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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาว

ฟางหวาน พรอมศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะภายใตสภาวะที่มีและไมมีการฆาเชื้อเพื่อประยุกตใชในการ
ผลิตระดับอุตสาหกรรม เมื่อเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SC90 และ S. cerevisiae TISTR5048 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อยีสตเอ็กแทร็กซมอลทเอ็กแทร็กซ (YM) และในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อที่มีปริมาณ
ของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (TSS) 15 องศาบริกซ พบวาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (µmax) ของยีสตสองสาย
พันธุในอาหารทั้ง 2 ชนิด มีคาไมแตกตางกัน เมื่อหมักเอทานอลจากน้ําคั้นปลอดเชื้อที่มีปริมาณ TSS 15, 18 

และ 24 องศาบริกซ (คิดเปนน้ําตาลทั้งหมด 130, 162 และ 225 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยยีสตทั้ง 2 สายพันธุ 
หมักในฟลาสกปองกันอากาศเขาขนาด 500 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 100 รอบตอ
นาที ใชความเขมขนยีสตเริ่มตน 2×107 เซลลตอมิลลิลิตร ผลการทดลองพบวา ยีสต SC90 มีอัตราการใชนํ้าตาล 
และอัตราการผลิตเอทานอลสูงกวายีสต TISTR5048 ในทุกสภาวะการทดลอง ดังนั้นจึงเลือกใชยีสต SC90 ใน
การหมักเอทานอลจากน้ําคั้นที่มีปริมาณ TSS 15 องศาบริกซ ในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดยแปรผันวิธีการฆาเชื้อ
ที่ปนเปอนในน้ําคั้น 3 วิธี คือ (1) ใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ําที่ 110 องศาเซลเซียส 40 นาที (2) ไมฆาเชื้อ และ (3) 
เติมเพนนิซิลิน 0.05 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวาน้ําคั้นที่ฆาเชื้อโดยวิธีที่ (1) ใหประสิทธิภาพการผลิตเอทา
นอลสูงสุดในแงของความเขมขน (P, 60.87 ± 4.58 กรัมตอลิตร) อัตราผลผลิต (Qp, 1.27 ± 0.10 กรัมตอลิตร
ตอช่ัวโมง) และผลไดเอทานอล (Yp/s, 0.49 ± 0.00) ในขณะที่เมื่อใชนํ้าคั้นที่เตรียมอีก 2 วิธี ประสิทธิภาพการ
ผลิตเอทานอลลดลง 14 ถึง 17 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับวิธีที่ (1) เมื่อขยายขนาดการหมักเอทานอลจากน้ําคั้น
ปลอดเชื้อในถังหมักขนาด 50 ลิตร พบวา P, Qp และ Yp/s มีคาใกลเคียงกับเมื่อหมักในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
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Abstract 
This research aims to select yeast strains giving high ethanol production efficiency 

from sweet sorghum juice as well as to study batch ethanol production under sterile and 

non-sterile conditions for industrial scale productions. When Saccharomyces cerevisiae SC90 

and S. cerevisiae TISTR5048 were grown in sterile yeast extract malt extract (YM) medium 

and in sterile juice containing 15 ºBrix of total soluble solid (TSS), the maximum specific 

growth rates (µmax) of the two strains in both media were not different. The ethanol 

production from the sterile juice containing 15, 18 and 24 ºBrix of TSS (corresponding to 130, 

162 and 225 g/l of total sugar, respectively) by the two yeast strains was further carried out 

in a 500-ml air-locked flask at 30 ºC, 100 rev/min with the initial yeast cell concentration of 

2×107 cells/ml. The results showed that the rates of sugar consumption and ethanol 

production of SC90 were higher than those of TISTR5048 at all conditions. Therefore, SC90 

was selected for the ethanol production from the juice containing 15 ºBrix of TSS in a 2-litre 

stirred tank bioreactor. Three sterilization methods were tested as follows: (1) autoclave at 

110ºC 40 min, (2) no sterilization and (3) penicillin addition at 0.05 g/l. The results showed 

that the juice sterilized by method (1) gave the highest ethanol production efficiencies in 

terms of ethanol concentration (P, 60.87 ± 4.58 g/l), productivity (Qp, 1.27 ± 0.10 g/l.h) and 

yield (Yp/s, 0.49 ± 0.00), while the ethanol production efficiencies of using the juices sterilized 

by other two methods were decreased about 14 to 17 % compared to those of method (1). 

When the ethanol production from the sterile juice was scaled up in a 50-litre stirred tank 

bioreactor, P, Qp and Yp/s were similar to those in the 2-litre stirred tank bioreactor.                    

