ้นการวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลจากน ้า

หมกั 
 

10.4.2.1  Zone temperature 
 

1)  Vial temperature  :  60 องศาเซลเซียส 
2)  Loop temperature  :  80 องศาเซลเซียส 
3)  Transfer line temperature  :  90 องศาเซลเซียส 

 
10.4.2.2  Event times 

 
1)  GC cycle time  :  10 นาท ี
2)  Vial equilibration time  :  10 นาท ี
3)  Pressurization time  :  0.13 นาท ี
4)  Loop fill time  :  0.15 นาท ี
5)  Loop equilibration time  :  0.01 นาที 
6)  Inject  time  :  0.20 นาที 
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10.4.2.3  Vial parameter 
 

1)  Shake  :  High 
2)  Shake high  :  3 นาท ี

 
10.4.3  การวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลจากน ้ าหมกัโดยใชส้ารมาตรฐานภายใน 

(Internal Standard Method) 
 

1)  การสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลจากน ้ าหมกั 
 

ใชส้ารละลายเอทานอล (ethanol 99.9%) เป็นสารละลายมาตรฐานเอทา
นอล ซ่ึงเตรียมใหมี้ความเขม้ขน้ 40, 60, 80 และ 100 กรัมต่อลิตร และใชส้ารละลายไอโซโพรพา
นอล (propan-2-ol) เป็นสารละลายมาตรฐานภายใน ซ่ึงเตรียมใหมี้ความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร 
จากนั้นน าสารละลายมาตรฐานภายใน 2.5 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลายมาตรฐานเอทานอลที่เตรียม
ไวต้ามความเขม้ขน้ต่าง ๆ 2.5 มิลลิลิตร ในขวด vial ขนาด 10 มิลลิลิตร และน าไปวเิคราะห์ดว้ย
เคร่ือง Headspace และ Gas Chromatography ตามสภาวะจากขอ้ที่ 10.4.2 และ 10.4.1 เพือ่หา
อตัราส่วนของพื้นที่ใตพ้กีของสารละลายมาตรฐานจากสมการที่ (5) 

 

อตัราส่วนของพ้ืนท่ีใตพี้กของสารละลายมาตรฐาน  =  
พื้นท่ีใตพ้ีกของสารละลายมาตรฐานเอทานอล

พื้นท่ีใตพ้ีกของสารละลายมาตรฐานภายใน
 (5) 

 
น าอตัราส่วนของพื้นที่ใตพ้กีของสารละลายมาตรฐานที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

กบัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานเอทานอลไปเขียนกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) ซ่ึง
ไดค้่าดงัตารางที่ 5 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเอทานอลกบัสารละลายมาตรฐาน
ภายในดงัภาพที่ 93 และไดก้ราฟมาตรฐานส าหรับวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลจากน ้าหมกัดงัภาพที ่
94 
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2)  การวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลจากตวัอยา่งน ้ าหมกั 
 

น าตวัอยา่งน ้ าหมกัที่เก็บไดก้รองดว้ยผา้ขาวบาง และหมุนเหวีย่งเอาเซลล์
ยสีตอ์อกแลว้ 2.5 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลายมาตรฐานภายใน (propan-2-ol) ความเขม้ขน้ 100 
กรัมต่อลิตร 2.5 มิลลิลิตร ในขวด vial ขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง 
Headspace และ Gas Chromatography ตามสภาวะจากขอ้ที่ 10.4.2 และ 10.4.1 ตามล าดบั เพือ่หา
อตัราส่วนของพื้นที่ใตพ้กีของน ้ าหมกัจากสมการที่ (6) 

 

 อตัราส่วนของพ้ืนท่ีใตพี้กของน ้าหมกั  =  
พื้นท่ีใตพ้ีกของสารละลายเอทานอลในน ้าหมกั

พื้นท่ีใตพ้ีกของสารละลายมาตรฐานภายใน
 (6) 

 
น าอตัราส่วนของพื้นที่ใตพ้กีของน ้ าหมกัที่ค  านวณได ้ไปแทนในสมการ

ในกราฟมาตรฐานส าหรับวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลจากน ้าหมกั (ภาพที่ 92) ที่สร้างไว ้เพือ่หา
ปริมาณเอทานอล จากตารางที่ 6 และภาพที่ 95 คือ ตวัอยา่งการค านวณอตัราส่วนของพื้นที่ใตพ้กี
ของน ้ าหมกั และตวัอยา่งโครมาโทแกรมของน ้ าหมกักบัสารละลายมาตรฐานภายใน ตามล าดบั 

 

ตารางที่ 5  ค่า Retention time  พื้นที่ใตพ้กี และอตัราส่วนของพื้นที่ใตพ้กีของสารละลายมาตรฐาน
เอทานอลกบัสารละลายมาตรฐานภายใน 

 
ความเขม้ขน้

ของ
สารละลาย 
เอทานอล
มาตรฐาน 

(กรัมต่อลิตร) 

ค่า Retention Time (นาที) พ้ืนท่ีใตพี้ก (pA*s) 
อตัราส่วนของ
พ้ืนท่ีใตพี้กของ
สารละลาย
มาตรฐาน 

สารละลาย
มาตรฐาน 
เอทานอล 

สารละลาย
มาตรฐาน
ภายใน 

(Propan-2-ol) 

สารละลาย
มาตรฐาน 
เอทานอล 

สารละลาย
มาตรฐาน
ภายใน 

(Propan-2-ol) 

40 3.366 3.506 1390.65710 6065.24268 0.22928 
60 3.361 3.504 2053.23535 6040.97559 0.33988 
80 3.361 3.505 2685.00635 5875.76270 0.45696 
100 3.359 3.503 3355.29614 5949.55371 0.56396 
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ภาพที่ 93  โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเอทานอลกบัสารละลายมาตรฐานภายในจาก

การวเิคราะห์ปริมาณ เอทานอลในน ้ าหมกัดว้ยเทคนิคเฮดสเปซ-แก๊สโครมาโทกราฟีโดย
ใชส้ารมาตรฐานภายใน 

 

สารละลายมาตรฐานเอทานอล 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
(propan-2-ol) 

 

สารละลายมาตรฐานเอทานอล 
ความเขม้ขน้ 40 g/L กบั 

สารละลายมาตรฐานภายใน 

สารละลายมาตรฐานเอทานอล 
ความเขม้ขน้ 60 g/L กบั 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
 

สารละลายมาตรฐานเอทานอล 
ความเขม้ขน้ 80 g/L กบั 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
 

สารละลายมาตรฐานเอทานอล 
ความเขม้ขน้ 100 g/L กบั 
สารละลายมาตรฐานภายใน 

 

สารละลายมาตรฐานเอทานอล 

สารละลายมาตรฐานเอทานอล 

สารละลายมาตรฐานเอทานอล 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
(propan-2-ol) 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
(propan-2-ol) 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
(propan-2-ol) 
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ภาพที่ 94  กราฟมาตรฐานส าหรับการวเิคราะห์ปริมาณเอทานอลในน ้ าหมกัดว้ยเทคนิคเฮดสเปซ-

แก๊สโครมาโทกราฟีโดยใชส้ารมาตรฐานภายใน 
 
ตารางที่ 6  ค่า Retention time, พื้นที่ใตพ้กี และอตัราส่วนของพื้นที่ใตพ้กีของเอทานอลในตวัอยา่ง

น ้ าหมกักบัสารละลายมาตรฐานภายใน 
 

ตวัอยา่ง 
น ้ าหมกั 
ท่ีเวลา 

(ชัว่โมง) 

ค่า Retention Time (นาที) พ้ืนท่ีใตพี้ก (pA*s) อตัราส่วน
ของพ้ืนท่ีใต้
พีกของ 
เอทานอล 
ในตวัอยา่ง 

ปริมาณ 
เอทานอล 
(กรัมต่อ
ลิตร) 

สารละลาย 
เอทานอล 

สารละลาย
มาตรฐาน
ภายใน 

(Propan-2-ol) 

สารละลาย 
เอทานอล 

สารละลาย
มาตรฐาน
ภายใน 

(Propan-2-ol) 
36 3.367 3.509 1679.47559 6126.24951 0.27414 47.95083  
48 3.365 3.508 2334.51807 6597.75342 0.35384 62.15603 
60 3.366 3.510 2575.69141 6226.74561 0.41365 72.81813 

 
  

y = 178.34773x - 0.89716 
R² = 0.99973 
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ภาพที่ 95  โครมาโทแกรมของน ้ าหมกักบัสารละลายมาตรฐานภายในจากการวเิคราะห์ปริมาณ      

เอทานอลในน ้ าหมกัดว้ยเทคนิคเฮดสเปซ-แก๊สโครมาโทกราฟีโดยใชส้ารมาตรฐาน
ภายใน 

 
 10.5  การหาความช้ืนในมนัเสน้บด (AOAC, 2000) 
 

ตวัอยา่งที่ชัง่น ้ าหนกัที่ทราบแน่นอน จะถูกใหค้วามร้อนเพือ่ท  าใหน้ ้ าในตวัอยา่ง
ระเหยออกมา โดยการอบใหค้วามร้อนจนกระทัง่ไดน้ ้ าหนกัตวัอยา่งคงที่ในตูอ้บที่อุณหภูมิ 103-105 
องศาเซลเซียส ซ่ึงน ้ าหนกัตวัอยา่งที่หายไป คือ ปริมาณความช้ืนที่มีอยูใ่นตวัอยา่ง 

 
10.5.1  วธีิวิเคราะห์ 

 
1)  น าถว้ยอะลูมิเนียมไปอบที่ 105-107 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น า

ออกมาใส่ในเดสิกเคเตอร์และปล่อยทิ้งไวใ้หเ้ยน็ที่อุณหภูมิหอ้ง จากนั้นชัง่น ้ าหนกัที่แน่นอนดว้ย
เคร่ืองชัง่ละเอียด (A) 

 

ตวัอย่างน ้ าหมกั 

ตวัอย่างน ้ าหมกั 

ตวัอย่างน ้ าหมกั 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
(propan-2-ol) 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
(propan-2-ol) 

สารละลายมาตรฐานภายใน 
(propan-2-ol) 

ตวัอย่างน ้ าหมกัที่เวลา 36 ชัว่โมง 
กบั สารละลายมาตรฐานภายใน 

ตวัอย่างน ้ าหมกัที่เวลา 48 ชัว่โมง 
กบั สารละลายมาตรฐานภายใน 

ตวัอย่างน ้ าหมกัที่เวลา 60 ชัว่โมง 
กบั สารละลายมาตรฐานภายใน 
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2)  ชัง่ตวัอยา่งในถว้ยใหไ้ดน้ ้ าหนกัที่แน่นอนประมาณ 2-5 กรัม บนัทึก
น ้ าหนกัตวัอยา่ง (B) 

3)  น าไปอบที่ตูอ้บไฟฟ้าที่อุณหภูมิ 105-107 องศาเซลเซียส นานประมาณ 5 
ชัว่โมง จากนั้นน าออกไปชัง่ใส่เดสิกเคเตอร์ ทิ้งไวใ้ห้เยน็ที่อุณหภูมิหอ้งแลว้น าไปชัง่ จดน ้ าหนกั 

 
4)  อบซ ้ านานคร้ังละ 30 นาทีจนไดน้ ้ าหนกัต่างกนัไม่เกิน 2 มิลลิกรัม จด

น ้ าหนกัที่นอ้ยที่สุดถือเป็นน ้ าหนกัของถว้ยอะลูมิเนียมและตวัอยา่งหลงัจากอบแหง้แลว้ (C) 
 

10.5.2  วธีิค  านวณปริมาณความช้ืน ดงัสมการที่ (7) 
 

 ปริมาณความช้ืน (ร้อยละของน ้ าหนกั)  =  
       

 
  ×  100   (7) 

 
เม่ือ A  คือ  น ้ าหนกัของถว้ยอะลูมิเนียม (กรัม) 

  B  คือ  น ้ าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม ) 
  C  คือ  น ้ าหนกัของถว้ยอะลูมิเนียและน ้ าหนกัตวัอยา่งหลงั 
             อบแหง้ (กรัม) 
 
 10.6  การหาปริมาณแป้งในมนัเสน้บด 
 

หาปริมาณแป้งในมนัเสน้บดดว้ยวิธีโพลาริเมตริก (Polarimetric method) ค่าวเิคราะห์
อยูใ่นรูปของเปอร์เซ็นตน์ ้ าหนกัสด (as feed basis) โดย ฝ่ายปฏิบตัิการวิเคราะห์อาหารสตัว ์
(Animal nutrition laboratory) ภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตรก าแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
(Department of animal science kamphaengsaen, Kasetsart university) 

 
แป้งในตวัอยา่งจะถูกท าใหก้ระจายตวัในตวัท าละลายที่เหมาะสมแลว้วดัปริมาณแป้ง

จากส่วนของเหลวใส โดยใชค้่ามุมของการเบี่ยงเบนแสงโพลาไรซ์ระนาบ (angle of rotation of the 
plane polarised light ) ปริมาณแป้งที่หาไดจ้ากค่าความแตกต่างระหวา่งค่า optical rotation ของ
ตวัอยา่งและ blank คูณดว้ยแฟคเตอร์ที่ทราบค่า     

  ซ่ึงค่าน้ีแตกต่างกนัไปตามชนิดของแป้ง หรับ
แป้งมนัส าปะหลงัค่า     

  เท่ากบั 184  
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10.6.1  เคร่ืองมือ 
 

1)  เคร่ืองชัง่วเิคราะห์อยา่งละเอียด (analytical balance) ชัง่ไดล้ะเอียด 0.01 
มิลลิกรัม 
2)  ขวดแกว้ปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 200 และ 250 มิลลิลิตร 
3)  เคร่ืองโพลาริมิเตอร์ 
4)  กรวยแกว้ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 65-70 มิลลิเมตร 
5)  อ่างน ้ าเดือด (boiling water bath) 
6)  กระดาษกรอง (คุณภาพเทียบเท่า Whatman No.1) 
7)  กระดาษกรอง (คุณภาพเทียบเท่า Whatman No.42) 
8)  ปิเปตขนาด 50 มิลลิลิตร 

 
10.6.2  สารเคมี 
 

1)  กรดไฮโดรคลอริกเจือจางร้อยละ 1.128 ของน ้ าหนกัมาตรฐาน หรือ 
0.3094 นอร์แมล ตรวจสอบมาตรฐานโดยการไตเตรทกบัสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์
มอล ใช ้เมทิลเรดเป็นอินดิเคเตอร์ (ร้อยละ 1 ของเมทิลเรดในแอลกอฮอลท์ี่มีความบริสุทธ์ิร้อยละ 
95) จะตอ้งใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์30.94 มิลลิลิตร ต่อกรดไฮโดรคลอริก 10 มิลลิลิตร 

2)  กรดไฮโดรคลอริกเจือจางร้อยละ 25 ของน ้ าหนกัที่มีความถ่วงจ าเพาะ 
1.126 

3)  สารละลายโซเดียมฟอสโฟทงัสเตตหรือกรดโดเดคาฟอสโฟทงัสติก 
(Sodium phosphotungstate or dodecaphosphotungstic) ร้อยละ 4 ของน ้ าหนกั 

 
10.6.3  วธีิวิเคราะห์ 
 

ก)  การเตรียมตวัอยา่ง 
ตวัอยา่งที่จะทดสอบจะตอ้งผา่นตะแกรง (sieve) ขนาด 200 mesh ถา้ผา่น

ไม่ไดต้อ้งน าตวัอยา่งมาบดก่อนจะน าไปวเิคราะห์ 
 

ข)  วเิคราะห์หาโททลัโรทาทอรีเพาเวอร์ (total rotatory power, P) 
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1.  ชัง่ตวัอยา่ง 5.0000 กรัม ในขวดแกว้ปริมาตร 200 มิลลิลิตร โดยผา่น
กรวยแกว้ที่วางบนปากขวดแกว้ 

2.  เติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.3094 นอร์มอล 50 มิลลิลิตร เขยา่ขวด
ใหเ้ขา้กนัเติมอีก 50 มิลลิลิตร แลว้จุ่มในอ่างน ้ าเดือด เขยา่ขวดแกว้อยา่งสม ่าเสมอนาน 3 นาที 

3.  แช่ขวดแกว้ในอ่างน ้ าเดือดรวม 15 นาที ยกขวดแกว้ออกจากอ่างแลว้
เติมน ้ าเยน็ 60 มิลลิลิตร ท าใหเ้ยน็ทนัทีที่ 20 องศาเซลเซียส 

4.  เติมสารละลายโซเดียมฟอสโฟทงัสเตตหรือกรดโดเดคาฟอสโฟทงั
สติก 20 มิลลิลิตร พร้อมเขยา่แรง ๆ 

5.  ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนครบ 200 มิลลิลิตร ในอุณหภูมิ 20องศา
เซลเซียส เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

6.  กรองผา่นกระดาษกรอง เบอร์ 1 ทิ้งสารละลายที่กรองไดค้ร้ังแรก25 
มิลลิลิตร สารละลายที่กรองไดท้ี่เหลือ น าไปใส่ในหลอดแกว้ยาว 10 เซนติเมตร ของเคร่ืองโพลาริ
มิเตอร์ 

7.  อ่านค่า total rotatory power (P) 
 
10.6.4  การวเิคราะห์หา rotary power ของสารละลายในน ้ า (active water-

solublesubstance, P’) 
 

1.  ชัง่ตวัอยา่ง 12.5000 กรัม ในขวดปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
2.  เติมน ้ ากลัน่ 200 มิลลิลิตร เขยา่ใหต้วัอยา่งชุ่ม ทิ้งไว ้1 ชัว่โมง พร้อมเขยา่

เป็นระยะ ๆ ประมาณ 6 คร้ัง ปรับปริมาตรใหค้รบ 250 มิลลิลิตร 
3.  ทิ้งไวใ้หแ้ป้งตกตะกอน กรองใหไ้ดส้ารละลายใสผา่นกระดาษกรองเบอร์ 

42 (ทดสอบสารละลายที่กรองวา่ไม่มีแป้งปนมาดว้ยไอโอดีน) 
4.  ปิเปตสารละลาย 100 มิลลิลิตร ในขวดปริมาตร 200 มิลลิลิตรเติมกรด

ไฮโดรคลอริกร้อยละ 25 ปริมาตร 4.2 มิลลิลิตร เขยา่แรง ๆ แลว้จุ่มลงในอ่างน ้ าเดือดเช่นเดียวกบั
วธีิการหา total rotary power นาน 15 นาที 

5.  เติมน ้ าเยน็ 60 มิลลิลิตร แลว้ท าใหเ้ยน็ทนัทีที่ 20 องศาเซลเซียส 
6.  เติมสารละลายโซเดียมฟอสโฟทงัสเตตหรือกรดโดเดคาฟอสโฟทงัสติก 20 

มิลลิลิตร พร้อมเขยา่แรงๆ 
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7.  ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนครบ 200 มิลลิลิตร ในอุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

8.  กรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 1 ทิ้งสารละลายที่กรองได ้25 มิลลิลิตร แรก 
สารละลายที่กรองไดท้ี่เหลือ น าไปใส่หลอดแกว้ยาว 10 เซนติเมตร 

 
10.6.5  วธีิค  านวณปริมาณแป้งจากสมการที่ (8) 
 

          A  =   
                 

    
         

    (8) 

 
เม่ือ  A  =  ปริมาณแป้ง (ร้อยละของน ้ าหนกัเม่ืออบแหง้) 

   P  =  Total rotatory power, angular degree 
   P’  =  Rotarory power ของสารละลายในน ้ า 
       

   =  ค่าเฉพาะของแป้ง (angular degree ส าหรับแป้งมนั 
       ส าปะหลงัมีค่า 184) 

   M  =  ร้อยละของความช้ืน 
 

10.7  การวเิคราะห์ค่าทางสถิติ 
 
วเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย

ของปริมาณเอทานอลและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในแต่ละเวลาที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล 
ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป SPSS (Statistic Package for the 
Social Science) 
 

10.8  การค านวณผลไดแ้ละประสิทธิภาพการหมกั 
 

ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากแป้ง จะประกอบดว้ยขั้นตอนการยอ่ยแป้งเป็น
น ้ าตาลกลูโคสหรือน ้ าตาลโมเลกลุเด่ียว (น ้ าตาลรีดิวซ์) โดยใชเ้อนไซม ์α-amylase และ 
Glucoamylase และขั้นตอนการหมกัน ้ าตาลเป็นเอทานอลดว้ยยสีต ์Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงมี
สมการการเปล่ียนแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาลกลูโคส และสมการการเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสใหเ้ป็นเอทานอล 
ดงัต่อไปน้ี 
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สมการการเปล่ียนแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาลกลูโคสดว้ยเอนไซม ์(Ingledew, 1999) 
 
                                                                               เอนไซม ์
                        C6H10O5           +          H2O                            C6H12O6 
                   แป้ง 1 โมเลกุล           น ้ า 1 โมเลกุล                       กลูโคส 1 โมเลกุล 
                     (162 กรัม)                   (18 กรัม)                                  (180 กรัม) 
 

สมการการเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสใหเ้ป็นเอทานอลดว้ยยสีต ์(Ingledew, 1999) 
 

                                                 ยสีต ์
                        C6H12O6                       2 C2H5OH           +                    2 CO2 
               กลูโคส 1 โมเลกุล                    เอทานอล 2 โมเลกุล       คาร์บอนไดออกไซด ์2 โมเลกุล 
                     (180 กรัม)                           (2 x 46 = 92 กรัม)                    (2 x 44 = 88 กรัม) 
 

จากสมการดงักล่าวสามารถค านวณปริมาณน ้ าตาลกลูโคสที่ผลิตไดท้างทฤษฎีจาก
สมการที่ (9) และปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดใ้นทางทฤษฎีจากสมการที ่(10) 

 

 ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสที่ผลิตไดท้างทฤษฎี  =  
ปริมาณแป้งท่ีวดัไดจ้ากมนัเส้นบด    

   
       (9) 

 

 ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดใ้นทางทฤษฎี  =  
ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสท่ีผลิตไดท้างทฤษฎี   

   
   (10) 

 
การค านวณประสิทธิภาพการหมกั จากสมการที ่(11) 
 

 ประสิทธิภาพการหมกั  =  
เอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการทดลอง

เอทานอลท่ีผลิตไดใ้นทางทฤษฎี
  ×  100   (11) 

 
การค านวณผลได ้(yield) ของเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้ (กรัมเอทานอล/กรัมมนัเสน้

บด, dry basis) จากสมการที่ (12) และผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง (กรัมเอทานอล/กรัมแป้งใน
มนัเสน้, dry basis) จากสมการที่ (13) 
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 ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้  =  
น ้ าหนกัของเอทานอลท่ีไดจ้ากการทดลอง

น ้ าหนกัของมนัเส้นบดท่ีใชใ้นการทดลอง
  (12) 

 

 ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง  =  
น ้ าหนกัของเอทานอลท่ีไดจ้ากการทดลอง

น ้ าหนกัของแป้งท่ีมีอยูใ่นมนัเส้นบดท่ีใชใ้นการทดลอง
 (13) 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1.  การทดสอบการกระจายอุณหภูมิของน ้าภายในถังหมักเน่ืองจากการกวนด้วยใบกวน 
 
 ในการทดลองวดัอุณหภูมิที่ต  าแหน่งดา้นบนและดา้นล่างของน ้าภายในถงัหมกั เม่ือมีการ
เพิม่อุณหภูมิโดยใชไ้อน ้ า และลดอุณหภูมิโดยใชน้ ้ าประปา ไหลผา่น Internal coil ซ่ึงมีการกวน
เพือ่ใหเ้กิดการกระจายอุณหภูมิของน ้ าภายในถงัหมกัจากใบพดักวนอยา่งต่อเน่ืองที่ความเร็วรอบ 70 
รอบต่อนาที พบวา่ เม่ือน าอุณหภูมิดา้นบนของถงัหมกั (แกน x) และ อุณหภูมิดา้นล่างของถงัหมกั 
(แกน y) ของการเพิม่อุณหภูมิคร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 2 และการลดอุณหภูมิคร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 2 มาสร้าง
กราฟจะไดก้ราฟเสน้ตรงดงัแสดงในภาพที่ 96 และไดส้มการเสน้ตรง และค่า R2 ดงัตารางที่ 7 
 

 
 
ภาพที่ 96  การกระจายอุณหภูมิของน ้ าภายในถงัหมกั เม่ือเพิม่อุณหภูมิคร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 2 และการ

ลดอุณหภูมิคร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 2 
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ตารางที่ 7  สมการเสน้ตรง และค่าสหสมัพนัธ ์(R2) ของการกระจายอุณหภูมิของน ้ าภายในถงัหมกั 
 

วธีิการทดลอง คร้ังที่ สมการเสน้ตรง ค่าสหสมัพนัธ ์(R2) 

การเพิม่อุณหภูมิ 
1 y = 1.001x 0.9999 
2 y = 1.001x 1.0000 

การลดอุณหภูมิ 
1 y = 0.997x 0.9995 
2 y = 0.9908x 0.9997 

 
 จากสมการ และค่า R2 บ่งบอกถึงการกระจายอุณหภูมิของน ้ าภายในถงัหมกัดีมาก เน่ืองจาก
ค่า R2 หรือค่าสหสมัพนัธข์องการเพิม่อุณหภูมิคร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 2 และการลดอุณหภูมิคร้ังที่ 1 และ
คร้ังที่ 2 ทั้งหมดมีค่าใกลเ้คียง 1 และถา้แทนคา่ x ดว้ยค่า ๆ หน่ึงในทุกสมการ จะพบวา่ไดค้่า y 
ใกลเ้คียงกบัค่า x เช่น ถา้แทนค่า x = 1 จะไดค้่า y ใกลเ้คียง 1 เช่นเดียวกนั นัน่แสดงวา่ อุณหภูมิของ
น ้ าที่ต  าแหน่งดา้นบนและล่างของถงัหมกั มีอุณหภูมิใกลเ้คียงกนั 
 
 ดงันั้นในการออกแบบระบบการเพิม่ และลดอุณหภูมิโดยใช ้Internal coil ซ่ึงมี
ความสามารถในการถ่ายเทความร้อนและกระจายความร้อนไดดี้ และระบบการกวนจากใบพดักวน
ชนิด Open Turbine แบบใบพดัตั้งตรง สามารถท าใหอุ้ณหภูมิภายในถงัหมกัเกิดการกระจายอยา่ง
สม ่าเสมอ ป้องกนัการตกตะกอนของเซลล ์และสารแขวนลอยต่าง ๆ ในระหวา่งการหมกัไดดี้ 
นอกจากน้ียงัเป็นตวัช้ีวดัไดว้า่น ้ าหมกัมีการผสมและกระจายตวัอยา่งสม ่าเสมอ 
 
 ในการออกแบบระบบการใหแ้ละลดอุณหภูมิ และระบบการกวนโดยใชใ้บพดักวนใน
งานวจิยัน้ีมีขนาดถงัหมกัเพยีง 60 ลิตร ถา้ถงัหมกัมีขนาดใหญ่ขึ้น จะตอ้งมีการออกแบบและทดลอง
การกระจายอุณหภูมิของน ้ าภายในถงัหมกัใหเ้หมาะสมกบัขนาดของถงัหมกั เช่น ถงัหมกัขนาด
ใหญ่ 1 ลา้นลิตร การใชใ้บพดักวนในการกวนผสมอาจจะไม่เหมาะสม เน่ืองจากขนาดมอเตอร์ที่
ตอ้งใชใ้นการขบัมอเตอร์จะมีก าลงัสูงมาก เป็นการส้ินเปลืองพลงังานอยา่งมาก ส่วนการใหห้รือลด
อุณหภูมิโดยการใช ้Internal coil ยิง่เป็นไปไม่ได ้เน่ืองจะตอ้งท าการใชท้่อขดที่ยาวมากเพือ่ใหค้วาม
ร้อนกระจายอยา่งทัว่ถึง และเป็นการยากที่จะท าความสะอาด Internal coil ที่อยูภ่ายในถงัหมกั 
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2.  การศึกษาองค์ประกอบของมันเส้นบด 
 
