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บทคัดยอ 

น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรเปนสองในสามแหลงน้ําทิง้ที่
สําคัญของน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม เมื่อวิเคราะหลักษณะน้ําทิ้งทั้งสองแหลง พบวา มีคาตาง ๆ 
ตามลําดับดังนี้ มีพีเอช 5.1 และ 4.3 ซีโอดี 80,000 และ 95,000 มิลลิกรัมตอลิตร ของแข็งทั้งหมด 
47,696 และ 64,600 มิลลิกรัมตอลิตร ของแข็งแขวนลอย 19,066 และ 27,332 มิลลิกรัมตอลิตร 
น้ํามันและกรีส 1,850 และ 1,090 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมด 8,550 และ 6,860 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ปริมาณฟนอล 1.85 และ 3.54 มิลลิกรัมตอลิตร และแรธาตุตาง ๆ เมื่อใชน้ําทิ้งทั้งสองแหลงนี้ 
(ปรับพีเอชเปน 6.5) ในการเลี้ยงเชื้อ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum PSU-2 ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อเปนแหลงสารอาหารได
ดีกวาน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร โดยใหความเขมขนของเอทานอลสูงสุดเทากับ 0.58 และ 0.35 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ ลดคาซีโอดีได 32.5 และ 28.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อศึกษาผลของแตละ
ปจจัยตอการผลิตเอทานอลของเชื้อ T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ 
พบวา เชื้อเจริญและผลิตเอทานอลไดดีในน้ําทิ้งที่ไมมีการเจือจาง (80 กรัมตอลิตร) และมีคาที่
เหมาะสมดังนี้ ZnSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร, FeSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร, methylene blue (สาร
รีดิวซ) 0.05 มิลลิโมลาร และ NH4NO3 0.6 เปอรเซ็นต ไดความเขมขนของเอทานอลสูงสุดเทากับ  
0.61, 1.25, 1.05, 0.98 และ 1.15 กรัมตอลิตร ตามลําดับ หลังการหมักเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ผลผลิต  
เอทานอล (Yp/s)  เทากับ 0.16, 0.23, 0.20, 0.20 และ 0.22 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลทั้งหมดที่ถูก
ใชไป ตามลําดับ อัตราการผลิตเอทานอล เทากับ 0.025, 0.052, 0.044, 0.041 และ 0.048 กรัมตอลิตร
ตอช่ัวโมง ตามลําดับ การใชสารอาหารของเชื้อทําใหคาซีโอดีลดลง 33.6, 29.0, 30.2, 29.8 และ 28.5 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ
โดยใชวิธีการพื้นผิวผลตอบสนอง (RSM) พบวา มีคาที่เหมาะสม ดังนี้ ความเขมขนของซีโอดี, 
ZnSO4.7H2O และ FeSO4.7H2O เทากับ 65, 0.25 และ 0.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ methylene blue
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เทากับ 1.0 มิลลิโมลาร และ NH4NO3 เทากับ 0.5 เปอรเซ็นต โดยเชื้อผลิตเอทานอลสูงสุด 1.42 กรัม
ตอลิตร จากการที่แบคทีเรียชอบรอนสายพันธุ PSU-2 สามารถใชซูโครสไดดี จึงทดสอบการใช
แหลงซูโครสราคาถูก คือ กากน้ําตาลเปนสารอาหารเพื่อผลิตเอทานอลในอาหารสังเคราะห พบวา 
เชื้อผลิตเอทานอลสูงสุด 4.52 กรัมตอลิตร ที่ความเขมขนของกากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตร รองลงมา 
คือ ที่ความเขมขนของกากน้ําตาล 50, 30 และ 20 กรัมตอลิตร ซ่ึงใหคาเอทานอลสูงสุด 3.68, 3.06 
และ 2.18 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบการเติมกากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตรในน้ําทิ้งจาก
หมอฆาเชื้อที่สภาวะเหมาะสมจากการศึกษาแบบธรรมดา (คาซีโอดี 80 กรัมตอลิตร ZnSO4.7H2O 
0.2 กรัมตอลิตร FeSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร methylene blue 0.05 มิลลิโมลาร NH4NO3 0.6 
เปอรเซ็นต) กับการเติมกากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตรในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่สภาวะที่เหมาะสมจาก
การศึกษาแบบ RSM (คาซีโอดี 65 กรัมตอลิตร ZnSO4.7H2O 0.25 กรัมตอลิตร FeSO4.7H2O 0.25 
กรัมตอลิตร methylene blue 1.0 มิลลิโมลาร NH4NO3 0.5 เปอรเซ็นต) พบวา เชื้อสามารถผลิต        
เอทานอลได 5.47 และ 5.85 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) มีคาเทากับ 0.33 และ 
0.35 กรัมตอกรัมน้ําตาลที่ถูกใชไป ตามลําดับ มีอัตราการผลิตเอทานอล เทากับ 0.152 และ 0.163 
กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ และคาซีโอดีลดลง 45.7 และ 48.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อนํา
แอลกอฮอลที่ไดไปกลั่น พบวา ที่เวลา 5 นาที เอทานอลที่กล่ันไดมีความเขมขนสูงสุดเพิ่มขึ้นเปน 
12.5 กรัมตอลิตร และพบเมทานอล 4.65 กรัมตอลิตร โดยไมพบ    โพรพานอล บิวทานอล และเพน
ทานอล เมื่อนําเอทานอลที่กล่ันไดไปศึกษาคุณสมบัติตาง ๆ พบวา มีคาจุดเดือดที่ 99.16 องศา
เซลเซียส มีความหนาแนน 0.9252 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร ความถวงจําเพาะเทากับ 0.9440 และ
ความหนืด 1.32 เซนติพอยด  
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Abstract 

   Sterilizer condensate and decanter effluent are two out of the three major 
effluent sources of palm oil mill. They had pH 5.1 and 4.3, 80,000 and 95,000 mg/l COD, 47,696 
and 64,600 mg/l total solid with 19,066 and 27,332 mg/l suspended solid, 1,850 and 1,090 mg/l 
oil & grease, 8,550 and 6,860 mg/l total sugar, 1.85 and 3.54 mg/l total phenol with some mineral 
salts, respectively. These two effluent sources (adjusted the initial pH to 6.5) were used for 
cultivation of Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum PSU-2 at 60 oC for 24 h. Sterilizer 
condensate was found to be a better source than decanter effluent with the highest ethanol 
concentrations of 0.58 and 0.35 g/l, respectively and COD removals of 32.5% and 28.0%, 
respectively. Studies on individual parameters on ethanol production from sterilizer condensate 
revealed the optimum values of 80 g/l COD (without dilution), 0.2 g/l ZnSO4.7H2O, 0.2 g/l 
FeSO4.7H2O, 0.05 mM methylene blue (reducing agent) and 0.6% NH4NO3, giving the highest 
ethanol production of 0.61, 1.25, 1.05, 0.98 and 1.15 g/l, respectively. Their yields (Yp/s) were 
0.16, 0.23, 0.20, 0.20 and 0.22 g ethanol/g total sugar utilized, respectively, while the ethanol 
productivities were 0.025, 0.052, 0.044, 0.041 and 0.048 g/l/h, respectively. The COD removals 
were 33.6, 29.0, 30.2, 29.8 and 28.5%, respectively. The effect of interaction of these parameters 
on ethanol production from sterilizer condensate was studied using the response surface 
methodology (RSM). Results revealed that the optimum values of COD, ZnSO4.7H2O, 
FeSO4.7H2O and NH4NO3 were 65, 0.25, 0.25 and 0.5 g/l, respectively, with the optimum 
concentration of methylene blue at 1.0 mM giving the highest ethanol concentration of 1.42 g/l. 
Since the thermophilic bacteria PSU-2 could utilize sucrose very well, therefore, cheap source of 
sucrose as molasses was tested as substrate for ethanol production using synthetic medium.      

