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  บทท่ี 1 

        บทน ำ 

ที่มำและควำมส ำคญั                                                                                                     

 น้้ำมันเช้ือเพลิงเป็นปัญหำส้ำคัญของประเทศไทยมำช้ำนำน เนื่องจำกแหล่งผลิตใน
ประเทศมีไมเ่พียงพอกับควำมต้องกำรที่สงูข้ึนตำมควำมเจรญิเติบโตทำงเศรษฐกจิ จึงต้องพึ่งพำ
กำรน้ำเข้ำเป็นหลัก ประเทศไทยสญูเสียเงินตรำต่ำงประเทศเพื่อน้ำเข้ำน้้ำมันเช้ือเพลิงกว่ำแสน
ล้ำนบำท นอกจำกนีร้ำคำน้้ำมันมีแนวโน้มสูงข้ึนเรื่อยๆ มีกำรประมำณกำรเมือ่รวมปริมำณน้้ำมัน
จำกแหล่งผลิตใหญ่ๆ ของโลกเรำจะมีน้้ำมันส้ำรองใช้ได้อีก40ปี (http://www.espower.co. 
th/knowledge_detail.php?info=7&from=แหล่งเรียนรู้) ในปัจจบุันแหล่งพลังงำนทดแทนที่มี
ควำมน่ำสนใจ และมีกำรศึกษำอย่ำงมำก คือ เอทำนอล  พบว่ำ  ข้อดีของกำรใช้เอทำนอลจะช่วย
รักษำสภำพแวดล้อมเนื่องจำกเป็นเช้ือเพลิงที่ปรำศจำก มลพิษ เช่น ซัลเฟอร์ และ มีโมเลกลุ
ออกซเิจนเป็นส่วนประกอบถึงร้อยละ 35 โดยน้้ำหนัก เมื่อน้ำมำใช้เป็นเช้ือเพลงิในรถยนต์จงึเกิด
กำรเผำไหมท้ี่สมบรูณ์กว่ำเช้ือเพลิงทั่วไประบบเครื่องยนต์ที่ใช้เอทำนอลจึงสะอำดกว่ำเครื่องยนต์
ที่ใช้น้้ำมันเบนซินหรือดีเชล (http://www.thaiethanol.com/th/2013-04-06-13-53-
49/importance-ethanol.html) กำรผลิตไบโอเอทำนอลในปจัจบุันนิยมใช้วัตถุดิบที่มนี้้ำตำล
เป็นองค์ประกอบเป็นสบัสเตรท ได้แก่ อ้อย กำกน้้ำตำล บทีรูต ข้ำวฟ่ำงหวำน เป็นต้น เนื่องจำก
วัตถุดิบประเภทน้้ำตำล ซึง่ยีสตส์ำมำรถย่อยสลำยวัตถุดิบประเภทนี้ได้เลยทันที โดยไม่ต้องผ่ำน
กำรย่อยเพื่อเป็นน้้ำตำล (Pretreatment) ในพื้นที่จังหวัดมหำสำรคำมและจังหวัดใกลเ้คียงมี
พื้นที่ในกำรปลกูอ้อย ประกอบด้วยพื้นทีเ่พำะปลกูอ้อยจ้ำนวน 20 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดเลย 
หนองบัวล้ำภู อุดรธำนี หนองคำย บึงกำฬ สกลนคร นครพนม ชัยภูมิ ขอนแก่น มหำสำรคำม 
ร้อยเอ็ด กำฬสินธ์ุ มุกดำหำร อ้ำนำจเจริญ ยโสธร นครรำชสีมำ บรุีรมัย์ สรุินทร์ ศรีสะเกษ และ
อุบลรำชธำนี มีพื้นที่ปลูกอ้อยทั้งหมด 4,317,002ไร่ เพิ่มข้ึนจำกปี พ.ศ. 2555-2556 จ้ำนวน 
380,631 ไร่ หรือร้อยละ 9.67 (ส้ำนักงำนคณะกรรมกำรออ้ยและน้้ำตำลทรำย, 2557) ท้ำให้มี
โรงงำนน้้ำตำลหลำยแหง่ น้้ำอ้อยเป็นผลิตภัณฑ์อีกประกำรหนึ่งจำกกำรผลิตของโรงงำนน้้ำตำล 
โดยน้้ำอ้อยประกอบด้วยน้้ำ 78-86%,น้้ำตำลซูโครส10-20%, น้้ำตำลรีดิวซ์  1-2 %, เถ้ำ 0.3-
0.5%,  และสำรประกอบไนโตรเจน  0.5-1%, โดยมีพีเอชอยู่ในช่วง 5.2-6.8 (Sobrinho et al. , 
2011) ดังนั้นน้้ำออ้ยจึงเป็นแหลง่คำรบ์อนที่มีควำมน่ำสนใจในกำรเป็นสับสเตรทส้ำหรับกำรหมัก
เอทำนอล เนื่องจำกมีน้้ำตำลเป็นองค์ประกอบค่อนข้ำงสงู 

 กระบวนกำรหมักเอทำนอลในสภำพอำกำศร้อนตลอดปีของประเทศไทยโดยเฉพำะ
ในช่วงเดือนเมษำยนนั้นจะมีผลผลิตต้่ำ โดยควำมร้อนทีส่งูนั้นนอกจำกจะมำจำกกำรทีอุ่ณหภูมิ
ของสภำพอำกำศร้อนแล้ว ในกระบวนกำรหมกัเอทำนอลเมือ่มีอัตรำกำรหมักสูงจะมีควำมร้อน
เกิดข้ึนในอัตรำทีสู่งด้วย กำรหมักด้วยยีสต์สำยพันธ์ุใช้ทั่วไปซึ่งมักเป็นยีสต์สำยพันธ์ุที่ชอบ

http://www.espower.co.th/knowledge_detail.php?info=7&from=แหล่งเรียนรู้
http://www.thaiethanol.com/th/2013-04-06-13-53-49/importance-ethanol.html
http://www.thaiethanol.com/th/2013-04-06-13-53-49/importance-ethanol.html
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อุณหภูมิปำนกลำงเมื่ออุณหภูมิสงูข้ึนควำมสำมำรถในกำรผลิตของเอทำนอลลดลงอย่ำงมำก
เนื่องจำกกำรยับยั้งด้วยเอทำนอลมมีำกขึ้นเมือ่ร่วมกบัควำมร้อนที่สูงข้ึน  แนวทำงกำรแก้ปญัหำน้ี
อย่ำงหนึ่ง คือ กำรใช้ยีสตส์ำยพันธ์ุที่ทนอุณหภูมสิูงซึง่นอกจำกสำมำรถเจริญและหมักเอทำนอล
ได้ดีที่อุณหภูมิปำนกลำงแล้ว  ยังคงเจริญและหมักเอทำนอลได้ถึงแม้มีอุณหภูมิสงูข้ึน ประโยชน์
ของกำรใช้ยีสตท์ี่ทนอุณหภูมสิูงส้ำหรบักำรผลิตเอทำนอลในอุตสำหกรรม คือ ลดกำรใช้ระบบ
หล่อเย็นซึง่ท้ำให้ค่ำใช้จ่ำยในส่วนน้ีลดลง เป็นผลให้ต้นทุนกำรผลิตโดยรวมลดลงด้วย นอกจำกนั้น
กำรหมักในที่อุณหภูมิสงูยีสตม์ักมีอัตรำกำรหมกัสงู ท้ำใหส้ำมำรถผลิตเอทำนอลได้เร็วยิ่งไปกว่ำ
นั้นยังช่วยลดปัญหำกำรปะปนของจุลินทรีย์อื่นในระหว่ำงกำรหมกัเอทำนอล  (สำวิตรี ลิ่มทอง, 
2549) Saccharomyces cerevisiae เป็นยีสต์ที่มีควำมสำมำรถในกำรเปลี่ยนน้้ำตำลซูโครสให้
เป็นน้้ำตำลกลูโคส  และฟรุกโตส แต่มีข้อจ้ำกัดในช่วงอุณหภูมิที่เหมำะสมส้ำหรับกำรผลิต          
เอทำนอลเท่ำกับ 30-35 องศำเซลเซียส  ดังนั้นจึงเป็นเหตุผลให้น้ำไปสูก่ำรศึกษำควำมสำมำรถ
ของยีสต์ทนอุณหภูมิสงูสำยพันธ์ุอื่นๆ โดยลักษณะทีส่้ำคัญของยีสตท์ี่ใช้เป็นเช้ือตั้งต้นในโรงงำน
อุตสำหกรรม จ้ำเป็นต้องมีผลผลิตเอทำนอลทีสู่ง (>90.0%ของผลผลิตทำงทฤษฎี)มีควำมทนทำน
ต่อ เอทำนอล (>40.0 กรัม/ ลิตร) มีอัตรำกำรผลิตเอทำนอลสงู (>1.0 กรัม / ลิตร / ช่ัวโมง) 
สำมำรถเจริญเติบโตในอำหำรทีง่่ำยและรำคำไม่แพง มีควำมต้ำนทำนต่อสำรยับยัง้ และมีควำม
ทนต่อพีเอชทีเ่ป็นกรด หรืออุณหภูมทิี่สงูข้ึน จำกรำยงำนพบยีสต์ทนอุณหภูมสิูงและสำมำรถผลิต         
เอทำนอลได้ เช่น S. cerevisiae (สำยพันธ์ุทีม่ีกำรปรบัปรงุพันธุกรรม), S. diastaticus, 
Kluyveromyces  marxianus และ  Pichia  kudriavzevii, (Hossain  et al., 2014) ดังนั้น
งำนวิจัยน้ีจงึมีควำมสนใจในกำรเพิ่มมูลค่ำน้้ำอ้อยซึ่งเป็นวัตถุดิบต้นทุนต่้ำที่มีอย่ำงแพรห่ลำยใน
ท้องถ่ินเพือ่กำรผลิตเอทำนอลด้วยเช้ือยสีต์ทนอุณหภูมิสงูทีคั่ดแยกจำกชำนอ้อยซึ่งผ่ำนกำร
คัดเลือกคุณสมบัตทิี่ดีในกำรใช้เป็นเช้ือตั้งต้นในกำรหมักเอทำนอล 

                                                                                                        
วัตถุประสงค ์
       1. เปรียบเทียบควำมสำมำรถของยสีต์ทนอุณหภูมสิูงในกำรหมักเอทำนอลในอำหำร
สังเครำะห์และอำหำรที่มีน้้ำอ้อยเป็นแหลง่คำร์บอน                                                                                   
 2. ศึกษำผลของอุณหภูมิและระยะเวลำที่มีต่อกำรหมักเอทำนอล 

ขอบเขตกำรวิจัย 
      1. ยีสต์ทนอุณหภูมสิูง  คัดเลือกจำกยสีตส์ำยพันธ์ุที่สำมำรถเจริญที่อุณหภูมิตัง้แต่ 
37 องศำเซลเซียส  และสร้ำงแก๊สได้ดี  ท้ำกำรคัดแยกจำกชำนอ้อยของโรงงำนน้้ำตำลมิตรภูเวียง 
อ้ำเภอภูเวียง  จังหวัดขอนแก่น                                                                  .              
 2. น้้ำอ้อยที่ใช้ในกำรทดลองจำกตลำดเทศบำลเมือง จงัหวัดมหำสำรคำม   

 

 



3 
 

สมมติฐำน  

                1. ถ้ำยีสต์ทนอุณหภูมสิูงสำมำรถใช้น้้ำอ้อยเป็นแหลง่คำรบ์อนได้ดี  ดังนั้นจะให้
ผลได้เอทำนอลสงู                                                                                                                                
.     2. ถ้ำอุณหภูมิสูงมผีลตอ่กำรผลิตเอทำนอลของยีสต์  ดังนั้นจะเกิดควำมแตกต่ำง
ของผลได้เอทำนอลทีอุ่ณหภูมิต่ำงกัน 

ตัวแปรในกำรทดลอง                                                                                                                                                                                                                              
 1.  ตัวแปรต้น  ได้แก่  สำยพันธ์ุยีสต์ อุณหภูมิ และระยะเวลำในกำรหมักเอทำนอล                                                                                                                     
 2.  ตัวแปรตำม   ได้แก่    ผลได้เอทำนอล  ก้ำลังผลิตเอทำนอล และชีวมวล                                 
 3.  ตัวแปรควบคุม    ได้แก่    ควำมเข้มข้นของเช้ือตั้งต้น และองค์ประกอบของ
อำหำรหมัก 

ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รบั 
      1. ทรำบศักยภำพในกำรผลิตเอทำนอลของยีสต์ทนอุณหภูมิสูงสำยพันธ์ุที่คัดแยกได้
ในท้องถ่ิน 
       2. ทรำบควำมเป็นไปได้ในกำรใช้น้้ำอ้อยที่มีอย่ำงแพร่หลำยในท้องถ่ินเพื่อเป็น
วัตถุดิบต้นทุนต่้ำในกำรผลิตเอทำนอล 
       3. ทรำบระยะเวลำและอุณหภูมิทีเ่หมำะสมต่อกำรหมักเอทำนอล 

 
สถำนที่ด ำเนินกำรวิจัย 
  1. ห้องปฏิบัติกำรจุลชีววิทยำ อำคำร 5 คณะวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี 
มหำวิทยำลัยรำชภัฎมหำสำรคำม                                                                                                                                    
 2.    ศูนย์เครื่องมือกลำง มหำวิทยำลัยมหำสำรคำม       
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  นิยำมศัพท์                            

   ยีสต์ทนอุณหภูมิสูง (ชุติมำ, 2548)   

 ยีสต์ทนอุณหภูมสิูง (Thermotolerant yeast) หมำยถึง ยีสต์ทีเ่จริญเติบโตได้
ตั้งแต่อุณหภูมิ 20 องศำเซลเซียส ถึง 50 องศำเซลเซียส เนื่องจำกมรีำยงำนว่ำยีสตท์นร้อนมี
คุณสมบัติทนต่ออุณหภูมสิูงสำรเคมี สำรท้ำควำมสะอำด และผลิตสำรที่มีควำมสำมำรถในกำรทน
ต่อควำมร้อน เช่น เอนไซม์ต่ำงๆ ซึ่งสำมำรถน้ำไปประยุกต์ใช้ในอุตสำหกรรมหลำยชนิด 

 

 น  ำอ้อย (Serrat et al.,  2011) 

 น้้ำอ้อย หมำยถึง น้้ำหวำนที่ได้จำกต้นออ้ย โดยองค์ประกอบของน้้ำอ้อยเป็นน้้ำตำล
ซูโครส (sucrose) ที่เรียกกันทั่วไปว่ำ น้้ำตำลทรำย ประกอบด้วยน้้ำตำลโมเลกลุเดี่ยว 
(monosaccharide) 2 ชนิด คือ น้้ำตำลฟรุกโทส (fructose) และน้้ำตำลกลูโคส (glucose) 
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ระยะเวลำในกำรด ำเนินงำนวิจัย                                                                                        
 เริ่มตัง้แต่ เดือนสงิหำคม  พ.ศ. 2558 ถึง เดือน มีนำคม พ.ศ.2559                                

 
 
 
 
 
   
 
 

  พ.ศ. 2558-2559 

ล้ำดับ ข้ันตอน 
 

สค. กย. ตค. พย. ธค. มค. กพ. มีค. 