มนัเสน้บดที่น ามาใชใ้นการวจิยัน้ี มีตวัอยา่ง 2 ตวัอยา่ง โดยตวัอยา่งที่ 1 ไดม้าจาก ศูนย์

คน้ควา้และพฒันาวชิาการอาหารสตัว ์มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก  าแพงแสน                  
อ.ก าแพงแสน จ.นครปฐม และตวัอยา่งที่ 2 ไดม้าจากร้าน เพือ่นโคบาล อ.ก าแพงแสน จ.นครปฐม 
ที่ผา่นการบดมาเรียบร้อยแลว้ จากนั้นน าตวัอยา่งมนัเสน้บดมาวดัเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนดว้ยการ
อบแหง้ตามวธีิของ AOAC (2000) เพือ่ตรวจสอบเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนในมนัเสน้บดส าหรับการเก็บ
รักษา และวดัปริมาณแป้งดว้ยการตรวจดว้ยวธีิโพลาริเมตริก โดยฝ่ายปฏิบตัิการวเิคราะห์อาหาร
สตัว ์ภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตรก าแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ เพือ่น าปริมาณแป้งที่มี
อยูใ่นมนัเสน้บดไปค านวณหา 1) ปริมาณแคลเซียมคลอไรด ์ซ่ึงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์
(Co-Enzyme) และปริมาณเอนไซม ์CG358 ที่ใชใ้นการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรกในแต่ละคร้ัง           
2) ปริมาณเอนไซม ์CG147 ที่ใชใ้นการท า Pre-Saccharification ในแต่ละคร้ัง 3) ปริมาณยสีตแ์หง้ 
Fali Green ที่ตอ้งใชเ้พือ่เติมเขา้ไปเป็นส่วนผสมในการผลิตเอทานอลจากมนัเส้นบดในแต่ละคร้ัง 

 
จากการวเิคราะห์องคป์ระกอบของมนัเสน้บดที่ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอล

แบ่งเป็น 2 คร้ัง คือ คร้ังที่ 1 มนัเสน้บด 300 กิโลกรัม (ศูนยอ์าหารสตัว ์มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
วทิยาเขตก าแพงแสน อ.ก าแพงแสน จ.นครปฐม) และคร้ังที่ 2 มนัเสน้บด 100 กิโลกรัม (เพือ่น
โคบาล อ.ก าแพงแสน จ.นครปฐม) พบวา่คร้ังที่ 1 มนัเสน้บด 300 กิโลกรัม มีปริมาณแป้งประมาณ 
64.94% และมีความช้ืน 10.34 %(มาตรฐานเปียก) และคร้ังที่ 2 มนัเสน้บด 100 กิโลกรัม มีปริมาณ
แป้งประมาณ 62.28% และมีความช้ืน 9.60 %(มาตรฐานเปียก) ดงัแสดงผลในภาคผนวกที่ ก1, ก2 
และ ก3 

 
ความช้ืนของมนัเสน้บดทั้ง 2 คร้ัง ต  ่ากวา่ 14% ซ่ึงเป็นระดบัที่จุลินทรียไ์ม่สามารถ

เจริญเติบโตได ้(เจริญศกัด์ิ และคณะ, 2546) ท าใหส้ามารถเก็บรักษาไดเ้ป็นระยะเวลานาน เม่ือเกบ็
ใส่ถุงพลาสติก และเก็บไวใ้นที่แหง้ ส่วนปริมาณแป้งที่ตรวจวดัไดท้ั้ง 2 คร้ัง ท าใหส้ามารถ
ค านวณหา 

 
1)  ปริมาณแคลเซียมคลอไรด ์(2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม) และปริมาณเอนไซม ์CG358 (0.2 

กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม) ที่ใชใ้นการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรกไดด้งัน้ี คือ มนัเสน้บดคร้ังที่ 1 จะใช้
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ปริมาณแคลเซียมคลอไรด ์19.48 กรัม และปริมาณเอนไซม ์GC358 1.95 กรัม และมนัเสน้บดคร้ังที่ 
2 จะใชป้ริมาณแคลเซียมคลอไรด ์18.68 กรัม และปริมาณเอนไซม ์GC358 1.87 กรัม 

 
2)  ปริมาณเอนไซม ์CG147 (0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม) ที่ใชใ้นการท า Pre-

Saccharification ดงัน้ี คือ มนัเสน้บดคร้ังที่ 1 เท่ากบั 5.84 กรัม และมนัเสน้บดคร้ังที่ 2 เท่ากบั 5.60 
กรัม 

3)  ปริมาณยสีตแ์หง้ Fali Green (0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม) ที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจาก
มนัเสน้บด ดงัน้ี คือ มนัเสน้บดคร้ังที่ 1 เท่ากบั 5.84 กรัม และมนัเสน้บดคร้ังที่ 2 เท่ากบั 5.60 กรัม 

 
ลกัษณะภายนอกของมนัเสน้บดทั้ง 2 คร้ังที่ใชมี้สีขาวนวลดงัภาพที่ 97 เม่ือน ามนัเสน้บด

ผสมกบัน ้ าเพือ่เตรียมยอ่ยไดด้งัภาพที่ 98 และเม่ือน าไปยอ่ยแลว้จะไดด้งัภาพที่ 99 
 

 
 
ภาพที่ 97  ลกัษณะของมนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอล 
 

 
 
ภาพที่ 98  มนัเสน้บดผสมกบัน ้ าก่อนการยอ่ย 
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ภาพที่ 99  มนัเสน้บดผสมกบัน ้ าหลงัจากการยอ่ย 
 
3.  การเตรียมกล้าเช้ือยีสต์ 
 
 กลา้เช้ือยสีตท์ี่ใชใ้นการทดลอง คือ ยสีตแ์ห้ง (active dried yeast) Saccharomyces 
cerevisiae ช่ือทางการคา้ Fali Green เป็นยสีตท์ี่ผ่านการท าแหง้มาใหอ้ยูใ่นรูปเม็ดทรงกระบอกเล็ก 
สีน ้ าตาลอ่อน (ภาพที่ 100) และถูกพฒันาขึ้นมาใชส้ าหรับการหมกัเอทานอลโดยเฉพาะ จุดเด่นของ
ยสีตแ์หง้ Fali Green ของยสีตท์ี่ใชส้ าหรับหมกัเอทานอล คอื ใชร้ะยะเวลาในการหมกัสั้น ผลิต       
เอทานอลไดร้วดเร็ว แต่ไดป้ริมาณเอทานอลไม่สูงเท่ากบัยสีตท์ี่ใชใ้นการหมกัไวน์ และใชอุ้ณหภูมิ
ในการหมกัที่ 30-35 องศาเซลเซียส และสามารถทนอุณหภูมิไดสู้งถึง 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงโดย
ปกติยสีตท์ี่ใชใ้นการหมกัไวน์จะใชร้ะยะเวลาในการหมกันานประมาณ 21-28 วนั ใหป้ริมาณ        
เอทานอลสูง อุณหภูมิที่ใชอ้ยูป่ระมาณ 20-30 องศาเซลเซียส และไม่ทนอุณหภูมิสูง 
 
 ปริมาณยสีตแ์หง้ Fali Green ที่ใชใ้นการผลิตเอทานอล โดยมนัเสน้บดคร้ังที่ 1 เท่ากบั 5.84 
กรัม และมนัเสน้บดคร้ังที่ 2 เท่ากบั 5.60 กรัม ซ่ึงไดจ้ากการตรวจวดัปริมาณแป้งที่มีอยูใ่นมนัเสน้
บด และน ามาค านวณปริมาณยสีตแ์หง้ที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหวัขอ้ที่ 1 
 
 การเตรียมกลา้เช้ือยสีตแ์ห้ง Fali Green เร่ิมโดยการท ารีไฮเดรต (Rehydrated) ยสีตแ์หง้ 
โดยผสมน ้ าที่ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ปล่อยใหเ้ยน็ที่อุณหภูมิ 35±5 องศาเซลเซียส 80 มิลลิลิตร กบั 
glucose 2 กรัม และเทผสมกบัยสีตแ์หง้ ทิ้งไว ้15-30 นาที กลา้เช้ือยสีตท์ี่พร้อมที่จะใส่ลงไปในถงั
หมกัจะมีลกัษณะ คือ มีฟองขึ้นเป็นจ านวนมาก มีสีน ้ าตาลอ่อน และมีกล่ินจากการที่ยสีตเ์กิด
กิจกรรมต่าง ๆ ดงัภาพที่ 101 ซ่ึงการรีไฮเดรต (Rehydrated) ยสีตแ์หง้เป็นการท าให้ยสีตค์ืนตวัก่อน
เติมลงในถงัหมกั เพือ่ใหย้สีตป์รับตวั และพร้อมส าหรับกิจกรรมในกระบวนการหมกั 
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ภาพที่ 100  ลกัษณะของยสีตแ์หง้ (active dried yeast) Saccharomyces cerevisiae ช่ือทางการคา้ 
Fali Green 

 

 
 

ภาพที่ 101  ลกัษณะของกลา้เช้ือยสีตแ์หง้ (active dried yeast) Saccharomyces cerevisiae ช่ือ
ทางการคา้ Fali Green ที่ผา่นการรีไฮเดรต (Rehydrated) ซ่ึงพร้อมที่จะใส่ลงไปในถงั
หมกั  
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4.  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการย่อยแป้งให้เป็นน ้าตาลจากมันเส้นบด 
 
 4.1  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก (Liquefaction) ดว้ย
เอนไซม ์GC358 
 

ในขั้นตอนการท า Liquefaction เป็นการท าใหแ้ป้งมีขนาดโมเลกลุเล็กลง น ้ าแป้งที่ยอ่ย
แลว้ในช่วงน้ีจะเรียกวา่ มอลโทเด็กซ์ทริน (Maltodextrin) โดยเร่ิมจากการใหค้วามร้อนแก่น ้ าแป้ง
มนัเสน้บด เพือ่ใหแ้ป้งสุกพร้อมที่จะถูกยอ่ยเกิดการเจลาติไนซ์ (Gelatinization) กล่าวคอื เม็ดแป้ง
จะเกิดการพองตวัและสามารถจบักบัโมเลกลุของน ้ าไดดี้ขึ้น โครงสร้างของแป้งจะมีความแขง็แรง
นอ้ยลง ท าใหน้ ้ าแป้งมีความหนืดสูงขึ้น จากนั้นโมเลกุลของแป้งจะถูกยอ่ยดว้ยเอนไซม ์GC358 (α-
amylase) ซ่ึงจะท าหนา้ที่ในการยอ่ยพนัธะ α-1,4 ภายในโมเลกุลของแป้งแบบสุ่ม (Endo-enzyme) 
ท าใหโ้มเลกุลของแป้งสั้นลง ส่งผลใหค้วามหนืดของน ้ าแป้งลดลงอยา่งรวดเร็ว Maltodextrin ที่ได้
จากการยอ่ยน้ีสามารถบอกถึงค่าร้อยละโดยน ้ าหนกัของน ้ าตาลกลูโคสที่มีอยูใ่นตวัอยา่ง (Dextrose 
Equivalent, DE หรือเรียกวา่ สมมูลเดกซ์โทรส) ถา้ค่า DE เพิม่ขึ้น แสดงวา่แป้งถูกยอ่ยไดม้ากขึ้น 
(กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2543 ตรวจเอกสารโดยธนัยาภรณ์, 2548) 

 
ในการศึกษาทดลองหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Liquefaction ดว้ยเอนไซม ์GC358 

โดยท าการยอ่ยในถงัหมกัขนาด 60 ลิตร ซ่ึงใชค้วามเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%โดยน ้ าหนกั คือ 
น ้ าหนกัมนัเสน้บด 15 กิโลกรัม ผสมกบัน ้ า 45 กิโลกรัม และใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC358 
0.2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ค่า pH 5.7-5.8 ที่อุณหภูมิ 83-85 องศาเซลเซียส โดยในขั้นตอนแรก ผสม
มนัเสน้บดกบัน ้ า และใชใ้บพดักวนผสมเพือ่ใหม้นัเสน้บดกบัน ้ าผสมเขา้กนั จากนั้นเติม Co-enzyme 
ที่ช่วยในการด าเนินกิจกรรมการยอ่ย คือ CaCl2.H2O เท่ากบั 2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม และวดั pH 
ของน ้ าแป้ง และปรับ pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 5.7-5.8 ดว้ย NaOH ความเขม้ขน้ 20% ขั้นตอนต่อไป คือ ให้
ความร้อนกบัน ้าแป้งโดยปล่อยไอน ้ าเขา้ไปใน Internal coil ภายในถงัหมกั ซ่ึงระบบ Internal coil 
สามารถท าใหน้ ้ าแป้งมีอุณหภูมิสูงขึ้นอยา่งรวดเร็วภายในเวลาประมาณ 15-20 นาที เม่ืออุณหภูมิ
สูงขึ้นถึง 60 องศาเซลเซียส เติมเอนไซม ์GC358 ลงไปในถงัหมกั เพราะจากการทดลองถา้ใส่
เอนไซมห์ลงัจากน ้ าแป้งมีอุณหภูมิมากกวา่ 60 องศาเซลเซียส จะท าใหน้ ้ าแป้งขน้หนืดมาก และท า
ใหใ้บพดักวนกวนน ้ าแป้งไม่ได ้ส่งผลใหแ้ป้งที่ติดตรงบริเวณ Internal coil ไหม ้และติดกบั Coil ท  า
ใหเ้กิดการถ่ายเทความร้อนไม่ดี เน่ืองจากน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัจะเกิดการเจลาทิไนเซชนัของแป้ง
มนัปะหลงัที่อุณหภูมิ 58-70 องศาเซลเซียส (กลา้ณรงค ์และ เก้ือกูล, 2543) เม่ือเติมเอนไซมล์งไป
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แลว้ใหค้วามร้อนต่อไปจนกระทัง่ถึงอุณหภูมิ 83-85 องศาเซลเซียส และควบคุมอุณหภูมิไวท้ี่ระดบั
น้ีเพือ่ยอ่ยแป้งนาน 4 ชัว่โมง และเก็บตวัอยา่งทุกๆ 30 นาที เพือ่น าไปวดัค่าปริมาณของแขง็ที่ละลาย
ไดท้ั้งหมด (Total Soluble Solid, TSS), ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และค่า DE 

 

 
 
ภาพที่ 102  ผลของเวลากบัค่า DE และค่า TSS ต่อการท า Liquefaction ดว้ยเอนไซม ์GC358 เฉล่ีย 

 
จากการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Liquefaction ดว้ยเอนไซม ์GC358 พบวา่

เม่ือเวลาในการยอ่ยนานขึ้น จะท าใหค้่า DE เพิม่ขึ้น โดยมีค่า DE ประมาณ 23 ที่เวลา 210-240 นาที 
ซ่ึงที่เวลา 30 นาที มีค่า DE 13.52 ± 0.56 ยอ่ยต่อจนถึงเวลาที่ 120 นาที มีค่า DE 21.46 ± 0.37 และ
เวลาที่ 240 นาที มีค่า DE 23.78 ± 0.37 ซ่ึงเพิม่ขึ้นเพยีงเล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบัเวลาที่ 120 นาที 
เน่ืองจากเอนไซม ์α-amylase ท าหนา้ที่ในการยอ่ยแป้งในลกัษณะสุ่มตดัภายใน ดงัแสดงในภาพที่ 4 
และความหนืดของแป้งลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วงแรก 

 
จากภาพที่ 102 พบวา่ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และค่า DE แปรผนัตรงกนั คือ ปริมาณ

น ้ าตาลรีดิวซ์มากขึ้น คา่ DE ก็มากขึ้น เน่ืองจากคา่ DE หาจากร้อยละของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ต่อ
ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด โดยปริมาณของแขง็มีค่าเพิม่ขึ้นเพยีงเล็กนอ้ยเม่ือเวลาในการท า 
Liquefaction เพิม่ขึ้น โดยที่เวลา 30 นาที มีปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด 17.80 ± 0.80 oBrix 
เพิม่ขึ้นเป็น 18.67 ± 0.50 oBrix ที่เวลา 240 นาที ซ่ึงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และค่า DE เพิม่ขึ้นอยา่ง
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รวดเร็วในช่วงเวลา 30-120 นาที แต่หลงัจากนั้นในช่วงเวลา 150-240 นาที ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และ
ค่า DE เพิม่ขึ้นเพยีงเล็กนอ้ย 

 

 
 
ภาพที่ 103  การเปรียบเทียบผลต่างของค่า DE ต่อ ผลต่างของเวลาในการท า Liquefation ดว้ย

เอนไซม ์GC358 เฉล่ีย 
 

ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และคา่ DE จากภาพที่ 102 ยงัไม่เพยีงพอที่จะสรุปไดว้า่เวลาที่
เหมาะสมส าหรับการท า Liquefaction เน่ืองจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และคา่ DE ยงัเพิม่ขึ้นเร่ือย ๆ 
ดงันั้นการหาผลต่างของค่า DE ต่อผลต่างของเวลา (ค่า DE ต่อนาท)ี ในภาพที่ 103 ออกมาท าใหเ้ห็น
ไดช้ดัวา่เวลาที่เหมาะสมในการท า Liquefaction คือ 120 นาที โดยสงัเกตไดจ้ากค่า DE ต่อนาทีของ
เวลา 30-60 นาท ี 60-90 นาที และ 90-120 นาที คือ 0.14 ,0.07 และ0.06 (ค่า DE ต่อนาท)ี ตามล าดบั 
ซ่ึงมีค่าที่สูงกวา่ค่า DE ต่อนาทีในช่วงของเวลา 120-150 นาท ี 150-180 นาที  180-210 นาที และ 
210-240 นาที คือ 0.02, 0.03, 0.02 และ 0.01 (ค่า DE ต่อนาท)ี ตามล าดบั ที่ช่วงเวลา 90-120 นาที มี
ค่า DE ต่อนาทีมากกวา่ช่วงเวลาที่ 120-150 นาที ถึง 3 เท่า 

 
ผลการทดลองที่ไดส้อดคลอ้งกบัการทดลองของธนัยาภรณ์ (2548) ซ่ึงท าการทดลอง

การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้โดยกระบวนการยอ่ยเป็นน ้ าตาลและหมกัพร้อมกนั รายงานวา่เวลาที่
เหมาะสมในการท า Liquefaction โดยใชเ้อนไซม ์Termamyl120L ที่ความเขม้ขน้ของมนัเสน้ 25% 
คือ 120 นาที เพราะฉะนั้น การใชเ้อนไซมท์ี่ผลิตจากเช้ือจุลินทรียต์่างสายพนัธุก์นั จะให้เวลาที่
เหมาะสมในการท า Liquefaction เหมือนกนั และค่า DE ที่ไดจ้ะไม่สูงมากนกัเม่ือท าการยอ่ยเป็น
เวลาเวลานานขึ้น ซ่ึงจะท าใหต้น้ทุนในการผลิตมากยิง่ขึ้นเพราะจะสูญเสียปริมาณไอน ้ ามากขึ้น 
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ดงันั้นในขั้นตอนการท า Liquefaction ดว้ยเอนไซม ์GC358 ที่ความเขม้ขน้ของมนัเสน้

บด 25% ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC358 0.2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ค่า pH 5.7-5.8 ที่อุณหภูมิ  
83-85 องศาเซลเซียส พบวา่เวลาที่เหมาะสมในการท า Liquefaction ดว้ยเอนไซม ์GC358 คือ 120 
นาที มีปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 3.91 ± 0.08% และค่า DE เท่ากบั 21.46 ± 0.37 ซ่ึงจะน าผลที่ไดไ้ปใชใ้น
การทดลองต่อไป คือ การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 
 
 4.2  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 
 

การท า Pre-Saccharification เป็นขั้นตอนการเปล่ียนน ้ าตาล Maltodextrin ที่ไดจ้ากการ
ท า Liquefaction เป็นน ้ าตาลกลูโคส ซ่ึงจะใชเ้วลาในการยอ่ยไม่นาน เพือ่ไม่ใหป้ริมาณน ้ าตาล
กลูโคสมีมากเกินไป เพราะถา้ปริมาณน ้ าตาลมากเกินไป เซลลย์สีตจ์ะมีความสามารถในการหายใจ
เสียไป หรือถูกยบัย ั้งอยา่งรุนแรง เรียกวา่ Crabtree effect มีผลท าใหอ้ตัราการเจริญและการผลิต    
เอทานอลลดลง ในขั้นตอนการผลิตเอทานอลของยสีตท์ี่เติมเขา้ไป ดงันั้นการศึกษาหาเวลาที่
เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 เร่ิมโดยการลดอุณหภูมิจาก 85  
องศาเซลเซียส เหลือ 65 องศาเซลเซียส ซ่ึงในขั้นตอนน้ีจะอาศยัเอนไซม ์GC147 (Glucoamylase) 
เป็นเอนไซมป์ระเภท Exo-enzyme ที่ยอ่ยพนัธะจากภายนอกเขา้มา โดยจะยอ่ยแป้งที่พนัธะ α-1,4 
และพนัธะก่ิง α-1,6 จากปลายดา้นที่ไม่มีหมู่รีดิวซ์ (non-reducung end) เขา้ไปทีละโมเลกุล ดงั
แสดงในภาพที่ 5 ผลจากการยอ่ยจะไดน้ ้ าตาลกลูโคส ซ่ึงจะพบวา่ในการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์Glucoamylase จะท าใหน้ ้ าแป้งมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และค่า DE เพิม่ขึ้นอยา่งมาก 
(กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2543) 
 

ในการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 
โดยท าการยอ่ยในถงัหมกัขนาด 60 ลิตร ซ่ึงใชค้วามเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%โดยน ้ าหนกั คือ 
น ้ าหนกัมนัเสน้บด 15 กิโลกรัม ผสมกบัน ้ า 45 กิโลกรัม และท าการยอ่ยมนัเสน้คร้ังแรกดว้ย
เอนไซม ์GC358 ที่ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC358 0.2 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ค่า pH 5.7-5.8 ที่
อุณหภูมิ 83-85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ซ่ึงจะไดป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ประมาณ 3.9% และ
ค่า DE ประมาณ 21 จากนั้นลดอุณหภูมิของน ้ าตาล Maltodextrin จากอุณหภูมิ 83-85 องศาเซลเซียส 
เหลือ 63-65 องศาเซลเซียส และควบคุมอุณหภูมิไวท้ี่ระดบัน้ียอ่ยแป้งนาน 24 ชัว่โมง โดยปล่อยน ้ า
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ที่มีอุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส เขา้ไปใน Internal coil ภายในถงัหมกั เม่ือน ้ าตาล 
Maltodextrin มีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส วดัค่า pH และปรับ pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 4.0-4.5 ดว้ย H2SO4 
ความเขม้ขน้ 20% ขั้นตอนต่อไป คือ เติมเอนไซม ์GC147 ที่ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC147 0.6 
กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ท า Pre-Saccharification นาน 24 ชัว่โมง โดยเก็บตวัอยา่งที่เวลา 0, 0.5, 1, 
1.5, 2, 2.5, 8, 12, 16, 20 และ 24 ชัว่โมง น าไปวดัค่าปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (Total 
Soluble Solid, TSS) และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 

 

 
 
ภาพที่ 104  ผลของเวลาและ %น ้ าตาลรีดิวซ์ ต่อการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม์ GC147 

เฉล่ีย 
 

จากภาพที่ 104 พบวา่ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิม่ขึ้นอยา่งรวดเร็วในช่วง 1 ชัว่โมงแรก 
โดยเพิม่จาก 4.25 ± 0.12% เป็น 10.40 ± 0.22% และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จะค่อย ๆ เพิม่ขึ้นเร่ือย ๆ 
จนกระทัง่ที่ 12-24 ชัว่โมง ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิม่ขึ้นนอ้ยมากจาก 16.36 ± 0.53% เป็น          
17.31 ± 0.82% ในขณะที่ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมดมีค่าเพิม่ขึ้นเพยีงเล็กนอ้ยเม่ือเวลาใน
การท า Pre-Saccharification เพิม่ขึ้น โดยที่เวลา 0 ชัว่โมง มีปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด 
19.20 ± 0.00 oBrix เพิม่ขึ้นเป็น 20.40 ± 0.20 oBrix ที่เวลา 24 ชัว่โมง จากขอ้มูลดงักล่าวจะเห็นไดว้า่
ประมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในขั้นตอนการท า Pre-Saccharification มีค่ามากกวา่ในขั้นตอน Liquefaction 
มาก เน่ืองจากเอนไซม ์GC147 หรือเอนไซม ์glucoamylase มีการยอ่ยพนัธะจากภายนอกเขา้มา โดย
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จะยอ่ยแป้งที่พนัธะ α-1,4 และพนัธะก่ิง α-1,6 จากปลายดา้นทีไ่ม่มีหมู่รีดิวซ์ (non-reducung end) 
เขา้ไปทีละโมเลกุล จึงท าใหไ้ดป้ริมาณน ้ าตาลกลูโคสที่สูงขึ้นมาก 

 
จากขอ้มูลผลการทดลองพบวา่ที่เวลา 1 ชัว่โมง มีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 10.40 ± 0.22% 

ซ่ึงเป็นปริมาณน ้ าตาลกลูโคสที่สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Panchal (1990) ที่ไดศ้ึกษาความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสต่อการเจริญและการหมกัเอทานอลของเช้ือ S. cerevisiae คือ ความเขม้ขน้
ของน ้ าตาลกลูโคสที่ 100 กรัมต่อลิตร หรือ 10% ใหผ้ลผลิตเอทานอลสูงสุด นัน่คือ ปริมาณน ้าตาล
กลูโคสเร่ิมตน้ที่เหมาะสมต่อการเจริญและการหมกัเอทานอลของยสีต ์S. cerevisiae ดงันั้นในการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้โดยกระบวนการหมกัแบบปกตินั้นสภาวะเร่ิมตน้ของการหมกัดว้ยยสีต ์
จะมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสสูง เม่ือยสีตเ์จริญในที่มีน ้ าตาลกลูโคสความเขม้ขน้สูง หนา้ที่
ของไมโทคอนเดรียจะถูกกดดนัเรียกกวา่ อิทธิพลแคร็บทรี (Crabtree effect) หรืออิทธิพลกลูโคส 
(Glucose effect) หรือการกดดนัแคแทบอไลต ์(Catabolite repression) ท าใหย้สีตมี์การหายใจลดลง 
และอีกสาเหตุหน่ึงของการมีน ้าตาลกลูโคสความเขม้ขน้สูงในสภาวะเร่ิมตน้ของการหมกัก็คือ 
แรงดนัออสโมซิส เม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสสูงจะมีผลยบัย ั้งการเจริญและการหมกั        
เอทานอลของยสีต ์เพราะความเขม้ขน้ของน ้ าตาลที่สูงจะท าใหมี้การเพิม่ความเขม้ขน้ของเอทานอล
และสะสมอยูภ่ายในเซลลย์สีตม์ากขึ้น ซ่ึงจะท าใหเ้กิดผลเสียต่อองคป์ระกอบต่างๆของเซลลย์สีต ์
และท าใหเ้ซลลย์สีตต์ายในที่สุด (สาวติรี ล่ิมทอง, 2549) ดงันั้นการท าใหป้ริมาณน ้ าตาลกลูโคส
เร่ิมตน้เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของยสีตเ์ป็นส่ิงที่ส าคญัต่อการผลิตเอทานอล 
 

