
919KKU  Res. J. 2011;  16(8)

 

 
 

KKU Res J. 2011; 16(8): 919-930 
http://resjournal.kku.ac.th 

การคัดเลือกสายพันธุยีสตและการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล
จากน้ําคั้นลาํตนขาวฟางหวานในระดับขยายขนาด 
Selection of Yeast Strain and Optimum Conditions for 
Scale-up Ethanol Production from Sweet Sorghum 
Juice 
ลักขณา เหลาไพบูลย 1*, กุลเชษฐ เพียรทอง2, วรวุฒิ ศรีด1ี, ประสิทธิ์ ใจศิล3, มัลลิกา บุญมี1 และ  
พัฒนา  เหลาไพบูลย1  
Lakkana Laopaiboon1*, Kulachate Pianthong2, Worawut Sridee1, Prasit Jaisil3, Mallika Boonmee1 and 

Pattana Laopaiboon1  
 

1ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยขอนแกน  
2ภาควิชาวิศวกรรมเครื่องกล คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธาน ี
3ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
*Corresponding author: lakcha@kku.ac.th 

Received February 10, 2011 
Accepted September 12, 2011 

บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาว

ฟางหวาน พรอมศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะภายใตสภาวะที่มีและไมมีการฆาเชื้อเพื่อประยุกตใชในการ
ผลิตระดับอุตสาหกรรม เมื่อเลี้ยง Saccharomyces cerevisiae SC90 และ S. cerevisiae TISTR5048 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อยีสตเอ็กแทร็กซมอลทเอ็กแทร็กซ (YM) และในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อที่มีปริมาณ
ของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (TSS) 15 องศาบริกซ พบวาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (µmax) ของยีสตสองสาย
พันธุในอาหารทั้ง 2 ชนิด มีคาไมแตกตางกัน เมื่อหมักเอทานอลจากน้ําคั้นปลอดเชื้อที่มีปริมาณ TSS 15, 18 

และ 24 องศาบริกซ (คิดเปนน้ําตาลทั้งหมด 130, 162 และ 225 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยยีสตทั้ง 2 สายพันธุ 
หมักในฟลาสกปองกันอากาศเขาขนาด 500 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 100 รอบตอ
นาที ใชความเขมขนยีสตเริ่มตน 2×107 เซลลตอมิลลิลิตร ผลการทดลองพบวา ยีสต SC90 มีอัตราการใชนํ้าตาล 
และอัตราการผลิตเอทานอลสูงกวายีสต TISTR5048 ในทุกสภาวะการทดลอง ดังนั้นจึงเลือกใชยีสต SC90 ใน
การหมักเอทานอลจากน้ําคั้นที่มีปริมาณ TSS 15 องศาบริกซ ในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดยแปรผันวิธีการฆาเชื้อ
ที่ปนเปอนในน้ําคั้น 3 วิธี คือ (1) ใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ําที่ 110 องศาเซลเซียส 40 นาที (2) ไมฆาเชื้อ และ (3) 
เติมเพนนิซิลิน 0.05 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวาน้ําคั้นที่ฆาเชื้อโดยวิธีที่ (1) ใหประสิทธิภาพการผลิตเอทา
นอลสูงสุดในแงของความเขมขน (P, 60.87 ± 4.58 กรัมตอลิตร) อัตราผลผลิต (Qp, 1.27 ± 0.10 กรัมตอลิตร
ตอช่ัวโมง) และผลไดเอทานอล (Yp/s, 0.49 ± 0.00) ในขณะที่เมื่อใชนํ้าคั้นที่เตรียมอีก 2 วิธี ประสิทธิภาพการ
ผลิตเอทานอลลดลง 14 ถึง 17 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับวิธีที่ (1) เมื่อขยายขนาดการหมักเอทานอลจากน้ําคั้น
ปลอดเชื้อในถังหมักขนาด 50 ลิตร พบวา P, Qp และ Yp/s มีคาใกลเคียงกับเมื่อหมักในถังหมักขนาด 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 ขาวฟางหวาน Saccharomyces cerevisiae 

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

1. บทนํา 
เอทานอลเปนพลังงานทางเลือกชนิดหนึ่งซึ่ง

สามารถผลิตไดจากชีวมวล (biomass) โดย
กระบวนการหมักของยีสตหรือแบคทีเรีย  ใน
ประเทศไทยวัตถุดิบหลักท่ีนํามาใชผลิตเอทานอล
คือ กากน้ําตาล และมันสําปะหลัง  จากแผนพัฒนา
พลังงานทดแทน 15 ป (ป พ.ศ. 2551-2565) ของ
ประเทศไทยคือ ต้ังเปาในการเพิ่มผลผลิตเอทา
นอลเปน 3, 6.2 และ 9 ลานลิตรตอวัน ในป พ.ศ. 
2554, 2559 และ 2565 ตามลําดับ (1) ดังนั้นจึงมี
ความเปนไปไดสูงท่ีกากน้ําตาลและมันสําปะหลัง
จะมีไมเพียงพอท่ีจะนํามาใชในการผลิตเอทานอล 

ขาวฟางหวาน (Sorghum bicolor L. 