1 เปรียบเทียบ
ควำมสำมำรถของยสีต์
ทนอุณหภูมสิูงกำรหมัก 
เอทำนอลในอำหำร
สังเครำะห ์

        

2 เปรียบเทียบ
ควำมสำมำรถของยสีต์
ทนอุณหภูมสิูงในอำหำรที่
มีน้้ำอ้อยเป็นแหล่ง
คำร์บอน 

        

3 ศึกษำผลของอุณหภูมิ
และระยะเวลำในกำร
ผลิตเอทำนอล 

        

4 สรปุผลกำรทดลองและ
เขียนเลม่ 

        

5 เผยแพร่ผลงำนวิจัยใน
วำรสำรหรอืกำรประชุม
วิชำกำร 
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บทท่ี 2 

ทฤษฏีและงำนวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
 

2.1 ประเภทของเอทำนอล (กรมกำรพฒันำพลังทดแทนและอนุรกัษพ์ลัง กระทรวง
พลังงำน,..มปป.) .                                                                                                     
 เอทำนอล  (Ethanol) หรือเอทลิแอลกอฮอล์ (Ethyl  alcohol) เป็นสำรประกอบ
ไฮโดรคำร์บอนจ้ำพวกแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่ง เอทำนอลเปน็สำรประกอบอินทรียท์ี่ประกอบด้วย
คำร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน สำมำรถละลำยทั้งในน้้ำและสำรละลำยอินทรีย์อื่นๆ เป็น
แอลกอฮอลท์ี่สำมำรถน้ำมำบริโภค นอกจำกนีส้ำมำรถน้ำมำใช้เป็นเช้ือเพลิงในรูปเอทำนอลไร้น้้ำ 
(Anhydrous ethanol) ที่มีควำมบรสิุทธ์ิสงู (เข้มข้นร้อยละ 99.5 โดยปรมิำตร) หรืออำจใช้เป็น 
เอทำนอลที่มีน้้ำ (hydrous ethanol) กำรน้ำเอำเอทำนอลไปใช้นั้นสำมำรถน้ำไปใช้ได้หลำยทำง
ดังนี ้                                                                                            
   2.1.1 แอลกอฮอล์ ที่รบัประทำนได้โดยตรง (Portable Alcohol) ส่วนใหญ่จะถูก
น้ำไปใช้ในอุตสำหกรรมสรุำเครือ่งส้ำอำงและยำ                                                                                    
  2.1.2..แอลกอฮอล.์ที่ไม่ใช้รับประทำนได้โดยตรง (Industrial Alcohol) 
ตัวอย่ำงเช่น กรดอะซิตริกหรอืกรดน้้ำส้ม กรดมะนำว ทีส่ำมำรถน้ำไปใช้ในอุตสำหกรรมอำหำร
และเครือ่งดื่ม อุตสำหกรรมทำงกำรแพทย์ และนอกจำกนีย้ังมีกำรน้ำไปใช้ในอุตสำหกรรมเส้นใย 
และโลหะ                                                                                             
   2.1.3 แอลกอฮอลท์ี่ใช้เป็นเช้ือเพลิงมีควำมบรสิุทธ์ิสงู 95% หรือ 99.5-99.6%
แอลกอฮอลท์ี่มีควำมบริสทุธ์ิแตกต่ำงกันน้ี สำมำรถน้ำมำใช้เป็นเช้ือเพลงิได้ 3 แบบดังต่อไปนี้                                            
       2.1.3.1..แอลกอฮอลบ์รสิุทธ์ิ 95% ใช้เป็นช้ือเพลงิโดยตรงทดแทนน้้ำมัน
เบนซินหรอืดีเซลใช้กับเครื่องยนต์ที่มอีัตรำส่วนกำรอัดสูง                                                                                        
       2.1.3.2 แอลกอฮอลบ์รสิุทธ์ิ 99.5% - 99.6% เมื่อผสมกบัน้้ำมันเบนซิน จะ
เรียกกันว่ำ แก๊ซโซฮอล์ โดยที่แก๊ซโซฮอล์  95 หมำยถึง กำรผสมน้้ำมันเบนซิน  95 กับเอทำนอล                   
ในสัดส่วน 9:1 โดยที่ยังรักษำค่ำออกเทนไว้ได้ในระดับเดมิ สัดส่วนกำรผสมเอทำนอลกบัน้้ำมันนั้น 
มีใช้กันอยู่ หลำยประเภทในหลำกหลำยประเทศ  E85 เป็นช่ือที่เรียก เช้ือเพลิงที่ได้จำกกำรผสม
น้้ำมันกับเอทำนอล โดยมสีัดส่วนของเอทำนอลสูงถึง 85% และมีค่ำออกเทนสูง มีใช้กันใน
ประเทศในแถบบรำซลิ อเมรกิำ และยโุรป อย่ำงไรก็ดีน้้ำมนัชนิดนี้ไม่สำมำรถใช้ได้กับรถยนตร์ุ่น
ส่วนใหญ่ที่ใช้อยู่ในประเทศไทย เนื่องจำกต้องเป็นรถยนตท์ี่มีเครือ่งยนต์ทีท่นต่อกำรกัดกร่อนสงู
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กว่ำปกติ ดังนั้นในกำรใช้น้้ำมันชนิดนี้จงึจ้ำเป็นต้องใช้เวลำในกำรเตรียมควำมพร้อมทัง้ในด้ำนของ
ผู้ใช้รถยนต์และรวมถึงผูจ้้ำหน่ำยน้้ำมันที่ต้องค้ำนึงถึงกระบวนกำรผลิตและข้ันตอนกำรจัด
จ้ำหน่ำย  (Electricity and Industry Magazine)                                                              
.      2.1.3.4 เป็นสำรเคมีที่ช่วยเพิ่มค่ำออกเทนในน้้ำมัน โดยกำรเปลี่ยนรปู          
เอทำนอล เป็น ETBE (EthylTertiary Butyl Ether) สำมำรถใช้ทดแทนสำร MTBE (Methyl 
Tertiary Butyl Ether) ซึ่ง MTBEเป็นสำรเตมิแต่งในน้้ำมนัเบนซินที่หลำยประเทศประกำศห้ำม
ใช้เนื่องจำกก่อใหเ้กิดมลภำวะในอำกำศที่สงูกว่ำสำรเติมแตง่อื่นๆ 

         

ภำพท่ี 2.1 โครงสร้ำงของเอทำนอลแบบโซ่ตรง  ประกอบด้วยโมเลกลุของ ไฮดรอกไซด ์ (-OH)                                     
เ ที่ยึดเหนี่ยวกบัอะตอมของคำรบ์อน  (C)                                        .                  
ท่ีมำ:  กรมพฒันำพลังงำนทดแทนและอนุรักษ์พลังงำน กระทรวงพลังงำน (มปป.) 

2.2 กระบวนกำรผลติเอทำนอล  (คณะกรรมำธิกำรกำรพลังงำน สภำผู้แทนรำษฎร, 
2545 )                 

 กระบวนกำรผลิตเอทำนอลสำมำรถแบง่ออกไดเ้ป็น 2 ประเภทใหญ ่ ๆ คือ 
กระบวนกำรสังเครำะหท์ำงเคมี (chemical synthesis) และกระบวนกำรหมัก (fermentation)  

                2.2.1.เอทำนอลทีผ่ลิตจำกกระบวนกำรสังเครำะห์ทำงเคม ี .(Chemical . 
synthesis) เป็นกำรผลิตจำกอนุพันธ์สำรปิโตรเลียม เช่น เอทิลีนด้วยปฏิกิริยำกำรระเหยน้้ำ 
(dehydration) เป็นต้น  
  2.2.2 กระบวนกำรหมกั (Fermentation) เป็นกำรผลิตเอทำนอลจำกน้้ำตำลด้วย
เช้ือยีสต์ ประกอบด้วย 2 ข้ันตอน ข้ันแรกยีสต์จะใช้น้้ำตำลโมเลกลุเดีย่ว (Monosaccharide) 
เป็นอำหำรและเปลี่ยนน้้ำตำลเป็นเอทำนอลโดยกระบวนกำรไกลโคไลซสิในภำวะที่ไม่มีออกซิเจน   
ดังสมกำรแสดงดังภำพที ่2.2 

 
                 C

2
H

12
O

6 
+ ยีสต์                           2C

2
H

5
O

12   
 +   2CO

2  
   +     28.7 kcal 

                  100 กรัม                                  51.11 กรัม      48.89 กรัม      
ภำพท่ี 2.2 กระบวนกำรหมกัในสภำวะที่ไม่มอีอกซเิจน  
ท่ีมำ:  กรมพฒันำพลังงำนทดแทนและอนุรกัษ์พลงังำน กระทรวงพลังงำน (มปป.) 
  
 

http://water-pacific.com/index.php/2010-08-14-10-07-37%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20.%20%20%20%20%20%20%20กรมพัฒนาพลังงาน
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 โดยตำมทฤษฎีน้้ำตำลกลูโคส 100% จะถูกเปลี่ยนเป็นคำร์บอนไดออกไซด์และ                  
เอทำนอล 48.89 และ 51.11% โดยน้้ำหนัก ตำมล้ำดับ แต่ในทำงปฏิบัตจิะเกิดกำรสูญเสียไดเ้ป็น
สำรประกอบอื่น ๆ หรือใช้ในกำรสร้ำงเซลล์ยสีต ์ ท้ำให้ได้เอทำนอลประมำณ 48% เมื่อได้               
เอทำนอลแล้ว ข้ันตอนที ่ 2 จึงเป็นกำรท้ำให้เอทำนอลมีควำมเข้มข้น และบริสทุธ์ิสูงข้ึนโดย              
กำรกลั่น     
 
2.3 วัตถุดิบส ำหรบัผลิตเอทำนอล 
   วัตถุดิบที่มีน้้ำตำลกลูโคสเป็นองค์ประกอบสำมำรถน้ำมำใช้ในกำรหมักเอทำนอล
โดยสำมำรถแบ่งได้เป็น 3 ประเภท ได้แก่ วัตถุดิบประเภทน้้ำตำล เช่น อ้อย และกำกน้้ำตำล 
วัตถุดิบประเภทแป้ง เช่น มันส้ำปะหลัง ข้ำว ข้ำวโพด และอื่นๆ และประเภทสุดท้ำยคือ ประเภท 
ลิกโนเซลลูโลสที่ประกอบด้วยเซลลูโลส  เฮมเิซลลโูลส และลิกนิน เช่น ข้ำวฟ่ำง กำกอ้อย และ 
ซังข้ำวโพด เป็นต้น   
.   2.3.1 กำรหมักเอทำนอลจำกวัตถุดิบประเภทน  ำตำล 

       วัตถุดิบประเภทน้้ำตำลที่ใช้ในกำรผลิตเอทำนอล  ได้แก่  อ้อย  กำกน้้ำตำล และ
บีท น้้ำตำล ซึง่วัตถุดิบเหล่ำน้ีมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นน้้ำตำลซูโครส  (Sucrose) ที่เป็น
น้้ำตำลโมเลกลุคู่  ประกอบด้วยน้้ำตำลโมเลกลุเดี่ยว 2 ชนิด คือ น้้ำตำลกลูโคส  และน้้ำตำล  
ฟรุกโตส ในกำรหมักเอทำนอลจำกน้้ำตำลซูโครส มีขั้นตอนดังนี้ คือ ข้ันแรกน้้ำตำลซูโครส
เกิดปฏิกริิยำไฮโดรไลซสิ (Hydrolysis) ได้น้้ำตำลกลูโคส และฟรกุโตสอย่ำงละโมเลกุล จำกนั้น
น้้ำตำลกลูโคส และฟรุกโตสจะถูกยีสตเ์ปลี่ยนไปเป็นเอทำนอล  และคำร์บอนไดออกไซด์อย่ำงละ 
4 โมเลกลุ                                         

                                       
                                                                     ยีสต ์
 C12H22O11  +  H2O             C6H12O6  +  C6H12O6             4C2H5OH    +   4CO2 
  (ซูโครส)        (น้้ำ)             (กลูโคส)      (ฟรุกโตส) 
   342 กรมั     18 กรัม          180 กรัม     18กรัม               4×46 กรัม       4×46 กรัม 
คิดเป็นผลได้ของเอทำนอลเทียบกบัน้้ำตำลซูโครส                  0.5380 กรัม      0.5146 กรัม 
 
ภำพท่ี 2.3 กำรหมกัเอทำนอลจำกน้้ำตำลกลโูคส 
ท่ีมำ:   สถำบันค้นคว้ำและพัฒนำผลผลิตทำงกำรเกษตร และอุตสำหกรรมกำรเกษตร                                        
.        มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ (2549)  
 2.3.2 กำรหมักเอทำนอลจำกวัตถุดิบประเภทแป้ง 
        วัตถุดิบประเภทแป้งที่ใช้ในกำรผลิต ได้แก่  มันส้ำปะหลงั (ทั้งหัวมันสด  และ              
หัวมันเส้น) ข้ำวโพด  ข้ำว  และเมล็ดข้ำวฟ่ำง  เป็นต้น  โดยแป้งเป็นโพลิเมอร์ของน้้ำตำลกลูโคส  
เมื่อน้ำแปง้มำผ่ำนกระบวนกำรยอ่ย (Hydrolysis) ด้วยกรดหรือเอนไซมจ์ะได้น้้ำตำลกลูโคสที่
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สำมำรถเข้ำสู่กระบวนกำร หมกัเอทำนอล  โดยปัจจุบันจะนิยมย่อยแป้งด้วยเอนไซม์ที่มีควำม
บรสิุทธ์ิมำกกว่ำ       
 

     กำรย่อยแป้งด้วยเอนไซม์จะประกอบด้วยกำรย่อย  2 ครั งคือ    
                 2.3.2.1.กำรย่อยแป้งครั งแรกหรือท ำให้แป้งเหลว (Liquefaction) .                         
ข้ันตอนน้ีจะใช้เอนไซม์แอลฟำอะไมเลส (α-amylase) ย่อยแป้งที่อุณหภูมิ 90-100                      
องศำเซลเซียส  ใช้เวลำประมำณ 1-2 ช่ัวโมง ท้ำให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่เรียกว่ำ  เด็กซ์ตริน (Dextrin) 
   2.3.2.2ใกำรย่อยแป้งครั งสุดท้ำยหรือกำรเปลี่ยนแป้งน  ำตำล  (Saccharifi  .  
cation) ข้ันตอนน้ีจะใช้เอนไซม์กลูโคสอะไมเลส (Glucoamylase)   ย่อยเด็กซ์ตรินที่อุณหภูม ิ
55-65 องศำเซลเซียส ให้ได้น้้ำตำลกลูโคส ซึ่งยสีต์สำมำรถใช้หมักเอทำนอลได้  โดยกะบวนกำร
หมักเอทำนอลจำกวัตถุดิบประเภทแป้ง  สำมำรถแสดงได้ดังภำพที่ 2.4 
 
                 อะไมโลโลติกเอนไซม์                ยีสต ์
H(C6H10O5)OH                      nC6H12O6                  2nC6H5OH   +  2nCO2 
                           น้้ำ 
(แป้ง)                                  (กลูโคส)                    (เอทำนอล)  
162 กรัม (มอนอเมอร์)              180   กรัม                2×46 กรัม        2×44 กรัม 
คิดเป็นผลได้ของเอทำนอลเทียบกบัแปง้               0.5111 กรัมต่อกรัม    0.4889 กรมัต่อกรัม 
 
ภำพท่ี 2.4 กำรหมกัเอทำนอลจำกน้้ำตำลกลโูคส 
ท่ีมำ:  สถำบันค้นคว้ำและพัฒนำผลผลิตทำงกำรเกษตร และอุตสำหกรรมกำรเกษตร                                                
ใ       มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ (2549) 
 

 2.3.3  กำรหมักเอทำนอลจำกวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส            
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ได้แก่ ข้ำวฟ่ำง กำกอ้อย ซังข้ำวโพด และ เศษไม้   

เป็นต้นวัตถุดิบประเภทนีม้ีองค์ประกอบเป็นเซลลโูลส(Cellulose),เฮมิเซลลูโล (Hemicellulose) 
และ ลิกนิน (Lignin) โดยเซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ของน้้ำตำลกลโูคสต่อกันเป็นสำยยำวและอยู่ใน
รูปผลึกมีลกัษณะเป็น เส้นใยเหนียวและไมล่ะลำยน้้ำ เฮมิเซลลูโลสเป็นโพลเีมอร์ของน้้ำตำล   
เพนโตส (Pantose) หลำยชนิด เช่น ไซโลส (Xylose) แมนโนส (Mannose) และอะรำบโินส  
(Arabinose) เป็นต้น ส่วนลิกนินเป็นโพลเีมอร์ของฟีนอลโพเพน  (Phenylpropane) ซึ่งทนต่อ
กำรย่อยสลำยอย่ำงมำก 
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                                เซลลโูลไลติก 
     เอนไซม์ 
        (C6H10O)n + nH2O                  nC6H2O6                  2nC2H5OH +  2nCO2                                                                           
                                       น้้ำ 
         เซลลูโลส 162  กรัม           กลูโคส180 กรัม       4×46 กรัม      4×44 กรมั                                 
คิดเป็นผลได้ของเอทำนอลเทียบกบัเซลลูโลส                           0.5679 กรัม    0.5432 กรัม 
 
ภำพท่ี 2.5  กำรหมักเอทำนอลจำกเซลลูโลส 
ท่ีมำ :  Samsuri et  al. (2009) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   ยีสต ์                                                                          CO2 

                                                                              
                                                                     .                            
ฟลูเซลออยล์.                                                                     น้้ำกำกส่ำ(Slop)      

    (Fusel Oil)                                                                           - ยีสต์                                                                                                                    
                                                                                                      - กำกมันส้ำปะหลัง 
                                                                                                      - น้้ำเสีย 
 

 
 
ภำพท่ี 2.6 สรปุกำรผลิตเอทำนอลโดยกระบวนกำรหมักจำกวัตถุดิบทำงกำรเกษตร 
ท่ีมำ:  กรมพฒันำพลังงำนทดแทนและอนุรกัษ์พลงังำน กระทรวงพลังงำน (มปป.) 
 