ดงันั้นในขั้นตอนการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 ที่ความเขม้ขน้ของ
มนัเสน้บด 25% ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC147 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ค่า pH 4.0-4.5 ที่
อุณหภูมิ 63-65 องศาเซลเซียส พบวา่เวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 คือ 1 ชัว่โมง จะมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 10.40 ± 0.22% เน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
กลูโคสที่เหมาะสมต่อการเจริญและการหมกัเอทานอลจากเช้ือ S. cerevisiae ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการ
ทดลองของ Panchal (1990) โดยจะน าผลที่ไดไ้ปใชใ้นการทดลองต่อไป คือ การศึกษาหาความ 
สมัพนัธข์องค่า ORP  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเทอานอล ที่ไดจ้ากกระบวนการหมกัแบบ 
SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147  
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5.  การศึกษาหาความสัมพนัธ์ของค่า Oxidation Reduction Potential (ORP)  ปริมาณน า้ตาล
รีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่ได้จากการผลิตเอทานอลจากมันเส้นบดโดยกระบวนการย่อยให้เป็น
น ้าตาลและหมักพร้อมกัน (Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) ที่ผ่านการ
ท า Pre-Saccharification ด้วยเอนไซม์ GC147 หรือกระบวนการหมักแบบปกติ 
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 เป็นการเปล่ียนแป้งให้เป็นน ้ าตาลกลูโคส โดยการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรกดว้ย
เอนไซม ์GC358 นาน 2 ชัว่โมงและผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 นาน 1 
ชัว่โมง จากนั้นเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสใหเ้ป็นเอทานอลดว้ยยสีตแ์หง้ Saccharomyces cerevisiae ที่มี
ช่ือทางการคา้วา่ Fali Green นาน 72 ชัว่โมง ซ่ึงในระหวา่งการทดลองไดว้ดัค่า ORP ปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล เพือ่ศึกษาความสมัพนัธข์องค่า ORP, ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และ
ปริมาณเอทานอล ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า 
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147  

 
 จากภาพที่ 105 พบวา่ในช่วง 0-6 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณ
เพิม่ขึ้นจาก 9.52% เป็น 11.20% ส่วนปริมาณเอทานอลมีค่าเท่ากบั 0 กรัมต่อลิตร และค่า ORP 
ในช่วง 0-2 ชัว่โมงแรกลดลงจาก 42.3 mV เป็น 12.3 mV และเพิม่ขึ้นในชัว่โมงที่ 2-6 จาก 12.3 mV 
เป็น 23.7 mV ส่วนค่า pH และ TSS ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย โดยค่า pH ลดลงจาก 4.52 เป็น 4.49 และคา่ 
TSS ลดลงจาก 19.40 เป็น 19.27 จากผลดงักล่าวแสดงวา่ เซลลย์สีตอ์ยูใ่นช่วงปรับตวัก่อนการแบ่ง
เซลลเ์พิม่จ  านวน (lag phase) จึงยงัไม่มีการผลิตเอทานอลเกิดขึ้น ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลอง
ของ Kukec et al. (2001) คือ ในช่วงแรกกระบวนการหมกัเซลลย์สีตอ์ยูใ่นช่วงปรับตวั จะยงัไม่มี
การผลิตเอทานอลเกิดขึ้น โดยสังเกตไดจ้ากน ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิม่ขึ้น เน่ืองจากเอนไซม ์GC147 
ที่ยอ่ยแป้งยงัคงท างานเพือ่เปล่ียนแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาล นัน่แสดงวา่ยสีตย์งัไม่มีการใชน้ ้ าตาลเปล่ียนไป
เป็นเอทานอล แต่ยสีตอ์ยูใ่นช่วงการปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้มจึงท าใหย้สีตไ์ม่เกิดการแบ่ง
เซลลแ์ละผลิตเอทานอลออกมา และค่า pH และ TSS ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย เน่ืองจากอยูใ่นระยะ
ปรับตวั เซลลย์สีตจึ์งไม่ใชน้ ้ าตาลในการเจริญและผลิตเอทานอล ส่วนค่า ORP จะลดลงในช่วง 2 
ชัว่โมงแรก และหลงัจากนั้นจะเพิม่ขึ้นจนถึงชัว่โมงที่ 6 ซ่ึงเป็นการเปล่ียนแปลงค่า ORP ในช่วงการ
ปรับตวัของเซลลย์สีต ์
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ภาพที่ 105  ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (TSS)  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (%RD)  ค่า pH  

ปริมาณเอทานอล และคา่ ORP ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือ
กระบวนการหมกัแบบปกต ิ

 
 ในช่วง 6-12 ชัว่โมง พบวา่น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิม่ขึ้นเพยีงเล็กนอ้ย หรืออาจเรียกไดว้า่
คงที่ จาก 11.20% เป็น 11.39% ส่วนปริมาณเอทานอลมีค่าเพิม่ขึ้นเป็น 3.58 กรัมต่อลิตร และค่า 
ORP มีค่าลดลงจาก 23.7 mV เป็น 20.3 mV ส่วนค่า pH และ TSS ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย โดยค่า pH 
ลดลงจาก 4.49 เป็น 4.40 และค่า TSS ลดลงจาก 19.27 เป็น 18.72 จากผลดงักล่าวแสดงวา่ เซลล์
ยสีตเ์ร่ิมมีการผลิตเอทานอล แต่เน่ืองจากยงัผลิตไดไ้ม่มากนกั จึงท าใหป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์คงที่ 
เพราะยสีตมี์การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ทั้งในการเจริญเติบโต แบ่งเซลล ์และผลิตเอทานอลในปริมาณ
ใกลเ้คียงกบัการผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ของเอนไซม ์GC147 ท าใหป้ริมาณของแขง็ที่ละลายได ้(TSS) 
และค่า pH ลดลงเล็กนอ้ย เน่ืองจากกระบวนการหมกัผลิตเอทานอลไดไ้ม่มากนกั ส่วนค่า ORP มีค่า
ลดลงเล็กนอ้ย ซ่ึงท าใหส้งัเกตไดว้า่เม่ือเซลลย์สีตมี์การใชน้ ้ าตาลในการแบ่งเซลล ์และผลิต             
เอทานอล จะท าใหค้่า ORP ลดลง เน่ืองจากค่า ORP มีความสมัพนัธก์บัออกซิเจนที่ละลายในน ้ า
หมกั เม่ือเซลลย์สีตมี์การใชอ้อกซิเจนส าหรับการเจริญ แบ่งเซลล ์และผลิตเอทานอล จะท าให้
ออกซิเจนในน ้ าหมกัลดลง จึงท าใหค้่า ORP ลดลงเช่นเดียวกนั ดงันั้นในช่วงชัว่โมงที่ 6-12 จดัไดว้า่

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

100

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

O
R

P
 (

m
V

),
 e

th
an

o
l (

g/
L)

 

TS
S,

 %
R

D
, p

H
 

เวลา (ช่ัวโมง) 

TSS เฉล่ีย %RD เฉล่ีย pH เฉล่ีย Ethanol เฉล่ีย (g/L) ORP เฉล่ีย (mV) 



 

 

 

145 

อยูใ่นช่วงปลายของ log phase และช่วงตน้ของ lag phase ซ่ึงเซลลมี์การเจริญเติบโตอยา่งเตม็ที่ มี
การแบ่งเซลลเ์พิม่จ  านวน และเร่ิมมีการผลิตเอทานอลออกมา (วราวฒิุ, 2529 และสาวติรี, 2549) 

 
 ต่อมาในช่วง 12-60 ชัว่โมง น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลงอยา่งเห็นไดช้ดัจาก 11.39% เป็น 
0.56% ส่วนปริมาณเอทานอลมีปริมาณเพิม่ขึ้นจาก 3.58 กรัมต่อลิตร เป็น 75.73 กรัมต่อลิตร และค่า 
ORP ก็มีการเปล่ียนแปลงอยา่งชดัเจนเช่นเดียวกนั คือ ค่า ORP ลดลงอยา่งมากจาก 20.3 mV เป็น     
-48.3 mV ส่วนค่า pH ลดลงจาก 4.40 เป็น 3.97 ในชัว่โมงที่ 12-54 และค่า pH เพิม่ขึ้นเพยีงเล็กนอ้ย
หรืออาจเรียกไดว้า่คงที่ในชัว่โมงที่ 60 คือ 3.98 และค่า TSS ลดลงอยา่งมากจาก 18.72 เป็น 7.93 
จากผลดงักล่าวแสดงวา่ ยสีตมี์การใชน้ ้ าตาลกลูโคสจ านวนมากในการผลิตเอทานอล ท าใหป้ริมาณ
เอทานอลเพิม่สูงขึ้น และมีผลใหป้ริมาณน ้ าตาลรีดีวตล์ดลง ส่วนค่าอ่ืน ๆ เช่น ปริมาณของแขง็ที่
ละลายได,้ pH และค่า ORP มีค่าลดลงอยา่งต่อเน่ือง ดงันั้นในช่วงชัว่โมงที่ 12-60 จึงจดัไดว้า่อยู่
ในช่วง lag phase และ stationary phase ซ่ึงเป็นช่วงเวลาที่ยสีตมี์การเจริญเติบโตสูงที่สุด และอตัรา
การผลิตเอทานอลสูงที่สุด (Kukec et.al., 2001) ส่วนค่า ORP มีการลดลงอยา่งต่อเน่ือง ก็มีลกัษณะ
เช่นเดียวกบัในช่วงชัว่โมงที่ 6-12 คือ เม่ือน ้าตาลรีดิวซ์ถูกใชไ้ปในการผลิตเอทานอล และแบ่งเซลล์
โดยยสีต ์จะท าใหค้่า ORP ลดลง นัน่แสดงวา่ ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัลดลงดว้ย
เช่นเดียวกนั 
 
 ในช่วง 60-72 ชัว่โมง ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย และเขา้ใกลศู้นย ์จาก 0.56% 
เป็น 0.29% ส่วนปริมาณเอทานอลก็มีปริมาณเพิม่ขึ้นเพยีงเล็กนอ้ยเท่านั้น จาก 75.73 กรัมต่อลิตร 
เป็น 80.44 กรัมต่อลิตร และค่า ORP ในช่วง 60-66 ชัว่โมงลดลงเพยีงเล็กนอ้ยจาก -48.3 mV เป็น     
-51.0 mV และเพิม่ขึ้นอยา่งชดัเจนในชัว่โมงที่ 66-72 จาก -51.0 mV เป็น -40.3 mV ส่วนค่า pH 
เพิม่ขึ้นจาก 3.97 เป็น 4.01 และค่า TSS ลดลงเพยีงเล็กนอ้ยจาก 7.93 เป็น 7.60 จากผลดงักล่าวแสดง
วา่ เม่ือน ้ าตาลรีดิวซ์ใกลห้มดลง เซลลย์สีตจ์ะเขา้สู่ระยะสุดทา้ยของการเจริญ ซ่ึงเรียกวา่ Death 
phase คือ ปริมาณเซลลย์สีตล์ดลง และตายอยา่งรวดเร็ว เน่ืองจากขาดแคลนสารอาหาร นัน่คือ
อาหารของยสีตใ์กลห้มดลง และปริมาณของเสียที่ยสีตส์ร้างเพิม่มากขึ้นจนเซลลย์สีตไ์ม่สามารถ
เจริญได ้จึงท าใหย้สีตต์ายลง และเกิดการยอ่ยสลายตวัเอง ส่งผลใหอ้ตัราการผลิตเอทานอลลดลง 
ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดเ้ร่ิมคงที่ ซ่ึงต่างกบัค่า ORP และค่า pH ที่มีค่าเพิม่ขึ้น ดงันั้น เม่ือเซลล์
ยสีตเ์ขา้สู่ death phase ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์หมดลง เซลลย์สีตจ์ะเร่ิมหยดุผลิตเอทานอล จะท าใหค้่า 
ORP และค่า pH เพิม่ขึ้น (Kukec et.al., 2001) จะสงัเกตไดว้า่เม่ือกิจกรรมของยสีตเ์กิดขึ้นนอ้ยลง ซ่ึง
หมายความวา่เซลลย์สีตเ์ร่ิมหยดุการเจริญเติบโต อตัราการผลิตเอทานอลก็เร่ิมหยดุลงเช่นเดียวกนั 
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เน่ืองจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ใกลห้มด ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัลดต ่าลง ซ่ึงเป็น
สภาวะที่เซลลย์สีตไ์ม่สามารถเจริญเติบโตได ้ทั้งหมดน้ีบ่งบอกวา่กระบวนการหมกัใกลส้ิ้นสุดลง 
ซ่ึงจะท าใหค้่า ORP เพิม่สูงขึ้น 
 
 จากผลการทดลองดงักล่าว ท าใหส้รุปไดว้า่ การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือกระบวนการหมกั
แบบปกติ มี Growth curve ดงัน้ี 
 
 0-6 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั การเจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะปรับตวั หรือ Lag 
phase ส่งผลใหค้่า ORP ลดลงใน 2 ชัว่โมงแรก และเพิม่ขึ้นใน 2-6 ชัว่โมง หรือเรียกไดว้า่ค่า ORP มี
แนวโนม้ลดลง เน่ืองจาก ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้น และในกระบวนการหมกัยงัไม่มีการผลิต     
เอทานอล 
 6-12 ชัว่โมง การเจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นช่วงปลายของ log phase และช่วงตน้ของ lag phase 
ส่งผลใหค้่า ORP ลดลงเล็กนอ้ย เน่ืองจากเซลลย์สีตมี์การใชน้ ้ าตาลในการแบ่งเซลล ์และเร่ิมผลิต   
เอทานอล แต่ยงัผลิตเอทานอลไดไ้ม่มากนกั 
 12-60 ชัว่โมง การเจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นช่วง lag phase และ stationary phase ส่งผลใหค้่า 
ORP ลดลงอยา่งมาก เน่ืองจากเซลลย์สีตมี์การเจริญเติบโตสูงที่สุด ซ่ึงมีการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ปริมาณ
มากในการผลิตเอทานอล ซ่ึงมีอตัราการผลิตเอทานอลสูงที่สุด 
 60-72 ชัว่โมง การเจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะตาย Death phase ส่งผลใหค้่า ORP เพิม่ขึ้น 
เน่ืองจากเซลลย์สีตเ์ร่ิมหยดุการเจริญเติบโต อตัราการผลิตเอทานอลก็เร่ิมหยดุลงเช่นเดียวกนั 
เน่ืองจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ใกลห้มด ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัลดต ่าลง ซ่ึงเป็น
สภาวะที่เซลลย์สีตไ์ม่สามารถเจริญเติบโตได ้
 
 จากผลการทดลองดงักล่าวพบวา่ค่า ORP แปรผกผนักบัปริมาณเอทานอล และค่า ORP 
แปรผนัตรงกบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ซ่ึงท าใหส้ามารถบ่งบอกถึงช่วงการเจริญของเซลลย์สีต ์หรือ 
Growth curve ได ้ดงันั้น ค่า ORP จึงมีประโยชน์ส าหรับใชใ้นการติดตามกิจกรรมต่าง ๆ ที่เกิดขึ้น
ในกระบวนการหมกัเอทานอลจากมนัเสน้บดแบบ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกติไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เช่น ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ปริมาณ
เอทานอล และยงัติดตามการเจริญเติบโตของเซลลย์สีตว์า่ ณ ตอนน้ีมีการเจริญเติบโตอยูใ่นช่วงใด
ของ Growth curve 
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 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 ที่ 72 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลไดสู้งสุด 80.44 กรัมต่อลิตร และปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ที่เหลือ 0.29% แต่การหาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล ท าโดยการน าปริมาณ            
เอทานอล และปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง ๆ มาวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way 
ANOVA) ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ไดผ้ลดงัตารางผนวกที่ ค1 และ ค2 ตามล าดบั จากตารางผนวกที่ ค
1 และ ค2 ไดค้่านยัส าคญั (Sig.) เท่ากบั 0.000 และ 0.000 ตามล าดบั ซ่ึงนอ้ยกวา่ 0.05 แสดงวา่
ปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล มีอยา่ง
นอ้ย 1 ขอ้มูล แตกต่างกนัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% หมายความวา่ มีปริมาณเอทานอล และ
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์อยา่งนอ้ย 1 ขอ้มูลแตกต่างกนั ดงันั้น จึงท าการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณ
เอทานอลและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล ตามวธีิ 
Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ซ่ึงไดผ้ลดงัตารางที่ 8 
 
 จากตารางที่ 8 พบวา่ชัว่โมงที่ 60 มีปริมาณเอทานอลไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 54, 66 และ 72 
แต่ชัว่โมงที่ 54 มีปริมาณเอทานอลแตกต่างกบัชัว่โมงที่ 66 และ 72 ดงันั้นจึงเลือกชัว่โมงที่ 60 คือ 
ใชเ้วลาในการหมกันอ้ยที่สุด ซ่ึงใหป้ริมาณเอทานอลไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 66 และ 72 ส่วน
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัของชัว่โมงที่ 60 ไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 66 
และ 72 ดงันั้นปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัชัว่โมงที่ 60 ไม่เพยีงพอส าหรับ
ยสีตท์ี่จะเจริญและผลิตเอทานอลใหเ้พิม่มากขึ้น แสดงวา่ เวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจาก
มนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการ
หมกัแบบปกติที่วเิคราะห์ไดใ้นทางสถิติ คือ 60 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.73 กรัมต่อลิตร และมี
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.56% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลที่วเิคราะห์ไดจ้ากการเปรียบอตัราการ
ผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของเซลลย์สีตท์ี่เวลา 60-66 ชัว่โมง และ 66-72 ชัว่โมง 
ลดลงต ่ากวา่ที่เวลา 54-60 ชัว่โมง ดงัภาพที่ 106 นัน่แสดงวา่ เวลาที่ 60 ชัว่โมง เป็นเวลาที่เหมาะสม 
เน่ืองจาก การเจริญของเซลลย์สีตเ์ขา้สู่ระยะสุดทา้ยของกระบวนการหมกั หรือ Death phase ซ่ึง
ระยะน้ีจะสงัเกตจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ซ่ึงเป็นอาหารของยสีตใ์กลห้มดลง จึงท าใหก้ารผลิต        
เอทานอลลดลง หรือปริมาณเอทานอลเพิม่ขึ้นเพยีงเล็กนอ้ย จากภาพที่ 105 จะเห็นวา่ชัว่โมงที่ 60 
เร่ิมเขา้สู่ระยะสุดทา้ยของกระบวนการหมกั หรือ Death phase เน่ืองจากมีปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่
เหลืออยู ่0.56% และผลิตเอทานอลได ้75.73 กรัมต่อลิตร เปรียบเทียบกบัชัว่โมงที่ 66 มีปริมาณ
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น ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.36% และผลิตเอทานอลได ้77.25 กรัมต่อลิตร ซ่ึงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์
ลดลงนอ้ยมาก และผลิตเอทานอลเพิม่ขึ้นไม่สูงเม่ือเทียบกบัระยะเวลาที่เท่ากนั 
 
ตารางที่ 8  ปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิตเอทานอลจากมนัเส้นบดโดย

กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกั
แบบปกติ 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 

(%) 
0 0.00 ± 0.00 a 9.52 ± 0.36 a 
2 0.00 ± 0.00 a 10.44 ± 0.46 b 
4 0.00 ± 0.00 a 10.97 ± 0.35 bc 
6 0.00 ± 0.00 a 11.20 ± 0.29 c 
12 3.58 ± 1.39 a 11.39 ± 0.72 c 
24 27.97 ± 1.79 b 7.59 ± 0.30 d 
36 49.53 ± 3.63 c 4.45 ± 0.43 e 
42 56.75 ± 4.00 d 3.20 ± 0.40 f 
48 65.37 ± 5.15 e 2.19 ± 0.33 g 
54 70.13 ± 4.55 ef 1.22 ± 0.25 h 
60 75.73 ± 5.40 fg 0.56 ± 0.07 i 
66 77.25 ± 5.69 g 0.36 ± 0.04 i 
72 80.44 ± 4.99 g 0.29 ± 0.01 i 

 
หมายเหตุ  ตวัอกัษรที่เหมือนกนัในแนวตั้ง แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่ 106  การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิต     

เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 หรือกระบวนการหมกัแบบปกติ (อตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ เป็นบวก 
แสดงวา่ น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิม่ เป็นลบ แสดงวา่ น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลง) 
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6.  การผลิตเอทานอลจากมันเส้นบดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ด้วย
เอนไซม์ GC147 โดยวิธีการให้อากาศในระหว่างกระบวนการหมกั 
 
 6.1  การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 
ชัว่โมง) 
 

การทดลองน้ีเป็นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า 
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการ
หมกั (0-72 ชัว่โมง) ซ่ึงมีการทดลองเช่นเดียวกบัวธีิการทดลองในหวัขอ้ที่ 5 โดยแตกต่างกนัที่การ
ทดลองน้ีจะมีการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั อากาศจะถูกกรองดว้ย Syringe Filter ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ก่อนเขา้สู่ถงัหมกั เพือ่ก  าจดัเช้ือที่ปนเป้ือนอยูใ่นอากาศ และในระหวา่งการทดลองได้
วดัค่า ORP ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล เพือ่ศึกษาความสมัพนัธข์องค่า ORP  
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อ
นาที ตลอดกระบวนการหมกั 
 

จากภาพที่ 107 พบวา่ในช่วง 0-6 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั มีปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์เพิม่ขึ้นจาก 9.6357% เป็น 11.1147% ไม่พบปริมาณเอทานอลในช่วงแรก และค่า ORP 
เพิม่ขึ้นจาก 14.5 mV เป็น 112.5 mV ซ่ึงแตกต่างจากค่า ORP ของการหมกัแบบปกติ ส่วนค่า pH 
และ TSS ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย โดยค่า pH ลดลงจาก 4.50 เป็น 4.49 และค่า TSS ลดลงจาก 18.50 เป็น 
18.24 จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงวา่ เซลลย์สีตอ์ยูใ่นช่วงระยะปรับตวัก่อนการแบ่งเซลลเ์พิม่
จ  านวน หรือ lag phase เซลลย์สีตไ์ม่มีการใชน้ ้ าตาลกลูโคสเพือ่ผลิตเอทานอล (Kukec et.al., 2001) 
จึงท าใหป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ไม่ลดลงและเพิม่ขึ้นเน่ืองจากเอนไซมย์งัคงท างานผลิตน ้าตาลรีดิวซ์อยู ่
ส่วนค่า pH และ TSS ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย ซ่ึงมีลกัษณะเช่นเดียวกบัการหมกัแบบปกติ แต่ค่า ORP มี
ค่าเพิม่ขึ้น เน่ืองจาก มีการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั ซ่ึงการใหอ้ากาศมีผลต่อค่า ORP โดยตรง ท า
ใหอ้อกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัเพิม่สูงขึ้น จึงท าใหค้่า ORP เพิม่สูงขึ้น 
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ภาพที่ 107  ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (TSS)  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (%RD) ค่า pH  

ปริมาณเอทานอล และคา่ ORP ที่ไดม้าจากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยให้
อากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) 
 
ต่อมาในช่วง 6-54 ชัว่โมง น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลงอยา่งมากจาก 11.11% เป็น 

0.58% ส่วนปริมาณเอทานอลมีปริมาณเพิม่ขึ้นจาก 0 กรัมต่อลิตร เป็น 69.78 กรัมต่อลิตร และค่า 
ORP ก็มีการเปล่ียนแปลงอยา่งชดัเจนเช่นเดียวกนั คือ ค่า ORP ลดลงอยา่งมากจาก 112.5 mV เป็น 
31.5 mV ซ่ึงมีลกัษณะเช่นเดียวกบัการหมกัแบบปกติ คือ มีค่า ORP ลดลง แต่มีค่า ORP ที่สูงกวา่ 
เพราะ การใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั ท าใหอ้อกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัยงัมีมากกวา่การหมกัแบบ
ไม่เติมอากาศ ส่งผลใหย้สีตมี์การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร็วขึ้น เพือ่การแบ่งเซลลเ์พิม่จ  านวนมากขึ้น จึงท า
ใหเ้ซลลย์สีตผ์ลิตเอทานอลเร็วขึ้น หรือเซลลย์สีตมี์กิจกรรมต่าง ๆ เกิดขึ้นอยา่งรวดเร็ว ส่วนค่า pH 
ลดลงจาก 4.49 เป็น 4.11 และค่า TSS ลดลงอยา่งมากจาก 18.24 เป็น 7.30 จากผลดงักล่าวแสดงวา่ 
เซลลย์สีตมี์การใชน้ ้ าตาลกลูโคสในการแบ่งเซลลเ์พือ่เพิม่จ  านวน และการผลิตเอทานอล ท าให้
ปริมาณเอทานอลเพิม่สูงขึ้น ส่งผลท าใหป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์, ปริมาณของแขง็ที่ละลายได,้ pH และ
ค่า ORP มีค่าลดลงอยา่งต่อเน่ือง ดงันั้นในช่วงชัว่โมงที่ 6-54 จึงจดัไดว้า่อยูใ่นช่วง log phase และ 
stationary phase ซ่ึงเป็นช่วงเวลาที่ยสีตมี์การเจริญเติบโตสูงที่สุด และผลิตเอทานอลไดม้ากที่สุด 
(วราวฒิุ, 2529 และสาวติรี, 2549) ส่วนการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกัในช่วงเวลา 6-54 ชัว่โมง 
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ส่งผลใหค้่า ORP ลดลง เน่ืองจากเซลลย์สีตมี์การใชอ้อกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัเพือ่การแบ่งเซลล์
เพือ่เพิม่จ  านวน และผลิตเอทานอล แต่เซลลย์สีตมี์อตัราการใชอ้อกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัมากกวา่
การเพิม่ออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัจากการให้อากาศเขา้ไปในถงัหมกั จึงท าใหค้่า ORP ใน
กระบวนการหมกัลดลง 
 

ในช่วง 54-72 ชัว่โมง น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลงเพยีงเล็กนอ้ย จาก 0.58% เป็น 
0.20% ปริมาณเอทานอลมีปริมาณลดลงจาก 69.78 กรัมต่อลิตร เป็น 68.29 กรัมต่อลิตร และค่า ORP 
เพิม่สูงขึ้นจาก 31.5 mV เป็น 54.5 mV ส่วนค่า pH เพิม่ขึ้นจาก 4.11 เป็น 4.26 และค่า TSS ลดลงจาก 
7.30 เป็น 6.60 จากผลการทดลองแสดงวา่ เซลลย์สีตจ์ะเขา้สู่ระยะสุดทา้ยของการเจริญ (Death 
phase) เน่ืองจากเซลลย์สีตข์าดแคลนสารอาหาร และปริมาณเอทานอลที่สูง ประกอบกบัปริมาณ
ของเสียที่เซลลย์สีตส์ร้างเพิม่มากขึ้นจึงท าใหเ้ซลลย์สีตไ์ม่สามารถเจริญได ้และเกิดการยอ่ยสลายตวั
เอง ส่งผลท าใหอ้ตัราการผลิตเอทานอลลดลง ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดเ้ร่ิมคงที่ ซ่ึงต่างกบัค่า 
ORP และค่า pH ที่มีค่าเพิม่ขึ้น เม่ือค่า ORP เพิม่ขึ้น แสดงวา่เซลลย์สีตเ์ขา้สู่ death phase ปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์หมดลง เซลลย์สีตจ์ะเร่ิมหยดุผลิตเอทานอล (Kukec et.al., 2001) และจากปริมาณ      
เอทานอลทีล่ดลงในช่วง 54-72 ชัว่โมง เน่ืองจากมีการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั โดยอากาศจะเขา้
ไปท าปฏิกิริยากบัเอทานอล และจะพาเอทานอลออกไปจากน ้ าหมกั ท าใหเ้อทานอลในน ้ าหมกัมี
ปริมาณลดลงต ่ากวา่การหมกัโดยไม่เติมอากาศ 