Moench) เปนธัญพืชชนิดหนึ่งท่ีมีการศึกษาและ
พัฒนาเพื่อนํามาใชเปนวัตถุดิบเสริมในการผลิตเอ
ทานอล (2, 3) เนื่องจากมีขอไดเปรียบคือ เปนพืชท่ี
มีความทนทานตอสภาพแหงแลงไดดี มีชวงการ
เจริญเติบโตและการเก็บเกี่ยวสั้นประมาณ 100 ถึง 

140 วัน (4) และคุณภาพของน้ําค้ันจากลําตนขาว
ฟางหวานมีคาใกล เ คียงกับน้ํ า ค้ันจากออยคือ
ประกอบดวย น้ําตาลซูโครส กลูโคส และฟรุค
โตสเปนหลัก นอกจากนี้ยังมีธาตุอาหารอื่นๆ ท่ี
สําคัญอีกมากมาย (3) จึงทําใหสามารถใชเปน
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลไดเปนอยางดี  
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กระบวนการหมักเอทานอลของยีสตเกิดข้ึน
ไดเนื่องจาก ยีสตสามารถเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคส
เปนเอทานอลและคารบอนไดออกไซดในสภาวะ
ท่ีไมมีออกซิเจน โดยผานวิถีไกลโคไลซีส โดยทาง
ทฤษฎีน้ําตาลกลูโคสสามารถเปลี่ยนเปนเอทานอล
ได 51 เปอรเซ็นต (กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคสที่
ถูกใช) และไดแกสคารบอนไดออกไซดอีก 49 
เปอรเซ็นต (กรัมคารบอนไดออกไซดตอกรัม
กลูโคสที่ถูกใช) โดยความสามารถในการผลิตเอ
ทานอลของยีสตข้ึนอยูกับสารอาหารและสภาวะ
แวดลอมท่ีเหมาะสม นอกจากนี้การใชสายพันธุ
ยีสตท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอทานอลเปน
อีกปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญในการเพิ่มประสิทธิภาพการ
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 
เปนสายพันธุยีสตท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดสูง
เมื่อใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบ งานวิจัยนี้จึงเลือก
ยีสต 2 สายพันธุนี้มาทดลองหมักเอทานอลจากน้ํา
ค้ันลําตนขาวฟางหวาน โดยท่ัวไปการศึกษาการ
ผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานใน
ระดับหองปฏิบัติการจะมีการฆาเชื้อวัตถุดิบโดยใช
หมอนึ่งแรงดันไอน้ํา (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 110 

หรือ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว ซึ่งเปนวิธีท่ีสิ้นเปลืองพลังงานคอนขาง
สูงในการฆาเชื้อ หากจะนําไปใชในการผลิตเอทา
นอลในระดับอุตสาหกรรมจึงไมเหมาะสม การลด
พลังงานในการฆาเชื้อโดยวิธีอื่นจึงเปนทางเลือก
ในการฆาเชื้อและปองกันการเจริญของจุลินทรียท่ี
ปนเปอนในวัตถุดิบ 

วัตถุประสงคของการทดลองนี้ คือ  เพื่ อ
คัดเลือกสายพันธุยีสตท่ีใหประสิทธิภาพการผลิต
เอทานอลสูงจากการใชน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน
เปนวัตถุดิบ และหาวิธีการเตรียมนํ้าค้ันลําตนขาว
ฟางหวานที่เหมาะสมเพื่อใชในการผลิตเอทานอล
ในระดับขยายขนาด 

2. วิธีการวิจัย 
2.1 จุลินทรียและการเตรียมกลาเชื้อ  

S. cerevisiae SC90 (ไดรับความอนุเคราะห
จากองคการสุรา กรมสรรพสามิต อ. บางคลา จ. 
ฉะเชิงเทรา)  และ S. cerevisiae TISTR5048 (ซื้อ
จากสถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ประเทศไทย) ท่ีเจริญบน yeast extract malt 

extract (YM) agar slant นํามาเลี้ยงในอาหาร
เหลว YM ท่ีประกอบดวยยีสตเอ็กแทร็กซ 3 กรัม
ตอลิตร มอลทเอ็กแทร็กซ 3 กรัมตอลิตร เปปโตน 
5 กรัมตอลิตร และกลูโคส 10 กรัมตอลิตร โดย
เลี้ยงบนเครื่องบมแบบเขยา (G10 Gyrotory, 

New Brunswick Scientific Edison, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเพิ่ม
จํานวนกลาเชื้อโดยถายยีสตดังกลาวลงในอาหาร
เดิมปริมาตร 350 มิลลิลิตร โดยใหไดจํานวนยีสต
เริ่มตนประมาณ 1×106 เซลลตอมิลลิลิตร เลี้ยงใน
สภาวะเดิมเปนเวลา 18 ช่ัวโมง เพื่อนําไปใชเปน
กลาเชื้อเริ่มตนในการผลิตเอทานอลตอไป 