วัตถุดิบประเภทน้้ำตำล ได้แก่ 
อ้อย, ข้ำวฟ่ำงหวำน ฯลฯ 

วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่        
มันส้ำปะหลัง,มันเทศ,ข้ำวโพด 

ฯลฯ 

วัตถุดิบประเภทเชลลูโลส ได้แก่ 
ฟำงข้ำว,กำกอ้อย,ซังข้ำวโพด ฯลฯ 

กำรสกัดและท้ำ
น้้ำหวำนให้ใส 

 

ย่อยแป้งครั้งแรก
(Liquefaction) 

กำรปรับสภำพ
(Pretreatment) 

 
ย่อยแป้งครั้งสุดท้ำย
(Saccharification) 

กำรย่อยด้วยเอนไซม์ 
(Enzyme hydrolysis) 

 
น้้ำตำล 

กำกน้้ำตำล
เจือจำง 

กระบวนกำรหมัก 

กระบวนกำรกลั่น 

กระบวนกำรแยกน้้ำ 

เอทำนอล 99.5% 
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2.4 ปัจจัยที่มผีลตอ่กำรท ำงำนของยสีต์ในระหว่ำงกระบวนกำรหมัก (วรลักษณ,์ 
2556) 
 เพื่อใหม้ีประสทิธิภำพในกำรหมักสูงสุด และได้ปริมำณเอทำนอลสงู จ้ำเป็นต้องมี
ควบคุมสิ่งแวดล้อมในกำรหมักในทุกข้ันตอน เพือ่ใหเ้หมำะสมต่อกำรท้ำงำนของยีสต์ในกำรหมัก
เอทำนอล ดังนี ้
  2.4.1 อุณหภูมิ 
  อุณหภูมิมีคำมส้ำคัญต่อกระบวนกำรหมักเอทำนอลด้วยเช้ือยีสต์ เนื่องจำกใน
ระหว่ำงกำรหมักเอทำนอลจะมีควำมรอ้นเกิดข้ึนในระบบ ซึ่งเกิดจำกกำรท้ำงำนของยีสต์ โดยกำร
หมักเอทำนอลจำกน้้ำตำลกลูโคสจะเกิดควำมร้อนประมำณ 140.2 แคลลอรี่ต่อกรัมกลูโคส ซึ่งจะ
ถ่ำยเทควำมร้อนลงในน้้ำหมัก ท้ำให้น้้ำหมักมีอุณหภูมสิูงข้ึน ยีสต์สำมำรถเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ
ปำนกลำงในช่วง 30-35 องศำเซลเซียส ในสภำพที่อำหำรอดุมสมบูรณ์ ยีสต์จะทนต่ออุณหภูมิสูง
ได้ดี และจะหยุดเจริญเมื่ออุณหภูมิต่้ำกว่ำ 0 และเกินกว่ำ 40 องศำเซลเซียส โดยพบว่ำเซลล์ยีสต์
ในระยะที่มกีำรเจริญเกิดกำรตำยได้ ถ้ำน้ำไปไว้ตั้งแต่ 50-60 องศำเซลเซียส ซึง่อุณหภูมทิี่
เหมำะสมในกำรผลิตเอทำนอลจะแตกต่ำงกันไปข้ึนอยู่กับสำยพันธ์ุเช้ือยีสต์ที่ใช้  
  2.4.2 ค่ำพีเอช 
  ยีสต์เจริญได้ดีที่ค่ำพเีอชในช่วงที่เป็นกรด คือ ในช่วงพเีอช 3.0-6.5 แต่พีเอชที่
เหมำะสมส้ำหรบักำรเจริญอยูร่ะหว่ำง 4.5-5.0 ซึ่งในสภำพกรดอ่อนนีส้ำมำรถช่วยควบคุมกำร
ปนเปือ้นแบคทเีรียได้ดี ซึ่งกำรหมักเอทำนอลจำกซูโครสมคีวำมไวต่อกำรเปลี่ยนแปลงพเีอชมำก 
กว่ำกำรใช้กลูโคสส้ำหรบัอำหำรทีม่ีบัฟเฟอร์ต่้ำพีเอชเริ่มต้นส้ำหรับกำรหมักทีเ่หมำะสมควรมี
ค่ำประมำณ 5.5 แต่อำหำรที่มีบฟัเฟอรส์ูงพเีอชที่ใช้ควรอยู่ในช่วง 4.5-4.7  
  2.4.3 ควำมเข้มข้นของน  ำตำล 
 กำรที่กลูโคสหรือแปง้(คำร์โบไฮเดรต) ในอำหำรเลี้ยงเช้ือทีม่ีควำมเข้มข้นสูง ท้ำให้
ควำมสำมำรถในกำรหำยใจเสียไปทีเ่รียกว่ำ Crabtree หรอื Glucose effect ซึ่งเป็นกำรกดดัน            
เมแทบอลซิึมทีเ่กิดข้ึน เมื่ออำหำรเลี้ยงเช้ือมีคำร์โบไฮเดรตควำมเข้มข้นระดับหนึ่ง คือ กลูโคส 
หรือ ซูโครส ควำมเข้มข้นสูงกว่ำรอ้ยละ 0.021-0.1 โดยมวล ท้ำให้กำรหำยใจถูกยับยั้งอย่ำง
รุนแรง  
 2.4.4 ควำมเข้มข้นของเอทำนอล  
 ในสภำพที่มีเอทำนอลสงูกำรเจริญและกำรหมักเอทำนอลด้วยยีสต์จะถูกยบัยั้ง 
เพรำะเอทำนอลมผีลต่อเอนไซม์และสรีรวิทยำของเซลล์ยีสต ์  เมื่อเอทำนอลมีควำมเข้มข้น                 
4.7-7.8 เปอรเ์ซ็นต์   ยีสตจ์ะหยุดกำรเจริญเติบโต กำรที่ยสีต์ไม่เจรญิเติบโตจะส่งผลให้อัตรำกำร
หมักลดลงด้วย 
 2.4.5 ปริมำนออกซิเจน  
  เนือ่งจำกยสีต์มกีำรเจริญเตบิโตสูงในสภำวะที่มีออกซิเจน แต่จะมีผลใหก้ำรหมัก
ลดลง ยีสต์จะให้ออกซเิจนในกำรหำยใจเพื่อกำรเจริญเติบโตและแตกหน่อ (Budding) โดยจะ
ไม่ให้เอทำนอลออกมำแตจ่ะมเีพียงคำรบ์อนไดออกไซด์และน้้ำเกิดข้ึนเท่ำนั้น ดังนั้นกำรหมักอย่ำง
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ต่อเนื่องควรมีอำกำศบ้ำงในระหว่ำงกำรหมกั เพือ่เพิม่จ้ำนวนเซลล์ทดแทนเซลลท์ี่ตำยลงและยงั
พบว่ำกำรใหอ้ำกำศเพียงเล็กน้อย จะท้ำให้มกีำรใช้กลโูคสได้มำกข้ึน และช่วยให้ยีสต์มีควำมทน
ต่อเอทำนอลได้ดีอีกด้วย 
  2.4.6 ปริมำณคำร์บอนไดออกไซด์  
  คำร์บอนไดออกไซด์มผีลยับยั้งกำรเจริญเติบโตของยีสต์ ทัง้ในสภำวะที่มีออกซเิจน 
และไม่มีออกซเิจน ที่ควำมดันบรรยำกำศปกติ หำกมีคำร์บอนไดออกไซด์สงูจะเกิดกำรยับยัง้กำร
เจริญและกำรหมกัอย่ำงรุนแรง 
 
2.5 เมแทบอลิซึมและปฏกิิรยิำชีวเคมีของยีสต์ในกำรผลติเอทำนอล 
               ส้ำหรับกระบวนกำรผลิตเอทำนอลด้วยกระบวนกำรหมัก จะอำศัยกระบวนกำร
ท้ำงำนของเช้ือยีสต์โดยเช้ือนั้นจะใช้น้้ำตำลกลูโคสเป็นอำหำรในกำรเปลี่ยนและเปลี่ยนน้้ำตำล
เป็นเอทำนอลโดยผ่ำนกระบวนกำร ไกลโคไลซีส  (glycolysis)  ในสภำวะที่ไม่มีออกซเิจนซึ่งตำม
ทฤษฎีแล้วในกระบวนกำรหมกัน้้ำตำลกลูโคสของยสีต์น้ัน  น้้ำตำลกลูโคส 100 กรัม จะถูก
เปลี่ยนเป็นเอทำนอล 51.11 กรัม และคำรบ์อนไดออกไซด ์48.89 กรัม นอกจำกนี้ยังมีพลังงำน
ควำมร้อนเกิดข้ึนอีก 28.7 กิโลแคลอรี่ (Kcal)    

         
ภำพท่ี 2.7 กระบวนกำรผลิตเอทำนอลในเซลล์ของยีสต ์

ท่ีมำ: http://www.responsiblebusing+sugar+crops?sortBy=createddate 

 

http://www.responsiblebusing+sugar+crops/?sortBy=createddate
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       จำกภำพที่ 2.7 ในกำรผลิตเอทำนอลกระบวนกำรแรกคือ วิถีไกลโคลิซสิ และ               
วัฏจักรเครปส์เป็นกำรสลำยกลูโคสและสำรอำหำรอื่นๆ ใหไ้ด้สำรพลังงำนสูงคือ ATP, NADH 
และ FADH2 ซึ่งสะสมพลงังำนเคมีไว้ในตัว ไกลโคไลซิส (glycolysis) เป็นกระบวนกำรสลำย
กลูโคสที่เกิดข้ึนต่อเนื่องหลำยข้ันตอนให้เกิดเป็นไพรเูวต (pyruvate) โดยจะได้พลงังำนทั้งในรปู 
ATP และ NADH  กระบวนกำรนี้เกิดข้ึนกับเซลล์ของสิง่มีชีวิตทุกชนิดโดยเกิดข้ึนในส่วนไซโตซอล 
เป็นปฏิกริิยำที่ไม่ต้องใช้ออกซเิจน คือเกิดได้ไม่ว่ำจะมอีอกซิเจนหรือไมม่ีก็ตำม แต่ไพรเูวต        
ที่เกิดข้ึนน้ันสำมำรถถูกน้ำไปใช้ต่อได้. กำรผลิตเอทำนอลในเซลล์ของยสีต์ไพรูเวตจะถูกเปลี่ยนให้
เป็นอะซิทลัดีไฮด ์  (Acetaldehtde) และให้คำร์บอนไดออกไซด์ออกมำ ปฏิกิริยำนี้มีแมกนีเซียม
ไอออน และ ไธอะมินไพโรฟอสเฟต (Thiamine pyrophosphate) เป็นโคเอนไซม์ จำกนั้น            
อะซิทลัดีไฮด์จะถูกรีดิวซ์โดย NADH เพื่อเปลี่ยนเป็นเอทำนอลซึง่เป็นสำร C2 โดยเอนไซม์
แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจเีนส (Alcohol dehydrogenase) และ NAD+ ที่ได้ทดแทนตัวที่ถูกใช้ไปใน
ปฏิกิริยำที่ 6 ฉะนั้น จึงไม่สูญเสีย NAD+ หรือ NADH เช่นเดียวกันกับกระบวนกำรไกลโคไลซสิ 
ปฏิกิริยำรวมของกำรหมกัจงึเป็นดังนี ้ ( https://th.wikipedia.org/wiki/กำรหำยใจระดับเซลล ์ )
  

 Glucose + 2ADP + 2Pi                     2Ethanol + 2CO2 + 2ATP + 2H2 O                

2.6 ยีสต์ทนอณุหภูมิสูง 

      ยีสต์ทนอุณหภูมสิูง (Thermotolerant yeast) เป็นยีสต์ที่เจริญเติบโตได้ต้ังแต่
อุณหภูมิ 20 องศำเซลเซียส ถึง 50 องศำเซลเซียส เนื่องจำกมีรำยงำนว่ำยีสต์ทนรอ้นมีคุณสมบัติ
ทนต่ออุณหภูมสิูงสำรเคมี สำรท้ำควำมสะอำด และผลิตสำรที่มีควำมสำมำรถในกำรทนต่อควำม
ร้อน เช่น เอนไซม์ต่ำงๆ ซึง่สำมำรถน้ำไปประยกุต์ใช้ในอุตสำหกรรมหลำยชนิดเช่น อุตสำหกรรม
อำหำรเภสัชกรรม กำรผลิตสำรส้ำหรับท้ำควำมสะอำด หรือกำรผลิตเอทำนอล เป็นต้น 
นอกจำกนี้ยีสต์ทนร้อนยังช่วยประหยัดค่ำใช้จ่ำยทัง้พลังงำน และน้้ำในกำรท้ำระบบ หล่อเย็น ใน
โรงงำนอุตสำหกรรมกำรหมัก น้ำไปสูก่ำรพฒันำเชิงพำณิชย์ได้ และยังมีรำยงำนในกำรควบคุมโรค
แอนแทรคโนส (Anthracnose) ในพริกได้อีกด้วย ยีสตส์ำมำรถเจรญิได้ที่อุณหภูมิ 40 องศำ
เซลเซียส และเจริญได้มำกกว่ำถ้ำยีสต์สำยพันธ์ุนั้นเป็นยีสตท์ี่ทนอุณหภูมสิูง โดยยสีต์ทีเ่จริญได้ที่
อุณหภูมิสงูกว่ำ 40 องศำเซลเซียสแต่ละสำยพันธ์ุจะมกีำรผลิตเอทำนอลในปริมำณที่ต่ำงกัน   
(ชุติมำ, 2548)  (ตำรำงที่ 2.1) 

 

 

 

 

https://th.wikipedia.org/wiki/การหายใจระดับเซลล์
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ตำรำงท่ี 2.1 สำยพันธ์ุยีสต์ทนร้อนทีม่ีควำมสำมำรถในกำรหมกัเอทำนอลที่อุณหภูมสิูงกว่ำ 40                     
.                  องศำเซลเซียส 

สำยพันธ์ุยีสต ์ ปริมำณเอทำนอลทีผ่ลิตไดสู้งสุด  (%v/v) 

Kluyveromyces fragilis YKL1 4.00 

Kluyveromyces marxianus NCYC 587 5.03 

Candida lusitaniae Y-5394 4.57 

Candida psuedotropicallis Yca9 6.87 

Candida tropicalis NCYC 405 3.43 

Saccharomyces cerevisia ATCC 6.39 

Saccharomyces cerevisiae Ysa86 6.38 

Saccharomyces cerevisiae NP3 7.58 

Saccharomyces cerevisiae Y24 10.27 

Saccharomyces sp. 1400 7.00 

Saccharomyces uvarum 7.82 

Shizosacchamyces pombe YSC3 2.15 

Hansenula polymorpha ATCC 4516 1.80 

ท่ีมำ : ชุติมำ (2548) 
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2.7 อ้อย  

2.7.1 ลักษณะท่ัวไปของอ้อย                                                                      
 อ้อย (Sugar cane)  มีช่ือทำงวิทยำศำสตร์ว่ำ  Saccharum officinarum L.  เป็น
พืชในวงศ์เดียวกับ ไผ่ หญ้ำและธัญพืช เช่น ข้ำวสำลี ข้ำว ข้ำวโพด และ ข้ำวบำร์เลย์ คือ ตระกลู 
Gramineae  มีแหล่งก้ำเนิดทีเ่กำะนิวกินี ในมหำสมุทรแปซิฟิค อ้อยเป็นพืชเขตร้อน ควำมยำว
ของช่วงวันที่เหมำะสมประมำณ 11.5-12.5 ช่ัวโมง และอุณหภูมิเฉลี่ยที่เหมำะสมตลอดฤดูกำร
ปลูกประมำณ 26-30 องศำเซลเซียส สำมำรถปลกูในดินทรำยจนถึงดินเหนียวจัด แต่ดินที่
เหมำะสมส้ำหรบัปลูกอ้อย คือ ดินร่วนทรำยหรือดินร่วนเหนียว มีค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงตั้งแต่ 4.5 
ถึง 8.5 และมีควำมลึกของหน้ำดินพอสมควร และระบำยน้ำ้หรืออำกำศได้ดีจนถึงปำนกลำง อ้อย
เป็นพืชทีป่ลกูง่ำย สำมำรถทนทำนต่อสภำพแวดล้อมแปรปรวน เช่น สภำพน้้ำท่วมหรือแหง้แลง้ 
เป็นต้น ในล้ำต้นอ้อยมปีรมิำณซูโครสประมำณ 17-35% ลกัษณะภำยนอกประกอบด้วย  ล้ำต้น 
ที่มีข้อและปลอ้งชัดเจน มีใบเกิดสลับข้ำงกัน และมีส่วนกำบใบหุ้มล้ำต้นไว้ โดยกำบใบและใบจะมี
ไขและขนอยู่ด้วยรำก อ้อยเป็นระบบรำกฝอยแต่แข็งแรงสำมำรถหยัง่ลงไปในดินได้ลึก ล้ำต้นออ้ย
สำมำรถแตกหน่อได้จำกตำของข้อล่ำง (https://app.enit.kku.ac.th/mis/administrator/ 
doc_upload/20121018110604.pdf) 