    (5) 



 

          

The highest ethanol production of 4.52 g/l was achieved in the presence of 40 g/l molasses 
followed by 50, 30 and 20 g/l molasses with the highest ethanol production of 3.68, 3.06 and 2.18 
g/l, respectively. Comparison on supplementation of 40 g/l molasses in sterilizer condensate 
under the optimum condition from the conventional studies (80 g/l COD, 0.2 g/l ZnSO4.7H2O, 0.2 
g/l FeSO4.7H2O, 0.05 mM methylene blue and 0.6% NH4NO3) with the supplementation of 40 g/l 
molasses in sterilizer condensate under the optimum condition from RSM studies (65 g/l COD , 
0.25 g/l ZnSO4.7H2O, 0.25 g/l FeSO4.7H2O, 1.0 mM methylene blue and 0.5% NH4NO3) revealed 
the highest ethanol production of 5.47 and 5.85 g/l, respectively. Their yields (Yp/s) were 0.33 
and 0.35 g ethanol/g total sugar utilized with the ethanol productivities of 0.152 and 0.163 g/l/h 
and COD removals of 45.7 and 48.3%, respectively. After distillation for 5 min, the ethanol 
concentration increased to 12.5 g/l and 4.65 g/l methanol was detected but no presence of 
propanol, butanol and pentanol. The properties of the distilled ethanol were as following ; boiling 
point at 99.16 oC, density of 0.9252 kg/m3, specific gravity of 0.9440 and viscosity of 1.32 cP.  
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บทที่ 1 

บทนํา 

บทนําตนเรื่อง 

ปจจุบันประเทศไทยไดสนับสนุนการผลิตไบโอดีเซลจากปาลมน้ํามัน ทําใหปาลม
น้ํามันยังทวีความสําคัญทางดานเศรษฐกิจของประเทศ ในป พ.ศ. 2541 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูก
ปาลมทั้งหมดประมาณ 1,800,000 ไร (ธีระ  เอกสมทราเมษฐ และคณะ, 2546) และมีโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม  66  โรง  ในกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐานจะมีน้ําทิ้งออกมามาก สวน
ใหญมาจากขั้นตอนการอบทะลายปาลมในรูปน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ (sterilizer condensate) และน้ํา
ทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (decanter effluent) น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีประมาณ 200 ลิตรตอ 10 ตัน
ทะลายปาลม (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) สวน Hwang และคณะ (1978) รายงานวา
ปริมาณน้ําทิ้งทั้งหมดคิดเปน 60 เปอรเซ็นตของปริมาณทะลายปาลม และน้ําทิ้งจากโรงงานสกัด
น้ํามันปาลมดิบมีปริมาณมาก คิดเปน 0.87 ลูกบาศกเมตรตอตันทะลายปาลมสด น้ําทิ้งมีลักษณะสี
น้ําตาลเขม มีปริมาณสารอินทรียสูง โดยมีคาซีโอดีและบีโอดีเทากับ  58,000 และ 110,000  
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ของแข็งทั้งหมดและของแข็งแขวนลอย เทากับ 70,000  และ 40,000 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ มีน้ํามันในปริมาณ 25,600 มิลลิกรัมตอลิตร (2.5 เปอรเซ็นต) และมี pH 
ต่ํา (4.5) (Pechsuth et  al., 2001) คาตาง ๆ เหลานี้ทําใหน้ําทิ้งของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเปน
แหลงที่จะกอใหเกิดปญหามลภาวะทางน้ําไดงาย ขณะเดียวกันก็สามารถใชเปนแหลงวัตถุดิบที่ดีใน
กระบวนการหมัก (Hipolito et al., 2008) ดังนั้นการนําน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดิบมาผลิต
ผลิตภัณฑที่มีมูลคาเพิ่มดวยกระบวนการหมักจึงเปนเรื่องที่นาสนใจ โดยเฉพาะการผลิตเอทานอล
เพื่อใชเปนพลังงานทดแทน 

มีรายงานผลการทดลอง พบวา แบคทีเรียชอบรอนที่แยกไดจากระบบ Anaerobic 
sequencing batch reactor (ASBR) สายพันธุ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 
PSU-2 มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนจากน้ําทิ้งโรงงานน้ํามันปาลม และสามารถผลิตเอทา
นอลได 0.50 กรัมตอลิตร ในอาหารที่ขาดแหลงสารอินทรียไนโตรเจน แบคทีเรียสายพันธุนี้
สามารถใชสับสเตรทไดหลากหลาย รวมท้ังสับสเตรทที่ยอยสลายไดยาก เชน ไซเเลน แปง และ 
เซลลูโลส  (O-thong et al., 2008) การผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงจากน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลม ซ่ึงมีอุณหภูมิหลังการทิ้งสูงถึง 70 องศาเซลเซียส จึงเปนการประหยัดเวลาและคาใชจายใน
การลดอุณหภูมิ โดยนํามาใชผลิตเอทานอลไดโดยตรง นอกจากนี้การหมักที่อุณหภูมิสูงมีผลให
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สามารถเก็บเกี่ยวเอทานอลไดงาย ลดการยับยั้งการเจริญของเชื้อจากความเขมขนของเอทานอล    
น้ําที่ผานกระบวนการหมักปราศจากเชื้อกอโรคสามารถปลอยสูส่ิงแวดลอมได (Knudton et al., 
1999)  การใชจุลินทรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงในการเจริญและหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูง  
จึงเปนทางเลือกใหมที่ไดรับความสนใจ เนื่องจากใชเวลาในการหมักสั้นกวาและไมตองใชระบบ
หลอเย็น ทําใหตนทุนการผลิตลดลง (Singh et al., 1998; Abdel-fattah et al., 2000) 

งานวิจัยนี้มุงที่จะศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดย
ใชแหลงวัตถุดิบที่มีอุณหภูมิสูงจึงสนใจแบคทีเรียชอบรอน T. thermosaccharolyticum PSU-2 เพื่อ
เปนแหลงของเอทานอลอีกแหลงหนึ่ง 

การตรวจเอกสาร 

1.  แหลงท่ีมา ปริมาณ และลักษณะน้ําท้ิงจากโรงงานสกดัน้ํามันปาลม 

การสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน มีการใชน้ําในการผลิตมากและกอใหเกิดน้ําทิ้งในขั้นตอน
การแยกน้ํามัน เมื่อน้ํามันถูกลําเลียงเขาถังพักหรือถังลอย สวนของน้ํามันซึ่งเบากวาน้ําจะลอยตัวอยู
ดานบน และถูกแยกออกไป สวนดานลางจะเปนของผสมลักษณะเหลวขน เรียกวา น้ําสลัดจ ถูกสง
เขาถังตกจม (settling tank) และผานเขาเครื่องแยกกรวดทราย (desander) กอนจะนําเขาไปในเครื่อง
แยกน้ํามันโดยใช separator หรือ decanter ตอไป ในที่นี้จะกลาวเฉพาะกระบวนการใชเครื่องแยก
แบบ decanter (Figure 1) อาจมีการปรับน้ําเขาผสมเล็กนอยกอนการแยก  สําหรับ decanter เมื่อ    
ใชงานไประยะหนึ่งตองมีการลางทําความสะอาดในขั้นตอนนี้จะมีน้ําทิ้งออกมา 200-250 ลิตรตอ
คร้ัง  จากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐานจะมีน้ําทิ้งออกมามาก สวนใหญมาจาก
ขั้นตอนการอบทะลายปาลมในรูปน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ (sterilizer condensate) และน้ําทิ้งจากเครือ่ง
ดีแคนเตอร (decanter effluent)  

ลักษณะของน้ําทิ้งจะแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงที่มาของน้ําทิ้ง ไดแก น้ําทิ้งจากบอรวมน้ําเสีย 
น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (Table 1) จะเห็นวา น้ําทิ้งจากบอรวมน้ําเสีย
ของโรงงานมีคาบีโอดีและซีโอดี อยูในปริมาณสูง รวมทั้งคากรดไขมัน ปริมาณของแข็งทั้งในรูป
สารที่ระเหยได และสารแขวนลอย (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) ตอมา อรัญ             
หันพงศกิตติกูล และคณะ (2537) ศึกษาลักษณะของน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมจํานวน 4 
โรง พบวาน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีปริมาณสารแขวนลอยต่ํา (เฉลี่ย 10.30 กรัมตอลิตร) และมีน้ํามัน
คอนขางสูง (เฉลี่ย 14.57 กรัมตอลิตร) นอกจากนี้ยังมีรายงานองคประกอบของน้ําทิ้ง และแรธาตุ
ตาง ๆ ที่สําคัญ ดังแสดง Table 2, Table 3 (Hwang et al., 1987) และ Table 4 (Mustar et al., 2001) 
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จะเห็นวาแรธาตุที่มีมากที่สุด คือ โพแทสเซียม (K) ซ่ึงมีสูงถึง 3475 มิลลิกรัมตอลิตร รองลงมาคือ 
แมกนีเซียม (Mg) และแคลเซียม (Ca) ในปริมาณ 212 และ 185 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figure 1.  Palm oil milling process. 
ท่ีมา : ดัดแปลงจากพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 

Double Screw Press 

70% 

Wastewater pond 



   
  4    
   

 

  
 
 

Table 1.   Characteristics of effluent from various steps during palm oil extraction and mixed 
effluent of a palm oil mill. 

Parametersa Sterilizer condensate Decanter effluent Mixed effluent 
Color Dark Brown Brown Brown-Blackish Brown 
pH 4.05-4.62 4.84-5.35 4.61-4.89 
BOD 54,750-60,000 22,800-41,985 21,000-45,375 
COD 80,523-115934 45,360-80,146 38,246-67,567 
Volatile acid 3,128-5,870 998-7,125 1,838-2,273 
Alkalinity 68-200 37-1,576 86-480 
Grease 16-2,449 20-1,165 4 
Total solids (TS) 49,063-88,508 26,367-76,733 25,634-47,242 
Suspended solids (SS) 18,500-52,000 2,600-6,100 2,900-20,300 
Nitrogen 
        - ammonia 
        - organic 

 
27-61 

551-1,172 

 
7-66.3 

22-1,287 

 
22-23 
518 

aExcept for color and pH all other parameters are in mg/L 
ที่มา : ดัดแปลงจากพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 

Table 2.  Proximate composition of a palm oil mill effluent. 