2.2 การเตรียมน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานเพ่ือใชใน
การหมัก 

เก็บเกี่ยวขาวฟางหวานสายพันธุ KKU40 

อายุประมาณ 100-120 วัน จากนั้นค้ันน้ําหวาน
ออกจากลํ าตนโดยใช เครื่ องหีบ  วัดปริมาณ
ของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (TSS) ในน้ําค้ันท่ีได 
จากนั้นแบงเปน 2 สวน สวนท่ี 1 นําไปบรรจุและ
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -17 องศาเซลเซียส จนกวาจะใช 
และน้ําค้ันอีกสวนหนึ่งนําไปเคี่ยวท่ีอุณหภูมิไม
เกิน 100 องศาเซลเซียส โดยเคี่ยวใหไดคา TSS 
ประมาณ 75 องศาบริกซ จากนั้นนําไปเก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลองที่
ใชน้ําค้ันท่ีมีปริมาณ TSS 18 และ 24 องศาบริกซ 
โดยเจือจางน้ําค้ันเขมขนท่ีไดใหมีปริมาณ TSS 

ตามที่ตองการ 

การเตรียมน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานปลอด
เชื้อ ทําโดยฆาเชื้อน้ําค้ันโดยใชหมอนึ่งแรงดันไอ
น้ํา (UM-65 L VA, United Mechanical, 

ประเทศไทย) ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปน



922 KKU  Res. J. 2011;  16(8) 

 

เวลา 15 หรือ 40 นาที เมื่อฆาเชื้อน้ําค้ันในฟลาสก
ท่ีปองกันอากาศเขาหรือฟลาสกแอรลอค (air-lock 

flask) ขนาด 500มิลลิลิตร หรือในถังหมักขนาด 2 
ลิตร ตามลําดับ  
2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1 การหาอัตราการเจริญจําเพาะของยีสตใน
อาหาร YM และในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน  

เติมกลาเชื้อยีสตในขอท่ี 2.1 ลงในอาหาร 
YM ท่ีมีกลูโคส 100 กรัมตอลิตร และในน้ําค้ันลํา
ตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อท่ีมีปริมาณ TSS 15 

องศาบริกซ ปริมาตร 350 มิลลิลิตรโดยใหมี
จํานวนยีสตเริ่มตนประมาณ 1×106 เซลลตอ
มิลลิลิตร เลี้ยงยีสตในสภาวะดังขอท่ี 2.1 เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 3 ช่ัวโมง เพื่อนับ
จํานวนเซลลยีสตท่ีมีชีวิต จากนั้นคํานวณอัตราการ
เจริญจําเพาะของยีสต 2 สายพันธุ ในอาหารทั้ง 2 
ชนิด 

2.3.2 การผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟาง
หวานที่มีความเขมขนของน้ําตาลตางๆ 

เตรียมน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อ 
(350 มิลลิลิตร) ท่ีมีปริมาณ TSS 15, 18 และ 24 
องศาบริกซ โดยเตรียมในฟลาสกแอรลอคขนาด 
500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกลาเชื้อโดยใชยีสตท้ัง 2 
สายพันธุท่ีเตรียมไดจากขอ 2.3.1 (เลือกใชอาหาร
ท่ีใหอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด) โดยเติมกลาเชื้อ
ใหมีความเขมขนของเซลลยีสตเริ่มตนในน้ําหมัก
ประมาณ 2×107 เซลลตอมิลลิลิตร เก็บตัวอยางน้ํา
หมักท่ีเวลาตางๆ เพื่อวิเคราะหองคประกอบที่
สําคัญในระหวางการหมัก จากนั้นคํานวณและ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของ
ยีสต 2 สายพันธุ ท่ีสภาวะตางๆ 

2.3.3 การผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟาง
หวานที่ฆาเชื้อโดยวิธีตางๆ 

แปรผันวิธีการฆาเชื้อท่ีปนเปอนในน้ําค้ันลํา
ตนขาวฟางหวาน 3 วิธี ดังนี้ วิธีท่ี 1: การใชหมอ
นึ่งแรงดันไอน้ําท่ี 110 องศาเซลเซียส 40 นาที (ชุด
ควบคุม) วิธีท่ี 2: ไมมีการฆาเชื้อ และวิธีท่ี 3: การ

เติมเพนนิซินลิน (penicillin) 0.05 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  (5) โดยใชน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่มี
ปริมาณ TSS 15 องศาบริกซ จากนั้นเติมกลาเชื้อ
ยีสตโดยใชสายพันธุท่ีใหประสิทธิภาพการผลิตเอ
ทานอลสูงสุดจากการทดลองที่ 2.3.2 โดยหมักใน
ถังหมักขนาด 2 ลิตร (Biostat B2 S/N 4507, 

ประเทศเยอรมนี) ปริมาตรน้ําหมัก 1.5 ลิตร อัตรา
การกวน  100  รอบตอนาที  อุณหภูมิ  30 องศา
เซลเซียส เก็บตัวอยางน้ําหมักท่ีเวลาตางๆ เพื่อ
วิเคราะหองคประกอบที่สําคัญในระหวางการหมัก 