 
จากผลการทดลองดงักล่าว ท าใหส้รุปไดว้า่ การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย

กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อ
นาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) มีค่า ORP ที่สมัพนัธก์บั Growth curve ดงัน้ี 

 
0-6 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั การจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะปรับตวั หรือ Lag 

phase ส่งผลใหค้่า ORP เพิม่ขึ้นมาก เน่ืองจากมีการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั ซ่ึงท าใหอ้อกซิเจนที่
ละลายในน ้ าหมกัเพิม่สูงขึ้น 

6-54 ชัว่โมง การจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะเพิม่จ  านวน หรือ Log phase และระยะคง
เดิม Stationary phase ส่งผลใหค้่า ORP ลดลง เน่ืองจากเซลลย์สีตมี์การใชอ้อกซิเจนที่ละลายในน ้า
หมกั และน ้ าตาลรีดิวซ์ เพือ่การแบ่งเซลลเ์พิม่จ  านวน และผลิตเอทานอล แต่เซลลย์สีตมี์อตัราการใช้
ออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัมากกวา่การเพิม่ออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัจากการใหอ้ากาศเขา้ไป
ในถงัหมกั จึงท าใหค้่า ORP ในกระบวนการหมกัลดลง 
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54-72 ชัว่โมง การจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะตาย Death phase ส่งผลใหค้่า ORP เพิม่ขึ้น 
เน่ืองจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ใกลห้มด ปริมาณเอทานอลที่สูงมาก และปริมาณของเสียที่เซลลย์สีต์
สร้างเพิม่มากขึ้น จนท าใหเ้ซลลย์สีตไ์ม่สามารถเจริญได ้และเกิดการยอ่ยสลายตวัเอง ส่งผลท าให้
อตัราการผลิตเอทานอลลดลง 
 

จากผลการทดลองดงักล่าวเม่ือมีการใหอ้ากาศตลอดกระบวนการหมกั พบวา่ค่า ORP 
แปรผกผนักบัปริมาณเอทานอล และค่า ORP แปรผนัตรงกบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ซ่ึงมีลกัษณะ
เช่นเดียวกบัการหมกัแบบปกติ ท าใหส้ามารถบ่งบอกถึงช่วงการเจริญของเซลลย์สีต ์หรือ Growth 
curve ของกระบวนการหมกัเอทานอลจากมนัเสน้บดแบบ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) ไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ 
 

การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 
ชัว่โมง) ที่ 72 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้68.29 กรัมต่อลิตร และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลือ 0.20% 
แต่การหาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล ท าโดยการน าปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ที่เวลาต่าง ๆ มาวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ที่ระดบันยัส าคญั 
0.05 ไดผ้ลดงัตารางผนวกที่ ค5 และ ค6 ตามล าดบั จากตารางผนวกที่ ค5 และ ค6 ไดค้่านยัส าคญั 
(Sig.) เท่ากบั 0.000 และ 0.000 ตามล าดบั ซ่ึงนอ้ยกวา่ 0.05 แสดงวา่ปริมาณเอทานอล และปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล มีอยา่งนอ้ย 1 ขอ้มูล แตกต่างกนัทาง
สถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% หมายความวา่ มีปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์อยา่ง
นอ้ย 1 ขอ้มูลแตกต่างกนั ดงันั้น จึงท าการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลและปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 
0.05 ซ่ึงไดผ้ลดงัตารางที่ 9 
 

จากตารางที่ 9 พบวา่ชัว่โมงที่ 54 มีปริมาณเอทานอลไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 60, 66 
และ 72 ดงันั้นจึงเลือกชัว่โมงที่ 54 คือ ใชเ้วลาในการหมกันอ้ยที่สุด ซ่ึงใหป้ริมาณเอทานอลไม่
แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 60, 66 และ 72 ส่วนปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัของ
ชัว่โมงที่ 54 ไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 48, 60, 66 และ 72 แต่ชัว่โมงที่ 48 แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 60, 66 
และ 72 จากตารางที่ 8 พบวา่ชัว่โมงที่ 48 มีปริมาณเอทานอลนอ้ยกวา่ชัว่โมงที่ 54 ดงันั้น เวลาที่
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เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 
ชัว่โมง) ที่วเิคราะห์ไดท้างสถิติ คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้69.78 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.58% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลที่วเิคราะห์ไดจ้ากการเปรียบอตัราการผลิต         
เอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของเซลลย์สีตท์ี่เวลา 54-60 ชัว่โมง, 60-66 ชัว่โมง และ    
66-72 ชัว่โมง ลดลงต ่ากวา่ที่เวลา 48-54 ชัว่โมง ดงัภาพที่ 108 นัน่แสดงวา่ เวลาที่ 54 ชัว่โมง เป็น
เวลาที่เหมาะสม เน่ืองจาก การเจริญของเซลลย์สีตเ์ขา้สู่ระยะสุดทา้ยของกระบวนการหมกั หรือ 
Death phase และในช่วง 60-72 ชัว่โมง มีปริมาณเอทานอลลดลงต ่ากวา่ชัว่โมงที่ 54 เน่ืองจากมีการ
ใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั โดยอากาศจะเขา้ไปท าปฏิกิริยากบัเอทานอล และจะพาเอทานอลออกไป
จากน ้ าหมกั ท าใหเ้อทานอลในน ้าหมกัมีปริมาณลดลง ดงันั้น การใหอ้ากาศในช่วง Death phase ท า
ใหป้ริมาณเอทานอลลดลง 
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ตารางที่ 9  ปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 
5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 

(%) 
0 0.00 ± 0.00 a 9.63 ± 0.28 a 
2 0.00 ± 0.00 a 10.45 ± 0.63 ab 
4 0.00 ± 0.00 a 10.66 ± 0.35 b 
6 0.00 ± 0.00 a 11.11 ± 0.45 b 
12 3.06 ± 0.11 b 11.16 ± 0.56 b 
24 29.14 ± 2.04 c 6.89 ± 0.66 c 
36 47.88 ± 0.34 d 3.82 ± 0.40 d 
42 55.90 ± 1.19 e 2.54 ± 0.26 e 
48 63.25 ± 1.33 f 1.37 ± 0.21 f 
54 69.78 ± 1.06 g 0.58 ± 0.12 fg 
60 68.76 ± 1.03 g 0.30 ± 0.04 g 
66 68.72 ± 2.31 g 0.25 ± 0.02 g 
72 68.29 ± 2.39 g 0.20 ± 0.00 g 

 
หมายเหตุ  ตวัอกัษรที่เหมือนกนัในแนวตั้ง แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p < 0.05)  
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ภาพที่ 108  การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิต    

เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) 
(อตัราการใชน้ ้ าตารีดิวซ์ เป็นบวก แสดงวา่ น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิม่ เป็นลบ แสดงวา่ 
น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลง)  
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เวลา (ช ัว่โมง) 

อัตราการผลติเอทานอล อัตราการใชน้ ้าตาลรดีวิซ ์
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 6.2  การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง 
 

การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง เป็นการ
ทดลองใหอ้ากาศในช่วงแรก ซ่ึงจะเป็นการเพิม่ปริมาณเซลลย์สีตใ์หก้บักระบวนการหมกั และหยดุ
การใหอ้ากาศในช่วงการหมกัเพราะอากาศมีส่วนในการท าใหป้ริมาณเอทานอสสดลง เพือ่ลด
ระยะเวลาในการผลิตเอทานอล แต่ยงัใหป้ริมาณเอทานอลเท่ากบักระบวนการหมกัแบบปกติหรือ
มากกวา่ ซ่ึงมีวธีิการทดลองเช่นเดียวกบัการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่
ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอด
กระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) โดยแตกต่างกนัที่การทดลองน้ีจะมีการใหอ้ากาศเขา้ไปในช่วงแรก
ของกระบวนการหมกัที่เวลา 0-12 ชัว่โมง อากาศจะถูกกรองดว้ย Syringe Filter ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ก่อนเขา้สู่ถงัหมกั เพือ่ก  าจดัเช้ือที่ปนเป้ือนอยูใ่นอากาศ และในระหวา่งการทดลองได้
วดัค่า ORP ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล เพือ่ศึกษาความสมัพนัธข์องค่า ORP  
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อ
นาที 0-12 ชัว่โมง 
 

จากภาพที่ 109 พบวา่ในช่วง 0-6 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั ใหผ้ลการทดลอง
เช่นเดียวกบัการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง หรือผลการทดลองในหวัขอ้ 5.1 เน่ืองจากมีการให้
อากาศเขา้ไปในช่วงแรกของกระบวนการหมกั คอื น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิม่ขึ้นจาก 9.57% เป็น 
11.34% ส่วนปริมาณเอทานอลมีค่าเท่ากบั 0 กรัมต่อลิตร และค่า ORP เพิม่ขึ้นจาก 18.5 mV เป็น 
122.0 mV ส่วนค่า pH และ TSS ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย โดยค่า pH ลดลงจาก 4.52 เป็น 4.51 และค่า 
TSS ลดลงจาก 18.80 เป็น 18.70 ดงันั้น ในช่วงน้ีเซลลย์สีตจ์ะอยูใ่นระยะปรับตวั หรือ lag phase 
เซลลย์สีตไ์ม่มีการใชน้ ้ าตาลกลูโคสเพือ่ผลิตเอทานอล (Kukec et.al., 2001) ท าใหป้ริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์เพิม่ขึ้นเน่ืองจากเอนไซมย์งัคงท างานผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์อยู ่ส่วนค่า ORP เพิม่ขึ้นทนัทีเม่ือเร่ิม
ปล่อยอากาศเขา้ไปในถงัหมกั ซ่ึงมีลกัษณะเช่นเดียวกบัผลการทดลองในหวัขอ้ 5.1 นัน่คือ เม่ือให้
อากาศเขา้ไปในถงัหมกั จะท าใหอ้อกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัเพิม่สูงขึ้น จึงส่งผลใหค้่า ORP เพิม่
สูงขึ้น 
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ต่อมาในช่วง 6-54 ชัว่โมง น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลงอยา่งมากจาก 11.34% เป็น 
0.49% ส่วนปริมาณเอทานอลมีปริมาณพิม่ขึ้นจาก 0 กรัมต่อลิตร เป็น 73.37 กรัมต่อลิตร และค่า 
ORP ก็มีการเปล่ียนแปลงอยา่งชดัเจนเช่นเดียวกนั คือ ค่า ORP ลดลงอยา่งมากจาก 122.0 เป็น -7.5 
mV ส่วนค่า pH ลดลงจาก 4.51 เป็น 4.01 และค่า TSS ลดลงอยา่งมากจาก 18.70 เป็น 7.80 จากผล
การทดลองดงักล่าวมีแนวโนม้เช่นเดียวกบัการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง แต่ปริมาณ            
เอทานอลของการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง สูงกวา่ และค่า ORP ลดลงต ่ากวา่ เน่ืองจากการ
ใหอ้ากาศในช่วง 0-12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั ท าใหอ้อกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัเพิม่
สูงขึ้น ส่งผลให้ยสีตมี์การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร็วขึ้น เพือ่การแบ่งเซลลเ์พิม่จ  านวนมากขึ้น จึงท าใหเ้ซลล์
ยสีตผ์ลิตเอทานอลเร็วขึ้น ท าใหกิ้จกรรมต่าง ๆ ของเซลลย์สีตเ์กิดขึ้นอยา่งรวดเร็ว ดงันั้นในช่วง    
6-54 ชัว่โมง จึงจดัไดว้า่อยูใ่นช่วง lag phase และ stationary pahse ซ่ึงเป็นช่วงเวลาที่ยสีตมี์การ
เจริญเติบโตสูงที่สุด และผลิตเอทานอลไดม้ากทีสุ่ด (วราวฒิุ, 2529 และสาวติรี, 2549) 
 

 
 
ภาพที่ 109  ปริมาณของแขง็ที่ละลายไดท้ั้งหมด (TSS)  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (%RD)  ค่า pH  

ปริมาณเอทานอล และคา่ ORP ที่ไดม้าจากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยให้
อากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง 
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เวลา (ช่ัวโมง) 

TSS เฉล่ีย %RD เฉล่ีย pH เฉล่ีย Ethanol เฉล่ีย (g/L) ORP เฉล่ีย (mV) 
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ในช่วง 54-72 ชัว่โมง ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย และเขา้ใกลศู้นย ์จาก 
0.49% เป็น 0.20% ส่วนปริมาณเอทานอลมีปริมาณเพิม่ขึ้นจาก 73.37 กรัมต่อลิตร เป็น 77.81 กรัม
ต่อลิตร โดยที่ค่า ORP ในช่วง 54-66 ชัว่โมง ลดลงจาก -7.5 mV เป็น -15.0 mV และเพิม่ขึ้นใน
ชัว่โมงที่ 72 เป็น -13 mV ส่วนค่า pH เพิม่ขึ้นจาก 4.01 เป็น 4.06 และค่า TSS ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย
จาก 7.80 เป็น 7.50 จากผลดงักล่าวแสดงวา่ เซลลย์สีตจ์ะเขา้สู่ระยะสุดทา้ยของการเจริญ หรือ death 
phase ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์หมดลง เซลลย์สีตจ์ะเร่ิมหยดุผลิตเอทานอล จะท าใหค้่า ORP และค่า pH 
เพิม่ขึ้น (Kukec et.al., 2001) 
 

จากผลการทดลองดงักล่าว ท าใหส้รุปไดว้า่ การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อ
นาที 0-12 ชัว่โมง มีค่า ORP ที่สมัพนัธก์บั Growth curve เช่นเดียวกบัการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้
บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 
ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) ในหวัขอ้ 5.1 ดงัน้ี 

 
0-6 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั การจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะปรับตวั หรือ Lag 

phase ส่งผลใหค้่า ORP เพิม่ขึ้น เน่ืองจากมีการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั ซ่ึงท าใหอ้อกซิเจนที่
ละลายในน ้ าหมกัเพิม่สูงขึ้น 

6-54 ชัว่โมง การจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะเพิม่จ  านวน หรือ Log phase และระยะคง
เดิม Stationary phase ส่งผลใหค้่า ORP ลดลง เน่ืองจากเซลลย์สีตเ์กิดกิจกรรมต่าง ๆ ท าใหมี้การใช้
ออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกั และน ้าตาลรีดิวซ์ เพือ่การแบ่งเซลลเ์พือ่เพิม่จ  านวน และผลิต            
เอทานอล แต่เซลลย์สีตมี์อตัราการใชอ้อกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัมากกวา่การเพิม่ออกซิเจนที่
ละลายในน ้ าหมกัจากการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั จึงท าใหค้่า ORP ในกระบวนการหมกัลดลง 

54-72 ชัว่โมง การจริญเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะตาย Death phase ส่งผลใหค้่า ORP เพิม่ขึ้น 
เน่ืองจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ใกลห้มด ปริมาณเอทานอลที่สูงมาก และปริมาณของเสียที่เซลลย์สีต์
สร้างเพิม่มากขึ้น จนท าใหเ้ซลลย์สีตไ์ม่สามารถเจริญได ้และเกิดการยอ่ยสลายตวัเอง ส่งผลท าให้
อตัราการผลิตเอทานอลลดลง 
 
 จากผลการทดลองของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการ
ท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาท ีโดยวธีิการใหอ้ากาศใน
ระหวา่งกระบวนการหมกั 0-72 ชัว่โมง และ 0-12 ชัว่โมง พบวา่ค่า ORP แปรผกผนักบัปริมาณ       
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เอทานอล และค่า ORP แปรผนัตรงกบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ เช่นเดียวกบัการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือ
กระบวนการหมกัแบบปกติ แต่ค่า ORP ตลอดกระบวนการหมกัจะสูงกวา่กระบวนการหมกัแบบ
ปกติ เพราะ การใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั ท าใหป้ริมาณออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกัเพิม่สูงขึ้น 
และมากกวา่การหมกัแบบปกติ และจากการที่ค่า ORP มีความสมัพนัธก์บัปริมาณเอทานอล และ
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ จึงท าใหค้่า ORP มีความสมัพนัธก์บัการเจริญของเซลลย์สีต ์หรือ Growth cure 
ดงันั้น ค่า ORP สามารถใชใ้นการติดตามกิจกรรมต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นในกระบวนการหมกัเอทานอล
จากมนัเสน้บดแบบ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 ทั้งแบบปกติ และ
ใหอ้ากาศไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

 
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-

Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง ที่ 72 ชัว่โมง ผลิต
เอทานอลไดสู้งสุด 77.81 กรัมต่อลิตร และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลือ 0.20% แต่การหาเวลาที่
เหมาะสมในการผลิตเอทานอล ท าโดยการน าปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง 
ๆ มาวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ไดผ้ลดงัตาราง
ผนวกที่  ค9 และ ค10 ตามล าดบั จากตารางผนวกที่ ค9 และ ค10 ไดค้่านยัส าคญั (Sig.) เท่ากบั 
0.000 และ 0.000 ตามล าดบั ซ่ึงนอ้ยกวา่ 0.05 แสดงวา่ปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่
เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล มีอยา่งนอ้ย 1 ขอ้มูล แตกต่างกนัทางสถิติที่ระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% หมายความวา่ มีปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์อยา่งนอ้ย 1 ขอ้มูล
แตกต่างกนั ดงันั้น จึงท าการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่
เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ซ่ึงไดผ้ลดงั
ตารางที่ 10 
 
 จากตารางที่ 10 พบวา่ชัว่โมงที่ 66 มีปริมาณเอทานอลไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 72 ส่วน
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัของชัว่โมงที่ 54 ไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 60, 66 
และ 72 ดงันั้น เวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่น
การท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง ที่
วเิคราะห์ไดท้างสถิติ คือ 66 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้76.84 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์
ที่เหลืออยู ่0.23% แต่ผลที่วเิคราะห์ไดจ้ากการเปรียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใช้
น ้ าตาลรีดิวซ์ของเซลลย์สีตท์ี่เวลา 54-60 ชัว่โมง, 60-66 ชัว่โมง และ 66-72 ชัว่โมง ลดลงต ่ากวา่ที่
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เวลา 48-54 ชัว่โมง ดงัภาพที่ 110 นัน่แสดงวา่ เวลาที่ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้73.37 กรัมต่อ
ลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.49% คือ เวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยให้
อากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง เน่ืองจาก ที่เวลา 66 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลไดม้ากกวา่ที่เวลา 60 
ชัว่โมง 1.66 กรัมต่อลิตร และ ที่เวลา 60 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลไดม้ากกวา่ที่เวลา 54 ชัว่โมง 1.80 
กรัมต่อลิตร ซ่ึงไม่ต่างกนัมาก แต่ที่เวลา 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลไดม้ากกวา่ที่เวลา 48 ชัว่โมง อยา่ง
เห็นไดช้ดั คือ 6.26 กรัมต่อลิตร จากการเปรียบเทียบจะเห็นไดช้ดัวา่เวลาที่ 60 และ 66 ชัว่โมง มี
อตัราการผลิตเอทานอลต ่า เม่ือเทียบกบัเวลาที่ 54 ชัว่โมง ซ่ึงเวลาที่ 54 ชัว่โมงจะลดระยะเวลาใน
การหมกัไดอี้กดว้ย 
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ตารางที่ 10  ปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยให้
อากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ ์

(%) 
0 0.00 ± 0.00 a 9.57 ± 0.07 a 
2 0.00 ± 0.00 a 10.39 ± 0.00 b 
4 0.00 ± 0.00 a 10.80 ± 0.04 c 
6 0.00 ± 0.00 a 11.34 ± 0.24 d 
12 3.41 ± 0.02 b 11.31 ± 0.26 d 
24 29.76 ± 0.24 c 7.00 ± 0.02 e 
36 52.34 ± 1.00 d 3.58 ± 0.24 f 
42 59.71 ± 0.30 e 2.37 ± 0.20 g 
48 67.11 ± 1.53 f 1.31 ± 0.15 h 
54 73.37 ± 0.87 g 0.49 ± 0.07 i 
60 75.17 ± 1.08 h 0.27 ± 0.00 i 
66 76.84 ± 0.14 i 0.23 ± 0.00 i 
72 77.81 ± 0.11 i 0.20 ± 0.00 i 

 
หมายเหตุ  ตวัอกัษรที่เหมือนกนัในแนวตั้ง แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่ 110  การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิต    

เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง (อตัราการใชน้ ้ าตารีดิวซ์ 
เป็นบวก แสดงวา่ น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิม่ เป็นลบ แสดงวา่ น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณ
ลดลง) 
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เวลา (ช ัว่โมง) 

อัตราการผลติเอทานอล อัตราการใชน้ ้าตาลรดีวิซ ์
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 เม่ือท าการเปรียบเทียบปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์, ปริมาณเอทานอล และค่า ORP ที่ไดม้าจาก
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดทั้ง 3 แบบ คือ การหมกัแบบปกติ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 
ชัว่โมง และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง ซ่ึงให้ผลดงัภาพที่ 111, 112 และ 113 
 

 
 
ภาพที่ 111  การเปรียบเทียบการใชป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย

การหมกัแบบปกติ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-
12 ชัว่โมง 

 
 จากภาพที่ 111 การเปรียบเทียบการใชป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยการหมกัแบบไม่เติมอากาศ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบให้
อากาศ 0-12 ชัว่โมง พบวา่ การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทั้ง 3 แบบมีแนวโนม้ที่เหมือนกนั แต่การหมกั
แบบปกติ มีการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ที่ชา้กวา่ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และ 0-12 ชัว่โมง คือ 
ในช่วง 0-12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกัมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิม่ขึ้นเน่ืองจากเซลลย์สีตอ์ยู่
ในขั้นตอนการปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาวะแวดลอ้มใหม่ของอาหารเล้ียง และเอนไซม ์GC147 ยงัคง
ท างานเปล่ียนแป้งมนัส าปะหลงับดใหเ้ป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ ต่อมาในช่วง 12-60 ชัว่โมง น ้ าตาลรีดิวซ์
ลดลงอยา่งมากจนน ้ าตาลในกระบวนการหมกัใกลห้มด เน่ืองจากเซลลย์สีตใ์ชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ใน
กิจกรรมต่าง ๆ ทั้งในการเจริญ แบ่งเซลล ์และผลิตเอทานอล หลงัจากช่วง 60-72 ชัว่โมง ปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ถูกใชจ้นใกลห้มดจึงท าให้เซลลย์สีตเ์ร่ิมหยดุกิจกรรมต่าง ๆ ในกระบวนการหมกั และ
ตายลงในที่สุด 
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เวลา (ช ัว่โมง) 

ปกต ิ ใหอ้ากาศ 0-72 ชม. ใหอ้ากาศ 0-12 ชม. 
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ภาพที่ 112  การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย

การหมกัแบบปกต ิการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบใหอ้ากาศ    
0-12 ชัว่โมง 

 
 จากภาพที่ 112 การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยการหมกัแบบปกต ิการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบใหอ้ากาศ    
0-12 ชัว่โมง พบวา่ การผลิตเอทานอลของทั้ง 3 แบบมีแนวโนม้ที่เหมือนกนั แต่การหมกัแบบให้
อากาศ 0-72 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลไดน้อ้ยกวา่การหมกัแบบปกติ และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 
ชัว่โมง โดยในช่วง 0-6 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั เซลลย์สีตย์งัไม่มีการผลิตเอทานอล
เกิดขึ้น และหลงัจากนั้นเซลลย์สีตผ์ลิตเอทานอลออกมาเร่ือย ๆ จนกระทัง่ช่วงเวลาที่ 54-72 ชัว่โมง 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ใกลห้มด และปริมาณเอทานอลที่มีอยูใ่นน ้ าหมกัมากเกินไป ส่งผลใหอ้ตัราการ
ผลิตเอทานอลลดลง 
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ภาพที่ 113  การเปรียบเทียบค่า ORP ที่ไดม้าจากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยการหมกัแบบ

ปกติ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง 
 
 จากภาพที่ 113 การเปรียบเทียบค่า ORP ที่ไดม้าจากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
การหมกัแบบปกต ิการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง 
พบวา่ ค่า ORP ในช่วงเวลาที่ 0-12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั ค่า ORP ของการหมกัแบบ
ปกติแตกต่างกบัการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และ 0-12 ชัว่โมง คือ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 
0-72 ชัว่โมง และ 0-12 ชัว่โมง มีค่า ORP เพิม่ทนัทีที่มีการใหอ้ากาศ แต่การหมกัแบบปกติมีค่า
ลดลงใน 2 ชัว่โมงแรก และเพิม่ขึ้นในช่วงเวลาที่ 2-6 ชัว่โมง ต่อมาค่า ORP ทั้ง 3 การทดลองมีค่า
ลดลงอยา่งต่อเน่ือง เน่ืองจากเซลลย์สีตมี์การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ และออกซิเจนที่ละลายในน ้ าหมกั เพือ่
การเจริญ แบ่งเซลล ์และผลิตเอทานอล โดยการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง เร่ิมมีค่า ORP คงที่
และเพิม่สูงขึ้นเร็วกวา่การหมกัแบบปกติ และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง ซ่ึงเม่ือค่า ORP 
เร่ิมคงที่และเพิม่สูงขึ้น จะท าใหเ้ซลลย์สีตเ์ร่ิมหยดุการผลิตเอทานอล ดงันั้นจากภาพที่ 113 แสดงให้
เห็นวา่การหมกัแบบปกติจะใชเ้วลาในการหมกันานกวา่การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง และ 
0-12 ชัว่โมง จากภาพที่ 113 สงัเกตไดว้า่เม่ือมีการใหอ้ากาศกบักระบวนการหมกัจะท าใหอ้อกซิเจน
ละลายในน ้ าหมกัเพิม่สูงขึ้น ส่งผลใหค้่า ORP เพิม่สูงขึ้นเช่นเดียวกนั ซ่ึงแตกต่างกบัการหมกัแบบ
ปกติ 
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 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดทั้ง 3 แบบ เซลลย์สีตมี์การใชป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในการ
ผลิตเอทานอลไดใ้กลเ้คียงกนั จึงท าใหป้ริมาณเอทานอลใกลเ้คียงกนั แต่การหมกัแบบใหอ้ากาศ     
0-72 ชัว่โมง จะไดป้ริมาณเอทานอลที่นอ้ยกวา่เน่ืองจากในระหวา่งกระบวนการหมกัมีการให้
อากาศที่มากเกินความจ าเป็น จึงท าใหเ้ซลลย์สีตใ์ชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ไปแบ่งเซลลเ์ป็นจ านวนมาก แต่ใช้
ในการผลิตเอทานอลลดลง ส่งผลใหก้ระบวนการหมกัเกิดขึ้นอยา่งรวดเร็ว แต่ใหป้ริมาณเอทานอล
ต ่า และในช่วง 54-72 ชัว่โมงของกระบวนการหมกั มีปริมาณเอทานอลลดลง เน่ืองจากมีการให้
อากาศเขา้ไปในถงัหมกั โดยอากาศจะเขา้ไปท าปฏิกิริยากบัเอทานอล และพาเอทานอลออกไปจาก
น ้ าหมกั ท าใหเ้อทานอลในน ้ าหมกัมีปริมาณลดลง ส่วนการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมงแรก
ของการหมกั พบวา่มีปริมาณเอทานอลใกลเ้คียงกบัการหมกัแบบปกติ แต่ระยะเวลาที่ใชใ้นการหมกั
สั้นกวา่ เน่ืองจากการใหอ้ากาศที่เวลา 0-12 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นช่วงแรกของกระบวนการหมกั นัน่ก็คือ 
ระยะการปรับตวั (Lag phase) และระยะการเพิม่จ  านวน (Log phase) ท าใหเ้ซลลย์สีตแ์บ่งเซลลเ์พิ่ม
จ านวนในช่วง 0-12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกั และหลงัจากนั้นหยดุใหอ้ากาศ ท าให้
กิจกรรมของเซลลย์สีตก์ลบัมาผลิตเอทานอล ซ่ึงมีเซลลย์สีตใ์นจ านวนที่เหมาะสมส าหรับการผลิต
เอทานอลใหไ้ดป้ริมาณเอทานอลใกลเ้คียงกบัการหมกัแบบปกติ แต่ใชร้ะยะเวลานอ้ยกวา่ ส่วนค่า 
ORP ในภาพที่ 113 พบวา่ในช่วง 0-6 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกัแบบปกติแตกตา่งกบัการ
หมกัแบบใหอ้ากาศ เน่ืองจากการหมกัแบบใหอ้ากาศ จะส่งผลใหค้่า ORP เพิม่ขึ้นทนัที แต่เม่ือเซลล์
ยสีตอ์ยูใ่นช่วงปลายของ Log phase หรือช่วงตน้ของ Stationary phase จะมีการผลิตเอทานอล
เกิดขึ้น จึงท าใหค้่า ORP ลดลงอยา่งต่อเน่ือง จนกระทัง่น ้ าตาลรีดิวซ์ใกลห้มดลง จะท าใหเ้ซลลย์สีต์
มีอตัราการผลิตเอทานอลลดลง และจากการที่ปริมาณเอทานอลสูงขึ้น ประกอบกบัของเสียที่เซลล์
ยสีตส์ร้างขึ้นมาในระหวา่งกระบวนการหมกัมากขึ้น จะท าใหเ้ซลลย์สีตไ์ม่สามารถเจริญได ้ซ่ึงเรียก
ระยะน้ีวา่ระยะตาย หรือ Death phase เม่ือการเจริญของเซลลย์สีตเ์ร่ิมเขา้สู่ Death phase จะท าใหค้่า 
ORP เพิม่ขึ้น ซ่ึงเป็นสญัญาวา่กระบวนการหมกัไดเ้สร็จส้ินแลว้ 
 