คําสําคัญ: ไบโอเอทานอล การขยายขนาด ขาวฟางหวาน Saccharomyces cerevisiae 

Keywords: bioethanol, scale up, sweet sorghum, Saccharomyces cerevisiae 

1. บทนํา 
เอทานอลเปนพลังงานทางเลือกชนิดหนึ่งซึ่ง

สามารถผลิตไดจากชีวมวล (biomass) โดย
กระบวนการหมักของยีสตหรือแบคทีเรีย  ใน
ประเทศไทยวัตถุดิบหลักท่ีนํามาใชผลิตเอทานอล
คือ กากน้ําตาล และมันสําปะหลัง  จากแผนพัฒนา
พลังงานทดแทน 15 ป (ป พ.ศ. 2551-2565) ของ
ประเทศไทยคือ ต้ังเปาในการเพิ่มผลผลิตเอทา
นอลเปน 3, 6.2 และ 9 ลานลิตรตอวัน ในป พ.ศ. 
2554, 2559 และ 2565 ตามลําดับ (1) ดังนั้นจึงมี
ความเปนไปไดสูงท่ีกากน้ําตาลและมันสําปะหลัง
จะมีไมเพียงพอท่ีจะนํามาใชในการผลิตเอทานอล 

ขาวฟางหวาน (Sorghum bicolor L. 

Moench) เปนธัญพืชชนิดหนึ่งท่ีมีการศึกษาและ
พัฒนาเพื่อนํามาใชเปนวัตถุดิบเสริมในการผลิตเอ
ทานอล (2, 3) เนื่องจากมีขอไดเปรียบคือ เปนพืชท่ี
มีความทนทานตอสภาพแหงแลงไดดี มีชวงการ
เจริญเติบโตและการเก็บเกี่ยวสั้นประมาณ 100 ถึง 

140 วัน (4) และคุณภาพของน้ําค้ันจากลําตนขาว
ฟางหวานมีคาใกล เ คียงกับน้ํ า ค้ันจากออยคือ
ประกอบดวย น้ําตาลซูโครส กลูโคส และฟรุค
โตสเปนหลัก นอกจากนี้ยังมีธาตุอาหารอื่นๆ ท่ี
สําคัญอีกมากมาย (3) จึงทําใหสามารถใชเปน
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลไดเปนอยางดี  
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กระบวนการหมักเอทานอลของยีสตเกิดข้ึน
ไดเนื่องจาก ยีสตสามารถเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคส
เปนเอทานอลและคารบอนไดออกไซดในสภาวะ
ท่ีไมมีออกซิเจน โดยผานวิถีไกลโคไลซีส โดยทาง
ทฤษฎีน้ําตาลกลูโคสสามารถเปลี่ยนเปนเอทานอล
ได 51 เปอรเซ็นต (กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคสที่
ถูกใช) และไดแกสคารบอนไดออกไซดอีก 49 
เปอรเซ็นต (กรัมคารบอนไดออกไซดตอกรัม
กลูโคสที่ถูกใช) โดยความสามารถในการผลิตเอ
ทานอลของยีสตข้ึนอยูกับสารอาหารและสภาวะ
แวดลอมท่ีเหมาะสม นอกจากนี้การใชสายพันธุ
ยีสตท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอทานอลเปน
อีกปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญในการเพิ่มประสิทธิภาพการ
ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล  โ ด ย ใ น ป ร ะ เ ท ศ ไ ท ย 
Saccharomyces cerevisiae SC90 และ TISTR5048 
เปนสายพันธุยีสตท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดสูง
เมื่อใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบ งานวิจัยนี้จึงเลือก
ยีสต 2 สายพันธุนี้มาทดลองหมักเอทานอลจากน้ํา
ค้ันลําตนขาวฟางหวาน โดยท่ัวไปการศึกษาการ
ผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานใน
ระดับหองปฏิบัติการจะมีการฆาเชื้อวัตถุดิบโดยใช
หมอนึ่งแรงดันไอน้ํา (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 110 

หรือ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว ซึ่งเปนวิธีท่ีสิ้นเปลืองพลังงานคอนขาง
สูงในการฆาเชื้อ หากจะนําไปใชในการผลิตเอทา
นอลในระดับอุตสาหกรรมจึงไมเหมาะสม การลด
พลังงานในการฆาเชื้อโดยวิธีอื่นจึงเปนทางเลือก
ในการฆาเชื้อและปองกันการเจริญของจุลินทรียท่ี
ปนเปอนในวัตถุดิบ 

วัตถุประสงคของการทดลองนี้ คือ  เพื่ อ
คัดเลือกสายพันธุยีสตท่ีใหประสิทธิภาพการผลิต
เอทานอลสูงจากการใชน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน
เปนวัตถุดิบ และหาวิธีการเตรียมนํ้าค้ันลําตนขาว
ฟางหวานที่เหมาะสมเพื่อใชในการผลิตเอทานอล
ในระดับขยายขนาด 

2. วิธีการวิจัย 
2.1 จุลินทรียและการเตรียมกลาเชื้อ  

S. cerevisiae SC90 (ไดรับความอนุเคราะห
จากองคการสุรา กรมสรรพสามิต อ. บางคลา จ. 
ฉะเชิงเทรา)  และ S. cerevisiae TISTR5048 (ซื้อ
จากสถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ประเทศไทย) ท่ีเจริญบน yeast extract malt 

extract (YM) agar slant นํามาเลี้ยงในอาหาร
เหลว YM ท่ีประกอบดวยยีสตเอ็กแทร็กซ 3 กรัม
ตอลิตร มอลทเอ็กแทร็กซ 3 กรัมตอลิตร เปปโตน 
5 กรัมตอลิตร และกลูโคส 10 กรัมตอลิตร โดย
เลี้ยงบนเครื่องบมแบบเขยา (G10 Gyrotory, 