  2.7.2 กำรใช้ประโยชน์จำกอ้อย                                                        ,
 แทบจะกล่ำวได้ว่ำ ทุกส่วนของออ้ยต้ังแต่ยอดจนถึงรำก ล้วนมีประโยชน์ทั้งสิ้น แต่
ส่วนที่น้ำมำใช้ประโยชน์มำกทีสุ่ด เห็นจะได้แก่ ส่วนของลำ้ต้น ซึ่งท้ำหน้ำที่เก็บน้้ำตำลไว้นั่นเอง 
อย่ำงไรก็ดีกำรใช้ประโยชน์จำกออ้ยอำจกล่ำวกว้ำงๆ ได้ 2 ประกำร คือ (1) กำรใช้ประโยชน์
โดยตรงและ (2 ) กำรใช้ประโยชน์ในอุตสำหกรรม                                       
    2.7.2.1 กำรใช้ประโยชน์โดยตรง                                                   
     1) ใช้เป็นอำหำรมนุษย์ ส่วนของล้ำต้นที่เกบ็น้้ำตำล สำมำรถน้ำมำเป็นอำหำร
ของมนุษย์ได้ เช่น ท้ำเป็นอ้อยคว่ัน หรอืบบีเอำน้้ำอ้อยเพื่อบริโภคโดยตรง                       
     2) ใช้เป็นอำหำรสัตว์ ใบ ยอด และส่วนของล้ำต้นที่ยังอ่อนใช้เป็นอำหำรสัตว์ 
เช่น วัวควำยได้โดยตรง                                                         
      3) ใช้เป็นเช้ือเพลิง   ใบอ้อยแห้ง (trash) อำจจะเป็นแหล่งของพลังงำน และ
เช้ือเพลิงทีส่้ำคัญทัง้นี้ เพรำะใบออ้ยแห้งให้พลังงำนค่อนข้ำงสูงมำก                                 
      4) ใช้เป็นวัตถุคลุมดิน หรือบ้ำรุงดิน   ใบอ้อยแห้งเมือ่ใช้คลุมดินจะช่วยรักษำ
ควำมช้ืน และป้องกันวัชพืชด้วย ในขณะเดียวกัน ก็จะกลำยเป็นอำหำรของจลุินทรีย์ต่ำงๆ ซึง่บำง
พวกสำมำรถตรึงไนโตรเจนจำกอำกำศได้ 

https://app.enit.kku.ac.th/mis/administrator/
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                     2.7.2.2 กำรใช้ประโยชน์ในอุตสำหกรรม                                          
      1) ใช้เป็นอำหำรมนุษย์ น้้ำตำลมีควำมส้ำคัญ และจ้ำเป็นต่อชีวิต ในฐำนะที่
เป็นอำหำรทัง้ในรปูของอำหำรคำวและหวำน นอกจำกจะใช้เป็นอำหำรโดยตรงแล้ว น้้ำตำลยงัใช้
ในอุตสำหกรรมอำหำร เช่น สบัปะรดกระปอ๋ง ผลิตภัณฑ์นม น้้ำ ผลไมก้ระป๋อง และเครื่องดืม่ที่
ไม่มีแอลกอฮอล์ ซึ่งได้แก่ น้้ำขวด หรือน้้ำอัดลมชนิดต่ำงๆ เป็นต้น                                             
       2) ใช้ประโยชน์อย่ำงอื่น น้้ำตำล (รวมทั้งแปง้) สำมำรถใช้ประโยชน์ได้
กว้ำงขวำงนับตั้งแต่ใช้ผลิตแอลกอฮอล์ โดยขบวนกำรหมักดอง หรอืเฟอรเ์มนเตชัน       .
(fermentation) ซึ่งอำศัยเช้ือยสีต์ (yeast) จนถึงกำรผลิตผงซกัฟอก (detergents) โดยอำศัย
ปฏิกิริยำโดยตรงระหว่ำงน้้ำตำล และไขมัน (fat) ผงซักฟอกประเภทนี้เป็นอันตรำยต่อสิ่งแวดล้อม
น้อยมำก เพรำะสำมำรถสลำยตัวได้ โดยจลุินทรีย์ (biodegradable) นอกจำกนี้ น้้ำตำลยังใช้ใน
อุตสำหกรรมกำรผลิตสำรเคลือบผิว (surfactant) ส้ำหรับใช้ในกำรเกษตร สำรดังกล่ำวสลำยตัว
ได้โดยจุลินทรีย์ เช่นเดียวกัน อย่ำงไรก็ดีกำรใช้ประโยชน์ของน้้ำตำลในรปูที่มิใช่เป็นอำหำร ก้ำลัง
ได้รับควำมสนใจเพิ่มข้ึนโดยล้ำดับ ซึง่จะเห็นได้จำกผลิตภัณฑ์ใหม่ๆ ที่ใช้น้้ำตำลเป็นวัตถุดิบ
เกิดข้ึนเรือ่ยๆ         

          1) ใช้เป็นเช้ือเพลิง ส้ำหรับผลิตไอน้้ำ และกระแสไฟฟ้ำส้ำหรบัใช้ภำยใน
โรงงำนน้้ำตำลนั่นเอง ชำนอ้อยสำมำรถใช้แทนน้้ำมันเช้ือเพลิง (fueloil) ได้                 
       2) ใช้ผลิตวัสดุก่อสร้ำงโดยอำศัยกำว เช่น อัดเป็นแผน่ (particle board)                
ไม้อัดผิวเส้นใย (fiber-overlaid plywood) และแผ่นกันควำมร้อน (insulating board) เป็นต้น                                                           
       3) ใช้ผลิตเยื่อกระดำษ (pulp) และกระดำษชนิดต่ำงๆ ชำนอ้อยส่วนใหญ่
ประกอบด้วย  ลิกนิน (lignin) และมเีซลลูโลสอยู่บ้ำงเล็กน้อย ไฟเบอร์ของชำนอ้อยค่อนข้ำงสั้น 
คือ มีควำมยำวเฉลี่ย  1.4 มิลลิเมตร เท่ำนั้น ในขณะที่เยื่อใยของไม้ไผ่เฉลี่ย 2.5-4.0  มิลลเิมตร                                                       
       4) ใช้เป็นอำหำรสัตว์ ชำนอ้อย ถ้ำให้สัตว์กินโดยตรงมักจะเกิดปัญหำเกี่ยวกบั
รสชำติ กำรย่อยของสัตว์ ตลอดจนมีอัตรำส่วนต้่ำระหว่ำงอำหำรที่สัตว์กินกับน้้ำหนักตัวที่เพิม่                                          
       5) ใช้เป็นวัตถุดิบส้ำหรับอุตสำหกรรมผลิต (เฟอรฟ์ูรอล), (เฟอร์ฟูรอล        
แอลกอฮอร์),(ไซลิทอล)                                                                                                                  
       6) ใช้ท้ำปุ๋ยหมัก โดยหมักร่วมกบัปุ๋ยคอก กำกตะกอน หรือปุ๋ยวิทยำศำสตร ์
นอกจำกนี้ยังใช้ปูคอกสัตว์เพื่อรองรับมูลสัตว์ และท้ำปุ๋ยหมกัต่อไป                                            
       7)  ใช้เป็นวัตถุคลุมดิน เพื่อรักษำควำมช้ืนของดิน และป้องกันวัชพืช 
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ภำพท่ี 2.8 กำรใช้ประโยชนจ์ำกอ้อยในด้ำนต่ำงๆ       

ท่ีมำ: กำรพฒันำพลงังำนทดแทนและอนรุักษ์พลังงำนกระทรวงพลงังำน (มปป.) 

 

 2.7.3 องค์ประกอบของน  ำอ้อย                      

 น้้ำตำลซูโครส (sucrose) เป็นน้้ำตำล (sugar) ที่เรียกกันทั่วไปว่ำ น้้ำตำลทรำย ที่ใช้
เป็นสำรให้ควำมหวำน (sweetener) อย่ำงกว้ำงขวำงทั่วโลก พบอยู่ในพืชและผลไม้หลำยชนิด 
แต่ที่น้ำมำใช้เป็นวัตถุดิบผลิตน้้ำตำลทำงกำรค้ำ คือ อ้อย และหัวบที (beat root) น้้ำตำลซูโครส
เป็นน้้ำตำลโมเลกลุคู่ (disaccharide) ซึ่งประกอบด้วยน้้ำตำลโมเลกลุเดี่ยว (monosaccharide) 
2 ชนิด คือน้้ำตำลฟรุกโทส (fructose) และน้้ำตำลกลโูคส (glucose) เช่ือมต่อกันด้วยพันธะ             
ไกลโคไซด์ (glycolysis bond) มีสูตรโมเลกลุ คือ C12H22O11 น้้ำตำลซูโครส เป็นน้้ำตำลนอน-
รีดิวซ์ (non-reducing sugar) เพรำะไมม่ีหมูฟ่ังชันเหลอือยูใ่นโมเลกุล 
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 น้้ำตำลที่ได้จำกออ้ย และหัวบีท เป็นน้้ำตำลซูโครสหรือน้้ำตำลทรำยซึ่งสำมำรถ
เตรียมเป็นน้้ำตำลอินเวิร์ต (invert sugar) ซึ่งเป็นน้้ำเช่ือมที่เตรียมจำกกำรย่อยด้วยกรดหรอื
เอนไซม์อินเวอรเ์ทส ได้เป็นน้้ำตำลกลูโคสและฟรุกโตส      

ตำรำงท่ี.2.2.องค์ประกอบของน้้ำอ้อยที่ใช้ในอำหำรเลี้ยงเช้ือ                                          
 Characteristics                                             Average measured 
value      pHa   6.0                     
Total acidity (% w/w)a,b                0.087                                                                     
Soluble solids (oBrix)a   22.6                                              
Sucrose (% w/w)a   17.7                                              
Free reducing  sugars (% w/w)a                0.76                                              
Total reducing  sugars (% w/w)a               19.41                                             
Soluble proteins (g/l)                0.80                                                  
Mg (% w/v)c                        0.23                                                    
Ca (% w/v)c                                                                                  0.13                                                                                               
Absorbance (620 nm)                0.520                                                                                    
aตำมเกณฑ์ ICINAZ (Cuba) 1996                                                                         
bวัดในรูปของกรดอะซิติก                                                                                                      
cMg และ Ca ที่อยู่ในรูปของ MgO และ CaO ตำมล้ำดับ ซึ่งเป็นของแข็งที่ละลำยน้้ำได ้

ท่ีมำ:  Serrat et al., ( 2011)  

 จำกตำรำงที่ 2.2 ในน้้ำอ้อยมีองค์ประกอบของน้้ำอ้อยมค่ีำควำมเป็นกรดทั้งหมด 
0.087 เปอร์เซนต์ ของแข็งที่ละลำยน้้ำได้  22.6 องศำบรกิซ ์  ซูโครส 17.7 เปอรเ์ซ็นต์ น้้ำตำล
ริดิวซ ์  0.76 เปอร์เซ็นต์ น้้ำตำลทั้งหมด 19.41 เปอร์เซน็ต์  ซึ่งมีควำมน่ำสนใจในกำรใช้เป็น
สับสเตรทเพื่อกำรผลิตเอทำนอลเนื่องจำกมีน้้ำตำลพอเหมำะในกำรเจรญิเตบิโตของยสีต์       
เพื่อเปลี่ยนเป็นเอทำนอล  
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2.8 งำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง        

       Anderson et al., (1986) คัดแยกยีสตจ์้ำนวนหลำยสำยพันธ์ุจำกโรงงำนผลิต
น้้ำตำล และจัดจ้ำแนกเป็น Kluyveromyces marxianus var. marxianus ทดสอบ
ควำมสำมำรถในกำรหมกัเอทำนอลจำกน้้ำตำลกลโูคสและน้ำ้อ้อยที่อุณหภูมสิูง ซึ่งมียสีต์หลำย
สำยพันธ์ุที่มีควำมสำมำรถในกระบวนกำรหมักที่อุณหภูมิสงูถึง 47 องศำเซลเซียส และพบว่ำที่
อุณหภูมิ 43 องศำเซลเซียสจะให้เอทำนอลสงูกว่ำ  6 เปอรเ์ซ็นต์ (น้้ำหนัก / ปริมำตร) หลงัจำก
เวลำ 12-14 ช่ัวโมง ผลของอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลลม์ีคำ่สูง (> 80 เปอรเ์ซ็นต์) ถึงแม้ว่ำสำย
พันธ์ุ CBS 712 ของ K. marxianus var. marxianus จะสำมำรถผลิตเอทำนอลได้ถึง            
6 เปอรเ์ซ็นต์ (น้้ำหนัก / ปรมิำตร) ที่อุณหภูมิ 43 องศำเซลเซียส แต่อัตรำกำรรอดชีวิตลดลง
เหลือเพียง 30-50 เปอร์เซ็นต์ ที่เวลำในกำรหมกัเท่ำกับ 24-30 ช่ัวโมง ดังนั้น อำจปรับปรงุสำย
พันธ์ุดังกล่ำวโดยใช้เทคนิคทำงพันธุวิศวกรรมส้ำหรับยสีต์ทีม่คีวำมสำมำรถในกำรหมกั
คำร์โบไฮเดรตที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เพื่อผลิตเอทำนอล 10-15 เปอร์เซ็นต์ (น้้ำหนัก / 
ปริมำตร) โดยใหม้ีอัตรำกำรรอดชีวิตสูงทีเ่วลำ 12-18 ช่ัวโมง                                                 
 Dhaliwal et al., (2011) ท้ำกำรคัดแยกยีสตท์นอุณหภูมสิงูจำกน้้ำออ้ยโดยเทคนิค
เฉพำะ และจ้ำแนกเป็น  Pichia  Kudriavzevii  (Issatchenkia orientalis) ด้วยวิธีทำงโมเลกุล 
ของเซลล์  P.  Kudriavzevii ที่มีกำรปรับตัวในอำหำร  galactose medium จะสำมำรถผลิต   
เอทำนอลมำกกว่ำเชลล์ที่ไม่มกีำรปรบัตัว โดยใช้อำหำรที่มนี้้ำอ้อย 30 เปอร์เซ็นต์  นอกจำกนี้
พบว่ำ กำรน้ำเซลลก์ลบัมำใช้ 4 รอบไม่ท้ำให้ควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลลดลง กำรหมัก
ของ    P. Kudriavzevii ส้ำหรับเซลล์ทีม่ีกำรปรบัตัวในอำหำร galactose medium ที่อุณหภูมิ 
40 องศำเชลเชียสใหเ้อทำนอลและอัตรำกำรผลิตเท่ำกับ 71.9 กรัมตอ่ลิตร และ 40 กรัมต่อลิตร
ต่อช่ัวโมง จำกน้้ำอ้อยทีม่ีซูโครส 14 เปอร์เซ็นต์ ,กลูโคส 2 เปอร์เซ็นต์ และ ฟรกุโตส                       
1 เปอรเ์ซ็นต์ (w/v)  และกำรผลิตเอทำนอลจะเพิ่มข้ึนเมือ่เติมอะรำบทิอล3.30และกลีเซอรอล
4.19กรัมต่อลิตร 

  Gupta  et al., (2009)  ท้ำกำรคัดแยกยีสต์หลำยสำยพันธ์ุ  ได้แก่  SCP-1, SCP -
3, SCP-4, SCP-7 จำกเนื้อเยือ่ของต้นปำล์ม (Phoenix dactylifera) โดยตรวจวัดกจิกรรมของ
เอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจเีนส, กำรผลิตเอทำนอล และกำรทนต่อเอทำนอล เปรียบเทียบกบั
สำยพันธ์ุอ้ำงองิคือ S.cerevisiae  พบว่ำ ปริมำณแอลกอฮอล์ของยีสตท์ี่คัดแยกได้มีค่ำในช่วง 
8.9-12.5 เปอร์เซ็นต์ จำกกำรวัดด้วยเครื่อง GLC (Gas Liguid Chromatogrophy) ผลของ
ควำมสำมำรถทนต่อเอทำนอลได้ที่ควำมเข้มข้น 3-12% และพบว่ำไอโซเลต SCP-1 ให้ปริมำณ   
เอทำนอลสงูสุดเท่ำกบั 12.5 เปอรเ์ซ็นต์ โดยมีกิจกรรมของเอ็นไซม์ ADH เท่ำกบั 4.38 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และสำมำรถทนต่อเอทำนอลได้สงูถึง 12 เปอร์เซน็ต์ในอำหำร YPD ที่เวลำ 48 ช่ัวโมง                              
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  Limtong et al., (2007) คัดแยกเช้ือยีต์  Kluyveromyces  marxianus สำย
พันธ์ุ DMKU 3-1042, โดยใช้ enrichment technigue ในอำหำรทีม่ีน้้ำอ้อยที่เติมเอทำนอล 4 
เปอร์เซ็นต์     (w / v) บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส พบว่ำ สำมำรถผลิตเอทำนอลควำม
เข้มข้นสูงทั้งอุณหภูมิ 40 และ 45 องศำเซลเซียส  โดยกำรผลิตเอทำนอลโดยสำยพันธ์ุนี้ใน
ระดับฟลำสก์ในอำหำรที่มีน้้ำอ้อยที่อุณหภูมิ 37 เซลเซียสมค่ีำสูงสุด (อำหำรประกอบด้วยน้้ำตำล
ทั้งหมด 22 เปอรเ์ซ็นต์, (NH4)2SO4  0.05 เปอรเ์ซ็นต์, KH2PO4 0.05 เปอรเ์ซ็นต์, และ MgSO4 
.7H2O 0.15 เปอร์เซ็นต์ พีเอชเท่ำกับ 5.0 ) พบว่ำ มีควำมเข้มข้นของเอทำนอล  ถึง 8.7 
เปอร์เซ็นต์ (w / v) ก้ำลังกำรผลิต 1.45 กรัม / ลิตร / ช่ัวโมง และผลได้ตำมทฤษฎีที่ได้  77.5 
เปอร์เซ็นต์ กำรผลิตที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส พบว่ำ เอทำนอลมคีวำมเข้มข้นสงูสุด 6.78 
เปอร์เซ็นต์ (w / v) ก้ำลงักำรผลิต 1.13 และผลได้ตำมทฤษฎีที่ 60.4 เปอรเ์ซ็นต์ จำกอำหำรชนิด
เดียวกัน  แตม่ีกำรปรับค่ำพเีอชเท่ำกบั 5.5 กำรศึกษำกำรผลิตเอทำนอลในถังหมักขนำด 5 ลิตร 
ควำมเร็วในกำรกวน 300 รอบต่อนำที และอัตรำกำรให้อำกำศ 0.2 vvm ตลอดกำรกระบวนกำร
หมักพบว่ำ  K. marxianus สำยพันธ์ุ DMKU 3-1042 ให้เอทำนอลควำมเข้มข้นสุดท้ำยเท่ำกบั 
6.43 เปอร์เซ็นต์ (w / v) ก้ำลังกำรผลิต 1.3กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง และผลได้ตำมทฤษฎี 57.1 
เปอร์เซ็นต์                    