Mixed effluent Sterilizer condensate  
Composition Dry wt basis 

(ppm) 
Wet wt basis 

(%) 
Dry wt basis 

(ppm) 
Wet wt basis 

(%) 
Total solids - 4.6 - 6.0 
Crude protein (N×6.25) 10.9 0.5 8.8 0.5 
Ether extract 25.6 1.2 34.6 2.1 
Ash 11.4 0.5 14.2 0.9 
Crude fibre 9.7 0.5 3.3 0.2 
Nitrogen-free extract 42.4 1.9 39.1 2.3 
ที่มา : Hwang และคณะ (1987) 
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Table 3. Composition of the mineral in sterilizer condensate and mixed effluent of a palm oil mill. 

Mixed effluent Sterilizer condensate  
Mineral Dry wt basis 

(ppm) 
Wet wt basis 

(%) 
Dry wt basis 

(ppm) 
Wet wt basis 

(%) 
N 689 1.73 944 1.83 
P 160 0.31 152 0.36 
K 1645 3.19 1300 3.09 
Na 31 0.06 22 0.05 
Mg 970 1.88 1020 2.42 
Ca 110 0.21 140 0.33 
Fe 50 0.10 18 0.04 
Zn 13 0.025 15 0.035 

ที่มา : Hwang และคณะ (1987) 

Table 4.  Characteristics of mixed effluent of a palm oil mill. 

Parameters Concentrations 
Total solids 44.6 g/l 
Total suspended solids 14.1 g/l 
Total dissolved solids 19.8 g/l 
Total carbohydrates 9.0 g/l 
Reducing sugars 3.0 g/l 
Total phosphate 203 mg/l 
Mg 212 mg/l 
Ca 185 mg/l 
Na 14.5 mg/l 
Zn 12.0 mg/l 
K 3475 mg/l 
Fe 27.4 mg/l 
ที่มา : Mustar และคณะ (2001) 
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2. การผลิตเอทานอลจากน้ําท้ิง 

2.1 น้ําท้ิงจากโรงงานน้ําตาล 
Khan และคณะ (1994) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําทิ้งโรงงานน้ําตาลที่เจือจาง โดยเชื้อ

ยีสต Saccharomyces cerevisiae เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 5.8 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
พบวา สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 0.138 กรัมตอลิตร ที่ความเขมขนของซีโอดี เทากับ 1.4    
กรัมตอลิตร แตเมื่อความเขมขนของซีโอดีเพิ่มขึ้นเปน 2 และ 6 กรัมตอลิตร เชื้อยีสตสามารถผลิต  
เอทานอลไดสูงสุด 0.225 และ 2.31 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

2.2 น้ําท้ิงจากชุมชน 
 Alam และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากสลัดจของน้ําทิ้งชุมชน โดยเชื้อยีสต 
Saccharomyces cerevisiae เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 6 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 9.8 เปอรเซ็นต และสามารถลดคาซีโอดี ทองแดง (Cu) และ
โครเมียม เทากับ 68, 68 และ 45 เปอรเซ็นต ตามลําดับ หลังจากเวลา 72 ช่ัวโมง  

2.3 น้ําท้ิงจากโรงงานน้ํามันมะกอก 
Massadeh และ Modallal (2008) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําทิ้งโรงงานน้ํามันมะกอก  

ที่มีคาบีโอดีเร่ิมตน เทากับ 47,500 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา เมื่อยอยน้ําทิ้งดวย Pleurotus sajor-caju 
เปนเวลา 20 วัน สามารถลดปริมาณฟนอลได 68 เปอรเซ็นต เมื่อเล้ียงเชื้อยีสตในน้ําทิ้งที่ความ
เขมขนของบีโอดี เทากับ 11875, 23750, 35625 และ 47500 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส พีเอช 6 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา มีความสามารถในการผลิตเอทานอลไดสูงสุด 14.20 
กรัมตอลิตร ในน้ําทิ้งที่ความเขมขนของบีโอดี 23,750 มิลลิกรัมตอลิตร 

2.4 น้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้าํมันปาลม 
 Hipolito และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตบิวทานอลจากน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมโดย
Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4 (ATCC 13564) เล้ียงที่อุณภูมิ 30 องศาเซลเซียส   
พีเอช 5.8 เปนเวลา 7 วัน พบวา มีความสามารถในการผลิตบิวทานอล และสามารถผลิตเอทานอล
ไดสูงสุด 2.33 กรัมตอลิตร จากสลัดจน้ําทิ้งที่มีน้ําตาลทั้งหมด 8 กรัมตอลิตร 
 O-thong และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่มี
คาซีโอดี เทากับ 80,000 มิลลิกรัมตอลิตรโดยเชื้อ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 
PSU-2 เล้ียงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา มีความสามารถในการผลิต
ไฮโดรเจนจากน้ําทิ้งโรงงานน้ํามันปาลมไดเทากับ 183 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง และสามารถผลิตเอทา
นอลได 0.5 กรัมตอลิตร ในอาหารที่ขาดแหลงสารอินทรียไนโตรเจน 
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3. ปจจัยท่ีมีผลตอการหมักเอทานอล   

3.1 สายพันธุจุลินทรีย 
 ปกติแบคทีเรียที่ผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูง (40°C) มีเพียงสายพันธุเดียว คือ Zymomonas 
mobilis สามารถใชน้ําตาลกลูโคสและผลิตเอทานอลไดสูงกวา S. cerevisiae (Benschoter and 
Ingram., 1986) แตจากรายงานหลายฉบับกลาววา มีแบคทีเรียชอบรอนหลายสายพันธุที่สามารถ
ผลิตเอทานอลไดโดยความสามารถในการชอบรอนและผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูง (70°C) ของ
แบคทีเรียมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับสายพันธุ และสภาพแวดลอมที่อาศัยอยู ซ่ึงแบคทีเรียชอบ
รอนสวนใหญมักพบอยูในสกุล Thermoanaerobacter, Clostridium และ Thermoanaerobacterium  
(Sommer  et al., 2003) ทั้ง 3 สายพันธุนี้สามารถผลิตเอทานอลไดสูงในชวง 0.50-6.50 กรัมตอลิตร 
(Table 5) 

Abate และคณะ (1996) ศึกษาเปรียบเทียบการหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชเชื้อบริสุทธิ์
และเชื้อผสมระหวางเชื้อยีสต Saccharomyces sp. และแบคทีเรีย Zymomonas mobilis ในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร fermentation media ที่ประกอบดวย (กรัมตอลิตร) ซูโครส 200 ยีสตสกัด 10 เปปโตน 
5 (NH4)2SO4 2 KH2PO4 1  MgSO4.7H2O 1 ทําการหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไมตอง
เขยา พบวาเมื่อทําการหมักเฉพาะแบคทีเรีย Z. mobilis เพียงชนิดเดียว สามารถผลิตเอทานอลได
สูงสุด โดยใชระยะเวลาหมักนานกวา 60 ช่ัวโมง แตผลผลิต (Yx/s) ของเอทานอล (0.47 กรัมเอทา
นอลตอกรัมน้ําตาลซูโครสที่ถูกใชไป) มีคาต่ํากวาคาที่ไดจากเชื้อยีสต Saccharomyces sp. (0.50 
กรัมตอกรัม) แตเชื้อยีสตจะใชเวลาในการหมักนานกวาแบคทีเรียถึง 11 ช่ัวโมง หรือผลิตเอทานอล
ไดสูงกวาแบคทีเรียประมาณ 6 เปอรเซ็นตของความเขมขนของเอทานอลที่ผลิตได แตเชื้อยีสตเจริญ
และใหมวลเซลลสูงกวาแบคทีเรียมากถึง 50 เปอรเซ็นตของมวลเซลลที่ผลิตได อยางไรก็ตามอัตรา
จําเพาะของการผลิตเอทานอลของแบคทีเรียจะมีคาสูงกวามากถึง 25 เปอรเซ็นต สําหรับการเลี้ยง
เชื้อผสม แตผลผลิต (Yx/s) ของเอทานอลมีคาเทากับ 0.50 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลซูโครสที่ถูก
ใชไป ซ่ึงใกลเคียงกับการหมักโดยใชเชื้อเดี่ยว ๆ นอกจากนี้ยังพบวาไมมีสารลีแวนเกิดขึ้น 

Sudha และคณะ (1998) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากชีวมวลพวกเซลลูโลสในธรรมชาติ 
โดย Clostridium thermocellum สายพันธุ SS21 และSS22 พบวา สามารถผลิตเอทานอลไดเทากับ 
0.37 และ 0.35 กรัมตอกรัมสับสเตรท ตามลําดับ ที่ความเขมขนของสับสเตรท 8 กรัมตอลิตร สาย
พันธุ SS21 เปลี่ยนกระดาษกรองจาก 71 กรัม ไปเปนเอทานอล 18.46 กรัมตอลิตร และสายพันธุ  
SS22 หมักกระดาษกรอง 75.4 กรัม ไดเอทานอล 20.36 กรัมตอลิตร ทั้ง 2 สายพันธุมีการเจริญต่ําใน
สารพวกพอลิเมอรแตทําการหมักไดงายเมื่อยอยดวยดาง  
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Table 5.  Thermophilic bacteria that produced ethanol at temperature higher than 55 oC. 
 