2.3.4 การศึกษาการขยายขนาดการหมักเอทานอล 

ศึกษาการผลิตเอทานอลในระดับขยายขนาด 
โดยใชสภาวะการฆาเชื้อท่ีใหประสิทธิภาพการ
ผลิตเอทานอลสูงสุดจากการทดลองที่ 2.3.3 โดย
หมักในถังหมักขนาด 50 ลิตร ปริมาตรน้ําหมัก 35 
ลิตร อัตราการกวน 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางน้ําหมักท่ีเวลาตางๆ 
เพื่อวิเคราะหองคประกอบท่ีสําคัญในระหวางการ
หมัก 

2.3.5 การวิ เคราะหองคประกอบที่สํ าคัญใน
ระหวางการหมักและการหาประสิทธิภาพการผลิต
เอทานอล 

วิเคราะหปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด
หรือ TSS โดยใช Hand-held refractometer 

(Atago, ประเทศญี่ปุน) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด
โดยวิธีฟนอลซัลฟูริก (6) ปริมาณเอทานอล โดย 
Gas chromatography (2) พีเอชวัดโดยเครื่องพี
เอชมิเตอร ปริมาณเซลลยีสตท่ีมีชีวิตในน้ําหมัก 
โดยยอมเซลลยีสตดวยเมทิลลีนบลู และนับจํานวน
เซลลโดยใช Heamacytometer (7) และจํานวน
แบคที เรี ย ท้ังหมด  และแบคที เรี ยผลิตกรดที่
ปนเปอนในน้ําหมัก โดยวิธี Total viable plate 

count บนอาหาร nutrient agar และ MRS agar 

ตามลําดับ (8) 

คํานวณความเขมขน (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 ความเขมขนของน้ําตาลท่ี
เวลา 0 และเวลา t ช่ัวโมง ตามลําดับ และ t คือ 
เวลาของการหมักท่ีไดเอทานอลสูงสุด  

3. ผลการวิจัยและอภิปราย                                       

3.1 อัตราการเจริญจําเพาะของยีสตในอาหาร YM 
และในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน 

รูปท่ี 1 แสดงการเจริญของยีสต SC90 และ 
TISTR5048 ในอาหาร YM (กลูโคส 100  กรัมตอ
ลิตร) และในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน (TSS 15 
องศาบริกซ) ซึ่งพบวาจํานวนเซลลยีสตท้ัง 2 สาย
พันธุ ในอาหารทั้ง 2 ชนิด เพิ่มข้ึนเรื่อยๆ และคงที่
ท่ี 18 ช่ัวโมง และตารางที่ 1 เปรียบเทียบอัตราการ
เจริญจําเพาะสูงสุด (µmax) ของยีสต 2 สายพันธุ 
โดยพบวา µmax ของยีสตท้ังสองสายพันธุในอาหาร
ท้ังสองชนิดมีคาไมแตกตางกัน ผลการทดลองที่ได

ยังแสดงใหเห็นวายีสตสามารถใชน้ําตาลจากทั้ง
สองแหลงไดดีในอัตราท่ีไมแตกตางกัน ดังนั้นใน
การทดลองตอไปจึงเตรียมกลาเชื้อยีสตในน้ําค้ันลํา
ตนขาวฟางหวาน (TSS 15 องศาบริกซ) แทนการ
ใชอาหาร YM 

3.2 ผลของความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนตอการ
ผลิตเอทานอล 

ปริมาณ TSS ของน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน
ท่ีหีบไดในการทดลองนี้มีคา 15 องศาบริกซ ซึ่งมี
คาต่ํากวาปกติ (ปกติมีคา TSS ประมาณ 18 องศา 
บริกซ) เนื่องจากมีฝนตกกอนเก็บเกี่ยว ในการ
ทดลองนี้จึงใชน้ํ า ค้ันลําตนขาวฟางหวานที่มี
ปริมาณ TSS 15, 18 และ 24 องศาบริกซ ซึ่งคิด
เปนปริมาณน้ําตาลท้ังหมด 130, 162 และ 225 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

รูปท่ี 2 แสดงการเปรียบเทียบการใชน้ําตาล  
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รูปท่ี 1. การเจริญของ S. cerevisiae SC90 (●) และ TISTR5048 (○) ในอาหาร YM ที่มีกลูโคส 100 กรัมตอลิตร (A) 
และในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานที่มีปริมาณ TSS 15 องศาบริกซ (B)  

ตารางที่ 1. อัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (µmax) ของยีสตสายพันธุ SC90 และ TISTR5048 ในน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน (TSS 

15 องศาบริกซ) และในอาหาร YM (กลูโคส 100 กรัมตอลิตร)  
µmax (ตอชั่วโมง) สายพันธุยีสต 

น้ําคั้นลําตนขาวฟางหวาน 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 จํานวนเซลลยีสต และพีเอช 
ของการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานที่มีปริมาณ TSS ตางๆ โดยยีสต SC90 และ 