  สมศรี ลีปิพฒันวิทย์ (2532) หมักเอทำนอลจำกยีสต ์ Sacchaaromyces 
cervisiae สำยพันธ์ุ Sc 90/และSYA2 โดยใช้น้้ำอ้อยที่มีน้้ำตำล 20.4 องศำบริกซ์ เติมแอมโมเนีย
ซัลเฟต, โปตัสเซียมไดไฮโดเจนฟอสเฟตและยสีต์เอ็กซ์แทรก็ซ ์ ปรับพเีอชเท่ำกับ 4 อัตรำกำรให้
อำกำศ 150 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 9 ช่ังโมง และลดควำมเร็วเป็น 100 รอบต่อนำที จะให้ผลได้
เอทำนอลเท่ำกับ 9.4และ 8.03 % ตำมล้ำดับ ส่วนน้้ำอ้อยที่ไม่ผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือ พบว่ำ ยีสต์สำย
พันธ์ุ Sc 90 กับ SYA2 ในช่ัวโมงที่ 72  ให้เอทำนอล เท่ำกับ 7.25% และ 6.2% ตำมล้ำดับ เป็นที่
น่ำสังเกตว่ำ ในช่ัวโมงที่ 48 ปริมำณเอทำนอลจะเพิม่ขึ้นจำกช่ัวโมงที่ 36 อีกเล็กน้อย และ
ภำยหลังจำกกำรหมักที่ช่ัวโมงที่ 49 เปอร์เซนต์เอทำนอลจะเพิม่น้อยมำก ทั้งนี้อำจเป็นผลจำก
สำรอำหำรลดน้อยลงและเอทำนอลที่เกิดข้ึนจะเป็นตัวยับยั้งกำรเจรญิเตบิโตของเชลล์ยสีต์ด้วย
กำรทดลองนี้ได้เห็นควำมแตกต่ำงว่ำน้้ำอ้อยที่ไมผ่่ำนกำรฆ่ำเช้ือมำหมักจะได้เปอรเ์ช็นต์เอทำนอล
ต่้ำลง เพรำะในน้้ำออ้ยมีจลุินทรีย์อื่นปนอยู่ ซึง่มักพบจุลินทรีย์ต่ำงๆปะปนผลไม้ เช่น ในน้้ำอ้อย 
น้้ำตำลเมำ น้้ำองุน่จลุินทรีย์ที่ปะปนอยูจ่ะไปใช้น้้ำตำลทีม่ีอยู่ ซึ่งมผีลให้เปอรเ์ซ็นต์เอทำนอลต่้ำลง
ได ้นอกจำกนั้นจุลินทรีย์อื่นที่ไม่ใหผ้ลในกำรหมักเอทำนอลยังอำจใช้น้้ำตำลทีม่ีอยู่ และเอทำนอล
ที่ได้จำกกำรหมกัไปในกำรเปลี่ยนไปเป็นสำรประกอบอินทรยี์อื่นๆด้วย 
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บทท่ี 3 

     วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 
 
3.1  อปุกรณ์  เครื่องมือ  และสำรเคมีที่ใช้ในกำรทดลอง 
 
               3.1.1 เครื่องมือ 
                       3.1.1.1 เครื่องวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง (Spectophotometer) 
                      3.1.1.2 เครื่อง  High  Performance  Liquid  Chromtography (HPLC) 
                       3.1.1.3 เครื่องปั่นเหว่ียงควำมเร็วสงู  (Micro centrifuge )  
                       3.1.1.4 เครื่องนึ่งฆ่ำเช้ือควำมดันไอน้้ำ (Autoclave) 
                       3.1.1.5 เครื่องช่ัง ( balance) 

            3.1.1.6 ตู้อบลมร้อน (Hot  air  oven) 
            3.1.1.7 ตู้บ่มเช้ือแบบเขย่ำ (Incubater  shaker) 
            3.1.1.8 Haemacytometer 
      3.1.2 สำรเคม ี
            3.1.2.1 ยีสต์เอ็กแทร็กซ์ (yeast extract) 
            3.1.2.2 มอลทเ์อ็กแทร็กซ์ (Malt extract) 
            3.1.2.3 เปปโตน (Peptone) 
            3.1.2.3 เดกซ์โทรส (Dextrose) 
            3.1.2.4 เอทำนอลบริสทุธ์ิ (absolute ethanol)     

      3.1.2.5 กลูโคส(Glucose)                                                                                     
 3.1.2.6 แอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulphate)        
 3.1.2.7 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจน ฟอสเฟต (Potassium  dihydrogen 
          phosphate)                                                                                              
 3.1.2.8 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท (Magnesium sulphate 
   heptahydrate)  

                      3.1.2.9 โซเดียม โปแทสเซียม  ตำร์เทรต (Sodium potassium tartrate) 
                      3.1.2.10 โชเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium  hydroxide)                 

    3.1.3  อุปกรณ์ 
            3.1.3.1 ขวดรูปชมพู ่(Elenmayer Flask) 
            3.1.3.2 ไมโครปิเปตต์ (Micro  Pipette) 
            3.1.3.3 กระบอกตวง (Cylinder) 

                      3.1.3.4 บีกเกอร ์(Beaker) 
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                      3.1.3.5 ขวดปริมำตร (Volumetric Flasks) 
                      3.1.3.6 จำนเพำะเช้ือ  (Petri  dish) 
                      3.1.3.7 หลอดทดลอง (Test  tube)    
          
3.2  วิธีกำรด ำเนนิกำรทดลอง 

     3.2.1 สำยพันธุ์ยีสต ์
              ยีสต์ทนอุณหภูมิสงูที่คัดแยกจำกชำนอ้อยของโรงงำนน้้ำตำลเก็บใน yeast extract- 
Malt extract (YM) agar slant อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
               3.2.2 กำรเตรยีมวัตถุดิบ                                           
        น ำ้อ้อยจำกตลำดเทศบำลเมือง จงัหวัดมหำสำรคำม วิเครำะห์ควำมหวำนด้วย
เครื่อง refractometer และ ปริมำณน้้ำตำลกลูโคสด้วยเครื่อง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 
      3.2.3 กำรเตรยีมเชื อตั งต้น 

      เข่ียเช้ือยีสต์ลงในอำหำรเลี้ยงเช้ือ YM medium  บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส  
อัตรำกำรเขย่ำ 150  รอบต่อนำที เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง  (วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงควำมยำวคลื่น 
600 nm ก้ำหนดเช้ือเริ่มต้นเท่ำกบั 1.0) 

     3.2.4 กำรคัดเลือกสำยพันธุ์ยีสต์ท่ีผลิตเอทำนอลในอำหำรสังเครำะห์ และอำหำร
ท่ีมีน  ำอ้อยเป็นองค์ประกอบ 

 เติมเช้ือยสีต์ที่เตรียมจำกข้อ 3.2.3 ลงในอำหำรหมกั fermentation  medium   
ที่มีกลูโคสและน้้ำอ้อยเป็นแหลง่คำร์บอน ปรับพีเอชเท่ำกับ 5.0 ( Limtong et al.2007) บ่มบน
เครื่องเขย่ำควำมเร็วรอบ 120 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 48 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่ำงโดยกำรน้ำไปปั่น
เหว่ียงด้วยเครื่องปั่นเหว่ียงควำมเร็วสูง (Centrifuge) ควำมเร็ว 8,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 5 
นำที วิเครำะหป์รมิำณเอทำนอลด้วยเครือ่ง HPLC โดยใช้คอลัมน์ชนิด Aminex HPx – 87 H  
(ขนำดคอลัมน์ 300 × 7.8 mm) โดยใช้ 0.05M H2SO4 เป็น mobile phase   

 
ประสิทธิภำพในกำรเปลี่ยนเป็นเอทำนอล (เปอรเ์ซ็นต์)       =      เอทำนอล  (กรมั)     × 100 

                                                            น้้ำตำลที่ถูกใช้ไป (กรัม) 
  3.2.5 กำรแปรผันอุณหภูมิท่ีมีผลต่อกำรผลิตเอทำนอลในอำหำรท่ีมีน  ำอ้อยเป็น

องค์ประกอบ 
   เช้ือยีสต์ที่คัดเลือกจำกข้อ 3.2.4 จ้ำนวน 3 ไอโซเลต เติมเช้ือในอำหำร  

Sugarcane juice  medium  น้ำไปบ่มบนเครื่องเขย่ำ 120 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 72 ช่ัวโมง 
แปรผันอุณหภูมิในกำรบ่มที่ 37, 40 และ 45 องศำเซลเซียส เก็บตัวอย่ำงทุก 12, 24, 36, 48 ,60 
และ 72 ช่ัวโมง โดยกำรน้ำไปปั่นเหว่ียงด้วยเครื่องปั่นเหว่ียงควำมเร็วสงู (Centrifuge) อัตรำ 
8,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 5 นำที วิเครำะห์หำปรมิำณเอทำนอลและปริมำณน้้ำตำลด้วย
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เครื่อง HPLC วัดชีวมวลโดยกำรวัดค่ำควำมขุ่นที่เปลี่ยนแปลงด้วยเครื่องวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่
ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



24 
 

 

บทท่ี 4 

   ผลกำรทดลอง 

4.1 ยีสต์ที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอล 

ยีสต์จ้ำนวน 15 ไอโซเลตคัดเลอืกจำกคุณสมบัติของควำมสำมำรถกำรสร้ำงแก๊ส
ตั้งแต่   4.0-5.0 เซนติเมตร และควำมสำมำรถในกำรตกตะกอน โดยกำรทดสอบควำมสำมำรถใน
กำรสร้ำงแกส๊เป็นวิธีกำรคัดเลือกแบบทำงอ้อมส้ำหรบัยีสตท์ีม่ีควำมสำมำรถผลิตเอทำนอล เนื่อง  
จำกกำรเปลี่ยนสบัสเตรทเป็นเอทำนอลจะเกิดผลพลอยได้คือก๊ำซคำรบ์อนไดออกไซด์ โดยในทำง
ทฤษฎีกลูโคส 180 กรัม จะถูกเปลี่ยนเป็นเอทำนอล 51.1 กรัม และคำร์บอนไดออกไซด์ 48.9 
กรัม โดยน้้ำหนัก ดังนั้นยีสต์ที่ใหป้รมิำณแก๊สในหลอดดักแก๊สสงูจงึคำดว่ำน่ำจะมีศักยภำพที่ดีใน
กำรผลิตเอทำนอลดังนั้นจึงถูกคัดเลือก เพือ่ศึกษำควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลในข้ันตอน
ถัดไป สัณฐำนวิทยำและควำมสำมำรถในกำรสร้ำงแก๊สแสดงดังตำรำง  ที ่4.1   
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ตำรำงที่ 4.1 สัณฐำนวิทยำ กำรสร้ำงแกส๊ และกำรตกตะกอนของยีสต์ท่ีคัดเลือกได้ 

หน้ำที่ 25-29  (อยู่อกีไฟลค์่ะ) 
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  จำกตำรำงที่ 4.1 ยีสตร์หสั BRMU12 , BRMU19, BRMU35, BRMU49, BRMU55, 
BRMU29 และ BRMU45 มีปริมำณแกส๊ในหลอดดักแกส๊สูงสุด เท่ำกบั 5.0 ,4.8, 4.8, 4.8, 4.8, 
4.7 และ 4.7 เซนติเมตร ตำมล้ำดับ ส้ำหรับยสีต์สำยพันธ์ุอืน่ๆ มีปริมำณแกส๊ในหลอดดักแกส๊อยู่
ในช่วงตั้งแต่ 4.0-4.5 เซนติเมตร แสดงให้เห็นถึงควำมสำมำรถในกำรเป็นเช้ือตัง้ต้นที่สำมำรถผลิต
เอทำนอล  นอกจำกนี้เมื่อพจิำรณำควำมสำมำรถในกำรตกตะกอน พบว่ำ ยีสตท์ี่คัดเลือกได้เกอืบ
ทุกไอโซเลตมีควำมสำมำรถในกำรเจริญบริเวณก้นหลอดทดลอง (ตกตะกอน) เมื่อเพำะเลี้ยงใน
อำหำรเหลว ยกเว้น ยสีต์รหัส BRMU06, BRMU19 และBRMU29 ซึ่งมีกำรเจรญิบริเวณด้ำนบน
ของอำหำรเหลว  โดยคุณสมบัติดังกล่ำวเป็นข้อดีในกำรผลติเอทำนอลระดบัอุตสำหกรรม คือ ท้ำ
ให้ง่ำยต่อกำรเกบ็เกี่ยว และสำมำรถน้ำเซลล์ยีสตก์ลบัมำใช้ใหม่ได้ 

4.2 กำรผลติเอทำนอลในอำหำรสังเครำะห ์

    ท้ำกำรเปรยีบเทียบควำมสำมำรถของเช้ือยสีตท์ี่ผ่ำนกำรคัดเลือกจ้ำนวนทั้งหมด 15 
ไอโซเลตจำกข้อ 4.1 โดยหมักเอทำนอลในอำหำรสงัเครำะหท์ี่มีกลูโคสเป็นแหลง่คำร์บอน โดยบม่
ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ช่ัวโมง  เพื่อคัดเลือกเช้ือทีม่ีควำมสำมำรถในกำรผลิต
เอทำนอลได้สูงสุด  ผลกำรทดลองแสดงดงัภำพที่ 4.2 

 

ภำพท่ี 4.2 ปริมำณเอทำนอล และน้้ำตำลกลูโคสในระหว่ำงกำรหมักในอำหำรสังเครำะห์              
ใ                    ที่อุณหภูมิ  37   องศำเซลเซียส  เป็นเวลำ  48  ช่ัวโมง 
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      จำกรำยงำนวิจัยของ Hacking และคณะ (1984) น้ำยีสต์ 55 สำยพันธ์ุ จำกศูนย์
เก็บรวบรวมสำยพันธ์ุมำคัดเลือกยสีต์ทนร้อนเพื่อดูกำรผลิตเอทำนอลที่อุณหภูมิ 40 o C  พบว่ำ  
มี 8 สำยพันธ์ุที่ผลิตเอทำนอลได้มำกกว่ำ 4% (W/V) ภำยในเวลำ  62-72 ช่ัวโมง ทั้งหมดจัดอยู่
ในจีนัส Candida, Kluyveromyces และ Saccharomyces  โดย C. pseudotropicaliess,            
S. cevevisiae และ K. uvarum สำมำรถผลิตเอทำนอลไดสู้งกว่ำ 8% (V/V) ที่อุณหภูมิ 40 o C  
ในเวลำ 72 ช่ัวโมงจำกกลูโคส 140 g/l  และ จำกรำยงำนวิจัยของ อภิชญำ และคณะ (มปป.) 
กำรผลิตเอทำนอลโดยกำรหมกัด้วยยีสตS์accharomyces cerevisiae Sc90 ในอำหำรเลี้ยงเช้ือ
เหลว YPD ที่มีกลูโคส ไซโลส และกลูโคสผสมไซโลส เป็นสับสเตรท พบว่ำ ผลได้ของเอทำนอล 
(YP/S) เท่ำกบั 0.38 กรัม เอทำนอล/กรัมกลูโคส, 0.17 กรัมเอทำนอล/กรัมไซโลส, 0.35 กรัม         
เอทำนอล/กรัมกลูโคสและไซโลส ตำมล้ำดับ แสดงให้เห็นว่ำ น้้ำตำลกลูโคสเป็นน้้ำตำลคำร์บอน 
6 อะตอม ซึง่เป็นน้้ำตำลโมเลกุลเดี่ยวที่ยีสตท์ุกสำยพันธ์ุใช้เป็นแหล่งคำรบ์อนในกำรแบ่งเซลล ์
เพื่อกำรเจรญิเติบโต โดยจะเกิดกำรเปลี่ยนน้้ำตำลกลูโคสเป็นกรดไพรูวิกผ่ำนวัฏจักรไกลโคไลซสี 
และเข้ำสูก่ระบวนกำรหมกัจะไดผ้ลิตภัณฑ์เป็นเอทำนอล และผลพลอยได ้ คือ ก๊ำซ
คำร์บอนไดออกไซด ์

ตำรำงท่ี 4.3 ปรมิำณเอทำนอล และกำรใช้น้้ำตำลในอำหำรสงัเครำะห์ทีม่ีกลูโคสเป็น               
ใ                         สับสเตรทของยสีต์ทนอุณหภูมิสงู 

รหัสยสีต์ ปริมาณน า้ตาล

ที่ถูกใช้ไป  

(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณเอทานอล 

(เปอร์เซ็นต์) 

ผลได้เอทานอล 

(เปอร์เซ็นต์) 

ประสิทธิภาพในการ

เปลีย่นเป็นผลได้เอทานอล

(เปอร์เซ็นต์) 

BRMU 06 17.32 1.27 11.25 73.15 

BRMU 08 17.30 1.32 11.69 76.30 

BRMU 12 17.77 1.30 11.51 73.15 

BRMU 19 17.65 12.4 10.98 70.25 

BRMU 29 17.39 1.32 11.96 75.90 

BRMU 30 17.19 1.28 11.34 74.46 
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ตำรำงท่ี 4.3 (ต่อ) 

รหัสยสีต์ ปริมาณน า้ตาล

ที่ถูกใช้ไป  

(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณเอทานอล 

(เปอร์เซ็นต์) 

ผลได้เอทานอล 

(เปอร์เซ็นต์) 

ประสิทธิภาพในการ

เปลีย่นเป็นผลได้เอทานอล

(เปอร์เซ็นต์) 

BRMU 34 18.51 1.28 11.34 69.15 

BRMU 35 14.10 1.05 9.30 74.46 

BRMU 36 14.31 1.10 9.74 76.81 

BRMU 41 14.01 1.10 9.74 78.51 

BRMU 42 14.06 1.05 9.30 76.67 

BRMU 45 14.59 1.04 9.38 71.28 

BRMU 49 13.81 1.13 10.00 81.82 

BRMU 55 14.02 1.04 9.21 73.23 

BRMU 61 14.04 1.03 9.12 73.36 

 