Strains Type and substrate 
concentration 

(g/l) 

 Temperature (°C) 
and pH during 

cultivation 

Maximum  
ethanol 

(g/l) 

Yp/s 
(g/g) 

Reference 

Thermoanaerobacter ethanolicus glucose, 10 65, 7 - 0.40 Lacis and Lawford (1998) 
Thermoanaerobacter  ethanolicus JW200 sucrose,  20 65, 7.5 5.04 0.46 Avci and  Donmez (2006) 
Thermoanaerobacter sp. (65-2) molasses, 40 65, 7.5 6.50 - Avci and  Donmez (2006) 
Thermoanaerobacter sp. (65-2) sucrose, 20 65, 7.5 4.88 0.43 Avci and  Donmez (2006) 
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus (70-1) sucrose, 20 65, 7.5 2.93 0.31 Avci and  Donmez (2006) 
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus (70-1) molasses, 40 65, 7.5 2.65 - Avci and  Donmez (2006) 
Clostridium acetobutylicum P262 lactose, 50 55, 5 2.80 0.26 Maddox et al (1995) 
Clostridium thermosaccharolyticum pectin, 15 58, 6 5.20 - Rijssel and Hansen (2002) 
Thermoanaerobacterium  thermosaccharolyticum 
PSU-2 

sucrose, 10 60, 6.5 0.50 - O-thong et al (2008) 

Clostridium + Thermoanaerobacterium  glucose, 10 60, 6.8 4.60 0.46 Miyazaki et al (2008) 
thermophilic anaerobic Strains A3 xylose, 15 70, 7 4.40 0.29 Sommer  et al (2003) 

 
∞ 
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Sommer และคณะ (2003) ศึกษาความสามารถในการใชเชื้อแบคทีเรียชอบรอน และไม
ชอบออกซิเจนสําหรับการผลิตเอทานอลจากเฮมิเซลลูโลส พบวา มีจํานวนแบคทีเรียชอบรอนที่
สามารถเปลี่ยนเฮมิเซลลูโลสหรือพวกน้ําตาลไซโลสไปเปนเอทานอลและผลิตผลอื่นๆ ในปริมาณ
นอย ซ่ึงในปจจุบันมีการศึกษาทดสอบจํานวนของเชื้อที่ชอบอุณหภูมิสูง และทําการแยกเชื้อพวก
แบคทีเรียชอบรอนในสภาพที่ไรออกซิเจน ซ่ึงสามารถเจริญในชวงอุณหภูมิ 70-80  องศาเซลเซียส 
ที่ใชสําหรับผลิตเอทานอลจากไซโลส โดยเชื้อที่แยกไดมาจากบริเวณที่ตางกัน เชน บอน้ําพุรอน  
น้ําทิ้งจากโรงงานผลิตเยื่อกระดาษ และน้ําทิ้งจากโรงงานตมเบียร โดยทําการทดสอบเชื้อดังนี้ (1) 
ทดสอบการเปลี่ยนแปลงของไซโลสไปเปนเอทานอล  (2) ทดสอบความเจริญเจริญและการผลิต    
เอทานอลของเชื้อ (3) ทดสอบความตานทานตอความเขมขนของไซโลส ซ่ึงจากการทดลองพบวา    
มีทั้งหมด 86 สายพันธุที่เจริญในสภาวะที่ดี และ 58 สายพันธุ เปนเชื้อเดี่ยว และจากการเลือกมา 5 
สายพันธุ พบวา เชื้อทั้งหมดที่เลือกมาสามารถผลิตเอทานอลไดดีเมื่อใชไซโลสเปนสับสเตรท โดย
ทั้ง 5 สายพันธุ ไดแก thermophilic bacteria สายพันธุ A3, A5, A10, X5B และ X7B สามารถผลิต  
เอทานอลได เทากับ 151.2, 129.7, 126.2, 91.3 และ 93.1 มิลลิโมลาร ตามลําดับ 

Miyazaki และคณะ (2008) ศึกษาแบคทีเรียชอบรอนที่แยกไดจากกากเตาหู พบวา มี
แบคทีเรียชอบรอนที่ผลิตเอทานอลได 2 สกุล คือ Clostridium และ Thermoanaerobacterium ทั้งคู
สามารถยอยสลายเฮมิเซลลูโลสได แตไมยอยเซลลูโลส เมื่อทําการเลี้ยงแบบ Co-culture ของทั้ง 2 
สายพันธุ พบวา ไดผลผลิตเอทานอล 1.35 กรัมตอลิตร จาก 1% (w/v) ของกากเตาหู แตเมื่อใชกาก
เตาหู 10 กรัมตอลิตร ไดผลผลิตเอทานอล 1.24 กรัมตอลิตร เมื่อใชกลูโคสอยางเดียว 9 กรัมตอลิตร 
ไดผลผลิตเอทานอลถึง 4.6 กรัมตอลิตร 

3.2 ชนิดและความเขมขนของสับสเตรท 
การใชสับสเตรทหรือแหลงคารบอนนั้นมีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและการผลิต

เอทานอล การใชสับสเตรทที่มีความเขมขน ๆ สูง ในการหมักเอทานอลมีผลชวยลดการปนปอน 
ของจุลินทรียชนิดอื่น  และมีผลยับยั้งการเจริญและการหมักเอทานอล การยับยั้งสวนหนึ่งเกิดจาก
แรงดันออสโมซิส ทําใหเซลลเกิดพลาสโมไลซิสเมื่ออยูในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูงกวา 14% โดย
น้ําหนัก และมีผลยับยั้งเอนไซมในกระบวนการไกลโคไลซิส สงผลใหประสิทธิภาพในการผลิต   
เอทานอลลดลง  

สําหรับการใชน้ําทิ้งเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลตองมีการเจือจางใหไดความเขมขน  
ที่ เหมาะสม  เพื่อปองกันสารยับยั้ งที่มีผลตอการเจริญของจุ ลินทรีย  เชน  สารประกอบ                          
ฟนอลิก (phenolic compound) เฟอรฟูรัล (furfural) และ 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล (5-hydroxy- 
methylfurfural) ซ่ึงสวนใหญสารกลุมนี้จะมีมากในน้ําทิ้งโรงงานน้ํามันมะกอก (Massadeh and 
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Modallal, 2008) มีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับผลของสับสเตรทตอการผลิตเอทานอลของจุลินทรียชนิด
ตาง ๆ  ดังนี้ 

Maddox และคณะ (1995) ศึกษาผลของความเขมขนของแลคโตส (50, 160, 180 และ 200 
กรัมตอลิตร) ตอการผลิตเอทานอล ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยใชแบคทีเรีย Clostridium 
acetobutylicum P262 พบวา แลคโตสที่ความเขมขน 50 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอลได
สูงสุด 2.8 กรัมตอลิตร  

Bravo และคณะ (2000) ศึกษาผลของรูปแบบสําหรับใชในการเติมน้ําตาลกลูโคสระหวาง
การหมัก ที่มีตอมวลเซลลสุดทายและความเขมขนของเอทานอล โดยใชแบคทีเรีย Z. mobilis CP4 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย (กรัมตอลิตร) กลูโคส 100 ยีสตสกัด 10 KH2PO4 1 MgSO4.7H2O 
0.5 และ (NH4)2SO4 1 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ในถังหมัก ขนาด 2 ลิตร ที่มีการกวน 150 รอบตอนาที  
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  พีเอช เทากับ 6 การเติมอาหารเลี้ยงเชื้อมี 2 แบบคือ 1) อัตราการปอน
คงที่ โดยแปรผันอัตราการปอนอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ระดับ คือ 0.11 0.22 0.43 และ 0.55 ลิตรตอช่ัวโมง 
และ 2) อัตราการปอนที่เพิ่มเปน 2 เทา โดยใชอัตราการปอนเริ่มตนเทากับ 0.015 ลิตรตอช่ัวโมง 
และเพิ่มเปน 2 เทา ที่เวลา 0.5 1.0 และ 1.5 ช่ัวโมง ตามลําดับ ผลการทดลองพบวาผลผลิตของมวล
เซลลสูงสุดที่ไดมีคาเทากับ 0.018 กรัมมวลเซลลตอกรัมน้ําตาลกลูโคสที่ถูกใชไป และผลผลิตของ
เอทานอลสูงสุดมีคาเทากับ 0.188 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลกลูโคสที่ถูกใชไป เมื่อใชอัตราการ
ปอนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ระดับ 0.5 1.0 และ 1.5 ลิตรตอช่ัวโมง อยางไรก็ตาม ผลผลิตของมวลเซลล
และเอทานอลมีคาลดลง (0.0102 กรัมตอกรัม และ 0.085 กรัมตอกรัม ตามลําดับ) เมื่อเกิดการสะสม
ของน้ําตาลกลูโคสมากกวา 60 กรัมตอลิตร ในทางตรงกันขาม พบวาความเขมขนของมวลเซลลและ
เอทานอลมีคาสูงสุดเทากับ 5 และ 39 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อใชอัตราการปอนอาหารเลี้ยงเชื้อที่
มีความเขมขนของกลูโคสเทากับ 220 กรัมตอลิตร และปอนแบบอัตราการปอนคงที่ และอัตราการ
ปอนที่เพิ่มเปน 2 เทา 