New Brunswick Scientific Edison, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเพิ่ม
จํานวนกลาเชื้อโดยถายยีสตดังกลาวลงในอาหาร
เดิมปริมาตร 350 มิลลิลิตร โดยใหไดจํานวนยีสต
เริ่มตนประมาณ 1×106 เซลลตอมิลลิลิตร เลี้ยงใน
สภาวะเดิมเปนเวลา 18 ช่ัวโมง เพื่อนําไปใชเปน
กลาเชื้อเริ่มตนในการผลิตเอทานอลตอไป 

2.2 การเตรียมน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานเพ่ือใชใน
การหมัก 

เก็บเกี่ยวขาวฟางหวานสายพันธุ KKU40 

อายุประมาณ 100-120 วัน จากนั้นค้ันน้ําหวาน
ออกจากลํ าตนโดยใช เครื่ องหีบ  วัดปริมาณ
ของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (TSS) ในน้ําค้ันท่ีได 
จากนั้นแบงเปน 2 สวน สวนท่ี 1 นําไปบรรจุและ
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -17 องศาเซลเซียส จนกวาจะใช 
และน้ําค้ันอีกสวนหนึ่งนําไปเคี่ยวท่ีอุณหภูมิไม
เกิน 100 องศาเซลเซียส โดยเคี่ยวใหไดคา TSS 
ประมาณ 75 องศาบริกซ จากนั้นนําไปเก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลองที่
ใชน้ําค้ันท่ีมีปริมาณ TSS 18 และ 24 องศาบริกซ 
โดยเจือจางน้ําค้ันเขมขนท่ีไดใหมีปริมาณ TSS 

ตามที่ตองการ 

การเตรียมน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานปลอด
เชื้อ ทําโดยฆาเชื้อน้ําค้ันโดยใชหมอนึ่งแรงดันไอ
น้ํา (UM-65 L VA, United Mechanical, 

ประเทศไทย) ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 15 หรือ 40 นาที เมื่อฆาเชื้อน้ําค้ันในฟลาสก
ท่ีปองกันอากาศเขาหรือฟลาสกแอรลอค (air-lock 

flask) ขนาด 500มิลลิลิตร หรือในถังหมักขนาด 2 
ลิตร ตามลําดับ  
2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1 การหาอัตราการเจริญจําเพาะของยีสตใน
อาหาร YM และในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน  

เติมกลาเชื้อยีสตในขอท่ี 2.1 ลงในอาหาร 
YM ท่ีมีกลูโคส 100 กรัมตอลิตร และในน้ําค้ันลํา
ตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อท่ีมีปริมาณ TSS 15 

องศาบริกซ ปริมาตร 350 มิลลิลิตรโดยใหมี
จํานวนยีสตเริ่มตนประมาณ 1×106 เซลลตอ
มิลลิลิตร เลี้ยงยีสตในสภาวะดังขอท่ี 2.1 เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 3 ช่ัวโมง เพื่อนับ
จํานวนเซลลยีสตท่ีมีชีวิต จากนั้นคํานวณอัตราการ
เจริญจําเพาะของยีสต 2 สายพันธุ ในอาหารทั้ง 2 
ชนิด 

2.3.2 การผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟาง
หวานที่มีความเขมขนของน้ําตาลตางๆ 

เตรียมน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อ 
(350 มิลลิลิตร) ท่ีมีปริมาณ TSS 15, 18 และ 24 
องศาบริกซ โดยเตรียมในฟลาสกแอรลอคขนาด 
500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกลาเชื้อโดยใชยีสตท้ัง 2 
สายพันธุท่ีเตรียมไดจากขอ 2.3.1 (เลือกใชอาหาร
ท่ีใหอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด) โดยเติมกลาเชื้อ
ใหมีความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตนในน้ําหมัก
ประมาณ 2×107 เซลลตอมิลลิลิตร เก็บตัวอยางน้ํา
หมักท่ีเวลาตางๆ เพื่อวิเคราะหองคประกอบที่
สําคัญในระหวางการหมัก จากนั้นคํานวณและ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของ
ยีสต 2 สายพันธุ ท่ีสภาวะตางๆ 

2.3.3 การผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟาง
หวานที่ฆาเชื้อโดยวิธีตางๆ 

แปรผันวิธีการฆาเชื้อท่ีปนเปอนในน้ําค้ันลํา
ตนขาวฟางหวาน 3 วิธี ดังนี้ วิธีท่ี 1: การใชหมอ
นึ่งแรงดันไอน้ําท่ี 110 องศาเซลเซียส 40 นาที (ชุด
ควบคุม) วิธีท่ี 2: ไมมีการฆาเชื้อ และวิธีท่ี 3: การ

เติมเพนนิซินลิน (penicillin) 0.05 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  (5) โดยใชน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่มี
ปริมาณ TSS 15 องศาบริกซ จากนั้นเติมกลาเชื้อ
ยีสตโดยใชสายพันธุท่ีใหประสิทธิภาพการผลิตเอ
ทานอลสูงสุดจากการทดลองที่ 2.3.2 โดยหมักใน
ถังหมักขนาด 2 ลิตร (Biostat B2 S/N 4507, 