ผลกำรทดลองจำกกรำฟที่ 4.2 พบว่ำ และตำรำงที่ 4.3 ควำมสำมำรถในกำรใช้น้้ำตำล
ของยีสต์จะสอดคล้องกับผลไดเ้อทำนอล โดยยสีต์ทั้งหมด 15 ไอโซเลต สำมำรถใช้น้้ำตำลกลูโคส 
เพื่อกำรเจรญิเติบโตของเซลล์ และเปลี่ยนเป็นเอทำนอลได้ดี ซึ่งยีสต์ที่ใหผ้ลได้เอทำนอลสูงสุด 
ได้แก่ รหัส BRMU29, BRMU19 และ BRMU08  เท่ำกับ 11.96, 11.69 และ 11.25 % 
ตำมล้ำดับ โดยมผีลได้ทำงประสิทธิภำพในกำรเปลี่ยนเป็นผลได้เอทำนอล เท่ำกับ 75.90, 70.25 
และ73.32 % ยีสตร์หัส BRMU 29 โดยเกิดกำรสูญเสียได้เป็นสำรประกอบอื่นๆ ตัวอย่ำง เช่น   
อะซีตัลดีไฮด,์ กรดอะซีติก, กลีเซอรีน, กรดแลคติก, กรดซักซินิก หรอื ฟลเูซลออยล์ (ธีรภัทร, 
2544)    
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4.3 กำรผลติเอทำนอลในน  ำอ้อย 

ท้ำกำรเปรยีบเทียบควำมสำมำรถของเช้ือยสีตท์ี่ผ่ำนกำรคัดเลือกจ้ำนวนทั้งหมด 15 
ไอโซเลตจำกข้อ 4.1 โดยหมักเอทำนอลในอำหำรหมักทีม่ีน้ำ้อ้อยเป็นสับสเตรท โดยบ่มทีอุ่ณหภูมิ 
37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ช่ัวโมง  เพื่อคัดเลือกเช้ือที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอล
ได้สูงสุด.ผลกำรทดลองแสดงดังภำพที.่4.3   

 

ภำพท่ี 4.4  ปรมิำณเอทำนอล และน้้ำตำลกลูโคสในระหว่ำงกำรหมักในอำหำรที่มีน้้ำอ้อย                                                                     
ใ                     ที่อุณหภูมิ  37   องศำเซลเซียส  เป็นเวลำ  48  ช่ัวโมง  

      จำกกรำฟที่ 4.4 พบว่ำเช้ือยีสต์รหสั BRMU29, BRMU19  และ  BRMU08 ให้
ปริมำณเอทำนอลสงูสุดเท่ำกบั 7.28, 7.05 และ 6.89 % ตำมล้ำดับ  สอดคล้องกับผลกำร
เปรียบเทียบควำมสำมำรถของเช้ือยสีต์ทั้งหมด  15  ไอโซเลตในอำหำรสังเครำะห์  จงึท้ำกำร
คัดเลือกเช้ือยีสตท์ั้ง  3  ไอโซเลตใช้ในกำรศึกษำข้ันตอนถัดไป โดยท้ำกำรหมักเอทำนอลใน
น้้ำอ้อยซึ่งมีกำรแปรผันอุณหภูมิแตกต่ำงกัน น้้ำอ้อยประกอบด้วยน้้ำ 78-86%, น้้ำตำลซูโครส 
10-20%, น้้ำตำลรีดิวซ์  1-2 %, เถ้ำ 0.3-0.5%,  และสำรประกอบไนโตรเจน 0.5-1% โดยมี     
พีเอชอยู่ในช่วง 5.0 ( Pimpakan et al., 2012 )   ดังนั้นน้้ำอ้อยจึงเป็นแหลง่คำร์บอนที่มีควำม
น่ำสนใจในกำรเป็นสบัสเตรทส้ำหรบักำรหมักเอทำนอล  ซึง่ในน้้ำอ้อยนอกจำกจะมีน้้ำตำลรีดิวซ์ที่
สำมำรถเปลี่ยนเป็นเอทำนอลแล้ว  น้้ำตำลซูโครสหลังกำรยอ่ยยังได้เป็นน้้ำตำลโมเลกุลคู่  2  ชนิด  
คือ  ฟรุกโตส  และกลูโคส  ซึ่งเช้ือยสีต์สำมำรถสำมำรถใช้กลูโคสเพื่อเป็นสบัสเตรทในกำรให้               
เอทำนอลได้เช่นเดียวกัน งำนทดลองในกำรใช้ยีสต์เพื่อผลิตเอทำนอลโดยใช้น้้ำอ้อยเป็นสบัสเตรท
เริ่มเป็นที่น่ำสนใจส้ำหรบันักวิจัยที่อยู่ในประเทศเกษตรกรรมที่มีกำรปลูกออ้ยแพรห่ลำยเนื่องจำก
เป็นกำรเพิม่มลูค่ำน้้ำอ้อยซึง่เป็นผลผลิตที่ได้จำกโรงงำนน้้ำตำล   
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    จำกรำยงำนกำรวิจัย       Anderson et al., (1986) ท้ำกำรคัดแยกยสีตห์ลำยสำย
พันธ์ุจำกโรงงำนผลิตน้้ำตำล สำมำรถจัดจ้ำแนกเป็น Kluyveromyces marxianus var. 
marxianus โดยทดสอบควำมสำมำรถในกำรหมักเอทำนอลจำกน้้ำตำลกลูโคส และน้้ำอ้อยที่
อุณหภูมิสงูถึง 47 องศำเซลเซยีส พบว่ำที่อุณหภูมิ 43 องศำเซลเซียส จะให้เอทำนอลสงูกว่ำ 6 
เปอร์เซ็นต์ (น้้ำหนัก / ปริมำตร) หลังจำกเวลำ 12-14 ช่ัวโมง ผลของอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์
มีค่ำสูง (> 80 เปอรเ์ซ็นต์)  และส้ำหรับงำนวิจัยในประเทศไทยมีกำรวิจัยของ สำวิตรี ลิ่มทอง 
และคณะ (2552) ได้ท้ำกำรศึกษำควำมสำมำรถของเช้ือยสีต์ทนรอ้นสำยพันธ์ุ K. marxianus 
โดยสภำวะกำรหมักทีเ่หมำะสมจะอยู่ที่อุณหภูมิประมำณ 35 องศำเซลเซียส ในระยะแรกจะช่วย
เร่งกำรเพิ่มจ้ำนวนเซลล์ และสง่เสรมิให้กำรหมักเอทำนอลให้รวดเร็วยิ่งขึ้นพีเอชเริ่มต้น 5.0 ได้           
เอทำนอลสงูสุดถึง 7.84 เปอร์เซ็นต์โดยน้้ำหนกัจะท้ำให้ยสีต์สำมำรถเจรญิแข่งขันกับแบคทีเรีย
ปนเปือ้นได้ และยังส่งผลดีต่อปริมำณเอทำนอลสุดท้ำยใหสู้งข้ึนเล็กน้อยนอกจำกนี้ยังมงีำนวิจัย 
สมศรี  ลีปิพฒันวิทย์ (2532) ท้ำกำรหมกัเอทำนอลจำกยสีต ์Sacchaaromyces cervisiae สำย
พันธ์ุ Sc 90 และSYA2 โดยใช้น้้ำอ้อยที่มีควำมหวำน 20.4 องศำบรกิซ ์อัตรำกำรให้อำกำศ 150 
รอบต่อนำที  เป็นเวลำ  9 ช่ังโมง  และลดควำมเร็วเป็น 100 รอบต่อนำที จะใหผ้ลได้เอทำนอล
เท่ำกับ 9.4 และ 8.03 % ตำมล้ำดับ ส่วนน้้ำอ้อยที่ไม่ผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือ ยีสตส์ำยพันธ์ุ Sc 90 กับ 
SYA2  ให้เอทำนอล เท่ำกับ 7.25% และ 6.2% ตำมล้ำดับในช่ัวโมงที ่72 เป็นที่น่ำสังเกตว่ำใน
ช่ัวโมงที่ 48 ปริมำณเอทำนอลจะเพิม่ขึ้นจำกช่ัวโมงที่ 36 อีกเลก็น้อย ผลจำกสำรอำหำรลด
น้อยลง และ เอทำนอลทีเ่กิดข้ึนจะเป็นตัวยับยัง้กำรเจรญิเตบิโตของเชลล์ยสีต์ด้วย  
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4.4 กำรแปรผันอุณหภูมิ และระยะเวลำที่มีผลตอ่กำรผลติเอทำนอลในน  ำอ้อย 
เช้ือยีสต์จ้ำนวนทัง้หมด 3 ไอโซเลตที่ท้ำกำรคัดเลือกจำกข้อ 4.2 และ  4.4 ท้ำกำร

หมักเอทำนอลในอำหำรทีม่ีน้้ำอ้อยเป็นสับสเตรท โดยแปรผนัอุณหภูมิในกำรบ่ม เท่ำกบั  37, 40 
และ 45 องศำเซลเซียส  เป็นเวลำ 72 ช่ัวโมง   ผลกำรทดลองแสดงดังตำรำงที่ 4.5, 4.6 และ 
4.7  
 ตำรำงท่ี 4.5  พำรำมิเตอร์จำกหมักเอทำนอลในน้้ำอ้อย บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส

                 
 

 

สำยพันธุ์ยีสต ์ ปริมำณเอทำนอล 
(%) 

Yp/s Yield 
(%) 

น  ำตำลท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร) 

ค่ำดูดกลืนแสง 
(OD600nm) 

BRMU 08-12 1.43 0.013 2.55 95.53 1.232 
BRMU 08-24 2.33 0.021 4.12 88.62 1.452 

BRMU 08-36 3.10 0.028 5.49 79.90 1.606 
BRMU 08-48 3.36 0.031 6.09 76.78 1.679 
BRMU 08-60 3.29 0.030 5.88 74.98 1.661 

BRMU 08-72 0.44 0.004 0.78 52.64 1.633 

BRMU 19-12 1.33 0.012 2.35 96.12 1.360 
BRMU 19-24 2.18 0.020 3.92 90.49 1.587 

BRMU 19-36 2.85 0.026 5.10 84.24 1.726 

BRMU 19-48 3.23 0.030 5.88 79.06 1.700 

BRMU 19-60 3.23 0.030 5.88 76.61 1.765 
BRMU 19-72 0.38 0.003 0.59 53.43 1.638 

BRMU 29-12 2.13 0.019 3.72 91.62 1.320 

BRMU 29-24 3.32 0.030 5.88 80.80 1.680 

BRMU 29-36 3.76 0.034 6.67 76.31 1.769 

BRMU 29-48 3.67 0.033 6.47 72.68 1.896 

BRMU 29-60 3.57 0.032 6.27 72.68 1.667 

BRMU 29-72 0.48 0.004 0.78 53.01 1.765 
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ตำรำงท่ี 4.6 พำรำมิเตอรจ์ำกหมักเอทำนอลในน้้ำอ้อย บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส 

สำยพันธุ์ยีสต ์ ปริมำณเอทำ
นอล (%) 

Yp/s Yield (%) น  ำตำลท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร) 

ค่ำดูดกลืนแสง 
(OD600nm) 

BRMU 08-12 0.52 0.005 0.98 73.50 1.507 

BRMU 08-24 0.45 0.004 0.78 50.19 1.396 

BRMU 08-36 2.87 0.026 5.09 78.39 1.707 

BRMU 08-48 3.20 0.029 5.69 76.89 1.655 

BRMU 08-60 3.26 0.03 5.88 76.12 1.707 

BRMU 08-72 3.22 0.029 5.69 74.38 1.680 

BRMU 19-12 0.45 0.004 0.78 72.59 1.332 

BRMU 19-24 0.32 0.003 0.59 51.05 1.517 

BRMU 19-36 2.65 0.024 4.71 81.16 1.532 

BRMU 19-48 3.02 0.027 5.29 75.84 1.705 

BRMU 19-60 3.11 0.028 5.49 75.58 1.678 

BRMU 19-72 3.03 0.027 5.29 73.92 1.626 

BRMU 29-12 0.56 0.005 0.98 97.14 1.446 

BRMU 29-24 0.53 0.005 0.98 50.22 1.799 

BRMU 29-36 3.46 0.031 6.07 75.06 1.728 

BRMU 29-48 3.64 0.034 6.67 71.88 1.730 

BRMU 29-60 3.56 0.032 6.40 69.44 1.780 

BRMU 29-72 3.46 0.032 6.23 69.93 1.850 
 

 

 

 

 

 

 



37 
 

ตำรำงท่ี 4.7  พำรำมิเตอร์จำกหมักเอทำนอลในน้้ำอ้อย บ่มที่อุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส 

 

 

 

 

 

สำยพันธุ์ยีสต ์ ปริมำณเอทำ
นอล (%) 

Yp/s Yield 
(%) 

น  ำตำลท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร) 

ค่ำดูดกลืนแสง 
(OD600nm ) 

BRMU 08-12 1.83 0.017 3.33 88.11 1.233 

BRMU 08-24 1.49 0.013 2.54 90.86 1.549 

BRMU 08-36 2.77 0.025 4.90 81.34 1.563 

BRMU 08-48 2.77 0.025 4.90 77.18 1.638 

BRMU 08-60 3.33 0.030 5.99 74.94 1.563 

BRMU 08-72 3.28 0.030 5.99 73.81 1.605 

BRMU 19-12 1.70 0.015 2.94 89.34 1.45 
BRMU 19-24 1.50 0.013 2.54 92.89 1.55 

BRMU 19-36 2.61 0.023 4.69 86.60 1.565 

BRMU 19-48 3.07 0.028 5.55 78.27 1.607 

BRMU 19-60 3.04 0.027 5.46 75.67 1.674 

BRMU 19-72 2.87 0.026 5.16 74.04 1.635 

BRMU 29-12 2.31 0.021 4.15 85.92 1.46 

BRMU 29-24 1.99 0.018 3.51 88.84 1.517 

BRMU 29-36 3.23 0.029 5.81 78.78 1.592 

BRMU 29-48 3.61 0.033 6.49 73.44 1.712 

BRMU 29-60 3.68 0.033 6.61 71.05 1.687 

BRMU 29-72 3.29 0.030 5.88 69.48 1.759 
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ภำพท่ี 4.8 ปริมำณน้้ำตำล  เอทำนอล  และค่ำกำรดูดกลืนแสงในอำหำรที่มีน้้ำออ้ยเป็นใ                                          
ใ      ม        สับสเตรท  อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส ใ                 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.9 ปริมำณน้้ำตำล  เอทำนอล  และค่ำกำรดูดกลืนแสงในอำหำรที่มีน้้ำออ้ยเป็นใ                                           
ใ      ม        สับสเตรท  อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส     ใ                
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ภำพท่ี 4.10 ปริมำณน้้ำตำล  เอทำนอล  และค่ำกำรดูดกลืนแสงในอำหำรที่มีน้้ำออ้ยเป็นใ                                          
ใ      ม         สับสเตรท  อุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส  

      จำกภำพที่ 4.8, 4.9 และ 4.10 กำรผลิตเอทำนอลในน้้ำอ้อยที่อุณหภูมิ 37, 40 
และ 45 องศำเซลเซียส พบว่ำเช้ือยีสตท์ี่ใหป้รมิำณเอทำนอลสงูสุด คือรหัส BRMU29 โดยให้เอ
ทำนอลสูงสุด เท่ำกับ  6.67% (เวลำ 36 ช่ัวโมง) 6.67% (เวลำ 48 ช่ัวโมง) และ 6.61% (เวลำ 
60   ช่ัวโมง) ตำมล้ำดับ รองลงมำ  คือ  รหัส  BRMU08 โดยให้ปรมิำณเอทำนอล เท่ำกบั 
6.09%    (เวลำ 48 ช่ัวโมง)  5.88% (เวลำ 60 ช่ัวโมง) และ 5.99% (เวลำ 60 ช่ัวโมง)  และเช้ือ
ยีสต์ที่ใหป้รมิำณเอทำนอลต่้ำสุด คือรหสั   BRMU19 โดยมีผลได้เอทำนอล  เท่ำกบั 5.88% (ที่
เวลำ 48 ช่ัวโมง) 5.49% (ที่เวลำ 60 ช่ัวโมง)  และ  5.55%  (ที่เวลำ 48 ช่ัวโมง) ตำมล้ำดับ โดย                 
เอทำนอลเป็นสำรเมแทบอไลทป์ระเภทปฐมภูมิ (Primary metabolite) สำมำรถผลิตได้พร้อม
กับกำรเจริญของเซลล์ยสีต์ เมื่อพจิำรณำผลของควำมสำมำรถในกำรใช้น้้ำตำลกลูโคสในอำหำร
สังเครำะหส์อดคล้องกับผลกำรผลิตเอทำนอล พบว่ำ อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส ยีสตส์ำมำรถใช้
น้้ำตำลได้ดีที่สุด เพรำะเป็นอุณหภูมิทีเ่หมำะสมต่อกำรเจรญิของเซลล์ยสีต์  เมื่อเพิ่มอุณหภูมิ
เท่ำกับ 40 องศำเซลเซียส และ 45  องศำเซลเซียส จะเห็นได้ว่ำควำมสำมำรถในกำรใช้น้้ำตำล
ของยีสต์จะต่้ำกว่ำอุณหภูมิที่ 37 เนื่องจำกอุณหภูมเิพิ่มข้ึนจะสง่ผลต่อกจิกรรมกำรขนส่งน้้ำตำล
เข้ำสู่เซลล์ยสีต์ลดลง จึงท้ำให้กำรใช้น้้ำตำลของยีสตล์ดลง และสำมำรถผลิตเอทำนอลได้น้อยลง
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสู้งข้ึน เมือ่พิจำรณำอัตรำกำรเจรญิของเซลล์จำกงำนวิจัยน้ีพบว่ำ ระยะ              

0

2

4

6

8

0

20

40

60

80

100

12 24 36 48 60 72 เอท
ำนอ

ล(%
)/ 

ต่ำก
ำรด

ูดก
ลืน

แส
ง (

OD
600

nm
)

น  ำต
ำลก

ลูโค
ส (

กรัม
ต่อ

ลิต
ร)