 จากผลการทดลองทั้งหมดท าใหส้รุปเวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการใหอ้ากาศ 
และการหมกัแบบปกติ ดงัน้ี 
 
 การหมกัแบบปกติ ใชเ้วลาในการผลิตเอทานอล 60 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.73 กรัมต่อ
ลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เหลืออยู ่0.56% 
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 การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง ใชเ้วลาในการผลิตเอทานอล 54 ชัว่โมง ผลิต            
เอทานอลได ้69.78 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เหลืออยู ่0.58% 
 การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง ใชเ้วลาในการผลิตเอทานอล 54 ชัว่โมง ผลิต            
เอทานอลได ้73.37 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เหลืออยู ่0.49% 
 
 จากตารางที่ 11 เม่ือเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจาก
มนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ใหอ้ากาศ กบั การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกต ิพบวา่ที่เวลา 48-54 ชัว่โมง การหมกั
แบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง มีปริมาณเอทานอลสูงที่สุด รองลงมา คือ การหมกัแบบปกติ และการ
หมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง ตามล าดบั และที่เวลา 60-72 การหมกัแบบปกติ มีปริมาณเอทา
นอลสูงที่สุด รองลงมา คือ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-72 
ชัว่โมง ตามล าดบั  
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวธีิการใหอ้ากาศในระหวา่งกระบวนการหมกั ซ่ึงแบ่งเป็น 2 การทดลอง 
คือ ใหอ้ากาศตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) และใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมงของกระบวนการ
หมกั เม่ือเปรียบเทียบกบัการหมกัแบบปกติ พบวา่ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง เหมาะสม
ที่สุดที่จะใชใ้นการผลิตเอทานอล เน่ืองจากใชเ้วลาที่นอ้ยกวา่การหมกัแบบปกติถึง 6 ชัว่โมง และให้
ปริมาณเอทานอลที่ใกลเ้คียงกนัมาก ส่วนการหมกัแบบใหอ้ากาศตลอดกระบวนการหมกัผลิต       
เอทานอลไดเ้ร็วเท่ากบัการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง แต่กลบัใหป้ริมาณเอทานอลที่ต  ่ากวา่
การหมกัแบบปกติ และการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง ดงันั้น การใหอ้ากาศในปริมาณที่
เหมาะสมจะช่วยใหล้ดระยะเวลาในการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดลงได ้และใหป้ริมาณ            
เอทานอลที่ใกลเ้คียงกบัการหมกัแบบปกติ 
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ตารางที่ 11  การเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ใหอ้ากาศ กบั การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกต ิ

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณเอทานอล (กรัมต่อลิตร) 

ปกติ ใหอ้ากาศ 0-72 ชัว่โมง ใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง 
48 65.37 ± 5.15 63.25 ± 1.33 67.11 ± 1.53 
54 70.13 ± 4.55 69.78 ± 1.06 73.37 ± 0.87 
60 75.73 ± 5.40 68.76 ± 1.03 75.17 ± 1.08 
66 77.25 ± 5.69 68.72 ± 2.31 76.84 ± 0.14 
72 80.44 ± 4.99 68.29 ± 2.39 77.81 ± 0.11 
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7.  การผลิตเอทานอลจากมันเส้นบดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ด้วย
เอนไซม์ GC147 โดยการควบคุมค่า ORP 
 
 จากผลการทดลองในหวัขอ้ที่ 6 หรือ การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ 
SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการใหอ้ากาศ พบวา่ เม่ือใหอ้ากาศ
เขา้ไปในถงัหมกัในปริมาณ และช่วงเวลาที่เหมาะสม จะท าใหร้ะยะเวลาในการหมกัลดลง และผลิต
เอทานอลในปริมาณที่ใกลเ้คียงกบัการหมกัแบบปกติ ดงันั้น จึงไดค้ิดท าการศึกษากระบวนการหมกั
โดยใชค้่า ORP ควบคุมการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั 
 
  การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวธีิการควบคุมค่า ORP ในระหวา่งกระบวนการหมกั ซ่ึงมีวธีิการทดลอง 
และวธีิการเก็บตวัอยา่งเช่นเดียวกบัวิธีการทดลองในหวัขอ้ที่ 5 ยกเวน้ในขณะท าการหมกัมีการ
ควบคุมค่า ORP ดว้ยเคร่ืองควบคุมค่า ORP (ORP controller) โดยตั้งค่า ORP ไวต้ามที่ก  าหนด เม่ือ
กระบวนการหมกัเกิดขึ้นค่า ORP จะลดลง และเม่ือค่า ORP ถึงค่าที่ก  าหนดไว ้เคร่ืองควบคุมค่า 
ORP จะส่งสญัญาณเพือ่เปิดวาลว์ใหอ้ากาศเขา้สู่ถงัหมกั ท าใหค้่า ORP เพิม่ขึ้น และจากนั้นเคร่ือง
ควบคุมค่า ORP จะสัง่ปิดวาลว์ใหอ้ากาศเม่ือค่า ORP เพิม่ขึ้นจนถึงค่าที่ตั้งไว ้โดยอากาศที่เขา้ไปใน
ถงัหมกัมีอตัราการไหล 5 ลิตรต่อนาที และอากาศจะถูกกรองดว้ย Syringe Filter ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ก่อนเขา้สู่ถงัหมกั เพือ่ก  าจดัเช้ือที่ปนเป้ือนอยูใ่นอากาศ การควบคุมค่า ORP ที่ใชใ้น
การทดลองน้ี แบ่งเป็น 3 ช่วง คือ 
 
 1)  ช่วง 20 ± 5 mV ซ่ึงการควบคุมจะตั้งค่า ORP ที่เคร่ืองควบคุมค่า ORP ที่ 20 mV 
 2)  ช่วง -5 ± 5 mV ซ่ึงการควบคุมจะตั้งค่า ORP ที่เคร่ืองควบคุมค่า ORP ที่ -5 mV 
 3)  ช่วง -30 ± 5 mV ซ่ึงการควบคุมจะตั้งค่า ORP ที่เคร่ืองควบคุมค่า ORP ที่ -30 mV 
 
 การใชค้่า ORP ควบคุมการใหอ้ากาศภายในถงัหมกั เพือ่ตอ้งการใหเ้ซลลย์สีตผ์ลิต            
เอทานอลใหไ้ดป้ริมาณใกลเ้คียงกบัการหมกัเอทานอลแบบปกติ โดยใชร้ะยะเวลาในการหมกันอ้ย
กวา่การหมกัเอทานอลแบบปกติ ดงันั้น ในการทดลองน้ีจะท าการเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกั
ที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการวิธีควบคุมค่า ORP กบั การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้
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บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกั
แบบปกติ 
 

 
 
ภาพที่ 114  การเปล่ียนแปลงของค่า ORP ในระหวา่งการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย

กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ควบคุมค่า ORP ท่ี 20 ± 5 mV  -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV 

 
 จากภาพที่ 114 แสดงการเปล่ียนแปลงของค่า ORP ในระหวา่งการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ควบคุมค่า ORP ทั้ง 3 ช่วง พบวา่เม่ือเร่ิมกระบวนการหมกั ค่า ORP ยงัลดลงไม่ถึงค่าที่ตั้งไว ้(20 
mV, -5 mV และ -30 mV) จึงยงัไม่มีการใหอ้ากาศเขา้ไปในถงัหมกั จนกระทัง่มีการปล่อยอากาศเขา้
ไปในกระบวนการหมกัของการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV, -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV ที่ 
ชัว่โมงที่ 12, 24 และ 36 ตามล าดบั เม่ือค่า ORP ลดลงต ่ากวา่ค่าที่ตั้งไว ้จะท าใหมี้การปล่อยอากาศ
เขา้ไปในถงัหมกั และเม่ือค่า ORP เพิม่ขึ้นจนถึงค่าที่ตั้งไว ้จึงหยดุใหอ้ากาศ แต่เน่ืองจากค่า ORP มี
ค่าลดลงอยา่งต่อเน่ือง จึงมีการใหอ้ากาศแลว้หยดุสลบัไปมา จนเขา้สู่ชัว่โมงที่ 66 การหมกัโดยการ
ควบคุมค่า ORP ทั้ง 3 ช่วง มีค่า ORP เพิม่ขึ้นสูงกวา่ค่าที่ตั้งไว ้จึงไม่มีการใหอ้ากาศเขา้สู่ถงัหมกัอีก
จนครบ 72 ชัว่โมง ดงันั้น จากภาพที่ 114 สรุปไดว้า่ 
 
 การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV เร่ิมท าการควบคุมค่า ORP ที่เวลา 12-66 ชัว่โมง 
 การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV เร่ิมท าการควบคุมค่า ORP ที่เวลา 24-66 ชัว่โมง 
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 การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV เร่ิมท าการควบคุมค่า ORP ที่เวลา 36-66 
ชัว่โมง 
 
 ในการทดลองการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ทั้ง 3 ช่วง มีการควบคุมค่า ORP ให้
อยูใ่นช่วงไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ดงัแสดงในภาพที่ 114 
 

 
 
ภาพที่ 115  การเปรียบเทียบการใชป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย

กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV, -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV 

 
 จากภาพที่ 115 การเปรียบเทียบการใชป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการผลิตเอทานอลจากมนั
เสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ควบคุมค่า ORP ทั้ง 3 ช่วง พบวา่ การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทั้ง 3 ช่วง มีแนวโนม้ที่เหมือนกนั คือ 
ในช่วง 0-12 ชัว่โมงแรกของกระบวนการหมกัมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิม่ขึ้น ต่อมาในช่วง 12-60 
ชัว่โมง มีอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เพิม่ขึ้นอยา่งรวดเร็วจนน ้ าตาลรีดิวซ์ในกระบวนการหมกัใกล้
หมดลง และหลงัจากนั้นในช่วง 60-72 ชัว่โมง มีอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ลดลงอยา่งมาก และมี
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เหลือนอ้ยมาก 
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ภาพที่ 116  การเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย

กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV, -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV 

 
 จากภาพที่ 116 การเปรียบเทียบการใชป้ริมาณเอทานอลจากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้
บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุม
ค่า ORP ทั้ง 3 ช่วง พบวา่ การผลิตเอทานอลของทั้ง 3 แบบมีแนวโนม้ที่เหมือนกนั แต่การหมกัโดย
ควบคุมค่า  ORP ที่  20 ± 5 mV มีการผลิตเอทานอลไดน้อ้ยกวา่การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่        
-5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV ซ่ึงการหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV มีการผลิตเอทานอลได้
มากกวา่การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV เล็กนอ้ย โดยที่เวลา 0-6 ชัว่โมงช่วงแรกของ
กระบวนการหมกัทั้ง 3 ช่วง ยงัไม่มีการผลิตเอทานอล ต่อมาในช่วง 6-12 ชัว่โมง เร่ิมมีการผลิต       
เอทานอลออกมา และในชัว่โมงที่ 12-72 มีการผลิตเอทานอลออกมาอยา่งต่อเน่ือง แต่ในช่วงเวลา 
54-72 ชัว่โมง พบวา่ปริมาณการผลิตเอทานอลเพิม่ขึ้นในอตัราที่ชา้ลง 
 
 จากผลการทดลองที่กล่าวมาขา้งตน้แสดงวา่เม่ือเซลลย์สีตย์งัไม่มีการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ในการ
ผลิตเอทานอล จะท าใหค้่า ORP จะมีค่าเพิม่ขึ้นเลก็นอ้ยในชัว่โมงที่ 0-6  และเม่ือเวลาที่ 6-66 ชัว่โมง 
เซลลย์สีตมี์การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ในการเจริญ แบ่งเซลล ์และผลิตเอทานอล จะท าใหค้่า ORP ลดลง 
แต่เน่ืองจาก ในการทดลองน้ี มีการควบคุมคา่  ORP ที่ช่วงต่าง ๆ คือ 20 ± 5 mV, -5 ± 5 mV และ     
-30 ± 5 mV โดยการใหอ้ากาศเขา้สู่ถงัหมกั ท าใหค้่า ORP อยูใ่นช่วงที่ตั้งไว ้จนกระทัง่เวลาที่ 66-72 
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ชัว่โมง ปริมาณน ้ าตาลรีดิซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนนอ้ยมาก ส่งผลใหอ้ตัราการผลิตเอทานอลลดลง
อยา่งมาก และเซลลย์สีตเ์ขา้สู่ช่วง Death phase จึงท าใหค้่า ORP มีค่าเพิม่ขึ้น (Kukec et.al., 2001) 
 
 ในการทดลองน้ีจะท าการเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิต          
เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 โดยการควบคุมค่า ORP กบั การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่น
การท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกต ิดงันั้นท าการเลือกเวลาที่
ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า 
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการวธีิควบคุมค่า ORP ของแต่ละช่วงดงัน้ี 
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV, -5 ± 5 mV และ -30 ± 5 mV ที่เวลา 72 
ชัว่โมง ผลิตเอทานอลไดสู้งสุด 74.99 กรัมต่อลิตร, 80.82 กรัมต่อลิตร และ 79.51 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลือ 0.24%, 0.22% และ 0.23% ตามล าดบั แต่การหาเวลาที่
เหมาะสมในการผลิตเอทานอล ท าโดยการน าปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง 
ๆ มาวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 ซ่ึงไดผ้ลดงั
ตารางผนวกที่ ค13 และ ค14 (การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV), ค17 และ ค18 (การหมกั
โดยควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV)  และ  ค21  และ  ค22  (การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ -35 --25 
mV) ซ่ึงทั้งหมดไดค้่านยัส าคญั (Sig.) เท่ากบั 0.000 ซ่ึงนอ้ยกวา่ 0.05 แสดงวา่ปริมาณเอทานอล และ
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล มีอยา่งนอ้ย 1 ขอ้มูล แตกต่าง
กนัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% หมายความวา่ มีปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์อ
ยา่งนอ้ย 1 ขอ้มูลแตกต่างกนั ดงันั้น จึงท าการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลและปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอล ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 
0.05 ซ่ึงไดผ้ลดงัตารางที่ 12 (การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV), ตารางที่ 13 (การหมกั
โดยควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV) และตารางที่ 14 (การหมกัโดยควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV) 
 
 จากตารางที่ 12 พบวา่ชัว่โมงที่ 54 มีปริมาณเอทานอลและปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู่
ในกระบวนการหมกัไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 48, 60, 66 และ 72 แต่ชัว่โมงที่ 48 แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 
60, 66 และ 72 ดงันั้น เวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF 
ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV ที่
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วเิคราะห์ไดท้างสถิติ คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้71.80 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์
ที่เหลืออยู ่0.52% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลที่วเิคราะห์ไดจ้ากการเปรียบอตัราการผลิตเอทานอล และ
อตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของเซลลย์สีตท์ี่เวลา 54-60 ชัว่โมง, 60-66 ชัว่โมง และ 66-72 ชัว่โมง 
ลดลงต ่ากวา่ที่เวลา 48-54 ชัว่โมง ดงัภาพที่ 117 นัน่แสดงวา่ เวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอล
จากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV คือ 54 ชัว่โมง 
 
ตารางที่ 12  ปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ที่ชัว่โมงต่าง ๆ ของการผลิตเอทานอลจาก

มนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 

(%) 
0 0.00 ± 0.00 a 9.86 ± 0.34 a 
2 0.00 ± 0.00 a 10.47 ± 0.01 ab 
4 0.00 ± 0.00 a 10.96 ± 0.07 bc 
6 0.00 ± 0.00 a 11.32 ± 0.03 c 
12 2.52 ± 0.28 a 11.45 ± 0.35 c 
24 27.05 ± 3.02 b 7.57 ± 0.14 d 
36 51.10 ± 5.98 c 3.40 ± 0.73 e 
42 57.43 ± 4.35 c 2.32 ± 0.58 f 
48 65.50 ± 4.53 d 1.18 ± 0.39 g 
54 71.80 ± 2.76 de 0.52 ± 0.00 gh 
60 73.35 ± 3.58 e 0.35 ± 0.05 h 
66 74.01 ± 3.90 e 0.28 ± 0.03 h 
72 74.99 ± 4.36 e 0.24 ± 0.00 h 

 
หมายเหตุ  ตวัอกัษรที่เหมือนกนัในแนวตั้ง แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่ 117  การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิต    

เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV 

 
 จากตารางที่ 13 พบวา่ชัว่โมงที่ 48 มีปริมาณเอทานอลไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 42, 54, 60, 
66 และ 72 แต่ชัว่โมงที่ 42 แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 54, 60, 66 และ 72 ส่วนปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่
เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัของชัว่โมงที่ 48 ไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 54, 60, 66 และ 72 ดงันั้น 
เวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV ที่วเิคราะห์ไดท้างสถิติ 
คือ 48 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้70.40 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่1.16% แต่
ผลที่วเิคราะห์ไดจ้ากการเปรียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของเซลลย์สีต์
ที่เวลา 54-60 ชัว่โมง, 60-66 ชัว่โมง และ 66-72 ชัว่โมง ลดลงต ่ากวา่ที่เวลา 48-54 ชัว่โมง ดงัภาพที่ 
118 นัน่แสดงวา่ เวลาที่ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.7675 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.44% คือ เวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของ
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV เน่ืองจากที่เวลา 54 ชัว่โมง มีปริมาณเอทา
นอลมากกวา่ที่เวลา 48 ชัว่โมง ถึง 5.35 กรัมต่อลิตร โดยใชเ้วลาเพิม่ขึ้น 6 ชัว่โมง และที่เวลา 48 
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ชัว่โมง ยงัมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัถึง 1.16% ซ่ึงเซลลย์สีตย์งัสามารถ
น าน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูน้ี่เปล่ียนใหเ้ป็นเอทานอลไดใ้นปริมาณที่น่าพอใจ 
 
ตารางที่ 13  ปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ที่ชัว่โมงต่าง ๆ ของการผลิตเอทานอลจาก

มนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 

(%) 
0 0.00 ± 0.00 a 9.67 ± 0.09 a 
2 0.00 ± 0.00 a 10.39 ± 0.07 ab 
4 0.00 ± 0.00 a 10.90 ± 0.14 b 
6 0.00 ± 0.00 a 11.26 ± 0.10 b 
12 6.95 ± 5.90 a 10.91 ± 0.70 b 
24 34.51 ± 10.12 b 6.81 ± 1.41 c 
36 53.94 ± 8.54 c 4.06 ± 0.35 d 
42 63.71 ± 8.57 cd 2.34 ± 0.76 e 
48 70.40 ± 4.51 de 1.16 ± 0.49 f 
54 75.76 ± 1.51 e 0.44 ± 0.04 f 
60 77.28 ± 1.62 e 0.30 ± 0.03 f 
66 79.41 ± 4.35 e 0.25 ± 0.02 f 
72 80.82 ± 3.66 e 0.22 ± 0.01 f 

 
หมายเหตุ  ตวัอกัษรที่เหมือนกนัในแนวตั้ง แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่ 118  การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิต    

เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV 

 
 จากตารางที่ 14 พบวา่ชัว่โมงที่ 48 มีปริมาณเอทานอลไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 36, 42, 54, 
60, 66 และ 72 แต่ชัว่โมงที่ 36 แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 54, 60, 66 และ 72 ส่วนปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่
เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัของชัว่โมงที่ 48 ไม่แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 42, 54, 60, 66 และ 72 แต่
ชัว่โมงที่ 42 แตกต่างกบัชัว่โมงที่ 54, 60, 66 และ 72 ดงันั้น เวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอล
จากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV ที่วเิคราะห์ไดท้างสถิติ คือ 48 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้69.13 
กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่1.50% แต่ผลที่วเิคราะห์ไดจ้ากการเปรียบอตัรา
การผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของเซลลย์สีตท์ี่เวลา 54-60 ชัว่โมง, 60-66 ชัว่โมง 
และ 66-72 ชัว่โมง ลดลงต ่ากวา่ที่เวลา 48-54 ชัว่โมง ดงัภาพที่ 119 นัน่แสดงวา่ เวลาที่ 54 ชัว่โมง 
ผลิตเอทานอลได ้75.0289 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.7729% คือ เวลาที่
เหมาะสมในการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า 
ORP ที่ -30 ± 5 mV เน่ืองจากที่เวลา 54 ชัว่โมง มีปริมาณเอทานอลมากกวา่ที่เวลา 48 ชัว่โมง ถึง 
5.89 กรัมต่อลิตร โดยใชเ้วลาเพิม่ขึ้น 6 ชัว่โมง และที่เวลา 48 ชัว่โมง ยงัมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่
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เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัถึง 1.50% ซ่ึงเซลลย์สีตย์งัสามารถน าน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูน้ี่เปล่ียน
ใหเ้ป็นเอทานอลไดใ้นปริมาณที่น่าพอใจ 
 
ตารางที่ 14  ปริมาณเอทานอล และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ที่ชัว่โมงต่าง ๆ ของการผลิตเอทานอลจาก

มนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์
GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
ปริมาณเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 

(%) 
0 0.00 ± 0.00 a 9.81 ± 0.00 a 
2 0.00 ± 0.00 a 10.46 ± 0.05 a 
4 0.00 ± 0.00 a 11.00 ± 0.06 a 
6 0.00 ± 0.00 a 11.25 ± 0.02 a 
12 8.83 ± 8.36 a 10.97 ± 0.60 a 
24 32.25 ± 10.36 b 6.67 ± 1.91 b 
36 54.50 ± 11.58 c 3.95 ± 1.03 c 
42 61.31 ± 9.41 cd 2.61 ± 1.19 cd 
48 69.13 ± 9.68 cde 1.50 ± 0.96 de 
54 75.02 ± 7.55 de 0.77 ± 0.50 e 
60 77.04 ± 6.92 de 0.41 ± 0.11 e 
66 78.26 ± 6.53 de 0.26 ± 0.00 e 
72 79.51 ± 6.16 e 0.23 ± 0.00 e 

 
หมายเหตุ  ตวัอกัษรที่เหมือนกนัในแนวตั้ง แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่ 119  การเปรียบเทียบอตัราการผลิตเอทานอล และอตัราการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ ของการผลิตเอ

ทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV 

 
 จากผลการทดลองทั้งหมดท าใหส้รุปเวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า 
ORP ดงัน้ี 
 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้71.80 
กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.52% 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.76 
กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.44% 
 การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification 
ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.02 
กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.77% 
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ตารางที่ 15  การเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บด
โดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การวธีิควบคุมค่า ORP กบั การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่
ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกต ิ

 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

ปริมาณเอทานอล (กรัมต่อลิตร) 

ปกติ 
ควบคุมค่า ORP ที่ 

20 ± 5 mV 
ควบคุมค่า ORP ที่ 

-5 ± 5 mV 
ควบคุมค่า ORP ที่ 

-30 ± 5 mV 
48 65.37 ± 5.15 65.50 ± 4.53 70.40 ± 4.51 69.13 ± 9.68 
54 70.13 ± 4.55 71.80 ± 2.76 75.76 ± 1.51 75.02 ± 7.55 
60 75.73 ± 5.40 73.35 ± 3.58 77.28 ± 1.62 77.04 ± 6.92 
66 77.25 ± 5.69 74.01 ± 3.90 79.41 ± 4.35 78.26 ± 6.53 
72 80.44 ± 4.99 74.99 ± 4.36 80.82 ± 3.66 79.51 ± 6.16 

 
 การเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP 
กบั การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกติ ดงัแสดงในตารางที่ 15 พบวา่ที่เวลา 48-72 ชัว่โมง การ
หมกัโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV มีปริมาณเอทานอลสูงที่สุด ซ่ึงสูงกวา่การหมกัแบบปกติ 
ดงันั้น การหมกัโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV จึงเป็นวธีิการหมกัที่เหมาะสมที่สุด และมีการ
ผลิตเอทานอลมากที่สุด และเวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ 
SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV 
คือ 54 ชัว่โมง 
 
 และจากการเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัคร้ังน้ี ยงัมีการหมกัโดยการควบคุมค่า ORP 
ที่ -30 ± 5 mV พบวา่ที่เวลา 48-66 ชัว่โมง มีปริมาณเอทานอลสูงกวา่การหมกัแบบปกติ และการ
หมกัโดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV แต่ที่เวลา 72 ชัว่โมง พบวา่การหมกัแบบปกติสูงกวา่การ
หมกัโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV เล็กนอ้ย ดงันั้น การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP 
ที่ -30 ± 5 mV เป็นวธีิการหมกัที่เหมาะสมรองจากการหมกัโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV 
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8.  ประสิทธิภาพการหมักเอทานอลจากมันเส้นบด 
 
ตารางที่ 16  ประสิทธิภาพการหมกั ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้บด และผลไดข้อง            