ประเทศเยอรมนี) ปริมาตรน้ําหมัก 1.5 ลิตร อัตรา
การกวน  100  รอบตอนาที  อุณหภูมิ  30 องศา
เซลเซียส เก็บตัวอยางน้ําหมักท่ีเวลาตางๆ เพื่อ
วิเคราะหองคประกอบที่สําคัญในระหวางการหมัก 

2.3.4 การศึกษาการขยายขนาดการหมักเอทานอล 

ศึกษาการผลิตเอทานอลในระดับขยายขนาด 
โดยใชสภาวะการฆาเชื้อท่ีใหประสิทธิภาพการ
ผลิตเอทานอลสูงสุดจากการทดลองที่ 2.3.3 โดย
หมักในถังหมักขนาด 50 ลิตร ปริมาตรน้ําหมัก 35 
ลิตร อัตราการกวน 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางน้ําหมักท่ีเวลาตางๆ 
เพื่อวิเคราะหองคประกอบท่ีสําคัญในระหวางการ
หมัก 

2.3.5 การวิ เคราะหองคประกอบที่สํ าคัญใน
ระหวางการหมักและการหาประสิทธิภาพการผลิต
เอทานอล 

วิเคราะหปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด
หรือ TSS โดยใช Hand-held refractometer 

(Atago, ประเทศญี่ปุน) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด
โดยวิธีฟนอลซัลฟูริก (6) ปริมาณเอทานอล โดย 
Gas chromatography (2) พีเอชวัดโดยเครื่องพี
เอชมิเตอร ปริมาณเซลลยีสตท่ีมีชีวิตในน้ําหมัก 
โดยยอมเซลลยีสตดวยเมทิลลีนบลู และนับจํานวน
เซลลโดยใช Heamacytometer (7) และจํานวน
แบคที เรี ย ท้ังหมด  และแบคที เรี ยผลิตกรดที่
ปนเปอนในน้ําหมัก โดยวิธี Total viable plate 

count บนอาหาร nutrient agar และ MRS agar 

ตามลําดับ (8) 

คํานวณความเขมขน (concentration, P) 

ผลได (yield, Yp/s ) และอัตราผลผลิต 
(productivity, Qp) ของเอทานอล (2) โดย 
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Yp/s =   P / (S0 - St ) และ Qp =    P / t 

เมื่อ S0 และ St คือ ความเขมขนของน้ําตาลท่ี
เวลา 0 และเวลา t ช่ัวโมง ตามลําดับ และ t คือ 
เวลาของการหมักท่ีไดเอทานอลสูงสุด  

3. ผลการวิจัยและอภิปราย                                       

3.1 อัตราการเจริญจําเพาะของยีสตในอาหาร YM 
และในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน 

รูปท่ี 1 แสดงการเจริญของยีสต SC90 และ 
TISTR5048 ในอาหาร YM (กลูโคส 100  กรัมตอ
ลิตร) และในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน (TSS 15 
องศาบริกซ) ซึ่งพบวาจํานวนเซลลยีสตท้ัง 2 สาย
พันธุ ในอาหารทั้ง 2 ชนิด เพิ่มข้ึนเรื่อยๆ และคงที่
ท่ี 18 ช่ัวโมง และตารางที่ 1 เปรียบเทียบอัตราการ
เจริญจําเพาะสูงสุด (µmax) ของยีสต 2 สายพันธุ 
โดยพบวา µmax ของยีสตท้ังสองสายพันธุในอาหาร
ท้ังสองชนิดมีคาไมแตกตางกัน ผลการทดลองที่ได

ยังแสดงใหเห็นวายีสตสามารถใชน้ําตาลจากทั้ง
สองแหลงไดดีในอัตราท่ีไมแตกตางกัน ดังนั้นใน
การทดลองตอไปจึงเตรียมกลาเชื้อยีสตในน้ําค้ันลํา
ตนขาวฟางหวาน (TSS 15 องศาบริกซ) แทนการ
ใชอาหาร YM 

3.2 ผลของความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนตอการ
ผลิตเอทานอล 

ปริมาณ TSS ของน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน
ท่ีหีบไดในการทดลองนี้มีคา 15 องศาบริกซ ซึ่งมี
คาต่ํากวาปกติ (ปกติมีคา TSS ประมาณ 18 องศา 
บริกซ) เนื่องจากมีฝนตกกอนเก็บเกี่ยว ในการ
ทดลองนี้จึงใชน้ํ า ค้ันลําตนขาวฟางหวานที่มี
ปริมาณ TSS 15, 18 และ 24 องศาบริกซ ซึ่งคิด
เปนปริมาณน้ําตาลท้ังหมด 130, 162 และ 225 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

รูปท่ี 2 แสดงการเปรียบเทียบการใชน้ําตาล  
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รูปท่ี 1. การเจริญของ S. cerevisiae SC90 (●) และ TISTR5048 (○) ในอาหาร YM ที่มีกลูโคส 100 กรัมตอลิตร (A) 
และในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานที่มีปริมาณ TSS 15 องศาบริกซ (B)  

ตารางที่ 1. อัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (µmax) ของยีสตสายพันธุ SC90 และ TISTR5048 ในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน (TSS 