Stenberg และคณะ (2000) ศึกษาผลของความเขมขนของสารตั้งตนและเอนไซมเซลลูโลส           
ตอการผลิตเอทานอลจากไมเนื้อออนซึ่งผานการแปรสภาพดวยไอน้ํา โดยใชกระบวนการ 
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) พบวาผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่ม
ปริมาณเอนไซมและการใชความเขมขนของสารตั้งตน 5 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก ใหผลผลิตเอทา
นอลสูงสุด 68 เปอรเซ็นต (ตอกลูโคสและแมนโนส) ในไมเนื้อออน นอกจากนี้การทดลองเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางการผลิตเอทานอลโดยแยกการไฮโดรไลซีสกอนแลว จึงทําการหมักกับ วิธีการ 
SSF ปรากฏวา SSF ใหผลผลิตเอทานอล 60 เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวาวิธีแยกไฮโดรไลเสทที่ใหผลผลิต
เอทานอล 40 เปอรเซ็นต 
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Sommer และคณะ (2003) ศึกษาผลของความเขมขนของไซโลส (5, 10 และ 15 กรัมตอ
ลิตร) ตอการผลิตเอทานอล ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส โดยใชแบคทีเรีย thermophilic anaerobic 
Strains A3 พบวา ไซโลสที่ความเขมขน 15 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 4.4 กรัม
ตอลิตร 

Avci และ Donmez (2006) ศึกษาผลของความเขมขนของกากน้ําตาล (30, 40 และ 60 กรัม
ตอลิตร) และความเขมขนของซูโครส (15, 20 และ 30 กรัมตอลิตร) ตอการผลิตเอทานอล ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส โดยใชแบคทีเรีย Thermoanaerobacter sp. (65-2) พบวา กากน้ําตาลที่
ความเขมขน 40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 6.50 กรัมตอลิตร และซูโครสที่ความ
เขมขนเขมขน 20 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 4.88 กรัมตอลิตร 

Cazetta และคณะ (2007) ศึกษาผลของความเขมขนของกากน้ําตาล (150, 200 และ 250 
กรัมตอลิตร) ตอการผลิตเอทานอล โดยใชแบคทีเรีย Zymomonas mobilis เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา กากน้ําตาลที่ความเขมขน 200 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทา
นอลไดสูงสุด 55.8 กรัมตอลิตร 

3.3 แหลงไนโตรเจน 
 แบคทีเรียตองการแหลงไนโตรเจนในการเจริญและผลิตเอทานอล เนื่องจากเปนแรธาตุที่
สําคัญในการสรางโปรตีนของเซลล ยีสตสกัดและเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนที่นิยมใชในการ
เล้ียงจุลินทรีย แตในทางปฎิบัติจะใชไนโตรเจนอนินทรียที่นิยมใชในอุตสาหกรรม  ไดแก 
(NH4)2HPO4, (NH4)2SO4 และ NH4NO3 สําหรับเปปโตนและแอมโมเนียมเปนแหลงไนโตรเจนที่
เหมาะตอการเจริญของแบคทีเรียในสภาวะไรอากาศ 

Sreenath และคณะ (2000) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากไมที่ผานการไฮโดรไลซดวยกรด
ไฮโดร คลอริก โดยใช Candida shehatae FPL – Y - 049 พบวา ใหผลผลิตเอทานอลสูงเมื่อความ
เขมขนของน้ําตาลเริ่มตนสูง และการเติมแหลงไนโตรเจนซึ่งประกอบดวย yeast nitrogen base 
(YNB) ยูเรีย และเปปโตน ชวยใหปริมาณเอทานอลที่ไดสูงขึ้นเพียงเล็กนอยประมาณ 10 เปอรเซ็นต 

Rijssel และ Hansen (2002) ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยเชื้อ Clostridium thermosaccharo- 
lyticum ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารที่มีเพคตินเปนแหลงคารบอน 
และมีแหลงไนโตรเจนที่ตางกัน ไดแก (NH4)2HPO4, (NH4)2SO4 และ NH4NO3 พบวา NH4NO3 ให
ผลผลิตเอทานอลสูงสุด 2.55 กรัมตอลิตร  

Daniel และคณะ (2005) ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยเชื้อ Pichia stipitis ในอาหารที่
ประกอบดวยแหลงไนโตรเจนที่ตางกัน ไดแก (NH4)2SO4, NH4NO3, ยีสตสกัด พบวา (NH4)2SO4 ให
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ผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้น 57% และมีผลผลิตเอทานอลสูงสุด 113% เมื่อเปรียบเทียบกับ NH4NO3 
และยีสตสกัด 

Hipolito และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยเชื้อ Clostridium saccharoperbutyl- 
acetonicum N1-4 (ATCC 13564) โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวา เชื้อสามารถใช NH4NO3 
ไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับ NH4Cl, (NH4)2HPO4 และ (NH4)2SO4 โดยใหผลผลิตเอทานอลสูงสุด 3.50 
กรัมตอลิตร 

O-thong และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําทิ้งโรงงานน้ํามันปาลม โดยใช
ไนโตรเจนอินทรีย และอนินทรีย พบวา การเติมแหลงไนโตรเจนอนินทรีย คือ NH4Cl จะใหผลผลิต
เอทานอล เทากับ 0.5 กรัมตอลิตร ซ่ึงสูงกวาการเติมแหลงไนโตรเจนอินทรีย คือ เปปโตน ให
ผลผลิตเอทานอล เทากับ 0.125 กรัมตอลิตร 

3.6 พีเอชเร่ิมตนของอาหาร 
การเลือกพีเอชที่จะใชในการหมักซึ่งไมมีระบบควบคุมพีเอช ระหวางการหมักนั้นขึน้อยูกบั

buffering capacity ของอาหารสําหรับหมัก ในอาหารที่มีบัฟเฟอรต่ํา พีเอชเริ่มตนที่เหมาะสมควรใช
ประมาณ 5.5  แตถาอาหารนั้นมีบัฟเฟอรสูงพีเอชที่ใชควรอยูในชวง 4.5-4.7 ดังนั้นคาพีเอชเริ่มตน
ของอาหารที่ใชจะตางกันขึ้นอยูกับสับสเตรทและชนิดของจุลินทรียที่ทํามาทดลอง (Table 6) 

3.5 อุณหภูมิ 
อุณหภูมิมีผลโดยตรงตอการทํางานของจุลินทรีย และมีผลทางออมตอปริมาณเอทานอล 

และมีผลกับสารประกอบอโรแมติกตางๆ อุณหภูมิสวนมากที่ใชในการหมักจะอยูประมาณ 10 – 30 
องศาเซลเซียส ถาอุณหภูมิสูงมาก ๆ จะทําใหเอนไซมในจุลินทรียบางชนิดเกิดการ denature ความ
วองไวของปฏิกิริยาลดลงในระหวางที่อุณหภูมิ 55 – 85 องศาเซลเซียส (แบคทีเรียชอบรอนเจริญได
ดี) การผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูง มีผลใหสามารถเก็บเกี่ยวเอทานอลไดงาย ลดการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อจากความเขมขนของเอทานอล (Knudton et al., 1999) ดังนั้นอุณหภูมิที่ใชในการผลิต        
เอทานอลโดยใชแบคทีเรียชอบรอนขึ้นอยูกับสายพันธุของแบคทีเรียที่ทํามาทดลอง (Table 5) 

Nigam (1999) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบตอเนื่องจากของเสียโรงงานสับปะรดกระปอง 
โดยเลี้ยงเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ATCC 24553 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และพีเอช 4.5 
ในถัง Continuous stirred tank reactor (CSTR)  มีการกวน 450 รอบตอนาที ไดผลผลิตของ            
เอทานอล 0.466 กรัมตอกรัมสับสเตรท และผลผลิตทางทฤษฎี (theoretical yield) เทากับ 92.50% 
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Table 6.  pH during cultivation of thermophilic bacteria for ethanol production. 