TISTR5048 ซึ่งพบวา อัตราการใชน้ําตาล และ
อัตราการผลิตเอทานอล ของยีสต SC90 มีคาสูง
กวายีสต TISTR5048 ท่ีทุกๆ ความเขมขนของ
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รูปท่ี 2. ความเขมขนน้ําตาลทั้งหมด จํานวนเซลลยีสตที่มีชีวิต เอทานอล และพีเอช ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําคั้น
ลําตนขาวฟางหวานที่มีปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 15 (A) 18 (B) และ 24 (C) องศาบริกซ โดย S. cerevisiae 

SC90 (สัญลักษณทึบ) และ S. cerevisiae TISTR5048 (สัญลักษณโปรง) (น้ําตาล = ●, ○; จํานวนเซลลยีสตที่มีชีวิต = 

, ; เอทานอล = ▲,  และพีเอช = ■, □) 
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น้ําตาลเมื่อเปรียบเทียบการทดลองในสภาวะ
เดียวกัน ในขณะที่เมื่อพิจารณาจํานวนเซลลยีสตท่ี
มีชีวิตท้ังหมดของยีสต 2 สายพันธุ พบวายีสตมี
จํานวนเพิ่มข้ึนมากใน 12 ช่ัวโมงแรก จากนั้นอัตรา
การเจริญของยีสตลดลงโดยเพิ่มจํานวนขึ้นอยาง
ชาๆ จนถึงชั่วโมงที่ 30 หลังจากนั้นปริมาณเซลล
ยีสตคอนขางคงที่จนสิ้นสุดการหมัก  โดยการ
เปลี่ยนแปลงนี้คลายคลึงกันท่ีทุกสภาวะการ
ทดลอง แสดงใหเห็นวาปริมาณน้ําตาลในน้ําค้ันลํา
ตนขาวฟางหวานในชวง 130  ถึง 225 กรัมตอลิตร 
ไมมีผลตอการเจริญของยีสตท้ัง 2 สายพันธุ สวน
การเปลี่ยนแปลงของ pH มีคาไมแตกตางกันท่ีทุก
สภาวะการทดลอง 

ตารางที่ 2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต
เอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่มีคา TSS 

ตางๆ โดยยีสต SC90 และ TISTR5048 พบวาคา P 

มีคาเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณน้ําตาลในน้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวานมีคาสูงข้ึน (ในชวง 130 ถึง 225 กรัมตอ
ลิตร) การผลิตเอทานอลโดยยีสต SC90 ใหคา P 

และ Qp สูงกวาเมื่อใชยีสต TISTR5048 ในทุก
สภาวะการทดลอง สวนคา Yp/s ของยีสตท้ัง 2 สาย
พันธุ เมื่อใชน้ําค้ันท่ีมี TSS เริ่มตน 15 องศาบริกซ 
มีคาไมแตกตางกัน  (อยูในชวง  0.49 ถึง  0.50) 
ในขณะที่เมื่อปริมาณ TSS เริ่มตนในน้ําค้ันเพิ่มข้ึน

เปน  18 และ  24 องศาบริกซ  คา  Yp/s ของยีสต 
TISTR5048 มีคาลดลงเหลือเพียง 0.45 สวน Yp/s  
ของยีสต SC90 ท่ีความเขมขน TSS ตางๆ มีคา
ใกลเคียงกัน ผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาใน
สภาวะที่มีน้ําตาลสูงข้ึน TISTR5048 มีการสราง
ผลพลอยได (byproducts) เพิ่มข้ึน  ดังนั้นจึง
เลือกใชยีสต SC90 ในการทดลองตอไป 

3.3 การผลิตเอทานอลแบบกะจากน้ําคั้นลําตนขาว
ฟางหวานที่ฆาเชื้อโดยวิธีตางๆ 

การทดลองนี้ทําเพื่อจะนําไปประยุกตใชใน
การผลิตเอทานอลระดับอุตสาหกรรม โดยการฆา
เชื้อดวยการใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ําท่ี 110 องศา
เซลเซียส 40 นาที จะใชเปนชุดควบคุม เนื่องจาก
เปนวิธีท่ีใชในหองปฏิบัติการทั่วไป รูปท่ี 3 แสดง
การเปลี่ยนแปลงองคประกอบตางๆ ของน้ําหมัก
ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวานที่ปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) ในถังหมัก
ขนาด 2 ลิตร โดยยีสต SC90 ผลการทดลองพบวา 
ปริมาณ TSS และปริมาณน้ําตาลท้ังหมดมีคาลดลง 
และเริ่มคงที่ ท่ี 48 ช่ัวโมง โดยมีน้ําตาลทั้งหมด
เหลือประมาณ 4 กรัมตอลิตร สําหรับจํานวนเซลล
ยีสตท่ีมีชีวิตท้ังหมดมีคาเพิ่มข้ึนและมีคาสูงสุดท่ี 
32 ช่ัวโมง จากนั้นมีคาลดลงเล็กนอย พีเอชเริ่มตน
มีคาประมาณ 5.0 และลดลงจนถึงท่ี 24 ช่ัวโมง พี