15 องศาบริกซ) และในอาหาร YM (กลูโคส 100 กรัมตอลิตร)  
µmax (ตอชั่วโมง) สายพันธุยีสต 

น้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน อาหาร YM 

SC90 0.37 ± 0.00 0.36 ± 0.00 
TISTR5048 0.36 ± 0.00 0.36 ± 0.00 
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การผลิตเอทานอล จํานวนเซลลยีสต และพีเอช 
ของการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานที่มีปริมาณ TSS ตางๆ โดยยีสต SC90 และ 

TISTR5048 ซึ่งพบวา อัตราการใชน้ําตาล และ
อัตราการผลิตเอทานอล ของยีสต SC90 มีคาสูง
กวายีสต TISTR5048 ท่ีทุกๆ ความเขมขนของ
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รูปท่ี 2. ความเขมขนน้ําตาลทั้งหมด จํานวนเซลลยีสตที่มีชีวิต เอทานอล และพีเอช ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําคั้น
ลําตนขาวฟางหวานที่มีปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 15 (A) 18 (B) และ 24 (C) องศาบริกซ โดย S. cerevisiae 

SC90 (สัญลักษณทึบ) และ S. cerevisiae TISTR5048 (สัญลักษณโปรง) (น้ําตาล = ●, ○; จํานวนเซลลยีสตที่มีชีวิต = 

, ; เอทานอล = ▲,  และพีเอช = ■, □) 
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น้ําตาลเมื่อเปรียบเทียบการทดลองในสภาวะ
เดียวกัน ในขณะที่เมื่อพิจารณาจํานวนเซลลยีสตท่ี
มีชีวิตท้ังหมดของยีสต 2 สายพันธุ พบวายีสตมี
จํานวนเพิ่มข้ึนมากใน 12 ช่ัวโมงแรก จากนั้นอัตรา
การเจริญของยีสตลดลงโดยเพิ่มจํานวนขึ้นอยาง
ชาๆ จนถึงชั่วโมงที่ 30 หลังจากนั้นปริมาณเซลล
ยีสตคอนขางคงที่จนสิ้นสุดการหมัก  โดยการ
เปลี่ยนแปลงนี้คลายคลึงกันท่ีทุกสภาวะการ
ทดลอง แสดงใหเห็นวาปริมาณน้ําตาลในน้ําค้ันลํา
ตนขาวฟางหวานในชวง 130  ถึง 225 กรัมตอลิตร 
ไมมีผลตอการเจริญของยีสตท้ัง 2 สายพันธุ สวน
การเปลี่ยนแปลงของ pH มีคาไมแตกตางกันท่ีทุก
สภาวะการทดลอง 

ตารางที่ 2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต
เอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่มีคา TSS 

ตางๆ โดยยีสต SC90 และ TISTR5048 พบวาคา P 

มีคาเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณน้ําตาลในน้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวานมีคาสูงข้ึน (ในชวง 130 ถึง 225 กรัมตอ
ลิตร) การผลิตเอทานอลโดยยีสต SC90 ใหคา P 

และ Qp สูงกวาเมื่อใชยีสต TISTR5048 ในทุก
สภาวะการทดลอง สวนคา Yp/s ของยีสตท้ัง 2 สาย
พันธุ เมื่อใชน้ําค้ันท่ีมี TSS เริ่มตน 15 องศาบริกซ 
มีคาไมแตกตางกัน  (อยูในชวง  0.49 ถึง  0.50) 
ในขณะที่เมื่อปริมาณ TSS เริ่มตนในน้ําค้ันเพิ่มข้ึน

เปน  18 และ  24 องศาบริกซ  คา  Yp/s ของยีสต 
TISTR5048 มีคาลดลงเหลือเพียง 0.45 สวน Yp/s  
ของยีสต SC90 ท่ีความเขมขน TSS ตางๆ มีคา
ใกลเคียงกัน ผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาใน
สภาวะที่มีน้ําตาลสูงข้ึน TISTR5048 มีการสราง
ผลพลอยได (byproducts) เพิ่มข้ึน  ดังนั้นจึง
เลือกใชยีสต SC90 ในการทดลองตอไป 

3.3 การผลิตเอทานอลแบบกะจากน้ําคั้นลําตนขาว
ฟางหวานที่ฆาเชื้อโดยวิธีตางๆ 

การทดลองนี้ทําเพื่อจะนําไปประยุกตใชใน
การผลิตเอทานอลระดับอุตสาหกรรม โดยการฆา
เชื้อดวยการใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ําท่ี 110 องศา
เซลเซียส 40 นาที จะใชเปนชุดควบคุม เนื่องจาก
เปนวิธีท่ีใชในหองปฏิบัติการทั่วไป รูปท่ี 3 แสดง
การเปลี่ยนแปลงองคประกอบตางๆ ของน้ําหมัก
ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวานที่ปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) ในถังหมัก
ขนาด 2 ลิตร โดยยีสต SC90 ผลการทดลองพบวา 
ปริมาณ TSS และปริมาณน้ําตาลท้ังหมดมีคาลดลง 
และเริ่มคงที่ ท่ี 48 ช่ัวโมง โดยมีน้ําตาลทั้งหมด
เหลือประมาณ 4 กรัมตอลิตร สําหรับจํานวนเซลล
ยีสตท่ีมีชีวิตท้ังหมดมีคาเพิ่มข้ึนและมีคาสูงสุดท่ี 
32 ช่ัวโมง จากนั้นมีคาลดลงเล็กนอย พีเอชเริ่มตน
มีคาประมาณ 5.0 และลดลงจนถึงท่ี 24 ช่ัวโมง พี