Strains Substrate pH  Reference 
Thermoanaerobacter ethanolicus glucose 7 Lacis and Lawford (1998) 
Thermoanaerobacter  ethanolicus JW200 sucrose 7.5 Avci and  Donmez (2006) 
Thermoanaerobacter sp. (65-2) molasses 7.5 Avci and  Donmez (2006) 
Thermoanaerobacter sp. (65-2) sucrose 7.5 Avci and  Donmez (2006) 
Thermoanaerobacter 
thermohydrosulfuricus (70-1) 

sucrose 7.5 Avci and  Donmez (2006) 

Thermoanaerobacter 
thermohydrosulfuricus (70-1) 

molasses 7.5 Avci and  Donmez (2006) 

Clostridium acetobutylicum P262 lactose 5 Maddox et al (1995) 
Clostridium thermosaccharolyticum pectin 6 Rijssel and Hansen (2002) 
Thermoanaerobacterium  
thermosaccharolyticum PSU-2 

sucrose 6.5 O-thong et al (2008) 

Clostridium + Thermoanaerobacterium  glucose 6.8 Miyazaki et al (2008) 
thermophilic anaerobic Strains A3 xylose 7 Sommer  et al (2003) 

Kadar และคณะ (2004) เปรียบเทียบการใชยีสตขนมปง คือ S. cerevisiae กับยีสตทนรอน              
K. marxianus Y01070 ผลิตเอทานอลโดยใชกระบวนการหมักแบบการเปลี่ยนลิกโนเซลลูโลส    
เปนน้ําตาลและการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล จากการใชกระดาษลอนเกา ๆ โคลนกระดาษ     
และผงเซลลูโลสบริสุทธิ์เปนสับสเตรท ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง พบวาทั้ง 2 
สายพันธุ มีการผลิตเอทานอลไดใกลเคียงกันในทุกสับสเตรทที่ทดสอบ โดย S. cerevisiae และ                      
K. marxianus Y01070 ผลิตเอทานอลได 17.8 และ 16.6 จากผงเซลลูโลส 14.1 และ 14.2 จาก
กระดาษลอน และ 8.8 และ 9 กรัมตอลิตรจากโคลนกระดาษ ตามลําดับ 

Cazetta และคณะ (2007) ศึกษาผลของอุณหภูมิ (25, 30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส) ตอการ
ผลิตเอทานอล โดยใชแบคทีเรีย Zymomonas mobilis พบวา ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถ
ผลิตเอทานอลไดสูงสุด 55.8 กรัมตอลิตร 
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3.6 ผลของการแปรสภาพวัตถุดิบ 
การแปรสภาพวัตถุดิบกอนนําไปหมักเพื่อผลิตเอทานอล ทําใหเชื้อจุลินทรียสามารถใช

วัตถุดิบไดงายขึ้นและทําใหผลผลิตเอทานอลสูงขึ้น 
Nigam (2000) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาวสาลี โดยใช Pichia stipitis NRRL Y-

7124 พบวา เมื่อมีการเตรียมวัตถุดิบโดยการตมและใช Ca(OH)2   ในการยอยฟางขาวสาลี ทําให    
Pichia  stipitis  ใหผลผลิตเอทานอลและผลผลิตมวลเซลลเพิ่มขึ้นเปน 2.4 และ 5.7  เทา ตามลําดับ 
และผลผลิตของเอทานอลสูงสุดมีคาเทากับ 0.41 กรัมตอกรัม 

Sreenath และคณะ (2000) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากไมที่ผานการไฮโดรไลซดวยกรด
ไฮโดรคลอริก พบวา เชื้อยีสตที่ใชผลิตเอทานอลไดดีคือ Candida shehatae FPL – Y - 049 ซ่ึง
ใหผลผลิตเอทานอลสูงเมื่อความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนสูง ความเขมขนของอะซิเตทเปนตัวยับยั้ง
ต่ํา และการเติมสารอาหารซึ่งประกอบดวย yeast nitrogen base (YNB) ยูเรีย และเปปโตน ชวยให
ปริมาณเอทานอลที่ไดสูงขึ้นเพียงเล็กนอย นอกจากนี้ยังพบวาการนําเซลลกลับมาใชใหม ชวยลด
เวลาในการผลิตเอทานอลลงไดประมาณ 20 ช่ัวโมง และคาพีเอช ที่เหมาะสมอยูในชวง 5.5 –6 

Sreenath และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากพืชอัลฟลฟาโดยผานการ 
Saccharification และการหมักโดยใชเชื้อ Candida shehatae FPL-702 พบวาการไฮโดรไลซิสแยก
กับการหมัก (separate hydrolysis and fermentation : SHF) และ การยอยสลายน้ําตาลรวมกับการ
หมัก (simultaneous saccharification and fermentation : SSF) ที่มีการแปรสภาพ โดยใชน้ํารอนที่
อุณหภูมิ 220 องศาเซลเซียส 2 นาที ไดปริมาณเอทานอล 9.6 และ 18.0 กรัมตอลิตร ไดผลผลิต
เทากับ 0.45 และ 0.47 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ และเมื่อไมมีการแปรสภาพ ได
ปริมาณเอทานอล 5 และ 6.4 กรัมตอลิตร ไดผลผลิตเทากับ 0.25 และ 0.16 กรัมเอทานอลตอกรัม
น้ําตาล ตามลําดับ แสดงวาพืชอัลฟลฟาที่ไมมีการแปรสภาพใหผลผลิตเอทานอลต่ํา 

3.7 สังกะสี 
 การเจริญและการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูงของแบคทีเรียตองการธาตุอาหารบางอยาง
เพิ่มเพื่อใหเซลลสามารถเจริญได และผลิตเอทานอลไดปริมาณที่สูงขึ้น เชน การใชสังกะสี เพื่อให
การทํางานของเอนไซม alcohol dehydrogenases สามารถทํางานไดดีขึ้น  (Avci and Donmez, 
2006) โดยพบวาการเติมสังกะสี 0.22 กรัมตอลิตร ทําใหแบคทีเรีย Thermoanaerobacter 
thermohydrosulfuricus (70-1) สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 5.8 กรัมตอลิตร แตเมื่อเติมความ
เขมขนของสังกะสีมากกวานี้จะทําใหการผลิตเอทานอลลดลง เชน ถาเติมสังกะสี 0.28 กรัมตอลิตร 
จะทําใหการผลิตเอทานอลลดลงเหลือ 4.8 กรัมตอลิตร 
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Avci และ Donmez (2006) ศึกษาผลของสังกะสีตอการผลิตเอทานอลโดยใชแบคทีเรีย  
ชอบรอน Thermoanaerobacter 3 สายพันธุ ไดแก Thermoanaerobacter ethanolicus (JW200) , 
Thermoanaerobacter (65-2) และ Thermoanaerobacter thermohydrosulfu-   ricus  (70-1) โดยใช
แหลงคารบอน 2 แหลง คือ ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส 15, 20 และ 30 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
และความเขมขนของกากน้ําตาล 30, 40 และ 60 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ทําการเลี้ยงแบบกะ (batch) 
ผลที่ไดคือแบคทีเรียมีการเจริญและผลิตเอทานอลไดดี ดังนั้น ผลของ ZnSO4.7H2O ตอการผลิต     
เอทานอล โดยเติม  ZnSO4.7H2O  0.17 กรัมตอลิตร ในอาหารที่มี T. ethanolicus (JW200) ทําใหผล
ผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้น 39% และ 23% สําหรับ Thermoanaerobacter strain 65-2. เมื่อเติม 
ZnSO4.7H2O 0.22 กรัมตอลิตร ทําใหอัตราสวนของผลผลิตเพิ่มขึ้นเปน 80% โดยเชื้อ                     
T. thermohydrosulfuricus (70-1) อัตราสวนผลผลิตที่สูงขึ้นไดมาจากความเขมขนของซูโครส 20 
กรัมตอลิตร และความเขมขนของกากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตร โดยผลิตจากแบคทีเรียทุกสายพันธุที่
ทําการศึกษา  โดยที่ T. ethanolicus (JW200) ผลิตเอทานอล  5.04 กรัมตอลิตร ที่ความเขมขนของ
ซูโครส  20 กรัมตอลิตร  และ Thermoanaerobacter strain (65-2) ผลิตเอทานอล 6.50 กรัมตอลิตร 
ที่ความเขมขนของกากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตร  T. ethanolicus (JW200) ใหผลผลิตเอทานอล (Yx/s) 
สูงขึ้นเปน 0.47 ที่ความเขมขนของซูโครส 15 กรัมตอลิตร 

3.8 เหล็ก 
การเติมเหล็กลงในอาหารที่ใชในการหมักเอทานอล จะทําใหแบคทีเรียไปสงเสริมการผลิต             

เอทานอลจากกรดอะซิติก โดยเหล็กจะเปนตัวเรงทําใหกลูโคสเปลี่ยนไปเปนกรดอะซิติกและ
ไฮโดรเจน แลวถาพีเอชต่ํากรดอะซิติกและไฮโดรเจน จะเปลี่ยนไปเปนเอทานอล  (Balusu et al., 
2005)  