ตารางที่ 2. ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานที่มีปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (TSS) ตางๆ 
โดย S. cerevisiae SC90 และ TISTR5048 

P* Yp/s Qp t 
TSS 

(องศาบริกซ) 
สายพันธุยีสต 

(กรัมตอลิตร) (กรัมตอกรัม) 
(กรัมตอลิตรตอ

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 = ความเขมขนเอทานอล, Yp/s = ผลได, QP = อัตราผลผลิตเอทานอล และ t = เวลา 
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เอชมีคา 4.3 การท่ีพีเอชมีคาลดลงเนื่องจากยีสต
ผลิตแกสคารบอนไดออกไซดในระหวางการหมัก 
และคารบอนไดออกไซดสามารถละลายในน้ํา
หมักกลายเปนกรดคารบอนนิก (9) หลังจาก
ช่ัวโมงที่ 24 พีเอชมีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอย สวนเอทา
นอลมีคาเพิ่มข้ึนและเริ่มคงที่ท่ี 48 ช่ัวโมง โดยมี
คาประมาณ 61 กรัมตอลิตร 

สําหรับการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตน
ขาวฟางหวานที่ไมผานการฆาเชื้อ และฆาเชื้อโดย
การเติมเพนนิซิลิน  พบวามีแนวโนมของการ
เปลี่ยนแปลงขององคประกอบที่สําคัญตางๆ คลาย
กับในชุดควบคุม โดยการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ
น้ําตาลท้ังหมด และเอทานอลในน้ําหมักท่ีผานการ
ฆาเชื้อดวยวิธีตางๆ แสดงดังรูปท่ี 4A และการ
เปลี่ยนแปลงจํานวนเซลลยีสตท่ีมีชีวิต และพีเอช 
แสดงดังรูปท่ี 4B ซึ่งพบวา ระยะเวลาการหมักท่ีให
เอทานอลสูงสุดของทุกสภาวะคือ 48 ช่ัวโมง การ
ใชน้ําค้ันท่ีไมมีการฆาเชื้อ และการเติมเพนนิซิลิน 
ใหความเขมขนเอทานอลไมแตกตางกัน โดยมีคา
ตํ่ากวาเอทานอลของชุดควบคุม ในขณะที่ปริมาณ
น้ําตาลท่ีใช จํานวนเซลลยีสตท่ีมีชีวิต และพีเอชมี
คาใกลเคียงกัน ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา
นาจะมีแบคที เรียปนเปอนในน้ําหมัก  และใช

น้ําตาลในการเจริญและสรางผลิตภัณฑอื่น 

เมื่อตรวจวัดจํานวนแบคทีเรียปนเปอนในน้ํา
หมักในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตน
ขาวฟางหวานที่ไมผานการฆาเชื้อ และใชการฆา
เชื้อโดยการเติมเพนนิซิลิน พบวาจํานวนแบคทีเรีย
เริ่มตนท้ังหมดในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่ไม
ผานการฆาเช้ือมีคาประมาณ log 4.0 ซีเอฟยูตอ
มิลลิลิตร (รูปท่ี 5A) และสูงกวาจํานวนแบคทีเรีย
ในน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่ เติมเพนนิซิลิน 
ประมาณ 1 log scale โดยจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด
มีคาเปลี่ยนแปลงเล็กนอยตลอดการทดลอง การ
ตรวจพบแบคทีเรียในน้ําหมักท่ีเตรียมไดจาก 2 วิธี
ดังกลาว  แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสามารถใช
น้ําตาลได สงผลใหความเขมขนของเอทานอลที่ 
SC90 ผลิตไดโดย 2 วิธีนี้ตํ่ากวาวิธีการเตรียมน้ํา
หมักโดยการฆาเช้ือแบบปลอดเชื้อ  ในขณะที่
จํานวนแบคทีเรียผลิตกรดในน้ําหมักท่ีตรวจพบใน
อาหาร MRS agar พบวาน้ําหมักท่ีไมผานการฆา
เชื้อ และการเติมเพนนิซิลินมีจํานวนแบคทีเรียผลิต
กรดในตอนเริ่มตนใกลเคียงกัน ประมาณ log 3 ซี
เอฟยูตอมิลลิลิตร หลังจากนั้นจํานวนแบคทีเรีย
ผลิตกรดที่ปนเปอนมีคาลดลงเรื่อยๆ จนสิ้นสุดการ
หมัก (รูปท่ี 5B) การท่ีจํานวนแบคทีเรียผลิตกรดใน
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รูปท่ี 3. การเปลี่ยนแปลงองคประกอบตางๆ ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานที่ผานการฆาเชื้อดวย
การใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ําที่อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซียส 40 นาที โดย S. cervisiae SC90 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร (ชุด
ควบคุม) (▼ = ของแข็งที่ละลายไดทัง้หมด, ● = น้ําตาลทั้งหมด,  = จํานวนเซลลยีสต, ■ = พีเอช และ ▲ = เอทานอล) 
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น้ําหมักมีคาลดลงอาจเนื่องจากในระหวางการ
หมักเอทานอลมีปริมาณเอทานอลเพิ่มสูงข้ึนเรื่อยๆ 
ซึ่งแบคที เรียสวนใหญทนตอเอทานอลความ
เขมขนสูงมากไมได (7)  