ตารางที่ 2. ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานที่มีปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (TSS) ตางๆ 
โดย S. cerevisiae SC90 และ TISTR5048 

P* Yp/s Qp t 
TSS 

(องศาบริกซ) 
สายพันธุยีสต 

(กรัมตอลิตร) (กรัมตอกรัม) 
(กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง) 
(ชั่วโมง) 

SC90 59.00 ± 0.02 0.50 ± 0.01 1.48 ± 0.00 40 
15 

TISTR5048 55.35 ± 0.92 0.49 ± 0.02 1.38 ± 0.02 40 

SC90 75.83 ± 0.21 0.48 ± 0.00 1.58 ± 0.00 48 
18 

TISTR5048 62.23 ± 0.31 0.45 ± 0.00 1.30 ± 0.01 48 

SC90 94.67 ± 0.28 0.48 ± 0.01 1.97 ± 0.01 48 
24 

TISTR5048 80.67 ± 0.57 0.45 ± 0.00 1.68 ± 0.01 48 

* P = ความเขมขนเอทานอล, Yp/s = ผลได, QP = อัตราผลผลิตเอทานอล และ t = เวลา 
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เอชมีคา 4.3 การท่ีพีเอชมีคาลดลงเนื่องจากยีสต
ผลิตแกสคารบอนไดออกไซดในระหวางการหมัก 
และคารบอนไดออกไซดสามารถละลายในน้ํา
หมักกลายเปนกรดคารบอนนิก (9) หลังจาก
ช่ัวโมงที่ 24 พีเอชมีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอย สวนเอทา
นอลมีคาเพิ่มข้ึนและเริ่มคงที่ท่ี 48 ช่ัวโมง โดยมี
คาประมาณ 61 กรัมตอลิตร 

สําหรับการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตน
ขาวฟางหวานที่ไมผานการฆาเชื้อ และฆาเชื้อโดย
การเติมเพนนิซิลิน  พบวามีแนวโนมของการ
เปลี่ยนแปลงขององคประกอบที่สําคัญตางๆ คลาย
กับในชุดควบคุม โดยการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ
น้ําตาลท้ังหมด และเอทานอลในน้ําหมักท่ีผานการ
ฆาเชื้อดวยวิธีตางๆ แสดงดังรูปท่ี 4A และการ
เปลี่ยนแปลงจํานวนเซลลยีสตท่ีมีชีวิต และพีเอช 
แสดงดังรูปท่ี 4B ซึ่งพบวา ระยะเวลาการหมักท่ีให
เอทานอลสูงสุดของทุกสภาวะคือ 48 ช่ัวโมง การ
ใชน้ําค้ันท่ีไมมีการฆาเชื้อ และการเติมเพนนิซิลิน 
ใหความเขมขนเอทานอลไมแตกตางกัน โดยมีคา
ตํ่ากวาเอทานอลของชุดควบคุม ในขณะที่ปริมาณ
น้ําตาลท่ีใช จํานวนเซลลยีสตท่ีมีชีวิต และพีเอชมี
คาใกลเคียงกัน ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา
นาจะมีแบคที เรียปนเปอนในน้ําหมัก  และใช

น้ําตาลในการเจริญและสรางผลิตภัณฑอื่น 

เมื่อตรวจวัดจํานวนแบคทีเรียปนเปอนในน้ํา
หมักในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตน
ขาวฟางหวานที่ไมผานการฆาเชื้อ และใชการฆา
เชื้อโดยการเติมเพนนิซิลิน พบวาจํานวนแบคทีเรีย
เริ่มตนท้ังหมดในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่ไม
ผานการฆาเช้ือมีคาประมาณ log 4.0 ซีเอฟยูตอ
มิลลิลิตร (รูปท่ี 5A) และสูงกวาจํานวนแบคทีเรีย
ในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่ เติมเพนนิซิลิน 
ประมาณ 1 log scale โดยจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด
มีคาเปลี่ยนแปลงเล็กนอยตลอดการทดลอง การ
ตรวจพบแบคทีเรียในน้ําหมักท่ีเตรียมไดจาก 2 วิธี
ดังกลาว  แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสามารถใช
น้ําตาลได สงผลใหความเขมขนของเอทานอลที่ 
SC90 ผลิตไดโดย 2 วิธีนี้ตํ่ากวาวิธีการเตรียมน้ํา
หมักโดยการฆาเช้ือแบบปลอดเชื้อ  ในขณะที่
จํานวนแบคทีเรียผลิตกรดในน้ําหมักท่ีตรวจพบใน
อาหาร MRS agar พบวาน้ําหมักท่ีไมผานการฆา
เชื้อ และการเติมเพนนิซิลินมีจํานวนแบคทีเรียผลิต
กรดในตอนเริ่มตนใกลเคียงกัน ประมาณ log 3 ซี
เอฟยูตอมิลลิลิตร หลังจากนั้นจํานวนแบคทีเรีย
ผลิตกรดที่ปนเปอนมีคาลดลงเรื่อยๆ จนสิ้นสุดการ
หมัก (รูปท่ี 5B) การท่ีจํานวนแบคทีเรียผลิตกรดใน
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รูปท่ี 3. การเปลี่ยนแปลงองคประกอบตางๆ ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานที่ผานการฆาเชื้อดวย
การใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ําที่อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซียส 40 นาที โดย S. cervisiae SC90 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร (ชุด
ควบคุม) (▼ = ของแข็งที่ละลายไดทัง้หมด, ● = น้ําตาลทั้งหมด,  = จํานวนเซลลยีสต, ■ = พีเอช และ ▲ = เอทานอล) 
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น้ําหมักมีคาลดลงอาจเนื่องจากในระหวางการ
หมักเอทานอลมีปริมาณเอทานอลเพิ่มสูงข้ึนเรื่อยๆ 
ซึ่งแบคที เรียสวนใหญทนตอเอทานอลความ
เขมขนสูงมากไมได (7)  