เอทานอลเทียบกบัแป้ง จากการผลิตเอทานอลดว้ยกระบวนการต่าง ๆ  
 

 การหมกัแบบปกต ิ
การหมกัแบบให้

อากาศ 0-12 ชัว่โมง 
การหมกัแบบควบคุม 

ORP ที่ -5 ± 5 mV 
มันเส้นบด    
มนัเสน้ที่ใช ้(กิโลกรัม) 15 15 15 
ปริมาณแป้ง(กิโลกรัม 

dry basis) 9.741 9.741 9.741 
ประสิทธิภาพการหมัก    
เอทานอลที่ผลิตไดใ้น

การทดลอง (กรัมต่อลิตร) 75.73 73.37 75.77 
เอทานอลที่ผลิตได้

ในทางทฤษฎี (กรัมต่อลิตร) 92.20 92.20 92.20 
ประสิทธิภาพการหมกั 

(%) 82.14 79.58 82.18 
ผลได้    
กรัมเอทานอล/กรัมมนั

เสน้บด, dry basis 0.30 0.29 0.30 
กรัมเอทานอล/กรัมแป้ง

ในมนัเสน้, dry basis 0.47 0.45 0.47 
 
 ในงานวจิยัน้ีไดท้  าการค านวณประสิทธิภาพการหมกั, ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้
บด และผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง จากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดแบบปกติ, แบบให้
อากาศ 0-12 ชัว่โมง และแบบควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV เท่านั้น เน่ืองจากการหมกัแบบปกติเป็น
สภาวะที่ตน้แบบเพือ่ใชใ้นการเปรียบเทียบสภาวะอ่ืนๆ ส่วนการหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง 
และการหมกัแบบควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV เป็นสภาวะที่ท  าการวเิคราะห์แลว้วา่มีปริมาณ       
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เอทานอลและเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมมากที่สุดในแต่ละการทดลอง ดงันั้นจึงเลือกมาท า
การค านวณและเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการหมกัเอทานอลจากมนัเสน้บด 
 
 เม่ือท าการค านวณประสิทธิภาพการหมกั ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้บด และ
ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง จากการหมกัแบบปกติ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง และ
การหมกัแบบควบคุม ORP ที่ -5 ± 5 mV ที่เวลาที่เหมาะสมที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ ดงัแสดงในตาราง
ที่ 16 พบวา่การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง มีประสิทธิภาพการหมกัค่าต  ่าที่สุดคิดเป็น 79.58% 
ส่วนการหมกัแบบปกติ และการหมกัแบบควบคุม ORP ที่ -5 ± 5 mV มีค่าใกลเ้คียงกนัมาก โดยมี
ประสิทธิภาพการหมกัคิดเป็น 82.14% และ 82.18% ตามล าดบั โดยคิดจากมนัเสน้บดที่ใช ้15 
กิโลกรัม ซ่ึงมีแป้งอยูท่ ั้งหมด 9.741 กิโลกรัม และเม่ือค านวณผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้
บด และผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง พบวา่ การหมกัแบบปกติ และการหมกัแบบควบคุม ORP 
ที่ -5 ± 5 mV มีค่าเท่ากนั คิดเป็นผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้ คือ 0.30 กรัมเอทานอล/กรัม
มนัเสน้บด และผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง คือ 0.47 กรัมเอทานอล/กรัมแป้ง ส่วนการหมกั
แบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง มีผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้บด และผลไดข้องเอทานอลเทียบ
กบัแป้งค่าต  ่าที่สุด คือ 0.29 กรัมเอทานอล/กรัมมนัเสน้บด และ 0.45 กรัมเอทานอล/กรัมแป้ง 
ตามล าดบั 
 
 จากการค านวณประสิทธิภาพการหมกัเอทานอลจากมนัเสน้บดจะเห็นไดว้า่การหมกัแบบ
ควบคุม ORP ที่ -5 ± 5 mV สามารถน ามาใชแ้ทนการหมกัแบบปกติได ้และช่วยลดระยะเวลาในการ
หมกัลงได ้6 ชัว่โมง 
 
 จากการตรวจเอกสารของ ธนัยาภรณ์ (2548) พบวา่ ผลไดข้องเอทานอลจากกระบวนการ
หมกัแบบ CF กระบวนการหมกัแบบ SSF ดว้ยเอนไซม ์RhizozymeTM  และกระบวนการหมกัแบบ 
SSF ดว้ยเอนไซม ์AMG300L เท่ากบั 0.521, 0.523 และ 0.488 กรัมเอทานอลตอ่กรัมแป้ง ตามล าดบั 
และร้อยละประสิทธิภาพการหมกัเท่ากบั 84, 84 และ 78 ตามล าดบัเม่ือเทียบกบัผลไดท้างทฤษฎี 
อยา่งไรก็ตามประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้แบบ SSF ดว้ยเอนไซม ์AMG300L นั้นจะ
เพิม่ขึ้นเม่ือผา่นการท า Pre-saccharification นาน 2 ชัว่โมง พบวา่ ผลไดข้องการผลิตเอทานอลจาก
มนัเสน้ดว้ยกระบวนการหมกัแบบ CF และ SSF ที่ผา่นการ Pre-saccharification มีค่าเท่ากบั 0.565 
และ 0.557 กรัมเอทานอลต่อกรัมแป้ง และประสิทธิภาพเท่ากบั 91 และ 90 ตามล าดบั เม่ือเทียบกบั
ผลไดท้างทฤษฎี ดงันั้น กระบวนการหมกัแบบ SSF สามารถผลิตโดยใหผ้ลไดแ้ละประสิทธิภาพ
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ใกลเ้คียงกบักระบวนการหมกัแบบปกติ และจากงานวจิยัของ ธนัยาภรณ์ (2548) มาเปรียบเทียบ
ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง และประสิทธิภาพการหมกัของการหมกัแบบควบคุมค่า ORP ที่    
-5 ± 5 mV พบวา่ งานวจิยัของ ธนัยาภรณ์ (2548) มีผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง และ
ประสิทธิภาพการหมกัที่สูงกวา่ เน่ืองจากงานวจิยัของ ธนัยาภรณ์ (2548) เก็บตวัอยา่งที่เวลา 72 
ชัว่โมง ซ่ึงต่างจากงานวจิยัน้ีที่หาเวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอล โดยการหมกัแบบควบคุม
ค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV ไดเ้วลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอล คือ 54 ชัว่โมง แต่มีเหตุผลหน่ึงที่
เหมือนกนัก็คอื กระบวนการหมกัแบบควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV สามารถผลิตเอทานอล โดยให้
ผลไดแ้ละประสิทธิภาพใกลเ้คียงกบัการหมกัแบบปกติ 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 1. การออกแบบถงัที่ใชใ้นการหมกัเอทานอลจากแป้งมนัส าปะหลงั โดยการควบคุมค่า 
ORP สามารถออกแบบ สร้าง และใชใ้นการหมกัเพือ่ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ
ยอ่ยให้เป็นน ้ าตาลและหมกัพร้อมกนั (Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) ที่
ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ไดต้ามวตัถุประสงค ์
 

2. การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาลจากมนัเสน้บด แบ่งออกเป็น 
2 การทดลอง คอื 
 

2.1  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก (Liquefaction) ดว้ย
เอนไซม ์GC358 ที่ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25% ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC358 0.2 กรัมต่อ
แป้ง 1000 กรัม ค่า pH 5.7-5.8 ที่อุณหภูมิ 83-85 องศาเซลเซียส พบวา่เวลาที่เหมาะสมในการท า 
Liquefaction ดว้ยเอนไซม ์GC358 คือ 120 นาท ีมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 3.91 ± 0.08% และค่า DE 
เท่ากบั 21.46 ± 0.37 

 
2.2  การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 

ที่ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25% ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์GC147 0.6 กรัมต่อแป้ง 1000 กรัม ค่า 
pH 4.0-4.5 ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พบวา่เวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 คือ 1 ชัว่โมง จะมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 10.40 ± 0.22% 
 
 3.  การศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า Oxidation Reduction Potential (ORP), ปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ทีไ่ดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการยอ่ย
ใหเ้ป็นน ้ าตาลและหมกัพร้อมกนั (Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) ที่ผา่น
การท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือกระบวนการหมกัแบบปกติ พบวา่ ค่า ORP 
แปรผกผนักบัปริมาณเอทานอล และ แปรผนัตรงกบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ซ่ึงท าใหส้ามารถบ่งบอก
ถึงช่วงการเจริญของเซลลย์สีต ์หรือ Growth curve ได ้และไดเ้วลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
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คือ 60 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.73 กรัมต่อลิตร มีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.56% และมี
ประสิทธิภาพในการหมกั 82.14% 
 
 4.  การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยวิธีการใหอ้ากาศในระหวา่งกระบวนการหมกั แบ่ง
ออกเป็น 2 การทดลอง คอื 
 

4.1  การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 
ชัว่โมง) พบวา่ ค่า ORP แปรผกผนักบัปริมาณเอทานอล และค่า ORP แปรผนัตรงกบัปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ ซ่ึงมีลกัษณะเช่นเดียวกบัการหมกัแบบปกติ แต่ค่า ORP ที่อ่านไดจ้ะมีค่าสูงกวา่ เน่ืองจากการ
เติมอากาศในระหวา่งการหมกั และไดเ้วลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอ
ทานอลได ้69.78 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.58% 
 

4.2  การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง พบวา่ ค่า ORP 
แปรผกผนักบัปริมาณเอทานอล และค่า ORP แปรผนัตรงกบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ซ่ึงมีลกัษณะ
เช่นเดียวกบัการหมกัแบบปกติ และไดเ้วลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอ
ทานอลได ้73.37 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.49% 
 
 เม่ือเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการใหอ้ากาศ กบั 
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกติ พบวา่ การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง เหมาะสมที่สุด
ที่จะใชใ้นการผลิตเอทานอล เน่ืองจากใชเ้วลาที่นอ้ยกวา่การหมกัแบบปกติถึง 6 ชัว่โมง และให้
ปริมาณเอทานอลที่ใกลเ้คียงกบัการหมกัแบบปกติ 
 
 5.  การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP แบ่งออกเป็น 3 การทดลอง คอื 
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5.1  ควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV พบวา่ เวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอล คือ 54 
ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้71.80 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.52% 

 
5.2  ควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV พบวา่ เวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอล คือ 54 

ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.76 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.44% 
 
5.3  ควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV พบวา่ เวลาที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอล คือ 

54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.02 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู ่0.77% 
 
 เม่ือเปรียบเทียบเวลาที่ใชใ้นการหมกัที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP 
กบั การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ย
เอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกติ พบวา่ การหมกัโดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV เป็น
วธีิการหมกัที่เหมาะสมที่สุด และมีการผลิตเอทานอลมากที่สุด รองลงมา คือ การหมกัโดยการ
ควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV ซ่ึงทั้ง 2 วธีิน้ีใชร้ะยะเวลาในการหมกัสั้นกวา่การหมกัแบบปกติ 6 
ชัว่โมง 
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ข้อเสนอแนะ 
 
 1.  เวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 คือ 1 ชัว่โมง มี
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 10.40 ± 0.22% คือ ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ที่เหมาะสมต่อการเจริญและ
การหมกัเอทานอลของยสีต ์S. cerevisiae (Panchal, 1990) แต่ในความเป็นจริง เม่ือใส่ยสีตล์งไปใน
น ้ าหมกั ยสีตจ์ะเกิดการปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้มในระยะเวลาหน่ึง ซ่ึงท าให้เอนไซม ์GC147 
ยงัคงท างานผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ต่อไปจนท าใหป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงขึ้น ซ่ึงอาจเกิดการยบัย ั้งของ
น ้ าตาลกลูโคสเกิดขึ้น (Crabtree effect) จะส่งผลท าใหอ้ตัราการเจริญ และการผลิตเอทานอลลดลง 
ดงันั้น เวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification จึงอาจใชร้ะยะเวลาที่นอ้ยกวา่ 1 ชัว่โมง เพื่อ
ไม่ท าใหป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในกระบวนการหมกัสูงกวา่ 10% 
 
 2.  การน าค่า ORP มาใชใ้นกระบวนการผลิตเอทานอล จะสามารถติดตามกระบวนการ
หมกัวา่เกิดอะไรขึ้น กระบวนการหมกัอยูใ่นขั้นตอนไหน และการควบคุมค่า ORP ที่เหมาะสม จะ
สามารถเพิม่ผลผลิตของเอทานอลใหสู้งขึ้นอีกดว้ย ไม่เพยีงแต่การผลิตเอทานอลเท่านั้น 
กระบวนการหมกัอ่ืน ๆ ที่ไม่ใชอ้ากาศ ก็สามารถน าค่า ORP ไปใชใ้นการพฒันากระบวนการผลิต
ใหมี้ประสิทธิภาพมากยิง่ขึ้น 
 
 3.  ค่า ORP สามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการติดตามค่า DO ในระดบัที่ต  ่ากวา่ 1 ppm ได ้โดย
ที่เคร่ืองมือวดัค่า DO แบบปกติไม่สามารถตรวจจบัได ้ดงันั้นค่า ORP จึงมีประโยชน์มากในการ
หมกัแบบไม่ใชอ้ากาศ 
 
 4.  การทดลองน้ีเป็นการศึกษาและพฒันากระบวนการผลิตเอทานอลใหมี้ประสิทธิภาพ
สูงขึ้น เพือ่ช่วยให้ผลผลิตเพิม่ขึ้น โดยใชร้ะยะเวลาในการหมกันอ้ยลง ซ่ึงจะท าใหต้น้ทุนใน
กระบวนการผลิตลดลง และสามารถน าไปใชใ้นเชิงอุตสาหกรรมไดแ้ต่ตอ้งมีการศึกษาเพิม่เติมเม่ือ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นถงัหมกัที่มีขนาดใหญ่ขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
ขอ้มูลดิบทีไ่ดจ้ากการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก1  อุณหภูมิของน ้ าเม่ือเพิม่อุณหภูมิโดยใชไ้อน ้ าร้อนผา่น Internal Coil ที่ใชใ้นการ
ทดสอบการกระจายอุณหภูมิของน ้าภายในถงัหมกัเน่ืองจากการกวนดว้ยใบกวน 
คร้ังที่ 1 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิของน ้าท่ีต าแหน่งดา้นล่าง

ของถงัหมกั (องศาเซลเซียส) 
อุณหภูมิของน ้าท่ีต าแหน่งดา้นบนของ

ถงัหมกั (องศาเซลเซียส) 
0 31.2 31.3 
2 52.1 52.4 
4 58.4 58.4 
6 60.0 60.3 
8 67.3 67.4 

10 80.7 80.5 
12 89.2 89.3 
14 93.4 93.4 
16 95.0 95.1 

 
ตารางผนวกที่ ก2  อุณหภูมิของน ้ าเม่ือเพิม่อุณหภูมิโดยใชไ้อน ้ าร้อนผา่น Internal Coil ที่ใชใ้นการ

ทดสอบการกระจายอุณหภูมิของน ้าภายในถงัหมกัเน่ืองจากการกวนดว้ยใบกวน 
คร้ังที่ 2 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิของน ้าท่ีต าแหน่งดา้นล่าง

ของถงัหมกั (องศาเซลเซียส) 
อุณหภูมิของน ้าท่ีต าแหน่งดา้นบนของ

ถงัหมกั (องศาเซลเซียส) 
0 31.9 31.6 
2 45.3 45.5 
4 53.7 53.8 
6 63.3 63.4 
8 70.4 70.7 

10 79.4 79.1 
12 87.8 87.3 
14 90.2 90.4 
16 92.7 91.4 
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ตารางผนวกที่ ก3  อุณหภูมิของน ้ าเม่ือลดอุณหภูมิโดยใชน้ ้ าประปาผา่น Internal Coil ที่ใชใ้นการ
ทดสอบการกระจายอุณหภูมิของน ้าภายในถงัหมกัเน่ืองจากการกวนดว้ยใบกวน 
คร้ังที่ 1 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิของน ้าที่ต  าแหน่งดา้นล่าง

ของถงัหมกั (องศาเซลเซียส) 
อุณหภูมิของน ้าที่ต  าแหน่งดา้นบน
ของถงัหมกั (องศาเซลเซียส) 

0 94.5 94.6 
2 82.2 82.5 
4 75.2 75.3 
6 68.6 68.8 
8 62.4 62.3 
10 57.0 56.9 
12 53.3 53.3 
14 50.0 50.0 
16 47.3 47.2 
18 44.5 44.6 
20 42.0 42.1 
30 35.5 35.4 
40 32.7 32.8 
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ตารางผนวกที่ ก4  อุณหภูมิของน ้ าเม่ือลดอุณหภูมิโดยใชน้ ้ าประปาผา่น Internal Coil ที่ใชใ้นการ
ทดสอบการกระจายอุณหภูมิของน ้าภายในถงัหมกัเน่ืองจากการกวนดว้ยใบกวน 
คร้ังที่ 2 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิของน ้าที่ต  าแหน่งดา้นล่าง

ของถงัหมกั (องศาเซลเซียส) 
อุณหภูมิของน ้าที่ต  าแหน่งดา้นบน
ของถงัหมกั (องศาเซลเซียส) 

0 92.5 91.0 
2 81.1 80.1 
4 74.2 73.2 
6 67.3 66.8 
8 61.3 60.8 
10 56.4 56.1 
12 52.9 52.6 
14 49.6 49.4 
16 46.8 46.6 
18 44.3 44.3 
20 42.1 42.1 
30 36.2 36.1 
40 33.4 33.2 
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ตารางผนวกที่ ก5  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการหาปริมาณความช้ืนของมนัเสน้บด 300 กิโลกรัม 
 

ตวัอยา่งท่ี ซ ้ าท่ี 
น ้ าหนกัถาด 

(กรัม) 

น ้ าหนกั
ตวัอยา่งก่อน
อบ (กรัม) 

น ้ าหนกั
ตวัอยา่ง + 
น ้ าหนกัถาด
หลงัอบ (กรัม) 

% ความช้ืน 
% ความช้ืน 
เฉล่ียของ
ตวัอยา่ง 

% ความช้ืน
เฉล่ียรวม 

1 
1 23.3700 3.1283 26.1700 10.4945 

10.3906 

10.3411 

2 23.2738 3.0369 26.0006 10.2111 
3 23.5147 3.8285 26.9425 10.4662 

2 
1 23.3970 3.6149 26.6360 10.3986 

10.2915 2 23.5009 3.1068 26.2905 10.2099 
3 23.3905 3.0557 26.1325 10.2661 

 
ตารางผนวกที่ ก6  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการหาปริมาณความช้ืนของมนัเสน้บด 100 กิโลกรัม 
 

ตวัอยา่งท่ี ซ ้ าท่ี 
น ้ าหนกัถาด 

(กรัม) 

น ้ าหนกั
ตวัอยา่งก่อน
อบ (กรัม) 

น ้ าหนกั
ตวัอยา่ง + 
น ้ าหนกัถาด
หลงัอบ (กรัม) 

% ความช้ืน 
% ความช้ืน 
เฉล่ียของ
ตวัอยา่ง 

% ความช้ืน
เฉล่ียรวม 

1 
1 23.2925 3.0968 26.0961 9.4678 

9.7627 

9.6015 

2 23.6728 3.0377 26.4142 9.7541 
3 22.9854 3.0399 25.7193 10.0661 

2 
1 23.3421 3.0507 26.1038 9.4732 

9.6035 2 23.3871 3.0253 26.1212 9.6255 
3 23.5310 3.0159 26.2540 9.7119 

1 
1 23.3589 3.0397 26.1120 9.4286 

9.4382 2 23.3758 3.0028 26.0949 9.4478 
3 9.5205 1.5080 10.9018 8.4019 

 
 
  



 

 

 

201 

ตารางผนวกที่ ก7  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการหาปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 300 และ 100 กิโลกรัม 
 

ตวัอยา่งมนัเสน้ ปริมาณแป้ง (%as feed basis) 
มนัเสน้บด 300 กิโลกรัม 64.94 
มนัเสน้บด 100 กิโลกรัม 62.28 

 
หมายเหตุ  วเิคราะห์ปริมาณแป้งดว้ยวิธีโพลาริเมตริก โดยฝ่ายปฏิบตัิการวเิคราะห์อาหารสตัว ์

ภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตรก าแพงแสน มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
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ตารางผนวกที่ ก8  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก (Liquefaction) ดว้ยเอนไซม ์GC358 คร้ังที่ 1 (ความเขม้ขน้
ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 19.4875 กรัม, เอนไซม ์GC358 1.9120 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยยอ่ย
คร้ังแรก 5.77) 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

30 85.4 5.45 
17.0 

17.00 20.3309 
25.5 

24.5 2.4091 14.1713 17.0 24.5 
17.0 24.5 

60 83.8 5.41 
17.4 

17.53 20.6995 
18.9 

18.8 3.0836 17.5873 17.6 18.8 
17.6 18.8 

90 84.6 5.38 
17.8 

17.80 21.2685 
16.4 

16.2 3.4828 19.5663 17.8 16.2 
17.8 16.2 

120 84.9 5.36 
17.8 

17.93 20.3026 
15.5 

15.5 3.8133 21.2636 18.0 15.5 
18.0 15.5 
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ตารางผนวกที่ ก8  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

150 85.0 5.35 
18.0 

18.00 20.4983 
14.7 

14.8 3.9555 21.9750 18.0 14.8 
18.0 14.8 

180 84.9 5.33 
18.0 

18.00 20.6420 
14.3 

14.3 4.0653 22.5850 18.0 14.3 
18.0 14.3 

210 84.8 5.36 
18.0 

18.00 20.5552 
14.2 

14.0 4.1700 23.1664 18.0 14.0 
18.0 14.0 

240 84.7 5.31 
18.2 

18.20 20.4436 
13.7 

13.8 4.2535 23.3708 18.2 13.8 
18.2 13.8 

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหัวขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง  
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ตารางผนวกที่ ก9  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก (Liquefaction) ดว้ยเอนไซม ์GC358 คร้ังที่ 2 (ความเขม้ขน้
ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 19.4884 กรัม, เอนไซม ์GC358 1.9250 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยยอ่ย
คร้ังแรก 5.81) 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

30 84.7 5.55 
17.8 

17.80 20.6356 
25.5 

24.9 2.3354 13.1203 17.8 24.9 
17.8 24.9 

60 85.0 5.54 
18.0 

18.00 20.6542 
18.6 

18.5 3.1405 17.4473 18.0 18.5 
18.0 18.5 

90 84.9 5.54 
18.0 

18.00 20.6864 
16.2 

16.2 3.5808 19.8934 18.0 16.2 
18.0 16.2 

120 85.6 5.52 
18.2 

18.20 20.6222 
14.5 

14.6 3.9856 21.8989 18.2 14.6 
18.2 14.6 
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ตารางผนวกที่ ก9  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

150 84.8 5.51 
18.2 

18.20 20.7559 
14.4 

14.4 4.0149 22.0600 18.2 14.4 
18.2 14.4 

180 85.0 5.49 
18.4 

18.40 20.5936 
14.0 

13.7 4.2533 23.1159 18.4 13.7 
18.4 13.7 

210 84.7 5.50 
18.6 

18.60 20.5695 
13.4 

13.4 4.3536 23.4067 18.6 13.4 
18.6 13.4 

240 84.8 5.45 
18.6 

18.60 20.6147 
13.2 

13.1 4.4436 23.8902 18.6 13.1 
18.6 13.1 

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง  
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ตารางผนวกที่ ก10  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการยอ่ยมนัเสน้บดคร้ังแรก (Liquefaction) ดว้ยเอนไซม ์GC358 คร้ังที่ 3 (ความเขม้ขน้
ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 20.0032 กรัม, เอนไซม ์GC358 2.0227 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยยอ่ย
คร้ังแรก 5.79) 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

30 84.6 5.59 
18.6 

18.60 20.4768 
23.8 

23.7 2.4727 13.2941 18.6 23.7 
18.6 23.7 

60 84.2 5.59 
18.6 

18.60 20.5798 
17.7 

17.7 3.2943 17.7114 18.6 17.7 
18.6 17.7 

90 84.5 5.58 
18.6 

18.60 20.5366 
15.8 

15.8 3.6982 19.8830 18.6 15.8 
18.6 15.8 

120 84.7 5.87 
18.6 

18.60 20.5200 
14.8 

14.8 3.9513 21.2437 18.6 14.8 
18.6 14.8 
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ตารางผนวกที่ ก10  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

150 84.2 5.58 
19.0 

19.00 20.6354 
14.3 

13.9 4.1836 22.0191 19.0 13.9 
19.0 13.9 

180 85.6 5.56 
19.0 

19.00 20.6227 
13.6 

13.5 4.3102 22.6855 19.0 13.5 
19.0 13.5 

210 84.7 5.54 
19.0 

19.00 20.6260 
13.0 

12.9 4.5100 23.7368 19.0 12.9 
19.0 12.9 

240 84.9 5.50 
19.2 

19.20 20.4293 
12.7 

12.7 4.6251 24.0892 19.2 12.7 
19.2 12.7 

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง  
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ตารางผนวกที่ ก11  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 คร้ังที่ 1 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 
25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 19.5006 กรัม, เอนไซม ์GC358 1.9656 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.8325 กรัม, pH 
เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.79) 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

0 60.3 4.54 
19.2 

19.20 20.6761 
14.2 

14.1 4.1162 21.4384 19.2 14.1 
19.2 14.1 

0.5 64.8 4.52 
19.2 

19.20 12.5013 
13.6 

12.4 7.7411 40.3184 19.2 12.8 
19.2 12.4 

1 65.1 4.58 
19.4 

19.40 10.5825 
11.3 

11.2 10.1245 52.1883 19.4 11.2 
19.4 11.2 

1.5 64.6 4.65 
19.4 

19.40 10.5436 
9.9 

9.9 11.4963 59.2591 19.4 9.9 
19.4 9.9 
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ตารางผนวกที่ ก11  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

2 64.9 4.66 
19.4 

19.40 10.2236 
9.6 

9.6 12.2266 63.0238 19.4 9.6 
19.4 9.6 

2.5 65.0 4.65 
19.6 

19.60 10.2101 
9.3 

9.1 12.9155 65.8952 19.6 9.1 
19.6 9.1 

8 65.2 4.66 
19.8 

19.80 5.2758 
15.2 

15.1 15.0632 76.0765 19.8 15.1 
19.8 15.1 

12 64.7 4.68 
20.0 

20.00 5.2432 
14.6 

14.6 15.6759 78.3794 20.0 14.6 
20.0 14.6 
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ตารางผนวกที่ ก11  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

16 65.7 4.73 
20.0 

20.00 5.9515 
12.4 

12.4 16.2605 81.3024 20.0 12.4 
20.0 12.4 

20 62.8 4.69 
20.2 

20.20 5.6704 
13.0 

13.0 16.2789 80.5885 20.2 13.0 
20.2 13.0 

24 65.2 4.54 
20.2 

20.20 5.5530 
13.3 

13.3 16.2481 80.4360 20.2 13.3 
20.2 13.3 

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก12  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 คร้ังที่ 2 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 
25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 19.5864 กรัม, เอนไซม ์GC358 1.9652 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.9082 กรัม, pH 
เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.72) 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

0 63.5 4.51 
19.2 

19.20 20.6742 
13.2 

13.2 4.3972 22.9022 19.2 13.2 
19.2 13.2 

0.5 64.4 4.53 
19.2 

19.20 10.4633 
14.2 

14.2 8.0765 42.0652 19.2 14.2 
19.2 14.2 

1 64.2 4.51 
19.4 

19.40 10.6981 
11.5 

10.6 10.5820 54.5465 19.4 10.6 
19.4 10.6 

1.5 64.4 4.54 
19.4 

19.40 10.7395 
9.8 

9.7 11.5193 59.3777 19.4 9.7 
19.4 9.7 
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ตารางผนวกที่ ก12  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

2 64.8 4.60 
19.4 

19.40 10.7844 
9.0 

8.9 12.5025 64.4456 19.4 8.9 
19.4 8.9 

2.5 64.6 4.59 
19.4 

19.40 10.5949 
8.8 

8.8 12.8707 66.3437 19.4 8.8 
19.4 8.8 

8 64.3 4.57 
19.8 

19.80 5.6811 
13.9 

13.2 16.0020 80.8183 19.8 13.2 
19.8 13.2 

12 64.0 4.58 
20.0 

20.00 5.6318 
12.8 

12.8 16.6465 83.2327 20.0 12.8 
20.0 12.8 

 
 
 



 

 

 

 