ตารางที่ 3 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมัก
เอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่ฆาเช้ือ
ดวยวิธีตางๆ เนื่องจากความเขมขนเอทานอลและ
องคประกอบตางๆ 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 โดยพบวาชุดควบคุมหรือการใชน้ําหมัก
ปลอดเชื้อในการผลิตเอทานอลใหคา P, Yp/s และ 
Qp สูงสุด คือมีคา 60.87 กรัมตอลิตร 0.49 กรัมเอ
ทานอลตอกรัมน้ําตาลที่ใช และ 1.27 กรัมตอลิตร
ตอช่ัวโมง ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อใชน้ําหมักท่ีฆา
เชื้ออีก 2 วิธี พบวาใหคาประสิทธิภาพการผลิตเอ
ทานอลต่ํ ากวาชุดควบคุมประมาณ  14 ถึง  17 
เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาคาผลไดของการผลิตเอทา
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รูปท่ี 4. ความเขมขนน้ําตาล เอทานอล (A) จํานวนเซลลยสีตที่มีชีวิต และพีเอช (B) ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําคั้นลํา
ตนขาวฟางหวานทีฆ่าเชื้อดวยวิธีตางๆ (ความเขมขนน้ําตาล และจํานวนเซลลยีสตที่มีชีวิต: ชุดควบคุม = ●, ไมผานการฆาเชื้อ 

= ▲ และเติมเพนนิซิลิน = ■) (การผลิตเอทานอล และพีเอช: ชุดควบคุม = ○, ไมผานการฆาเชื้อ =  และเติมเพนนิซิลิน = 
□) 
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รูปท่ี 5. จํานวนแบคทีเรียทั้งหมด (A) และจํานวนแบคทีเรียผลิตกรด (B) ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําคั้นลาํตนขาวฟาง
หวานที่ไมผานการฆาเชื้อ (●) และการฆาเชื้อโดยการเติมเพนนิซิลิน (▲) 
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นอลหรือ Yp/s พบวาวิธีการฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่ง
แรงดันไอน้ําใหผลไดสูงกวาอีก 2 ชุดการทดลอง 
ซึ่งอาจเปนเพราะมีการปนเปอนของแบคทีเรียดัง
ไดกลาวไปแลว ดังนั้นจึงเลือกใชน้ําหมักปลอด
เชื้อในการทดลองผลิตเอทานอลในระดับขยาย
ขนาดตอไป 

3.4 การหมักเอทานอลแบบกะในระดับขยายขนาด 
จากการทดลองที่ 3.3 น้ําค้ันลําตนขาวฟาง

หวานที่ฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ําท่ี 110 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 40 นาที ใหประสิทธิภาพการผลิตเอทา
นอลสูงสุด อยางไรก็ตามในการฆาเชื้อในถังหมัก
ขนาด 50 ลิตร ท่ีมีในหองปฏิบัติการ มีขอจํากัดคือ
สามารถใชอุณหภูมิสูงสุดในการฆาเชื้อไดเพียง 90 
องศาเซลเซียส และไมสามารถควบคุมความดันได 
ดังนั้นการหมักในถังหมักขนาด 50 ลิตร จึงฆาเชื้อ
น้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานที่อุณหภูมิ 90 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยเมื่อตรวจวัดจุลิน 
ทรียท่ีปนเปอนในน้ําค้ันหลังฆาเชื้อ (กอนการหมัก
เอทานอล )  พบวาไมพบแบคที เรี ยปนเป อน 

เนื่องจากเวลาในการใหความรอน (heating time) 
ในการฆาเชื้อน้ําหมัก และเวลาในการทําใหน้ํา
หมักเย็นลง (cooling time) ในระบบถังหมัก
ขนาด 50 ลิตร ใชเวลานานกวาในระบบการฆาเชื้อ
ในถังหมักขนาด 2 ลิตรท่ีใชหมอนึ่งแรงดันไอน้ํา 
ดังนั้นจึงใชเวลาในการฆาเชื้อ (holding time) น้ํา
หมักในถังหมัก 50 ลิตรเพียง 30 นาที เพราะการใช