ตารางที่ 3 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมัก
เอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่ฆาเช้ือ
ดวยวิธีตางๆ เนื่องจากความเขมขนเอทานอลและ
องคประกอบตางๆ ในน้ําหมักในทุกๆ สภาวะเริ่ม
ค ง ที่ ท่ี  48 ช่ั ว โ ม ง  ดั ง นั้ น จึ ง เ ป รี ย บ เ ที ย บ

ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลที่ 48 ช่ัวโมงของ
การหมัก โดยพบวาชุดควบคุมหรือการใชน้ําหมัก
ปลอดเชื้อในการผลิตเอทานอลใหคา P, Yp/s และ 
Qp สูงสุด คือมีคา 60.87 กรัมตอลิตร 0.49 กรัมเอ
ทานอลตอกรัมน้ําตาลที่ใช และ 1.27 กรัมตอลิตร
ตอช่ัวโมง ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อใชน้ําหมักท่ีฆา
เชื้ออีก 2 วิธี พบวาใหคาประสิทธิภาพการผลิตเอ
ทานอลต่ํ ากวาชุดควบคุมประมาณ  14 ถึง  17 
เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาคาผลไดของการผลิตเอทา
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รูปท่ี 4. ความเขมขนน้ําตาล เอทานอล (A) จํานวนเซลลยสีตที่มีชีวิต และพีเอช (B) ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําคั้นลํา
ตนขาวฟางหวานทีฆ่าเชื้อดวยวิธีตางๆ (ความเขมขนน้ําตาล และจํานวนเซลลยีสตที่มีชีวิต: ชุดควบคุม = ●, ไมผานการฆาเชื้อ 

= ▲ และเติมเพนนิซิลิน = ■) (การผลิตเอทานอล และพีเอช: ชุดควบคุม = ○, ไมผานการฆาเชื้อ =  และเติมเพนนิซิลิน = 
□) 
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รูปท่ี 5. จํานวนแบคทีเรียทั้งหมด (A) และจํานวนแบคทีเรียผลิตกรด (B) ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําคั้นลาํตนขาวฟาง
หวานที่ไมผานการฆาเชื้อ (●) และการฆาเชื้อโดยการเติมเพนนิซิลิน (▲) 
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นอลหรือ Yp/s พบวาวิธีการฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่ง
แรงดันไอน้ําใหผลไดสูงกวาอีก 2 ชุดการทดลอง 
ซึ่งอาจเปนเพราะมีการปนเปอนของแบคทีเรียดัง
ไดกลาวไปแลว ดังนั้นจึงเลือกใชน้ําหมักปลอด
เชื้อในการทดลองผลิตเอทานอลในระดับขยาย
ขนาดตอไป 

3.4 การหมักเอทานอลแบบกะในระดับขยายขนาด 
จากการทดลองที่ 3.3 น้ําค้ันลําตนขาวฟาง

หวานที่ฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ําท่ี 110 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 40 นาที ใหประสิทธิภาพการผลิตเอทา
นอลสูงสุด อยางไรก็ตามในการฆาเชื้อในถังหมัก
ขนาด 50 ลิตร ท่ีมีในหองปฏิบัติการ มีขอจํากัดคือ
สามารถใชอุณหภูมิสูงสุดในการฆาเชื้อไดเพียง 90 
องศาเซลเซียส และไมสามารถควบคุมความดันได 
ดังนั้นการหมักในถังหมักขนาด 50 ลิตร จึงฆาเชื้อ
น้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่อุณหภูมิ 90 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยเมื่อตรวจวัดจุลิน 
ทรียท่ีปนเปอนในน้ําค้ันหลังฆาเชื้อ (กอนการหมัก
เอทานอล )  พบวาไมพบแบคที เรี ยปนเป อน 