213 

ตารางผนวกที่ ก12  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

16 64.2 4.56 
20.2 

20.20 5.4858 
12.7 

12.7 17.2241 85.2680 20.2 12.7 
20.2 12.7 

20 64.6 4.58 
20.2 

20.20 5.6434 
12.2 

12.2 17.4293 86.2838 20.2 12.2 
20.2 12.2 

24 64.0 4.56 
20.4 

20.40 5.6717 
11.8 

11.8 17.9302 87.8933 20.4 11.8 
20.4 11.8 

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก13  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 คร้ังที่ 3 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 
25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 19.5203 กรัม, เอนไซม ์GC358 1.9536 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.9264 กรัม, pH 
เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.78) 

 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

0 63.4 4.49 
19.2 

19.20 20.5410 
13.7 

13.7 4.2642 22.2095 19.2 13.7 
19.2 13.7 

0.5 64.4 4.55 
19.2 

19.20 10.6060 
13.8 

13.8 8.1988 42.7021 19.2 13.8 
19.2 13.8 

1 64.6 4.58 
19.4 

19.40 10.3764 
11.0 

11.0 10.5134 54.1926 19.4 11.0 
19.4 11.0 

1.5 64.3 4.59 
19.4 

19.40 10.5955 
9.6 

9.5 11.9216 61.4518 19.4 9.5 
19.4 9.5 
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ตารางผนวกที่ ก13  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

2 64.8 4.59 
19.4 

19.40 10.5705 
9.1 

9.0 12.6137 65.0192 19.4 9.0 
19.4 9.0 

2.5 64.7 4.60 
19.6 

19.60 10.4641 
8.7 

8.7 13.1814 67.2518 19.6 8.7 
19.6 8.7 

8 64.7 4.61 
20.0 

20.00 5.4870 
13.8 

13.7 15.9634 79.8171 20.0 13.7 
20.0 13.7 

12 63.2 4.60 
20.2 

20.20 5.3819 
13.3 

13.3 16.7646 82.9932 20.2 13.3 
20.2 13.3 
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ตารางผนวกที่ ก13  (ต่อ) 
 

เวลา (นาที) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH oBrix oBrix เฉล่ีย 

น.น. Ex (g) 
(m0) 

S (ml) 
S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้าตาล
รีดิวซ์ 

DE 

16 63.2 4.60 
20.2 

20.20 5.5552 
12.6 

12.6 17.1440 84.8711 20.2 12.6 
20.2 12.6 

20 63.6 4.55 
20.4 

20.40 5.7078 
12.3 

12.1 17.3751 85.1720 20.4 12.1 
20.4 12.1 

24 64.2 4.54 
20.6 

20.60 5.6788 
11.9 

11.9 17.7573 86.2006 20.6 11.9 
20.6 11.9 

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก14  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า Oxidation Reduction Potential (ORP), ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่
ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือกระบวนการ
หมกัแบบปกติ คร้ังที่ 1 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 19.6028 กรัม, เอนไซม ์
GC358 1.9102 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.9974 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8555, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.72) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 32.1 4.50 48 
19.2 

19.20 10.6381 
11.6 

11.6 9.7243 0.0000 19.2 11.6 
19.2 11.6 

2 31.1 4.50 5 
19.0 

19.10 10.1373 
11.0 

11.0 10.7613 0.0000 19.1 11.0 
19.2 11.0 

4 31.0 4.49 15 
19.2 

19.20 10.1596 
10.7 

10.6 11.1429 0.0000 19.2 10.6 
19.2 10.6 

6 31.0 4.47 19 
19.2 

19.20 10.3079 
10.3 

10.3 11.3025 0.0000 19.2 10.3 
19.2 10.3 
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ตารางผนวกที่ ก14  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 30.1 4.41 19 
18.6 

18.77 10.2914 
10.0 

10.4 11.2118 3.0851 18.7 10.4 
19.0 10.4 

24 31.6 4.11 -6 
15.0 

15.00 13.0521 
12.1 

11.9 7.7260 28.1367 15.0 11.9 
15.0 11.9 

36 30.4 4.06 -22 
12.0 

12.00 15.1040 
16.2 

16.2 4.9043 48.1001 12.0 16.2 
12.0 16.2 

42 32.2 4.02 -30 
10.8 

10.80 25.4188 
13.1 

13.0 3.6315 54.0839 10.8 13.0 
10.8 13.0 

48 31.6 4.00 -35 
9.8 

9.80 30.7016 
15.4 

15.4 2.5380 63.0283 9.8 15.4 
9.8 15.4 
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ตารางผนวกที่ ก14  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 31.4 3.99 -42 
9.0 

9.00 30.3373 
29.0 

27.5 1.4384 67.3997 9.0 27.5 
9.0  

60 31.6 3.98 -54 
8.0 

8.00 51.1348 
38.4 

38.4 0.6111 71.8311 8.0  
8.0  

66 32.7 4.00 -58 
7.8 

7.67 66.0213 
46.0 

46.0 0.3951 74.9503 7.6  
7.6  

72 31.3 4.02 -35 
7.6 

7.60 69.7307 
61.0 

61.0 0.2821 77.4767 7.6  
7.6  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก15  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า Oxidation Reduction Potential (ORP), ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่
ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือกระบวนการ
หมกัแบบปกติ คร้ังที่ 2 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 19.5112 กรัม, เอนไซม ์
GC358 1.9334 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.9804 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8998 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.72) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 32.5 4.55 32 
19.0 

19.00 10.5426 
12.6 

12.5 9.1059 0.0000 19.0 12.5 
19.0 12.5 

2 31.3 4.55 15 
18.8 

18.80 10.6196 
11.7 

11.4 9.9122 0.0000 18.8 11.4 
18.8 11.4 

4 31.2 4.55 27 
18.8 

18.80 10.5088 
11.0 

10.8 10.5731 0.0000 18.8 10.8 
18.8 10.8 

6 31.1 4.53 30 
18.8 

18.80 10.2159 
10.9 

10.8 10.8763 0.0000 18.8 10.8 
18.8 10.8 
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ตารางผนวกที่ ก15  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 31.0 4.41 31 
18.0 

18.00 10.3999 
10.5 

10.7 10.7837 5.1583 18.0 10.7 
18.0 10.7 

24 30.6 4.21 5 
14.6 

14.60 10.5451 
15.9 

15.7 7.2482 26.1116 14.6 15.7 
14.6 15.7 

36 30.9 4.12 -20 
11.4 

11.40 15.3630 
19.0 

19.3 4.0471 46.8450 11.4 19.3 
11.4 19.3 

42 31.5 4.10 -26 
10.2 

10.27 25.1828 
16.9 

16.9 2.8196 54.8133 10.4 16.9 
10.2 16.9 

48 30.9 4.09 -29 
9.2 

9.33 31.5722 
20.8 

20.3 1.8723 61.8128 9.4 20.3 
9.4 20.3 
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ตารางผนวกที่ ก15  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 30.5 4.09 -35 
8.4 

8.40 40.2390 
31.1 

31.5 0.9467 67.6127 8.4 31.5 
8.4 31.5 

60 29.7 4.11 -45 
7.6 

7.60 55.3082 
45.3 

45.3 0.4790 73.4640 7.6  
7.6  

66 30.3 4.11 -43 
7.4 

7.47 71.7930 
55.0 

55.0 0.3039 73.0686 7.6  
7.4  

72 31.5 4.11 -41 
7.4 

7.40 75.2562 
54.0 

54.0 0.2953 77.6458 7.4  
7.4  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก16  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการศึกษาหาความสมัพนัธข์องค่า Oxidation Reduction Potential (ORP), ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณเอทานอล ที่
ไดจ้ากการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือกระบวนการ
หมกัแบบปกติ คร้ังที่ 3 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 18.9973 กรัม, เอนไซม ์
GC358 1.9691 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.8175 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8048 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.80) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 31.6 4.50 47 
20.0 

20.00 10.2684 
12.0 

12.0 9.7386 0.0000 20.0 12.0 
20.0 12.0 

2 30.9 4.49 17 
19.8 

19.80 10.6076 
10.6 

10.6 10.6723 0.0000 19.8 10.6 
19.8 10.6 

4 30.5 4.48 19 
19.8 

19.80 10.3862 
10.3 

10.3 11.2173 0.0000 19.8 10.3 
19.8 10.3 

6 30.1 4.47 22 
19.8 

19.80 10.4803 
10.0 

10.0 11.4501 0.0000 19.8 10.0 
19.8 10.0 
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ตารางผนวกที่ ก16  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 31.0 4.39 11 
19.4 

19.40 10.6993 
9.2 

9.2 12.1910 2.5062 19.4 9.2 
19.4 9.2 

24 31.7 4.02 5 
15.6 

15.60 15.2064 
10.1 

10.1 7.8133 29.6871 15.6 10.1 
15.6 10.1 

36 31.6 3.90 -20 
12.2 

12.20 15.2850 
17.9 

17.8 4.4106 53.6704 12.2 17.8 
12.2 17.8 

42 31.4 3.89 -21 
11.0 

11.00 25.3532 
15.0 

14.9 3.1766 61.3599 11.0 14.9 
11.0 14.9 

48 31.4 3.85 -34 
10.0 

10.00 40.5597 
13.7 

13.6 2.1754 71.2833 10.0 13.6 
10.0 13.6 
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ตารางผนวกที่ ก16  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 31.4 3.84 -41 
9.0 

9.00 40.5506 
23.1 

23.0 1.2866 75.3895 9.0 23.0 
9.0 23.0 

60 30.6 3.85 -46 
8.2 

8.20 60.6602 
33.9 

33.5 0.5905 81.9034 8.2 33.5 
8.2  

66 31.2 3.86 -52 
8.0 

8.00 90.1783 
37.7 

34.6 0.3846 83.7316 8.0 34.6 
8.0  

72 30.5 3.89 -45 
7.8 

7.80 95.1033 
39.4 

39.4 0.3203 86.2163 7.8  
7.8  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก17  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) คร้ังที่ 1 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% 
as feed basis, CaCl2.2H2O 19.5682 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 9310 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.9743 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8372 กรัม
, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.76) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 31.5 4.50 7 
19.0 

19.00 10.3415 
11.8 

11.8 9.8337 0.0000 19.0 11.8 
19.0 11.8 

2 30.6 4.51 53 
19.0 

19.00 10.1940 
11.7 

10.8 10.8997 0.0000 19.0 10.8 
19.0 10.8 

4 30.3 4.51 82 
18.8 

18.80 10.5703 
10.5 

10.4 10.9159 0.0000 18.8 10.4 
18.8 10.4 

6 30.1 4.49 92 
18.8 

18.87 10.2872 
10.2 

10.2 11.4363 0.0000 19.0 10.2 
18.8 10.2 
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ตารางผนวกที่ ก17  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 30.1 4.41 71 
18.4 

18.47 10.3769 
10.2 

10.0 11.5641 2.9846 18.6 10.0 
18.4 10.0 

24 30.8 4.16 51 
14.6 

14.63 15.2143 
10.7 

10.7 7.3713 27.6955 14.7 10.7 
14.6 10.7 

36 31.8 4.12 37 
11.2 

11.20 15.5296 
18.8 

18.8 4.1102 48.1323 11.2 18.8 
11.2 18.8 

42 31.7 4.10 33 
10.0 

10.00 25.2302 
17.4 

17.4 2.7335 56.7507 10.0 17.4 
10.0 17.4 

48 30.8 4.10 36 
8.6 

8.60 40.4192 
19.3 

19.4 1.5304 64.1936 8.6 19.4 
8.6 19.4 
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ตารางผนวกที่ ก17  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 30.3 4.11 31 
7.6 

7.60 80.6079 
22.1 

22.1 0.6736 70.5372 7.6 22.1 
7.6  

60 30.0 4.16 38 
7.2 

7.20 93.3706 
38.2 

38.2 0.3364 69.4923 7.2  
7.2  

66 31.7 4.17 66 
7.0 

7.00 95.6628 
45.6 

45.6 0.2751 70.3651 7.0  
7.0  

72 30.7 4.23 56 
6.8 

6.80 95.3624 
59.4 

59.4 0.2118 69.9897 6.8  
6.8  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก18  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) คร้ังที่ 2 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% 
as feed basis, CaCl2.2H2O 19.5667 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 9448 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.9405 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8598 กรัม
, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.74) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 31.2 4.50 22 
18.0 

18.00 10.2540 
12.4 

12.4 9.4377 0.0000 18.0 12.4 
18.0 12.4 

2 30.5 4.51 75 
17.8 

17.80 10.7122 
11.2 

11.2 10.0019 0.0000 17.8 11.2 
17.8 11.2 

4 30.2 4.50 117 
17.6 

17.73 10.5724 
11.0 

10.9 10.4131 0.0000 17.8 10.9 
17.8 10.9 

6 30.1 4.49 133 
17.6 

17.60 10.4888 
10.6 

10.6 10.7932 0.0000 17.6 10.6 
17.6 10.6 
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ตารางผนวกที่ ก18  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 30.4 4.40 90 
17.0 

17.07 10.7177 
10.4 

10.4 10.7658 3.1484 17.2 10.4 
17.0 10.4 

24 33.0 4.10 50 
13.0 

13.00 15.3014 
13.0 

12.2 6.4282 30.5927 13.0 12.2 
13.0 12.2 

36 28.1 4.13 44 
10.2 

10.23 15.7596 
21.4 

21.5 3.5416 47.6427 10.3 21.5 
10.2 21.5 

42 31.9 4.09 37 
9.0 

9.00 25.5100 
20.0 

20.0 2.3520 55.0636 9.0 20.0 
9.0 20.0 

48 30.9 4.09 35 
8.0 

7.93 45.7518 
21.4 

21.5 1.2199 62.3073 7.8 21.5 
8.0 21.5 
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ตารางผนวกที่ ก18  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 30.7 4.11 32 
7.0 

7.00 80.1774 
26.8 

29.9 0.5006 69.0366 7.0 29.9 
7.0  

60 30.1 4.16 37 
6.6 

6.60 90.4408 
47.5 

47.5 0.2793 68.0290 6.6  
6.6  

66 30.3 4.20 53 
6.6 

6.60 95.5613 
53.6 

53.6 0.2343 67.0863 6.6  
6.6  

72 29.8 4.29 53 
6.4 

6.40 96.1354 
60.9 

60.9 0.2050 66.6063 6.4  
6.4  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก19  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง ของกระบวนการหมกั คร้ังที่ 1 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as 
feed basis, CaCl2.2H2O 19.5669 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 9627 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.9872 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8594 กรัม, 
pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.78) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 31.3 4.51 22 
18.6 

18.60 10.2147 
12.2 

12.2 9.6293 0.0000 18.6 12.2 
18.6 12.2 

2 29.9 4.52 65 
18.4 

18.53 10.4929 
11.4 

11.0 10.3966 0.0000 18.6 11.0 
18.6 11.0 

4 29.9 4.52 105 
18.2 

18.33 10.2464 
10.8 

10.8 10.8439 0.0000 18.4 10.8 
18.4 10.8 

6 29.9 4.51 127 
18.6 

18.60 10.7462 
10.0 

10.0 11.1667 0.0000 18.6 10.0 
18.6 10.0 
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ตารางผนวกที่ ก19  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 30.3 4.41 83 
18.0 

18.00 10.6833 
10.2 

10.1 11.1213 3.4314 18.0 10.1 
18.0 10.1 

24 31.3 4.13 54 
14.0 

14.00 15.3413 
11.2 

11.2 6.9839 29.5866 14.0 11.2 
14.0 11.2 

36 33.5 4.03 20 
10.6 

10.60 15.3966 
22.8 

22.8 3.4184 53.0569 10.6 22.8 
10.6 22.8 

42 31.0 4.02 9 
9.4 

9.40 25.2391 
21.3 

21.3 2.2322 59.9281 9.4 21.3 
9.4 21.3 

48 30.5 4.01 -1 
8.4 

8.40 45.4877 
22.8 

21.8 1.2101 66.0271 8.4 21.8 
8.4 21.8 
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ตารางผนวกที่ ก19  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 31.1 4.01 -16 
7.6 

7.60 80.5206 
33.5 

33.5 0.4449 72.7526 7.6 33.5 
7.6  

60 30.9 4.03 -21 
7.4 

7.40 90.5170 
49.0 

49.0 0.2706 74.4104 7.4  
7.4  

66 32.4 4.04 -23 
7.4 

7.40 95.3174 
52.4 

52.4 0.2403 76.7360 7.4  
7.4  

72 31.5 4.05 -22 
7.4 

7.40 95.7424 
62.2 

62.2 0.2015 77.9012 7.4  
7.4  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก20  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการ
ใหอ้ากาศในอตัรา 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง ของกระบวนการหมกั คร้ังที่ 2 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as 
feed basis, CaCl2.2H2O 19.5616 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 9562 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.9139 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8705 กรัม, 
pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 5.78) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 31.3 4.52 15 
19.0 

19.00 10.4123 
12.1 

12.1 9.5247 0.0000 19.0 12.1 
19.0 12.1 

2 30.3 4.53 74 
19.0 

19.00 10.5888 
11.0 

10.9 10.3970 0.0000 19.0 10.9 
19.0 10.9 

4 30.7 4.52 107 
18.8 

18.80 10.5078 
10.6 

10.6 10.7737 0.0000 18.8 10.6 
18.8 10.6 

6 30.7 4.51 117 
18.8 

18.80 10.3160 
10.2 

10.1 11.5172 0.0000 18.8 10.1 
18.8 10.1 
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ตารางผนวกที่ ก20  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 31.0 4.42 93 
18.2 

18.33 10.4349 
10.3 

10.0 11.4999 3.3995 18.4 10.0 
18.4 10.0 

24 30.8 4.15 65 
14.2 

14.33 15.3867 
11.1 

11.1 7.0261 29.9394 14.4 11.1 
14.4 11.1 

36 33.2 4.05 35 
11.0 

11.13 15.5009 
21.8 

20.6 3.7580 51.6288 11.2 20.6 
11.2 20.6 

42 31.8 4.04 26 
9.8 

9.70 25.3027 
20.2 

18.8 2.5226 59.4977 9.7 18.8 
9.6 18.8 

48 30.9 4.02 12 
8.8 

8.80 45.5589 
18.5 

18.5 1.4238 68.1982 8.8 18.5 
8.8 18.5 
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ตารางผนวกที่ ก20  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 31.7 4.01 1 
8.0 

8.00 80.5426 
29.8 

27.3 0.5457 73.9961 8.0 27.3 
8.0  

60 31.7 4.04 -6 
7.8 

7.80 90.5562 
48.4 

48.4 0.2738 75.9461 7.8  
7.8  

66 31.5 4.06 -7 
7.6 

7.60 95.2297 
54.8 

54.8 0.2299 76.9452 7.6  
7.6  

72 31.5 4.06 -4 
7.6 

7.60 97.0480 
60.5 

60.5 0.2044 77.7364 7.6  
7.6  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก21  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
วธีิการควบคุมค่า ORP ที ่20 ± 5 mV คร้ังที่ 1 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 
19.5061 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 9548 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.8917 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8536 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 
5.81) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 32.0 4.49 16 
18.6 

18.47 10.3219 
11.5 

11.5 10.1094 0.0000 18.4 11.5 
18.4 11.5 

2 32.5 4.49 21 
18.4 

18.40 10.6933 
10.7 

10.7 10.4878 0.0000 18.4 10.7 
18.4 10.7 

4 30.6 4.50 23 
18.2 

18.20 10.4759 
10.4 

10.4 11.0143 0.0000 18.2 10.4 
18.2 10.4 

6 30.7 4.49 25 
18.0 

18.13 10.6183 
10.0 

10.0 11.3012 0.0000 18.2 10.0 
18.2 10.0 
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ตารางผนวกที่ ก21  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 30.6 4.42 23 
17.8 

17.80 10.6079 
10.2 

10.1 11.2003 2.7278 17.8 10.1 
17.8 10.1 

24 31.8 4.15 16 
14.2 

14.20 15.3258 
10.3 

10.2 7.6764 24.9102 14.2 10.2 
14.2 10.2 

36 31.6 4.09 -1 
11.0 

11.00 15.5972 
19.7 

19.6 3.9254 46.8654 11.0 19.6 
11.0 19.6 

42 31.3 4.09 16 
9.4 

9.53 25.3108 
17.3 

17.3 2.7405 54.3540 9.6 17.3 
9.6 17.3 

48 31.2 4.08 14 
8.4 

8.40 40.3398 
24.0 

20.4 1.4582 62.2970 8.4 20.4 
8.4 20.4 
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ตารางผนวกที่ ก21  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 31.0 4.08 20 
7.4 

7.40 80.5010 
28.2 

28.0 0.5324 69.8467 7.4 28.0 
7.4  

60 30.5 4.09 11 
7.2 

7.07 90.7565 
42.3 

42.3 0.3126 70.8246 7.0  
7.0  

66 30.2 4.12 24 
6.8 

6.80 95.4473 
48.0 

48.0 0.2619 71.2571 6.8  
6.8  

72 31.1 4.14 19 
6.8 

6.80 95.3324 
57.6 

57.6 0.2185 71.9116 6.8  
6.8  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก22  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
วธีิการควบคุมค่า ORP ที ่20 ± 5 mV คร้ังที่ 2 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 
19.5995 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 9822 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.8271 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8497 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 
5.81) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ ์

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 30.9 4.49 35 
20.0 

20.00 10.6579 
11.7 

11.7 9.6233 0.0000 20.0 11.7 
20.0 11.7 

2 30.5 4.49 23 
19.6 

19.60 10.5149 
11.1 

10.9 10.4701 0.0000 19.6 10.9 
19.6 10.9 

4 29.9 4.47 28 
19.6 

19.60 10.8945 
10.0 

10.1 10.9057 0.0000 19.6 10.1 
19.6 10.1 

6 29.3 4.44 28 
19.6 

19.60 10.9036 
9.7 

9.7 11.3459 0.0000 19.6 9.7 
19.6 9.7 



 

 

 

 

242 

ตารางผนวกที่ ก22  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 30.1 4.38 14 
19.2 

19.20 10.3570 
9.9 

9.9 11.7034 2.3257 19.2 9.9 
19.2 9.9 

24 32.7 3.95 16 
15.2 

15.20 15.1651 
11.6 

10.6 7.4650 29.1907 15.2 10.6 
15.2 10.6 

36 30.1 3.79 31 
11.0 

11.00 15.2242 
27.8 

27.3 2.8872 55.3351 11.0 27.3 
11.0 27.3 

42 30.7 3.76 16 
10.0 

10.00 25.8205 
25.7 

24.3 1.9125 60.5191 10.0 24.3 
10.0 24.3 

48 32.0 3.73 17 
9.0 

9.00 60.7395 
22.2 

21.9 0.9021 68.7046 9.0 21.9 
9.0 21.9 
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ตารางผนวกที่ ก22  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 30.8 3.76 18 
8.4 

8.40 80.2229 
29.0 

28.4 0.5267 73.7580 8.4 28.4 
8.4  

60 29.9 3.78 14 
8.0 

8.00 90.2315 
39.9 

34.1 0.3900 75.8890 8.0 34.1 
8.0  

66 29.5 3.80 19 
7.8 

7.80 90.6570 
42.5 

42.5 0.3115 76.7742 7.8  
7.8  

72 31.3 3.81 21 
7.6 

7.60 90.2256 
50.6 

50.6 0.2628 78.0881 7.6  
7.6  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก23  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
วธีิการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV คร้ังที่ 1 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 64.94% as feed basis, CaCl2.2H2O 
19.5613 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 9504 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.8730 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8643 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 
5.78) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 31.3 4.52 41 
19.0 

19.00 10.5349 
11.7 

11.7 9.7357 0.0000 19.0 11.7 
19.0 11.7 

2 31.2 4.54 3 
18.8 

18.93 10.6369 
10.8 

10.8 10.4458 0.0000 19.0 10.8 
19.0 10.8 

4 31.9 4.52 7 
18.8 

18.80 10.4859 
10.4 

10.4 11.0038 0.0000 18.8 10.4 
18.8 10.4 

6 31.6 4.51 9 
18.7 

18.77 10.4795 
10.1 

10.1 11.3376 0.0000 18.8 10.1 
18.8 10.1 
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ตารางผนวกที่ ก23  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 30.7 4.45 13 
18.2 

18.20 10.6220 
9.9 

9.9 11.4114 2.7767 18.2 9.9 
18.2 9.9 

24 30.9 4.19 -2 
14.8 

14.80 15.3560 
10.0 

10.0 7.8145 27.3511 14.8 10.0 
14.8 10.0 

36 31.0 4.11 -2 
11.4 

11.40 15.2351 
18.4 

18.3 4.3041 47.9017 11.4 18.3 
11.4 18.3 

42 32.4 4.10 -6 
10.0 

10.00 25.3558 
16.5 

16.4 2.8858 57.6481 10.0 16.4 
10.0 16.4 

48 30.6 4.08 -1 
8.8 

8.93 45.5888 
17.6 

17.4 1.5128 67.2184 9.0 17.4 
9.0 17.4 
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ตารางผนวกที่ ก23  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 31.0 4.07 -1 
8.0 

8.00 80.5383 
31.8 

31.2 0.4776 74.6952 8.0 31.2 
8.0  

60 30.5 4.09 -6 
7.6 

7.60 90.6357 
47.5 

47.5 0.2787 76.1416 7.6  
7.6  

66 30.5 4.11 4 
7.4 

7.40 95.6460 
52.7 

52.7 0.2381 76.3294 7.4  
7.4  

72 31.0 4.13 7 
7.4 

7.40 95.9780 
58.6 

58.6 0.2134 78.2373 7.4  
7.4  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก24  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
วธีิการควบคุมค่า ORP ที ่-5 ± 5 mV คร้ังที่ 2 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 62.28% as feed basis, CaCl2.2H2O 
18.6895 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 8777 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.6085 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.6102 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 
5.79) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 30.7 4.52 53 
20.0 

20.00 10.6751 
11.7 

11.7 9.6078 0.0000 20.0 11.7 
20.0 11.7 

2 30.9 4.51 15 
19.6 

19.60 10.5453 
11.0 

11.0 10.3450 0.0000 19.6 11.0 
19.6 11.0 

4 31.1 4.49 14 
19.6 

19.60 10.4817 
10.6 

10.6 10.8005 0.0000 19.6 10.6 
19.6 10.6 

6 31.2 4.46 3 
19.6 

19.60 10.4109 
10.3 

10.3 11.1907 0.0000 19.6 10.3 
19.6 10.3 
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ตารางผนวกที่ ก24  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 32.9 4.08 -3 
17.2 

17.20 10.6711 
12.8 

12.8 8.7854 16.3256 17.2 12.8 
17.2 12.8 

24 30.0 3.87 -8 
12.4 

12.40 20.4272 
19.1 

18.9 3.1082 50.1753 12.4 18.9 
12.4 18.9 

36 31.7 3.85 0 
10.0 

10.00 40.2019 
24.8 

24.7 1.2085 65.8204 10.0 24.7 
10.0 24.7 

42 31.9 3.84 -14 
9.2 

9.20 65.2835 
22.2 

22.2 0.8280 69.7731 9.2 22.2 
9.2 22.2 

48 31.8 3.84 -9 
8.8 

8.80 80.3931 
25.8 

25.7 0.5808 73.5987 8.8 25.7 
8.8  

 



 

 

 

 

249 

ตารางผนวกที่ ก24  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 31.9 3.85 1 
8.2 

8.20 90.5234 
32.0 

31.9 0.4156 76.8398 8.2 31.9 
8.2  

60 31.1 3.87 0 
8.0 

7.87 90.3413 
39.7 

39.7 0.3346 81.3415 7.8 39.7 
7.8  

66 31.3 3.89 10 
7.8 

7.67 95.6677 
46.0 

46.0 0.2727 82.4939 7.6  
7.6  

72 31.6 3.91 14 
7.6 

7.60 95.4722 
54.6 

54.6 0.2302 83.4197 7.6  
7.6  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก25  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
วธีิการควบคุมค่า ORP ที ่-30 ± 5 mV คร้ังที่ 1 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 62.28% as feed basis, CaCl2.2H2O 
19.4890 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 9575 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.8410 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.8610 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 
5.79) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 31.3 4.50 33 
18.6 