เวลาฆาเช้ือนานเกินไปจะทําใหสูญเสียสารอาหาร
ท่ีจําเปนตอจุลินทรียเพิ่มข้ึน  

การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลท้ังหมด เอ
ทานอล จํานวนเซลลยีสต และพีเอช ของน้ําหมัก
ในระหวางการหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาว
ฟางหวานในถังหมักขนาด 50 ลิตร แสดงดังรูปท่ี 6 
ผลการทดลองพบวาแนวโนมการเปลี่ยนแปลงคา
ตางๆ คลายกับเมื่อหมักเอทานอลจากน้ําค้ันลําตน
ขาวฟางหวานปลอดเชื้อในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
จํานวนเซลลยีสตเริ่มตนในทั้ง 2 สภาวะมีคาไม
แตกตางกัน หลังจากนั้นเซลลยีสตในถังหมักขนาด 
2 ลิตรมีค าสู งกว า ในถั งหมักขนาด  50 ลิตร 
เล็กนอย อยางไรก็ตาม อัตราการใชน้ําตาลและการ
ผลิตเอทานอลในระหวางการหมักในถังหมักท้ัง 2 
ขนาดมีคาใกลเคียงกัน เมื่อคํานวณคา P, Yp/s และ 
Qp ของการหมักในถังหมักขนาด 50 ลิตร พบวา มี
คาใกลเคียงกับเมื่อหมักในถังหมักขนาด 2 ลิตร คือ
มีคาเปน 58.87 ± 0.22 กรัมตอลิตร 0.47 ± 0.001 
กรัมตอกรัม  และ  1.23 ± 0.00 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง ตามลําดับ ผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็น
วาขนาดของถังหมัก 50 ลิตร ท่ีใชในการทดลองนี้ 
ใหประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลใกลเคียงกับถัง
หมักขนาด 2 ลิตร 

4. สรุป 

น้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานสามารถนํามาใช
ผลิตเอทานอลไดดีโดยไมตองเติมสารอาหารเสริม 

S. cerevisiae SC90 เหมาะสมตอการนํามาใชผลิต

ตารางที่ 3. ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานที่ฆาเชื้อโดยวิธีตางๆ โดย S. cerevisiae SC90 ที่
เวลาการหมัก 48 ชั่วโมง 

P * Yp/s Qp

วิธีการฆาเชื้อ 
(กรัมตอลิตร) (กรัมตอกรัม) 

(กรัมตอลิตรตอ
ชั่วโมง) 

หมอนึ่งแรงดันไอน้ํา 110 องศาเซลเซียส 40 นาท ี 60.87 ± 4.58 0.49 ± 0.00 1.27 ± 0.10 

ไมมีการฆาเชื้อ 52.03 ± 0.16 0.43 ± 0.02 1.08 ± 0.00 

เติมเพนนิซิลิน 0.05 กรัมตอลิตร 52.13 ± 4.33 0.43 ± 0.01 1.09 ± 0.09 

* P = ความเขมขนเอทานอล, Yp/s = ผลได และ QP = อัตราผลผลิตเอทานอล 
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เอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานมากกวา 
S. cerevisiae TISTR5048 ความเขมขนของน้ําตาล
เริ่มตนในน้ํ า ค้ันลําตนขาวฟางหวานมีผลตอ
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลในแงของความ
เขมขนและอัตราผลผลิต ซึ่งในการทดลองนี้ TSS 
ท่ีเหมาะสมคือ 24 องศาบริกซ การใชน้ําค้ันลําตน
ขาวฟางหวานที่ปลอดเชื้อใหประสิทธิภาพการ
ผลิตเอทานอลสูงสุด และประสิทธิภาพการผลิตเอ
ทานอลในถังหมักขนาด 2 และ 50 ลิตร มีคาไม
แตกตางกัน ผลการทดลองที่ไดสามารถนําไป
ประยุกต และใชเปนแนวทางในการผลิตเอทานอล
จ า กน้ํ า ค้ั น ลํ า ต น ข า ว ฟ า ง ห ว าน ใน ร ะ ดั บ
อุตสาหกรรมตอไป     
5. กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนจาก  สํานัก
พัฒนาเชื้อเพลิงชีวภาพ กรมพัฒนาพลังงาน
ทดแทนและอนุรักษพลังงาน (พพ.) กระทรวง
พลังงาน และศูนยวิจัยและบริการดานพลังงาน 
มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ขอขอบคุณองคการสุรา 
กรมสรรพสามิต อ. บางคลา จ.ฉะเชิงเทรา ท่ีให
ความอนุเคราะหยีสต S. cerevisiae SC90 และ

ขอขอบคุณศูนยวิ จั ยการหมัก เพื่ อ เพิ่ มมูลค า
ผ ลิ ต ภั ณ ฑ ท า ง ก า ร เ ก ษ ต ร  (FerVAAP) 

มหาวิทยาลัยขอนแกน ท่ีใหความอนุเคราะหวัสดุ
และอุปกรณบางอยางที่ใชในงานวิจัยนี้ 
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รูปท่ี 6. ความเขมขนน้ําตาล (●,○) เอทานอล (▲, ) จํานวนเซลลยีสตที่มีชีวิต ( , ) และพีเอช (■,□) ในระหวางการ
หมักเอทานอลจากน้ําคั้นลําตนขาวฟางหวานปลอดเชื้อในถังหมักขนาด 2 ลิตร (สัญลักษณทึบ) และ 50 ลิตร (สัญลักษณ
โปรง) 
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