เวลำในกำรหมัก(ชั่วโมง)

น้้ำตำล
เอทำนอล

ค่ำกำรดูดกลืนแสง 

BRMU08 BRMU19
BRMU29 BRMU08
BRMU19 BRMU29



40 
 

ล็อกกำลิทมึของอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส จะใช้เวลำสั้นกว่ำอุณหภูมิอื่นๆ โดยยีสต์ทัง้ 3 ไอโซ
เลต มีเวลำของระยะกำรเจริญในช่วง 12-24 ช่ัวโมง และพบว่ำ เมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนเป็น 40 และ 
45 องศำเซลเซียส จะท้ำให้มรีะยะพกัตัว (log phase) และใช้เวลำนำนข้ึนในกำรเข้ำสู่ระยะล็อก
กำลิทึม ซึง่อยู่ในช่วงเวลำ   36-48 ช่ัวโมง แสดงใหเ้ห็นว่ำ กำรเจรญิของยสีต์ทีล่ดลงเมือ่อุณหภูมิ
สูงมผีลมำจำกกำรแตกหน่อของยีสตผ์ิดปกติ ผนังเซลลเ์จรญิไม่สมบูรณ์ ท้ำให้กำรเพิม่ขนำดของ
เซลลผ์ิดปกต ิ นอกจำกนีอุ้ณหภูมสิูงยังมีผลต่อควำมสำมำรถในกำรเลือกผ่ำนของสำรอำหำรที่
จ้ำเป็นต่อเซลล์ลดลง กรดไขมันไม่อิ่มตัวในเยือ่หุ้มเซลลล์ดลง ท้ำลำยพันธะไฮโดรเจนท้ำให้
โปรตีน และกรดนิวคลีอิกเสื่อมสภำพ ขัดขวำงกำรสังเครำะห์โปรตีนหลำยชนิด เมื่อมีกำร
สังเครำะหโ์ปรตีนลดลง สง่ผลใหก้ิจกรรมกำรขนสง่น้้ำตำลเข้ำเซลล์ยสีต์ลดลงด้วยยับยัง้
กระบวนกำรหำยใจ และกระบวนกำรหมัก  จึงท้ำให้ยสีต์สำมำรถเอทำนอลได้น้อยลงในอุณหภูมิ
ที่สูงข้ึน (สำวิตร,ี 2540) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กรำฟท่ี 4.11 เปรียบเทียบกำรแปรผันอุณหภูมิและระยะเวลำในกำรผลิตเอทำนอลในอำหำรที่มี                    
ใ                 น้้ำอ้อยเป็นองค์ประกอบ 

จำกกรำฟที่ 4.11 เปรียบเทียบผลไดเ้อทำนอลทัง้สำมอุณหภูมิจะเห็นได้ว่ำเมือ่อุณหภูมิ
เพิ่มข้ึนปริมำณเอทำนอลจะลดลง เนื่องจำกกำรสงัเครำะห์โปรตีนลดลงส่งผลให้กจิกรรมกำร
ขนส่งน้้ำตำลเข้ำสูเ้ซลล์ยสีต์ลดลงด้วยยับยัง้กระบวนกำรหำยใจ และกระบวนกำรหมกั จึงท้ำให้
ยีสต์สำมำรถผลิตเอทำนอลได้น้อยลงดัง (กรำฟที่ 4.8-4.10) ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส ผลได้  
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เอทำนอลสงูสุด คือรหัส BRMU29,  BRMU08 และ BRMU19 เท่ำกับ 6.67, 6.09 และ5.88 ที่
อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ผลได้เอทำนอลสูงสุด คือรหสั BRMU29,  BRMU08 และ BRMU19 
เท่ำกับ 6.67, 5.88 และ5.49 ที่อุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส ผลได้เอทำนอลสูงสุด คือรหสั 
BRMU29,  BRMU08 และ BRMU19 เท่ำกบั 6.61, 5.99 และ5.55 จะเห็นได้ว่ำ อุณหภูมิ 37 
องศำเซลเซียส สำมำรถผลิตเอทำนอลได้ดีทีสุ่ด 

     

 

    

   ก. BRMU08                             ข. BRMU19                          ค. BRMU29 

   

     

 

 

 

     ง. BRMU08                        จ. BRMU19                          ฉ. BRMU29 

ภำพท่ี 4.12 สัณฐำนวิทยำของเช้ือรหัส BRMU08, BRMU19 และ BRMU29 (ก-ค)  โคโลน ี        
ใ ที่เจริญบนอำหำรแข็ง YM Agar  (ง-ฉ)  รูปร่ำงเซลล์ภำยใตก้ล้องจลุทรรศน์ ใ    ใ     
ใ               ก้ำลังขยำย 100X 
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บทท่ี 5 

สรุปผลกำรทดลอง 

  จำกงำนวิจัยน้ีสำมำรถคัดเลือกยีสตท์ี่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลโดยท้ำ
กำรหมักในอำหำรสังเครำะหจ์้ำนวน 15 ไอโซเลต ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 
ช่ัวโมง พบว่ำ เช้ือที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลไดสู้งสุด คือ รหสั BRMU 29 รองลงมำ
คือ BRMU 08 และ BRMU 19 ตำมล้ำดับ 

  กำรคัดเลือกเช้ือยีสต์ทีม่ีควำมสำมำรถในกำรหมักเอทำนอลในอำหำรทีม่ีน้้ำอ้อย
เป็นแหล่งคำร์บอนจ้ำนวน 15 ไอโซเลต ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส พบว่ำ เช้ือที่มี
ควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลไดสู้งสุด คือ รหสั BRMU 29 รองลงมำ คือ BRMU 08 และ
BRMU 19 ตำมล้ำดับ สอดคล้องกับผลกำรเปรียบเทียบควำมสำมำรถของเช้ือยสีต์ทัง้หมด 15 ไอ
โซเลตในอำหำรสงัเครำะห ์

  จำกกำรทดลองท้ำให้ทรำบว่ำเช้ือจ้ำนวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ BRMU 29, BRMU 19 
และ BRMU 08 ที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลได้สูงสุด จำก 15 ไอโซเลต เมื่อท้ำกำร
หมักในอำหำรที่มีน้้ำอ้อยเป็นแหลง่คำร์บอน และแปรผันอณุหภูมิที่เท่ำกับ 37,40 และ 45 องศำ
เซลเซียส พบว่ำ เช้ือที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลได้สูงสุดทัง้ 3 อุณหภูมิ คือ รหสั
BRMU 29 

ปัญหำและอุปสรรค 

 1. ในกำรหมักเอทำเอทำนอลในอำหำรที่มีน้้ำอ้อยเป็นแหลง่คำร์บอน พบปัญหำน้้ำอ้อย
ขำดแคลน เนื่องจำกช่วงระยะเวลำที่ท้ำกำรทดลองอยู่นอกฤดูกำรหบีอ้อย 

 2. เครื่องมอืบำงประเภทมีไม่ครบ ท้ำให้ต้องไปใช้ศูนย์เครื่องมือกลำงมหำวิทยำลัย
มหำสำรคำม สง่ผลใหส้ิ้นเปลอืงค่ำใช้จ่ำย 
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ข้อเสนอแนะ  

 1.ในกำรท้ำวิจัยครั้งถัดไป ควรมีกำรศึกษำถึงควำมเข้มข้นของน้้ำตำลทีเ่หมำะสมต่อกำร
ผลิตเอทำนอล และมีกำรตรวจวิเครำะหป์ริมำณน้้ำตำลซูโครสในน้้ำอ้อย 

 2.อำจมีกำรใช้วัสดุเหลือทิ้งทำงกำรเกษตรเป็นสบัสเตรทเพื่อผลิตเอทำนอล 
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อำหำรเลี ยงเชื อ 
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ภำคผนวก ก                                                                                                                            
ใ   อำหำรเลี ยงเชื อ 

ก-1. อำหำรสูตร Yeast extract -Malt extract  (YM)  broth                                                         
Yeast extract                                                        3  กรัม                                                  
Malt extract                                                         3  กรัม                                                                       
Peptone                                                              5  กรัม                                                 
Glucose                                                              10  กรัม                                                                                          
Agar                                                                    20  กรัม                                                                                                       
น้้ำกลั่น                                                                 1,000  มิลลลิิตร 

ก-2.  อำหำรสูตร Yeast extract-Malt extract (YM)  Agar                                                                         
Yeast extract                                                        3   กรัม                                                                
Peptone                                                              5   กรัม                                                              
Glucose                                                              10  กรัม                                                                                                                  
Agar                                                                   20  กรัม                                                                                                                                   
น้้ำกลั่น                                                                1,000  มิลลิลิตร                                                                 

ก-3. อำหำรสูตร  Fermentation  medium 

 Glucose                                                            18 เปอรเ์ซ็นต์                                                            
(NH4)2 SO4                                                          0.1 เปอร์เซ็นต์                                           
Yeast extract                                                      1.8 เปอร์เซ็นต์                                      
.kH2PO4                                                             0.1 เปอร์เซ็นต์                                                                                            
MgSO4.7H2O                                                       0.1 เปอร์เซ็นต์                                                                                            
pH                                                                    5.0                
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ภำคผนวก ข 

กรำฟมำตรฐำน 

ข-1 กรำฟมำตรฐำนกลูโคส  

1. เตรียม glucose stock solution โดยละลำยกลูโคส 1 g น้้ำกลั่น ในปริมำตร 50 ml 
2. เจือจำงสำรละลำยกลูโคสให้มีควำมเข้มข้น 0.2,0.4,0.6,0.8,1.0 และ2.0 %(w/v)  
3. วิเครำะห์สำรละลำยมำตรฐำนน้้ำตำลกลูโคสที่เตรียมจำกข้อ 1-2 ด้วยเครื่อง High  

Performance  Liquid  Chromtography (HPLC) 
4.  สร้ำงกรำฟมำตรฐำนของน้้ำตำลกลูโคสโดยหำควำมสัมพันธ์ในเชิงเส้น ระหว่ำงควำม

เข้มข้นกลูโคสที่  0.2,0.4,0.6,0.8,1.0 และ2.0 %(w/v) กับพื้นที่ใต้กรำฟ ซึ่งแสดงดัง
กรำฟที่ ข-1 

  กรำฟท่ี ข-1. สมกำรเชิงเส้นของน้้ำตำลกลูโคสมำตรฐำน 
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ข-2 กรำฟมำตรฐำนเอทำนอล 

กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนส้ำหรับสำรละลำยเอทำนอล โดยเตรียมจำกเอทำนอลบริสุทธ์ 
100 โดยใช้น้้ำเป็นตัวท้ำละลำย 

1. เตรียมควำมเข้มข้นเริม่ต้นของสำรมำตรฐำนเอทำนอล (Stock solution) ควำม
เข้มข้น 10 % โดยใช้น้้ำเป็นตัวท้ำละลำย 

2. เตรียมสำรละลำยเอทำนอลที่ควำมเข้มข้น 2,4,6,8,10 %(v/v) โดยเตรียมจำกควำม
เข้มข้นเริ่มต้น (Stock solution) 10% จำกข้อ 1 

3. วิเครำะห์องค์ประกอบของสำรละลำยมำตรฐำนเอทำนอล โดยเครื่องเครื่อง High  
Performance  Liquid  Chromtography (HPLC) 

4.  สร้ำงกรำฟมำตรฐำนของเอทำนอลโดยหำควำมส้ำพันธ์ในเชิงเส้น ระหว่ำงควำม
เข้มข้นเอทำนอลที่ 2,4,6,8,10 %(v/v)  กับพื้นที่ใต้กรำฟ ซึ่งแสดงดังกรำฟที่ ข-2 

        กรำฟ ข-2. สมกำรเชิงเส้นของเอทำนอลมำตรฐำน 
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ภำคผนวก ค  
สัณฐำนวิทยำ 
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ภำคผนวก  ค 
        สัณฐำนวิทยำ 

 
ค-1. ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 
 

ค-1.1 ลักษณะขอบ (Margin) 
1.1.1 ขอบเรียบ (Entire)  
1.1.2 ขอบหยักมำก (Undulate) 
1.1.3 ขอบหยักห่ำง (Lobate) 
1.1.4 ขอบหยักถ่ี (Filamentous) 
1.1.5 ขอบหยักเป็นฟันที่ไม่สม่้ำเสมอ( Erose) 

                        1.1.6   ขอบเป็นเส้นซ้อนๆกัน  และหยักไปมำรูปร่ำงไม่แน่นอน (Curled) 
 

ค-1.2 ควำมนูน (Elevation) 
1.2.1 แบนรำบ (Flat) 
1.2.2 นูนน้อย (Rised) 
1.2.3 นูนโค้ง (Convex) 
1.2.4 นูนคล้ำยหมวก (Umbella) 
1.2.5 นูนโค้งมำก (Pulvinate) 

 
ค-1.3 รูปแบบโคโลนี (Form) 

1.3.1 กลม (Circular) 
1.3.2 หยักห่ำง (Irregular) 
1.3.3 หยักถ่ี (Filamentous)    
1.3.4 ขนำดของโคโลนีเล็กมำก  แต่ยังสำมำรถมองเห็นได้ด้วยตำเปล่ำ 

มีขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงไม่เกิน  1 มม. ( Punctiform) 
1.3.5 โคโลนีเจริญเป็นเส้นหยำบกว่ำพวก Filamentous และแผ่ 

ขยำยคล้ำยรำก ( Rhizoid) 

   1.3.6   โคโลนีมีรูปร่ำงทรงกระสวย มีลักษณะหัวแหลมท้ำยแหลม 
  

ค-1.4 เนื้อโคโลนี (Surface) 
1.4.1  หยำบ (Rough) 
1.4.2     มันวำว (Glistering) 
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ภำพท่ี ข-1.1 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำที่ใช้ในกำรคัดแยกเช้ือยีสต์ 
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ภำคผนวก ง 

วิธีกำรวัดควำมหวำนในน  ำอ้อย 
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ภำคผนวก ง 

วิธีกำรวัดควำมหวำนในน  ำอ้อย 

ง-1  กำรวิเครำะห์ปริมำณน  ำตำลในหน่วย  ºBrix โดยใช้ Hand refractometer 

หลักกำร                                                                                                                        
 เป็นกำรวัดปรมิำณของแข็งทีล่ะลำยได้สำรละลำย ซึ่งในน้้ำอ้อยสมมติว่ำมีน้้ำตำล
เป็นส่วนใหญ ่

วิธีกำรทดลอง 

 1. หยดสำรตัวอย่ำงลงในด้ำนที่เป็นกระจกใส ของ Hand refractometer แล้วปิด
แผ่นปิดทบั 

 2. มองผ่ำนช่องอ่ำนระดับเส้นแบ่งระหว่ำงแสงสีขำวและสนี้้ำเงินค่ำที่อ่ำนได้เป็นค่ำ 
ºBrix 

 3. ท้ำควำมสะอำดกระจกของ Hand refractometer ทุกครั้งก่อนวิเครำะห์สำร
ตัวอย่ำงอื่น  
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ภำคผนวก จ 

ขอ้มูลดิบ 
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ภำคผนวก จ                                                                                           
ข้อมูลดิบ 

ตำรำงภำคผนวก จ-1 ข้อมูลดบิปริมำณเอทำนอล และกำรใช้น้้ำตำลในอำหำรสังเครำะหท์ี่มทีี่
       กลูโคสเป็นสับสเตรทของยสีตท์นอุณหภูมิสงู (น้้ำตำลเริม่ต้น 180 กรัมต่อลิตร) 

ไอโซเลต 
เอทำนอล ( ) 

ผลได้ ( ) 
กลูโคสท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) กลูโคสท่ีใช้ 

(กรัมต่อลิตร) 1 2 ค่ำเฉลี่ย 1 2 ค่ำเฉลี่ย 

BRNU06 1.27 1.27 1.27 11.25 95.60 95.52 95.56 17.32 

BRNU08 1.29 1.34 1.32 11.69 96.05 95.17 95.61 17.30 

BRNU12 1.35 1.25 1.30 11.51 95.12 95.16 95.14 17.77 

BRNU19 1.24 1.24 1.24 10.98 95.03 95.48 95.26 17.65 

BRNU29 1.34 1.35 1.35 11.96 97.34 93.69 95.52 17.39 

BRNU30 1.33 1.23 1.28 11.34 95.73 95.71 95.72 17.19 

BRNU34 1.32 1.23 1.28 11.34 95.06 93.73 94.40 18.51 

BRNU35 1.06 1.03 1.05 9.30 98.14 99.47 98.81 14.10 

BRNU36 1.09 1.10 1.10 9.74 98.28 97.84 98.06 14.31 

BRNU41 1.13 1.07 1.10 9.74 98.07 99.73 98.90 14.01 

BRNU42 1.07 1.02 1.05 9.30 99.29 98.40 98.85 14.06 

BRNU45 1.01 1.06 1.04 9.38 98.05 98.59 98.32 14.59 

BRNU49 1.17 1.09 1.13 10 98.63 99.56 99.10 13.81 

BRNU55 1.03 1.05 1.04 9.21 98.68 99.10 98.89 14.02 

BRNU61 1.02 1.03 1.03 9.12 98.53 99.20 98.87 14.04 
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ตำรำงภำคผนวก จ-2 ข้อมูลดบิปริมำณเอทำนอล และกำรใช้น้้ำตำลในอำหำรน้้ำอ้อยเป็น 
 สับสเตรทของยีสตท์นอุณหภูมิสงู (น้้ำตำลเริม่ต้น 112.91 กรัมต่อลิตร) 

 

 

 

 

ไอโซเลต เอทำนอล ( ) ผลได้ 
( ) 