เนื่องจากเวลาในการใหความรอน (heating time) 
ในการฆาเชื้อน้ําหมัก และเวลาในการทําใหน้ํา
หมักเย็นลง (cooling time) ในระบบถังหมัก
ขนาด 50 ลิตร ใชเวลานานกวาในระบบการฆาเชื้อ
ในถังหมักขนาด 2 ลิตรท่ีใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ํา 
ดังนั้นจึงใชเวลาในการฆาเชื้อ (holding time) น้ํา
หมักในถังหมัก 50 ลิตรเพียง 30 นาที เพราะการใช

เวลาฆาเช้ือนานเกินไปจะทําใหสูญเสียสารอาหาร
ท่ีจําเปนตอจุลินทรียเพิ่มข้ึน  

การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลท้ังหมด เอ
ทานอล จํานวนเซลลยีสต และพีเอช ของน้ําหมัก
ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวานในถังหมักขนาด 50 ลิตร แสดงดังรูปท่ี 6 
ผลการทดลองพบวาแนวโนมการเปลี่ยนแปลงคา
ตางๆ คลายกับเมื่อหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตน
ขาวฟางหวานปลอดเชื้อในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
จํานวนเซลลยีสตเริ่มตนในทั้ง 2 สภาวะมีคาไม
แตกตางกัน หลังจากนั้นเซลลยีสตในถังหมักขนาด 
2 ลิตรมีค าสู งกว า ในถั งหมักขนาด  50 ลิตร 
เล็กนอย อยางไรก็ตาม อัตราการใชน้ําตาลและการ
ผลิตเอทานอลในระหวางการหมักในถังหมักท้ัง 2 
ขนาดมีคาใกลเคียงกัน เมื่อคํานวณคา P, Yp/s และ 
Qp ของการหมักในถังหมักขนาด 50 ลิตร พบวา มี
คาใกลเคียงกับเมื่อหมักในถังหมักขนาด 2 ลิตร คือ
มีคาเปน 58.87 ± 0.22 กรัมตอลิตร 0.47 ± 0.001 
กรัมตอกรัม  และ  1.23 ± 0.00 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง ตามลําดับ ผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็น
วาขนาดของถังหมัก 50 ลิตร ท่ีใชในการทดลองนี้ 
ใหประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลใกลเคียงกับถัง
หมักขนาด 2 ลิตร 

4. สรุป 

น้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานสามารถนํามาใช
ผลิตเอทานอลไดดีโดยไมตองเติมสารอาหารเสริม 

S. cerevisiae SC90 เหมาะสมตอการนํามาใชผลิต

ตารางที่ 3. ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานที่ฆาเชื้อโดยวิธีตางๆ โดย S. cerevisiae SC90 ที่
เวลาการหมัก 48 ชั่วโมง 

P * Yp/s Qp

วิธีการฆาเชื้อ 
(กรัมตอลิตร) (กรัมตอกรัม) 

(กรัมตอลิตรตอ
ชั่วโมง) 

หมอนึ่งแรงดันไอน้ํา 110 องศาเซลเซียส 40 นาท ี 60.87 ± 4.58 0.49 ± 0.00 1.27 ± 0.10 

ไมมีการฆาเชื้อ 52.03 ± 0.16 0.43 ± 0.02 1.08 ± 0.00 

เติมเพนนิซิลิน 0.05 กรัมตอลิตร 52.13 ± 4.33 0.43 ± 0.01 1.09 ± 0.09 

* P = ความเขมขนเอทานอล, Yp/s = ผลได และ QP = อัตราผลผลิตเอทานอล 
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เอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานมากกวา 
S. cerevisiae TISTR5048 ความเขมขนของน้ําตาล
เริ่มตนในน้ํ า ค้ันลําตนขาวฟางหวานมีผลตอ
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลในแงของความ
เขมขนและอัตราผลผลิต ซึ่งในการทดลองนี้ TSS 
ท่ีเหมาะสมคือ 24 องศาบริกซ การใชน้ําค้ันลําตน
ขาวฟางหวานที่ปลอดเชื้อใหประสิทธิภาพการ
ผลิตเอทานอลสูงสุด และประสิทธิภาพการผลิตเอ
ทานอลในถังหมักขนาด 2 และ 50 ลิตร มีคาไม
แตกตางกัน ผลการทดลองที่ไดสามารถนําไป
ประยุกต และใชเปนแนวทางในการผลิตเอทานอล
จ า กน้ํ า ค้ั น ลํ า ต น ข า ว ฟ า ง ห ว าน ใน ร ะ ดั บ
อุตสาหกรรมตอไป     
5. กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนจาก  สํานัก
พัฒนาเชื้อเพลิงชีวภาพ กรมพัฒนาพลังงาน
ทดแทนและอนุรักษพลังงาน (พพ.) กระทรวง
พลังงาน และศูนยวิจัยและบริการดานพลังงาน 
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กรมสรรพสามิต อ. บางคลา จ.ฉะเชิงเทรา ท่ีให
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รูปท่ี 6. ความเขมขนน้ําตาล (●,○) เอทานอล (▲, ) จํานวนเซลลยีสตที่มีชีวิต ( , ) และพีเอช (■,□) ในระหวางการ
หมักเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อในถังหมักขนาด 2 ลิตร (สัญลักษณทึบ) และ 50 ลิตร (สัญลักษณ
โปรง) 
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