3.9 Redox dyes 
การเติม Redox dyes ลงในกระบวนการหมักเอทานอล ไดแก neutral red (NR), methyl 

viologen (MV), benzyl viologen (BV) และ methylene blue (MB) มีจุดประสงคเพื่อตองการเพิ่ม
ความเขมขนและผลผลิตของเอทานอลที่ไดจากกระบวนการหมัก โดย Redox dyes ทําหนาที่เสมือน
เปนตัวรับอิเล็กตรอนในขั้นตอนการขนสงอิเล็กตรอน หลังจากที่มีการแบงอัตราสวนของ  
NADH/NAD+ ซ่ึงจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตอกระบวนการแมทาบอลิซึมของจุลินทรียโดยตรง 
(Hipolito et  al., 2008) เหตุผลที่เลือก Methylene blue (MB) เพราะวา MB เปน redox dye ที่มีคา Eh 
เทากับ +71 mV (มีคาบวกสูงสุด) ทําใหสามารถเปนตัว oxidized state ไดดีที่สุด จึงทําใหคา redox 
potential เทากัน โดย MB จะทําหนาที่เปน reducing agent ชวยกระตุนการเจริญเจริญโดยเขารวมใน
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ปฏิกิริยา oxidation-reduction โดยจะใชกับการเลี้ยงเชื้อในสภาวะไรอากาศ ทําให NADH/NAD+ ที่
เหลือจากใชในการเจริญของเชื้อไปสงเสริมใหมีการผลิตเอทานอลมากขึ้น 

3.10 เกลือ 
Lynd และคณะ (2001) ศึกษาการสะสมเกลือ (NaCl) ที่มีผลจากการเติมดางสําหรับการ

ควบคุมพีเอช ในการเจริญของ T. thermosaccharolyticum HG-8 ที่มีความเขมขนของไซโลส         
50 และ 75 กรัมตอลิตร ในการเลี้ยงแบบตอเนื่อง พบวา ที่อัตราการเจือจางของอาหาร (Df = 0.0053 
1/h) และพีเอชเทากับ 7 การเติม KOH  มีผลทําใหไซโลสมีคงตัวมากกวา  99 เปอรเซ็นต                     
และผลผลิตเอทานอลที่ไดตอกรดอะซิติกเทากับ  2:1 การหมักแบบตอเนื่องของ                           
T. thermosaccharolyticum  HG-8 ที่ความเขมขนของไซโลส 50 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอล
ได 22.4 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเลี้ยงเริ่มตนใหอาหารที่สภาวะคงตัวที่มีไซโลส  75 กรัมตอลิตร และ
คา  Df = 0.0053 1/h  ทําใหความเขมขนของไซโลสเพิ่มเปน 87.5 กรัมตอลิตร จึงเปนขอจํากัดของ
การเจริญของเชื้อที่ใชไซโลส  

4. ลักษณะทั่วไปของ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum PSU-2 

T. thermosaccharolyticum PSU-2 เมื่อจัดจําแนกตาม Bergey's Manual of  Determinative 
Bacteriology เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอน เซลลจะมีลักษณะเปนรูปแทงขนาดยาว 0.3-2.3 
ไมครอน มักอยูเดี่ยว ๆ หรือเปนคู มีสปอร ไมสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด เปนแบคทีเรียที่ชอบ
เจริญในสภาพไรออกซิเจนและที่อุณหภูมิสูงไมยอยสลายโปรตีน แตยอยสลายคารโบไฮเดรต 
สามารถใชสับสเตรทไดหลากหลาย ไดแก อะราบิโนส  ฟรุคโตส  กาแลคโตส  กลูโคส  แมนโนส  
แรมโนส  ไซโลส เซลโลไบโอส แลคโตส  มอลโตส  ซูโครส  และราฟฟโนส รวมทั้งสับสเตรท   
ที่ยอยสลายไดยากอยางเชน ไซเเลน แปง และ เซลลูโลส โดยสามารถใชซูโครสไดดีที่สุด  แบคทีเรีย
ชนิดนี้สามารถผลิตไฮโดรเจนและเอทานอลได เจริญไดดีในสภาวะที่มีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
และพีเอช 6.5 (O-thong et al., 2008) และมี Suggested metabolic pathway ของการหมัก
คารโบไฮเดรตโดย  T. thermosaccharolyticum PSU-2 ภายใตการเติมแหลงสารอินทรียไนโตรเจน
ในอาหาร และในอาหารที่ขาดแหลงสารอินทรียไนโตรเจน ดังแสดงใน Figure 2 จะเห็นวาถาใน
อาหารเลี้ยงเชื้อมีแหลงอนินทรียไนโตรเจน เชื้อมีการผลิตเอทนอลไดดี แตถาในอาหารเลี้ยงเชื้อมี
แหลงอินทรียไนโตรเจนเชื้อไปสงเสริมใหมีการผลิตบิวทิวเรตและไฮโดรเจนมากขึ้น   
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Figure 2. Suggested metabolic pathway deduced for carbohydrate fermentation by                       

T. thermosaccharolyticum PSU-2 under organic nitrogen added medium and organic 
nitrogen deficient medium.  

ที่มา : O-thong และคณะ (2008)   

5.  วิธีพื้นผิวผลตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) และการใชในการทดลองเพื่อ 
ผลิตเอทานอล 

วิธีการพื้นผิวผลตอบสนอง หรือ RSM เปนกระบวนการที่ใชความรูทางคณิตศาสตร และสถิติ 
มาใชเพื่อชวยในการหาผลตอลสนองที่เหมาะสมที่สุด ไดมีการประยุกตใช RSM อยางกวางขวางใน
งานดานอุตสาหกรรม โดยเฉพาะในสถาณการณที่ตัวแปรตน (input variable) หลาย ๆ ตัวมีผลตอ
คุณสมบัติบางประการหรือปริมาณของผลผลิตที่ได ซ่ึงจะเรียกคุณสมบัติหรือลักษณะบางประการ
ของผลผลิตนี้วา ผลตอบสนอง (response) และตัวแปรตนดังกลาวมักจะเรียกวา ตัวแปรอิสระ 
(independent variable) (Myers, 1995) 

จุดมุงหมายของวิธีการ RSM คือ การประมาณพื้นผิวผลตอบสนอง ซ่ึงตัวแบบที่ใชแทนพื้นผิว
ผลตอบสนอง ไดแก ตัวแบบความสัมพันธอันดับหนึ่ง (First-Order Model) หรือถาใชตัวแบบ
ความสัมพันธอันดับหนึ่งไมเพียงพอที่จะประมาณพื้นผิวผลตอบสนอง ก็จะมีการใชตัวแบบอันดับ
สูงขึ้นไป เชน ตัวแบบความสัมพันธอันดับสอง (Second-Order Model) เปนตน โดยมีขั้นตอน    
หลัก ๆ ในวิธี RSM (Khuri and Cornell, 1987) ดังนี้ 
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CH3CH2CH2COOH 2 CH3COOH
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1. การทดลองเพื่อหาตัวแบบที่เหมาะสมบนขอบเขตของระดับปจจัยเร่ิมตน 
2. การหาขอบเขตของระดับปจจัยที่เหมาะสมที่สุด 
3. การทดลองเพื่อหาตัวแบบที่เหมาะสมบนขอบเขตของระดับปจจัยที่เหมาะสมที่สุด 
4. การหาระดับของปจจัยที่เหมาะสมที่สุด 
ในขั้นตอนที่ 3 ของวิธี RSM คือ การทดลองเพื่อหาตัวแบบที่เหมาะสมบนขอบเจตของระดับ

ปจจัยที่เหมาะสมที่สุดนั้น มีแผนการทดลองที่นิยมใชอยู 2 แผนการทดลอง คือ 
1. แผนการทดลองแบบบ็อกซ – วิลสัน (Box – Wilson Experimental Design) 
2. แผนการทดลองแบบบ็อกซ – เบ็นเกน (Box – Behnken Design) 
ซ่ึงในที่นี้จะกลาวถึงเฉพาะแผนการทดลองแบบ บ็อกซ – วิลสัน 
แผนการทดลองแบบบ็อกซ – วิลสัน หรือมีอีกชื่อหนึ่งวาแผนการทดลองประกอบศูนยกลาง 

(Central Composite Design) หรือเรียกยอ ๆ วา CCD นําเสนอโดย Box และ Wilson เมื่อป ค.ศ. 
1951 ซ่ึงเปนแผนการทดลองที่ใชในการหาตัวแบบความสัมพันธอันดับสอง (Second-Order Model) 
ซ่ึงมีตัวแบบดังนี้ 
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โดย Bij คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอย โดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร  

แผนการทดลองแบบ CCD นี้พัฒนามาจากแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลที่มีระดับของ
ปจจัย 2 ระดับ (2k Factorial design) หรือแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลเชิงสวน (Fractional 
Factorrial design) เนื่องมาจากวาแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลที่มีระดับของปจจัย 2 ระดับนั้น
ไมสามารถใชหาตัวแบบความสัมพันธที่มีความสัมพันธเชิงเสนโคงหรือตัวแบบความสัมพันธ
อันดับสองได โดยที่แผนการทดลองที่สามารถจะใชไดจะตองมีระดับของปจจัยอยางนอย 3 ระดับ 
เชน แผนการทดลองแบบ 3 k แฟคเทอเรียล แตเนื่องจากแผนการทดลองดังกลาวจะตองมีการซ้ํา 
(replicate) ที่แตละปจจัยเพื่อใชในการทดสอบความเหมาะสมของตัวแบบ (lack of fit test) ซ่ึงใน
กรณีที่มีปจจัยจํานวนมากจะทําใหจํานวนครั้งของการทดลองมีมาก ซ่ึงจะทําใหส้ินเปลืองทรัพยากร
จํานวนมาก 