กลูโคสท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) กลูโคสท่ีใช้ 
(กรัมต่อลิตร) 1 2 ค่ำเฉลี่ย 1 2 ค่ำเฉลี่ย 

BRNU06 1.19 1.11 1.15 6.38 125.87 132.58 129.23 50.77 

BRNU08 1.30 1.17 1.24 6.89 128.13 127.68 127.90 52.29 

BRNU12 1.16 1.05 1.11 6.17 136.92 137.83 137.40 42.60 

BRNU19 1.28 1.25 1.27 7.05 129.37 126.83 128.10 51.90 

BRNU29 1.33 1.28 1.31 7.28 128.2 125.78 127 53 

BRNU30 0.63 0.71 0.67 3.72 165.86 163.17 164.52 15.48 

BRNU34 0.88 1.02 0.95 5.28 132.37 157.59 144.97 35.03 

BRNU35 0.26 0.30 0.28 1.56 143.03 144.39 143.71 36.29 

BRNU36 0.72 0.70 0.71 3.94 165.39 167.22 166.31 13.69 

BRNU41 0.44 0.60 0.52 2.89 142.19 157.84 150.02 29.80 

BRNU42 0.90 0.77 0.84 4.67 157.49 159.83 158.66 21.34 

BRNU45 0.35 0.37 0.36 2 140.8 142.75 141.77 38.23 

BRNU49 0.60 0.60 0.60 3.33 166.03 167.93 166.98 13.02 

BRNU55 0.47 0.43 0.45 2.50 164.99 171.38 168.19 11.81 

BRNU61 0.45 0.55 0.50 2.78 167.95 168.87 168.31 11.69 
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     ตำรำงภำคผนวก จ-3 ข้อมูลดิบปริมำณเอทำนอลในอำหำรน้้ำอ้อยโดยหมกั  ที่อุณหภูมิ 37 
 องศำเซลเซียส (ปรมิำณน้้ำตำล เริม่ต้น109 กรัมต่อลิตร)

    

 

 

 

 

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูกใช้
ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area Ethanol 

 
(11นำที) (g/l) (g/l) 

 
(26 นำที) (%) 

BRMU 08-12 
15095140 52.64 56.36 

 

1.235 374218 0.44 
14912279 52.64 1.230 360361 0.43 
average 52.64 1.232 average 1.43 

BRMU 08-24 
27376174 95.49 13.47 

 

1.486 1375991 1.44 
27399824 95.57 1.418 1342547 1.41 
average 95.53 1.452 average 2.33 

BRMU 08-36 
25373967 88.50 20.38 

 

1.548 2318517 2.39 
25438675 88.73 1.664 2199800 2.27 
average 88.62 1.606 average 3.10 

BRMU 08-48 
22914345 79.92 29.10 

 

1.743 3087177 3.15 
22898274 79.87 1.653 2975133 3.04 
average 79.90 1.679 average 3.36 

BRMU 08-60 
22003304 76.74 32.22 

 

1.718 3230913 3.30 
22021428 76.81 1.604 3344257 3.41 
average 76.78 1.661 average 3.29 

BRMU 08-72 
21756637 75.88 34.02 

 

1.651 3183800 3.25 
21239524 74.08 1.616 3264856 3.33 
average 74.98 1.633 average 0.44 

BRMU 19-12 
15348247 53.46 55.75 

 

1.387 307742 0.38 
15311765 53.40 1.334 311829 0.38 
average 53.43 1.360 average 0.38 
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ตำรำงภำคผนวก จ-3 (ต่อ) 

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูกใช้
ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area Ethanol 

 
(11นำที) ท่ีเหลือ (g/l) 

 
(26 นำที) (%) 

BRMU 19-24 
27516596 95.98 12.88 

 

1.640 1284350 1.35 
27598549 96.26 1.534 1224629 1.30 
average 96.12 1.587 average 1.33 

BRMU 19-36 
25780311 89.92 18.51 

 

1.710 2120197 2.19 
26104855 91.05 1.743 2104000 2.17 
average 90.49 1.726 average 2.18 

BRMU 19-48 
23948785 83.53 24.76 

 

1.755 2827890 2.90 
24352661 84.94 1.646 2730524 2.80 
average 84.24 1.700 average 2.85 

BRMU 19-60 
22609496 78.86 29.94 

 

1.700 3179744 3.25 
22723118 79.25 1.831 3140459 3.21 
average 79.06 1.765 average 3.23 

BRMU 19-72 
21714811 75.74 32.39 

 

1.630 3079351 3.15 
22212225 77.47 1.646 3189708 3.26 
average 76.61 1.638 average 3.23 

BRMU 29-12 
14809693 51.64 55.99 

 

1.340 424153 0.49 
15590052 54.37 1.300 394383 0.46 
average 53.01 1.320 average 0.48 

BRMU 29-24 
26354081 91.92 17.38 

 

1.660 1902783 1.97 
26182609 91.32 1.700 2204254 2.28 
average 91.62 1.68 average 2.13 

BRMU 29-36 
23618662 82.38 28.2 

 

1.759 3077336 3.14 
22711398 79.21 1.780 3421800 3.49 
average 80.80 1.769 average 3.76 
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ตำรำงภำคผนวก จ-3 (ต่อ) 

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูกใช้
ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area 
Ethanol 

 
 

BRMU 29-48 
(11นำที) ท่ีเหลือ 

(g/l) 
 

(26 นำที) (%) 
21897453 76.37 1.894 3762124 3.83 
average 76.31 1.896 average 3.32 

BRMU 29-60 
21619717 75.41 36.32 

 

1.583 3675041 3.74 
20057247 69.95 1.751 3504043 3.57 
average 72.68 1.667 average 3.67 

BRMU 29--72 
21127729 73.69 36.32 

 

1.723 3488714 3.56 
20545666 71.66 1.807 3507062 3.57 
average 72.68 1.765 average 3.57 
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ตำรำงภำคผนวก จ-4 ข้อมูลดิบปริมำณเอทำนอลในอำหำรน้้ำอ้อยโดยหมัก  ที่อุณหภูมิ 40                                 
ใ                              องศำเซลเซียส (ปรมิำณน้้ำตำล เริ่มต้น109 กรัมต่อลิตร ) 

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูกใช้
ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area Ethanol 

 
(11นำที) (g/l) (g/l) 

 
(26 นำที) (%) 

BRMU 08-12 
14201767 49.53 35.5 

 

1.493 391430 0.46 
27946017 97.47 1.52 508226 0.58 
average 73.5 1.51 average 0.52 

BRMU 08-24 
14305907 50.13 58.81 

 

1.161 368144 0.44 
14477413 59.05 1.577 403803 0.47 
average 72.59 1.37 average 0.45 

BRMU 08-36 
22528518 97.42 30.61 

 

1.7 3068974 3.14 
22443473 96.86 1.715 2538114 2.6 
average 97.14 1.71 average 2.87 

BRMU 08-48 
21721161 49.89 32.11 

 

1.611 3211984 3.28 
22373276 50.49 1.7 3054290 3.12 
average 50.19 1.65 average 3.2 

BRMU 08-60 
21497852 51.27 32.88 

 

1.743 3258475 3.32 
22147658 50.83 1.672 3141650 3.21 
average 51.05 1.71 average 3.26 

BRMU 08-72 
20985231 49.76 34.62 

 

1.776 3195954 3.26 
21664914 50.67 1.585 3112677 3.18 
average 50.22 1.68 average 3.22 

BRMU 19-12 
14375899 78.58 36.41 

 

1.257 355972 0.42 
27244091 78.28 1.407 426852 0.49 
average 78.39 1.33 average 0.45 
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ตำรำงภำคผนวก จ-4  (ต่อ) 

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูกใช้
ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area Ethanol 

 
(11นำที) ท่ีเหลือ (g/l) 

 
(26 นำที) (%) 

BRMU 19-24 
14701515 85.85 57.95 

 

1.445 288132 0.35 
14574863 76.47 1.59 288224 0.29 
average 81.16 1.52 average 0.32 

BRMU 19-36 
24613485 76.5 27.84 

 

1.405 2068977 2.14 
21924063 73.63 1.66 3107025 3.17 
average 75.06 1.53 average 2.65 

BRMU 19-48 
22830402 75.76 33.16 

 

1.73 2735686 2.80 
20657317 78.03 1.68 3182146 3.25 
average 76.89 1.70 average 3.02 

BRMU 19-60 
22561411 79.63 33.42 

 

1.648 2898621 2.96 
20780490 72.05 1.708 3188518 3.25 
average 75.84 1.68 average 3.11 

BRMU 19-72 
21959744 73.28 35.08 

 

1.549 2868057 2.94 
20430851 70.48 1.703 3047607 3.11 
average 71.88 1.63 average 3.03 

BRMU 29-12 
27932015 74.98 11.86 

 

1.493 498402 0.57 
27770259 77.25 1.40 488688 0.56 
average 76.12 1.45 average 0.56 

BRMU 29-24 
14268872 78.69 58.78 

 

1.925 567858 0.63 
14528291 72.48 1.673 359029 0.43 
average 75.58 1.78 average 0.53 

BRMU 29-36 

21934857 70.63 33.94 

 

1.755 3301627 3.37 
21111282 68.26 1.702 3489151 3.56 

average 69.44 1.73 average 3.46 
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ตำรำงภำคผนวก จ-4  (ต่อ) 

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูกใช้
ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area Ethanol 

 
(11นำที) (g/l) (g/l) 

 
(26 นำที) (%) 

BRMU 29-48 
21009366 73.19 37.12 

 

1.03 3516814 3.58 
20208604 75.56 1.755 3697031 3.70 
average 74.38 1.39 average 3.64 

BRMU 29-60 
20252077 76.59 39.56 

 

1.924 3411010 3.48 
19570307 71.26 1.772 3572787 3.64 
average 73.92 1.85 average 3.56 

BRMU 29--72 
19847771 69.22 41.07 

 

1.71 3367375 3.43 
19103038 66.63 1.75 3424524 3.49 
average 67.93 1.73 average 3.46 
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ตำรำงภำคผนวก จ-5 ข้อมูลดบิปริมำณเอทำนอลในอำหำรน้้ำอ้อยโดยหมกั ที่อุณหภูมิ 45 
องศำเซลเซียส (ปรมิำณน้้ำตำล เริม่ต้น109 กรัมต่อลิตร)                       

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูก
ใช้ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area Ethanol 

 
(11นำที) (g/l) (g/l) 

 
(26 นำที) (%) 

BRMU 08-12 
24723483 86.22 

24.8 
1.217 2021316 2.09 

25802708 88.11 1.250 1514321 1.58 
average 88.11 1.233 average 1.83 

BRMU 08-24 
26033571 90.8 

22.05 
1.571 1444367 1.51 

26025085 90.91 1.527 1413026 1.48 
average 90.86 1.549 average 1.49 

BRMU 08-36 
23258799 81.12 

31.57 
1.660 2758381 2.83 

23382714 81.56 1.467 2647395 2.71 
average 81.34 1.563 average 2.77 

BRMU 08-48 
21869859 76.28 

35.73 
1.622 3265272 3.4 

22383538 78.07 1.615 3197664 3.26 
average 77.18 1.638 average 2.77 

BRMU 08-60 
21325736 74.08 

37.97 
1.569 3235421 3.30 

21735421 75.81 1.557 3294210 3.36 
average 74.94 1.563 average 3.33 

BRMU 08-72 
20795286 72.53 

39.1 
1.612 3202493 3.27 

21533278 75.1 1.598 3232395 3.3 
average 73.81 1.605 average 3.28 

BRMU 19-12 
26392118 92.05 

23.57 
1.443 1249513 1.32 

24838142 89.34 1.457 2014238 2.08 
average 89.34 1.450 average 1.7 

BRMU 19-24 
26280914 91.67 

20.02 
1.559 1153243 1.62 

26977458 94.18 1.526 1313970 1.38 
average 92.89 1.55 average 1.5 
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ตำรำงที่ จ-5 (ต่อ) 

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูกใช้
ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area Ethanol 

 
(11นำที) (g/l) (g/l) 

 
(26 นำที) (%) 

BRMU19-36 
23467824 81.86 

34.13 
1.608 275486 2.82 

24469577 85.35 1.523 2343358 2.41 
average 86.6 1.565 average 2.61 

BRMU 19-48 
22068357 76.97 

34.64 
1.688 2979153 3.04 

22817812 79.58 1.653 3039864 3.10 
average 78.27 1.607 average 3.07 

BRMU 19-60 
21541150 75.13 

37.24 
1.741 2789048 2.86 

21903514 76.4 1.607 3164800 3.23 
average 75.67 1.674 average 3.04 

BRMU 19-72 
21023992 73.23 

38.87 
1.653 2498315 2.57 

21460900 74.85 1.617 3102339 3.17 
average 74.04 1.635 average 2.87 

BRMU 29-12 
24633493 85.92 

26.99 
1.440 2147413 2.21 

24165159 85.92 1.481 2344365 2.41 
average 85.92 1.460 average 2.31 

BRMU 29-24 
224354342 84.94 

24.51 
1.590 2321235 2.39 

26587639 92.74 1.445 1514333 1.59 
average 88.84 1.517 average 1.99 

BRMU 29-36 
21263381 74.16 

34.13 
1.66 3632835 3.7 

23911887 83.4 1.525 2698033 2.77 
average 78.78 1.592 average 3.23 

BRMU 29-48 
20187414 70.4 

39.48 
1.704 3651247 3.72 

21924486 76.48 1.72 3437823 3.5 
average 73.44 1.712 average 3.61 

BRMU 29-60 

19636895 68.4 

41.86 

1.727 3437823 3.85 

20980517 73.81 1.648 3287264 3.51 

average 71.05 1.687 average 3.68 
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ตำรำงที่ จ-5 (ต่อ) 

Sample Peak area 
น  ำตำลท่ี
เหลือ 

น  ำตำลท่ีถูกใช้
ไป 

ค่ำ 
OD600nm 

Peak area Ethanol 

 
(11นำที) (g/l) (g/l) 

 
(26 นำที) (%) 

BRMU 29-72 
1936443 67.54 

43.43 
1.841 3049716 3.12 

20760843 74.4 1.677 3395931 3.46 

average 69.48 1.759 average 3.29 
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 ประวัติยอ่ของผู้วิจัย  

ช่ือ   นำงสำวจริำนันท์ ส้ำโรงพล                                                                                                   
เกิด  วันที่ 27 เดือน กันยำยน 2536                                                                                         
ภูมิล้ำเนำ   อ้ำเภอหนองสองหอ้ง จงัหวัดขอนแก่น                                                                
กำรศึกษำ   พ.ศ. 2555-ปัจจุบัน ก้ำลังศึกษำในระดบัอุดมศึกษำ  สำขำชีววิทยำ                                       
  คณะวิทยำศำสตร์เทคโนโลยี มหำวิทยำลัยรำชภัฏมหำสำรคำม                                                               
  พ.ศ.2554 ส้ำเรจ็กำรศึกษำในระดับช้ันมัธยมศึกษำตอนปลำยจำก 
  โรงเรียนพล  อ้ำเภอพล จังหวัดขอนอแก่น                                                                                        
  พ.ศ.2551 ส้ำเรจ็ กำรศึกษำในระดบัช้ันมัธยมศึกษำตอนต้นจำก 
  โรงเรียนพล  อ้ำเภอพล  จงัหวัดขอนแก่น 

ช่ือ       นำงสำวพรสุดำ แก่นนำค้ำ                                                                                              
เกิด   วันที่ 16 เดือน กันยำยน 2536                                                                                         
ภูมิล้ำเนำ   อ้ำเภอเมือง จังหวัดมหำสำรคำม                                                                     
กำรศึกษำ   พ.ศ. 2555-ปัจจุบัน ก้ำลังศึกษำในระดบัอุดมศึกษำ สำขำชีววิทยำ                                        
  คณะวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี มหำวิทยำลัยรำชภัฏมหำสำรคำม                                                                       
  พ.ศ.2554 ส้ำเรจ็กำรศึกษำในระดับช้ันมัธยมศึกษำตอนปลำยจำก
  โรงเรียนหนองสอพทิยำคม อ้ำเภอเมือง จังหวัดกำฬสินธ์ุ
  พ.ศ.2551 ส้ำเรจ็กำรศึกษำในระดับช้ันมัธยมศึกษำตอนต้นจำก
  โรงเรียนหนองสอพทิยำคม  อ้ำเภอเมือง จังหวัดกำฬสินธ์ุ 

ช่ือ       นำงสำวพัชรีพร  บุญลิตร                                                                                          
เกิด   วันที่ 5 เดือน พฤษภำคม 2537                                                                                         
ภูมิล้ำเนำ   อ้ำเภอโขงเจียม  จังหวัดอุบลรำชธำนี                                                                    
กำรศึกษำ   พ.ศ. 2555-ปัจจุบัน ก้ำลังศึกษำในระดบัอุดมศึกษำ สำขำชีววิทยำ                                          
  คณะวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี มหำวิทยำลัยรำชภัฏมหำสำรคำม                          
  พ.ศ.2554 ส้ำเรจ็กำรศึกษำในระดับช้ันมัธยมศึกษำตอนปลำยจำก
  โรงเรียนพบิูลมังสำรหำร อ้ำเภอพิบลูมังสำหำร จังหวัดอุบลรำชธำนี                                                                      
  พ.ศ.2551 ส้ำเรจ็กำรศึกษำในระดับช้ันมัธยมศึกษำตอนต้นจำก 
  โรงเรียนชุมชนบ้ำนหวังสะแบง  อ้ำเภอโขงเจียม จังหวัด
  อุบลรำชธำนี 
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