18.60 10.5374 
11.6 

11.6 9.8172 0.0000 18.6 11.6 
18.6 11.6 

2 29.9 4.51 -7 
18.6 

18.60 10.4828 
10.9 

10.9 10.5021 0.0000 18.6 10.9 
18.6 10.9 

4 29.9 4.51 0 
18.4 

18.53 10.4421 
10.4 

10.4 11.0499 0.0000 18.6 10.4 
18.6 10.4 

6 29.9 4.50 1 
18.6 

18.60 10.5408 
10.1 

10.1 11.2716 0.0000 18.6 10.1 
18.6 10.1 
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ตารางผนวกที่ ก25  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 30.3 4.43 -1 
18.0 

18.13 10.5228 
10.0 

10.0 11.4038 2.9209 18.2 10.0 
18.2 10.0 

24 30.6 4.20 -10 
14.8 

14.80 15.5670 
9.6 

9.6 8.0298 24.9278 14.8 9.6 
14.8 9.6 

36 31.2 4.12 -27 
11.6 

11.60 15.5971 
17.0 

16.4 4.6913 46.3074 11.6 16.4 
11.6 16.4 

42 31.4 4.10 -30 
10.4 

10.40 25.4868 
13.6 

13.6 3.4620 54.6552 10.4 13.6 
10.4 13.6 

48 30.6 4.08 -25 
9.2 

9.20 45.6054 
14.7 

12.0 2.1927 62.2825 9.2 12.9 
9.2 12.0 
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ตารางผนวกที่ ก25  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 31.7 4.06 -29 
8.2 

8.20 80.5477 
13.8 

13.2 1.1286 69.6843 8.2 13.2 
8.2 13.2 

60 31.3 4.07 -39 
7.6 

7.60 90.2972 
24.9 

26.6 0.4996 72.1405 7.6 26.6 
7.6  

66 32.0 4.09 -27 
7.4 

7.40 95.6889 
46.2 

46.2 0.2714 73.6411 7.4  
7.4  

72 31.6 4.10 -20 
7.2 

7.20 95.5027 
54.5 

54.5 0.2306 75.1587 7.2  
7.2  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก26  ขอ้มูลดิบที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผ่านการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
วธีิการควบคุมค่า ORP ที ่-30 ± 5 mV คร้ังที่ 2 (ความเขม้ขน้ของมนัเสน้บด 25%, ปริมาณแป้ง 62.28% as feed basis, CaCl2.2H2O 
18.6902 กรัม, เอนไซม ์GC358 1. 8803 กรัม, เอนไซม ์GC147 5.6096 กรัม, ยสีตแ์หง้ Fali Green 5.6107 กรัม, pH เร่ิมตน้ยอ่ยคร้ังแรก 
5.80) 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ 

(oC) 
pH 

ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

0 31.2 4.51 64 
19.8 

19.80 10.3542 
11.8 

11.8 9.8216 0.0000 19.8 11.8 
19.8 11.8 

2 31.5 4.49 24 
19.6 

19.60 10.6551 
10.8 

10.8 10.4280 0.0000 19.6 10.8 
19.6 10.8 

4 31.6 4.47 22 
19.6 

19.60 10.4344 
10.6 

10.5 10.9528 0.0000 19.6 10.5 
19.6 10.5 

6 31.9 4.43 17 
19.4 

19.40 10.6760 
10.0 

10.0 11.2402 0.0000 19.4 10.0 
19.4 10.0 
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ตารางผนวกที่ ก26  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

12 34.5 4.04 6 
16.6 

16.60 10.8370 
14.0 

13.5 8.2024 20.1486 16.6 13.5 
16.6 13.5 

24 31.4 3.87 -24 
12.2 

12.33 15.5364 
23.1 

23.0 3.3582 51.3061 12.4 23.0 
12.4 23.0 

36 29.8 3.85 -27 
9.8 

9.93 25.6963 
38.2 

38.0 1.2289 68.3540 10.0 38.0 
10.0  

42 30.7 3.85 -33 
9.2 

9.20 60.4903 
25.5 

25.2 0.7872 70.9613 9.2 25.2 
9.2 25.2 

48 31.9 3.84 -35 
8.8 

8.80 80.5915 
27.7 

26.1 0.5705 75.9795 8.8 26.1 
8.8 26.1 
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ตารางผนวกที่ ก26  (ต่อ) 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อุณหภูมิ 
(oC) 

pH 
ORP 
(mV) 

oBrix oBrix เฉล่ีย 
น.น. Ex (g) 

(m0) 
S (ml) 

S ท่ีใชใ้นการ
ค านวณ (ml) 

% น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

ปริมาณ 
เอทานอล (g/L) 

54 30.8 3.86 -35 
8.2 

8.20 90.4334 
32.0 

31.8 0.4173 80.3735 8.2 31.8 
8.2  

60 30.1 3.87 -29 
8.0 

8.00 90.4059 
40.2 

39.9 0.3327 81.9403 8.0 39.9 
8.0  

66 30.3 3.89 -27 
7.8 

7.80 95.2147 
47.5 

47.5 0.2653 84.0341 7.8  
7.8  

72 31.4 3.90 -19 
7.8 

7.73 95.3842 
54.4 

54.4 0.2313 85.0453 7.7  
7.7  

 
หมายเหตุ  %น ้ าตาลรีดิวซ์ค  านวณจากค่า S, m0 และค่า A = 12.0 ml โดยใชสู้ตรค านวณในหวัขอ้ที่ 10 วธีิวิเคราะห์ตวัอยา่ง ในหวัขอ้วธีิการทดลอง 
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ภาคผนวก ข 
วธีิการค านวณปริมาณแคลเซียมคลอไรด์, ปริมาณเอนไซม ์GC358, ปริมาณเอนไซม ์GC147 

และปริมาณยสีตแ์หง้ Fali Green ที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บด 
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1.  วิธีการค านวณปริมาณแคลเซียมคลอไรด์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอลจากหมักเส้นบด 
 
 ปริมาณแคลเซียมคลอไรดท์ี่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง ค  านวณ
จากปริมาณแป้งที่ตรวจวดัได ้โดยปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชแ้คลเซียมคลอไรด ์2 กรัม ซ่ึงมนัเสน้
บดที่ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลแบ่งเป็น 2 คร้ัง คือ คร้ังที่ 1 มนัเสน้บด 300 กิโลกรัม (ศูนย์
อาหารสตัว ์มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน อ.ก าแพงแสน จ.นครปฐม) และคร้ังที่ 
2 มนัเสน้บด 100 กิโลกรัม (เพือ่นโคบาล อ.ก าแพงแสน จ.นครปฐม) ดงันั้น 
 
 ปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 300 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้ง 64.94% (as feed basis) หรือ 
 มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีปริมาณแป้ง 64.94 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง           

   
    =  9741 กรัม 

 ปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชแ้คลเซียมคลอไรด ์2 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดบนที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากการหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 

กรัม จะมีปริมาณแป้ง 9741 กรัม จะใชแ้คลเซียมคลอไรด ์       

    
  =  19.482 กรัม 

 
 ปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 100 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้ง 62.28% (as feed basis) หรือ 
 มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีปริมาณแป้ง 62.28 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง            

   
  =  9342 กรัม 

 ปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชแ้คลเซียมคลอไรด ์2 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง 9342 กรัม จะใชแ้คลเซียมคลอไรด ์       

    
  =  18.684 กรัม 

 
2.  วิธีการค านวณปริมาณเอนไซม์ GC358 ที่ใช้ในการผลิตเอทานอลจากหมักเส้นบด 
 
 ปริมาณเอนไซม ์GC358 ที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง ค  านวณ
จากปริมาณแป้งที่ตรวจวดัได ้โดยปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC358 0.2 กรัม 
ซ่ึงมนัเสน้บดที่ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลแบ่งเป็น 2 คร้ัง คือ คร้ังที่ 1 มนัเสน้บด 300 
กิโลกรัม และคร้ังที่ 2 มนัเสน้บด 100 กิโลกรัม ดงันั้น 
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 ปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 300 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้ง 64.94% (as feed basis) หรือ 
 มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีปริมาณแป้ง 64.94 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง             

   
  =  9741 กรัม 

 ปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC358 0.2 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดบนที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม 

จะมีปริมาณแป้ง 9741 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC358          

    
  =  1.9482 กรัม 

 
 ปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 100 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้ง 62.28% (as feed basis) หรือ 
 มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีปริมาณแป้ง 62.28 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง             

   
  =  9342 กรัม 

 ปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC358 0.2 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง 9342 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC358          

    
  =  1.8684 กรัม 

 
3.  วิธีการค านวณปริมาณเอนไซม์ GC147 ที่ใช้ในการผลิตเอทานอลจากหมักเส้นบด 
 
 ปริมาณเอนไซม ์GC358 ที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง ค  านวณ
จากปริมาณแป้งที่ตรวจวดัได ้โดยปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC147 0.6 กรัม 
ซ่ึงมนัเสน้บดที่ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลแบ่งเป็น 2 คร้ัง คือ คร้ังที่ 1 มนัเสน้บด 300 
กิโลกรัม และคร้ังที่ 2 มนัเสน้บด 100 กิโลกรัม ดงันั้น 
 
 ปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 300 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้ง 64.94% (as feed basis) หรือ 
 มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีปริมาณแป้ง 64.94 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง             

   
  =  9741 กรัม 

 ปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC147 0.6 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดบนที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม 

จะมีปริมาณแป้ง 9741 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC147         

    
  =  5.8446 กรัม 



 

 

259 

 ปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 100 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้ง 62.28% (as feed basis) หรือ 
 มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีปริมาณแป้ง 62.28 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง            

   
  =  9342 กรัม 

 ปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC147 0.6 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง 9342 กรัม จะใชป้ริมาณเอนไซม ์GC147         

    
  =  5.6052 กรัม 

 
4.  วิธีการค านวณปริมาณยสีต์แห้ง Fali Green ที่ใช้ในการผลิตเอทานอลจากหมักเส้นบด 
 
 ปริมาณยีสต์แห้ง Fali Green ที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 
ค  านวณจากปริมาณแป้งที่ตรวจวดัได ้โดยปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณยีสต์แห้ง Fali Green 
0.6 กรัม ซ่ึงมนัเสน้บดที่ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลแบ่งเป็น 2 คร้ัง คือ คร้ังที่ 1 มนัเสน้บด 
300 กิโลกรัม และคร้ังที่ 2 มนัเสน้บด 100 กิโลกรัม ดงันั้น 
 
 ปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 300 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้ง 64.94% (as feed basis) หรือ 
 มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีปริมาณแป้ง 64.94 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง           

   
    =  9741 กรัม 

 ปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณยีสต์แห้ง Fali Green 0.6 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดบนที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม 

จะมีปริมาณแป้ง 9741 กรัม จะใชป้ริมาณยสีต์แห้ง Fali Green          

    
  =  5.8446 กรัม 

 ปริมาณแป้งของมนัเสน้บด 100 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้ง 62.28% (as feed basis) หรือ 
 มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีปริมาณแป้ง 62.28 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง            

   
  =  9342 กรัม 

 ปริมาณแป้ง 1000 กรัม จะใชป้ริมาณยีสต์แห้ง Fali Green 0.6 กรัม 
 ดงันั้น มนัเสน้บดที่ใชใ้นการผลิตเอทานอลจากหมกัเสน้บดในแต่ละคร้ัง 15000 กรัม จะมี

ปริมาณแป้ง 9342 กรัม จะใชป้ริมาณยีสต์แห้ง Fali Green          

    
  =  5.6052 กรัม 
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ภาคผนวก ค 
ผลการวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิต ิ
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ตารางผนวกที่ ค1  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณ          
เอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือ
การหมกัแบบปกติ ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณเอทานอล Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 42243.451 12 3520.288 271.943 0.000 
Within Groups 336.568 26 12.945   
Total 42580.019 38    
 
ตารางผนวกที่ ค2  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิต    
เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า                            
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกติ ที่ระดบั
นยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์ 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 766.619 12 63.885 486.439 0.000 
Within Groups 3.415 26 0.131   
Total 770.033 38    
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ตารางผนวกที่ ค3  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า                   
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกัแบบปกติ ตามวธีิ 
Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 6 7 

0 3 0.0000       
2 3 0.0000       
4 3 0.0000       
6 3 0.0000       

12 3 3.5832       
24 3  27.9784      
36 3   49.5385     
42 3    56.7523    
48 3     65.3748   
54 3     70.1339 70.1339  
60 3      75.7328 75.7328 
66 3       77.2501 
72 3       80.4462 

Sig.  0.286 1.000 1.000 1.000 0.117 0.068 0.141 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางผนวกที่ ค4  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกั
ที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวน 
การ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 หรือการหมกั
แบบปกติ ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

72 3 0.2992         
66 3 0.3612         
60 3 0.5602         
54 3  1.2239        
48 3   2.1952       
42 3    3.2092      
36 3     4.4540     
24 3      7.5958    
0 3       9.5229   
2 3        10.4486  
4 3        10.9777 10.9777 
6 3         11.2096 

12 3         11.3955 
Sig.  0.414 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.085 0.194 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางผนวกที่ ค5  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณ          
เอทานอลทีเ่วลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
ใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) ที่ระดบั
นยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณเอทานอล Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 23842.350 12 1986.862 1240.128 0.000 
Within Groups 20.828 13 1.602   
Total 23863.178 25    
 
ตารางผนวกที่ ค6  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิต    
เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า                           
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอด
กระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์ 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 537.132 12 44.761 309.837 0.000 
Within Groups 1.878 13 0.144   
Total 539.010 25    
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ตารางผนวกที่ ค7  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการ
ผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า                    
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที ตลอด
กระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 6 7 

0 2 .0000       
2 2 .0000       
4 2 .0000       
6 2 .0000       

12 2  3.0665      
24 2   29.1441     
36 2    47.8875    
42 2     55.9071   
48 2      63.2504  
72 2       68.2980 
66 2       68.7257 
60 2       68.7606 
54 2       69.7869 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.296 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค8  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกั
ที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวน 
การ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 
5 ลิตรต่อนาที ตลอดกระบวนการหมกั (0-72 ชัว่โมง) ตามวธีิ Duncan ที่ระดบั
นยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 6 7 

72 2 0.2084       
66 2 0.2547       
60 2 0.3078       
54 2 0.5871 0.5871      
48 2  1.3751      
42 2   2.5427     
36 2    3.8259    
24 2     6.8997   
0 2      9.6357  
2 2      10.4508 10.4508 
4 2       10.6645 
6 2       11.1147 

12 2       11.1649 
Sig.  0.373 0.059 1.000 1.000 1.000 0.051 0.105 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค9  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณ          
เอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
ใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณเอทานอล Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 28513.193 12 2376.099 5596.158 0.000 
Within Groups 5.520 13 0.425   
Total 28518.712 25    
 
ตารางผนวกที่ ค10  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณน ้าตาล

รีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิต   
เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า                        
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 
ชัว่โมง ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์ 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 554.980 12 46.248 2229.026 0.000 
Within Groups 0.270 13 0.021   
Total 555.250 25    
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ตารางผนวกที่ ค11  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวน 
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า            
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 
ชัว่โมง ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 2 0.0000         
2 2 0.0000         
4 2 0.0000         
6 2 0.0000         

12 2  3.4154        
24 2   29.7630       
36 2    52.3428      
42 2     59.7129     
48 2      67.1126    
54 2       73.3743   
600 2        75.1782  
66 2         76.8406 
72 2         77.8188 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.157 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค12  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการ
หมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
ใหอ้ากาศ 5 ลิตรต่อนาที 0-12 ชัว่โมง ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

72 2 0.2029         
66 2 0.2351         
60 2 0.2722         
54 2 0.4953         
48 2  1.3169        
42 2   2.3774       
36 2    3.5882      
24 2     7.0050     
0 2      9.5770    
2 2       10.3968   
4 2        10.8088  

12 2         11.3106 
6 2         11.3419 

Sig.  .082 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.831 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค13  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณ        
เอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณเอทานอล Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 27035.295 12 2252.941 210.087 0.000 
Within Groups 139.410 13 10.724   
Total 27174.705 25    
 
ตารางผนวกที่ ค14  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณน ้าตาล

รีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิต   
เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-
Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV ที่
ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์ 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 572.565 12 47.714 471.456 0.000 
Within Groups 1.316 13 0.101   
Total 573.881 25    
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ตารางผนวกที่ ค15  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวน 
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า            
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 
mV ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 

0 2 0.0000     
2 2 0.0000     
4 2 0.0000     
6 2 0.0000     
12 2 2.5267     
24 2  27.0504    
36 2   51.1002   
42 2   57.4365   
48 2    65.5008  
54 2    71.8023 71.8023 
60 2     73.3568 
66 2     74.0156 
72 2     74.9998 

Sig.  0.494 1.000 0.075 0.076 0.383 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค16  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการ
หมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การควบคุมค่า ORP ที่ 20 ± 5 mV ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 6 7 8 

72 2 0.2406        
66 2 0.2867        
60 2 0.3513        
54 2 0.5295 0.5295       
48 2  1.1801       
42 2   2.3265      
36 2    3.4063     
24 2     7.5707    
0 2      9.8663   
2 2      10.4789 10.4789  
4 2       10.9600 10.9600 
6 2        11.3235 

12 2        11.4518 
Sig.  0.416 0.062 1.000 1.000 1.000 0.076 0.154 0.165 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค17  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณ        
เอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณเอทานอล Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 30317.607 12 2526.467 93.147 0.000 
Within Groups 352.604 13 27.123   
Total 30670.211 25    
 
ตารางผนวกที่ ค18  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณน ้าตาล

รีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิต   
เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า                               
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 
mV ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์ 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 545.858 12 45.488 169.369 0.000 
Within Groups 3.491 13 0.269   
Total 549.349 25    
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ตารางผนวกที่ ค19  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวน 
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า            
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 
mV ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 

0 2 0.0000     
2 2 0.0000     
4 2 0.0000     
6 2 0.0000     
12 2 6.9511     
24 2  34.5131    
36 2   53.9453   
42 2   63.7106 63.7106  
48 2    70.4085 70.4085 
54 2     75.7675 
60 2     78.7415 
66 2     79.4116 
72 2     80.8285 

Sig.  0.246 1.000 0.083 0.221 0.091 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค20  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการ
หมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การควบคุมค่า ORP ที่ -5 ± 5 mV ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 6 

72 2 .2218      
66 2 .2554      
60 2 .3066      
54 2 .4466      
48 2 1.1620      
42 2  2.3439     
36 2   4.0654    
24 2    6.8154   
0 2     9.6717  
2 2     10.3954 10.3954 
4 2      10.9021 
12 2      10.9118 
6 2      11.2641 

Sig.  0.122 1.000 1.000 1.000 0.186 0.144 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค21  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณ         
เอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 mV ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณเอทานอล Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 29508.887 12 2459.074 47.184 0.000 
Within Groups 677.517 13 52.117   
Total 30186.404 25    
 
ตารางผนวกที่ ค22  การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ของปริมาณน ้าตาล

รีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการหมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิต     
เอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า                         
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 
mV ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
ปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์ 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 535.648 12 44.637 74.951 0.000 
Within Groups 7.742 13 0.596   
Total 543.391 25    
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ตารางผนวกที่ ค23  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณเอทานอลที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวน 
การผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดยกระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า            
Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดยการควบคุมค่า ORP ที่ -30 ± 5 
mV ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 

0 2 0.0000     
2 2 0.0000     
4 2 0.0000     
6 2 0.0000     
12 2 8.8371     
24 2  32.2596    
36 2   54.5005   
42 2   61.3112 61.3112  
48 2   69.1310 69.1310 69.1310 
54 2    74.3367 74.3367 
60 2    77.7746 77.7746 
66 2     79.8379 
72 2     80.5436 

Sig.  0.285 1.000 0.075 0.054 0.173 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางผนวกที่ ค24  การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยูใ่นกระบวนการ
หมกัที่เวลาต่าง ๆ ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตเอทานอลจากมนัเสน้บดโดย
กระบวนการ SSF ที่ผา่นการท า Pre-Saccharification ดว้ยเอนไซม ์GC147 โดย
การควบคุมค่า ORP ที ่-30 ± 5 mV ตามวธีิ Duncan ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 

72 2 0.2309     
66 2 0.2683     
60 2 0.4161     
54 2 0.7729     
48 2 1.5076 1.5076    
42 2  2.6166 2.6166   
36 2   3.9559   
24 2    6.6783  
0 2     9.8194 
2 2     10.4650 
12 2     10.9729 
4 2     11.0013 
6 2     11.2559 

Sig.  0.156 0.174 0.106 1.000 0.114 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ภาคผนวก ง 
วธีิการค านวณผลไดแ้ละประสิทธิภาพการหมกั 
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วิธีการค านวณผลได้และประสิทธิภาพการหมัก 
 
 ในการทดลองแต่ละคร้ัง ใชม้นัเสน้บด 15 กิโลกรัม หรือ 15,000 กรัม ซ่ึงมีปริมาณแป้ง 
64.94%(as feed basis) 
 นัน่คือ มนัเสน้บด 100 กรัม จะมีแป้งอยู ่64.94 กรัม 

 ถา้ มนัเสน้บด 15,000 กรัม จะมีแป้งอยู ่            

   
 = 9,741 กรัม 

 ดงันั้น มนัเสน้บด 15 กิโลกรัม หรือ 15,000 กรัม มีแป้งอยู ่9,741 กรัม 
 
 จากสมการการเปล่ียนแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาลกลูโคส สามารถค านวณหาปริมาณน ้ าตาลกลูโคส
ที่ผลิตไดใ้นทางทฤษฎีจากสมการที่ (9) ดงัน้ี 
 นัน่คือ แป้ง 162 กรัม จะผลิตน ้ าตาลกลูโคสได ้180 กรัม 

 ถา้แป้งในมนัเสน้บด 9,741 กรัม จะผลิตน ้ าตาลกลูโคสได ้
         

   
 = 10,823.33 กรัม 

 ดงันั้น แป้ง 9,741 กรัม จะผลิตน ้ าตาลกลูโคสไดสู้งสุด 10,823.33 กรัม 
 จากสมการการเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสใหเ้ป็นเอทานอล สามารถค านวณหาปริมาณเอทานอล
ที่ผลิตไดใ้นทางทฤษฎีจากสมการที่ (10) ดงัน้ี 
 นัน่คือ น ้ าตาลกลูโคส 180 กรัม จะผลิตเอทานอลได ้92 กรัม 

 ถา้น ้ าตาลกลูโคส 10,823.33 กรัม จะผลิตเอทานอลได ้            

   
 = 5,531.92 กรัม 

 ดงันั้น น ้ าตาลกลูโคส 10,823.33 กรัม จะผลิตเอทานอลไดสู้งสุด 5,531.92 กรัม 
 
 ในการผลิตเอทานอล จะใชม้นัเสน้บด 15 กิโลกรัม ผสมกบั น ้ า 45 กิโลกรัม รวมเป็น 60 

กิโลกรัม หรือ 60 ลิตร ดงันั้น ถา้ในน ้ าหมกั 1 ลิตร จะผลิตเอทานอลไดสู้งสุด         

  
 = 92.19 

กรัม นัน่แสดงวา่ เอทานอลที่ผลิตไดใ้นทางทฤษฎี เท่ากบั 92.19 กรัมเอทานอล/น ้ าหมกั 1 ลิตร 
(92.19 กรัม/ลิตร) 
 
 จากการทดลองจะท าการค านวณผลได ้(yield) และประสิทธิภาพการหมกัของการหมกั
แบบปกติ, การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง และการหมกัแบบควบคุม ORP ที่ -5 ± 5 mV ที่
เวลาที่เหมาะสมที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ โดยที่ 
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 การหมกัแบบปกติ เวลาที่เหมาะสม คือ 60 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.73 กรัมต่อลิตร 
 การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง เวลาที่เหมาะสม คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้
73.37 กรัมต่อลิตร 
 การหมกัแบบควบคุม ORP ที่ -5 ± 5 mV เวลาที่เหมาะสม คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้
75.76 กรัมต่อลิตร 
 
 จากสมการที่ (11) สามารถค านวณประสิทธิภาพการหมกัของกระบวนการหมกัแบบต่าง ๆ 
ไดด้งัน้ี 
 
 ดงันั้น การหมกัแบบปกติ เวลาที่เหมาะสม คือ 60 ชัว่โมง มีประสิทธิภาพการหมกั 
 

     

     
  ×  100  =  82.14 % 

 
 การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง เวลาที่เหมาะสม คือ 54 ชัว่โมง มีประสิทธิภาพการ
หมกั 
 

     

     
  ×  100  =  79.58 % 

 
 การหมกัแบบควบคุม ORP ที่ -5 ± 5 mV เวลาที่เหมาะสม คือ 54 ชัว่โมง มีประสิทธิภาพ
การหมกั 

     

     
  ×  100  =  82.17 % 

 
 การค านวณผลได ้(yield) ของเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้ (กรัมเอทานอล/กรัมมนัเสน้บด, 
dry basis) และผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง (กรัมเอทานอล/กรัมแป้งในมนัเสน้, dry basis) ของ
กระบวนการหมกัแบบต่าง ๆ จากสมการที่ (12) และ (13) ตามล าดบั ไดด้งัน้ี 
 
 การหมกัแบบปกติ เวลาที่เหมาะสม คือ 60 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้75.7328 กรัมต่อลิตร 
ซ่ึงในการทดลองใชม้นัเสน้บด 15 กิโลกรัม ผสมกบั น ้ า 45 กิโลกรัม รวมเป็น 60 กิโลกรัม หรือ 60 
ลิตร ดงันั้น ถา้ในน ้ าหมกั 60 ลิตร จะผลิตเอทานอลได ้75.7328 x 60 = 4,543.968 กรัม 
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 ดงันั้น ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้  =           

      
  =  0.3029 

 

 และ ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง  =           

    
  =  0.4665 

 
 การหมกัแบบใหอ้ากาศ 0-12 ชัว่โมง เวลาที่เหมาะสม คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้
73.3743 กรัมต่อลิตร ซ่ึงในการทดลองใชม้นัเสน้บด 15 กิโลกรัม ผสมกบั น ้ า 45 กิโลกรัม รวมเป็น 
60 กิโลกรัม หรือ 60 ลิตร ดงันั้น ถา้ในน ้ าหมกั 60 ลิตร จะผลิตเอทานอลได ้73.3743 x 60 = 
4,402.458 กรัม 
 

 ดงันั้น ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้  =           

      
  =  0.2935 

 

 และ ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง  =           

    
  =  0.4519 

 
 การหมกัแบบควบคุม ORP ที่ -5 ± 5 mV เวลาที่เหมาะสม คือ 54 ชัว่โมง ผลิตเอทานอลได ้
75.7675 กรัมต่อลิตร ซ่ึงในการทดลองใชม้นัเสน้บด 15 กิโลกรัม ผสมกบั น ้ า 45 กิโลกรัม รวมเป็น 
60 กิโลกรัม หรือ 60 ลิตร ดงันั้น ถา้ในน ้ าหมกั 60 ลิตร จะผลิตเอทานอลได ้75.7675 x 60 = 
4,546.05 กรัม 
 

 ดงันั้น ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัมนัเสน้  =          

      
  =  0.3031 

 

 และ ผลไดข้องเอทานอลเทียบกบัแป้ง  =          

    
  =  0.4667 
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