แผนการทดลองแบบ 2 k แฟคเทอเรียล จะมีระดับของปจจัย 2 ระดับ ซ่ึงโดยมากจะเรียกวา 
ระดับต่ํา (low, -) และระดับสูง (high, +) โดยที่แผนการทดลองแบบ CCD จะเพิ่มการทดลองที่จุด
ศูนยกลางหรือที่ระดับ 0 และการทดลองตามแนวแกน (axis) ขึ้นมาเพื่อใชในการหาตัวแบบ
ความสัมพันธอันดับสอง โดยจะกําหนดคาแตละระดับของปจจัยดวยตัวแปรรหัส (code variable) 
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Bandaru และคณะ (2006) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากแปงสาคูโดยใช

วิธีการตรึงเอนไซม amyloglucosidase รวมกับเชื้อ Zymomonas mobilis โดยใชแปงสาคู 150 กรัม
ตอลิตรเปนสับสเตรทดวยวิธี RSM โดยกําหนดใหตัวแปรอิสระ คือ อุณหภูมิ 20-40 องสาเซลเซียส 
พีเอช 4-6 และเวลาในการผลิตเอทานอล 15-20 ช่ัวโมง โดยวางแผนการทดลองแบบ central 
composite design (CCD) เพื่อศึกษาผลของตัวแปรอิสระตอการผลิตเอทานอลจากแปงสาคู พบวา 
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล คือ อุณหภูมิ 32.4 องศาเซลเซียส พีเอช 4.93 และเวลา 
17.24 ช่ัวโมงโดยใหความเขมขนของเอทานอลสูงสุด 55.3 กรัมตอลิตร  

Balusu และคณะ (2005) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเซลลูโลสโดยเชื้อ 
Clostridium thermocellum SS19 ดวยวิธี RSM โดยวางแผนการทดลอง central composite design 
(CCD) ตัวแปรอิสระท่ีศึกษา 5 ตัวแปรคือ กระดาษกรอง 10-50 กรัมตอลิตร น้ําแชขาวโพด 2-10 
กรัมตอลิตร cysteine HCl 0.1-0.5 กรัมตอลิตร FeSO4.7H2O 0.01-0.05 กรัมตอลิตร และ 
MgCl2.6H2O 0.5-2.5 กรัมตอลิตร  พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล คือ กระดาษกรอง 
45 กรัมตอลิตร น้ําแชขาวโพด 8.0 กรัมตอลิตร cysteine HCl 0.25 กรัมตอลิตร FeSO4.7H2O 0.01 
กรัมตอลิตร และ MgCl2.6H2O 2.0 กรัมตอลิตร โดยใหความเขมขนของเอทานอลสูงสุด 13.06 กรัม
ตอลิตร  

วัตถุประสงค 

1.   เพื่อวิเคราะหองคประกอบของน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 2 แหลง คือ น้ําทิ้งจากหมอ
ฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร 

2.   เพื่อคัดเลือกแหลงน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมมาใชในการผลิตเอทานอล 
3.   เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากน้ําทิ้งโรงงานน้ํามันปาลม โดยใช

แบคทีเรียชอบรอน Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum PSU-2  
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

วัสดุ 

1.  จุลินทรีย 
Thermoanaerobacterium  thermosaccharolyticum PSU-2 เปนแบคทีเรียชอบรอนที่แยกไดจาก

น้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (O-thong et  al., 2008) เก็บรักษาเชื้อโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหาร 
DSMZ No.211 (Avci and Donmez, 2006) ภายใตสภาวะไรอากาศ ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อลงในอาหาร DSMZ No.211 ที่มีแปง (starch)  เปนแหลงคารบอน 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และถายเชื้อใหมทุกเดือน  

2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ  DSMZ No.211  ประกอบดวย (ตอลิตร) : ไซโลส 10 กรัม ยีสตสกัด 1 กรัม

NH4Cl 1 กรัม KH2PO4 1.0 กรัม K2HPO4 0.75 กรัม FeSO4.7H2O 0.15 กรัม และ Trace elements 
solution  1 มิลลิลิตร สําหรับ Trace elements solution  (กรัมตอลิตร) ประกอบดวย H3BO3  0.05 
ZnCl2 0.05 CuCl2.2H2O 0.038 MnCl2.4H2O 0.05 (NH2) 6Mo7O24.4H2O 0.05 AlCl3 0.05  
CoCl2.6H2O 0.05 NiCl2.6H2O 0.092  EDTA  0.5  Na2SeO3.5H2O  0.066 (Avci and Donmez, 2006) 

3.  น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท เอเชียน

น้ํามันปาลม จํากัด จังหวัดกระบี่ บรรจุในแกลลอนขนาด 10 ลิตร และเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

สารเคมี 

สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหเปนสารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade) ใชเปนองคประกอบ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และวิเคราะหคาซีโอดี, บีโอดี, น้ํามันและกรีส และสารฟนอล 

อุปกรณ 

1. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000 บริษัท Hitachi 
2. เครื่องหมุนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน Universal 32/32R บริษัท 
Universal 32R 
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3. ตูอบ (hot air oven) รุน UML 500 บริษัท Sanyo  
4. หมอนึ่งความดัน (autoclave) รุน SS325 บริษัท Tomy 
5. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE 500 บริษัท Schwabach 
6. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) รุน HK-7E บริษัท Tokyo TOA Electronic 
7. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน BP210-s บริษัท Sartorius 
8. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน HF-1200 บริษัท A&D Company, Ltd 
9. เครื่องผสม (vortex mixer) รุน 1297 บริษัท LAB-Line Instruments, Inc 
10. เครื่องใหความรอน (hot plate) รุน HS 115 บริษัท Ika Labotechnic 
11. เครื่องกวนแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน RO 5 บริษัท Ika Labotechnic 
12. ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow) รุน 527044 บริษัท Hotpack 
13. เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) รุน Agilent 1100 series HPLC 
บริษัท Shimadzu 
14. เครื่อง Gas Chromatography (GC) รุน HP 6890 series บริษัท Shimadzu 
15. เครื่องกล่ันลําดับสวน (Fractionation Distillation) รุน 2200 บริษัท FOSS TECATOR 

วิธีการวิเคราะห 

1. การวัดการเจริญและการหาปริมาณโปรตีนในเซลล 
วัดการเจริญของเชื้อโดยนําน้ําหมักมาวัดคาการดูดกลืนของแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโน

เมตร (OD660) สําหรับโปรตีนในเซลล (total cell protein) หาไดโดยนําน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ใสลงใน microtube นําไปเหวี่ยงใหตกตะกอนดวยเครื่องเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g นาน 10 นาที  
เทสวนใสทิ้ง ทําใหเซลลแตกดวย 0.1 N NaOH ที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที หลังจากนั้นลาง
ตะกอนดวย 0.85% NaCl  แลวสวนใส 0.5 มิลลิลิตร ของตัวอยางที่เจือจาง ใสลงในหลอดทดลอง 
นําสารละลาย 2% Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH 50 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.5% CuSO4.5H2O ใน 1% 
potassium sodium tartrate 1 มิลลิลิตร แลวเติมลงในตัวอยาง 3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 10 นาที  จากนั้น
เติม Folin-Ciocalteu's reagent 0.3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนําวางทิ้งไว เปนเวลา 30 นาที  แลว
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 nm หลังจากนั้นนําคา OD ที่ไดมาเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของโปรตีนในสารละลายตัวอยาง  (Lowry et al., 1951) 
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2. วิเคราะหความเขมขนของเอทานอลที่เชื้อผลิตได 
นําตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ 50% H3PO4  0.1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวแชในน้ําแข็ง 10 

นาที นําไปเหวี่ยงใหตกตะกอนดวยเครื่องเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นดูดเอาเฉพาะสวนใส 1 ไมโครลิตร มาวิเคราะหความเขมขนของเอทานอล โดยใช
เครื่อง Gas Chromatography (GC) รุน HP 6890 series บริษัท Shimadzu (ดัดแปลงจาก Miyazaki et  
al., 2007) 

3.  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด ตามวิธี Anthrone (Dreywood, 1946 อางโดย O-thong et al., 2008) 
วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่มีอยู โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร แลว

นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส วิธีการมีดังนี้ นําสารละลายแอนโทรน      
1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายตัวอยางที่เจือจางแลว 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
จากนั้นนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นแชเย็นทันที แลวนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร หลังจากนั้นนําคา OD ที่ไดมาเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลในสารละลายตัวอยาง   

4.  วิเคราะหความเขมขนของน้ําตาลชนิดตาง ๆ 
วิเคราะหหาความเขมขนของน้ําตาลชนิดตาง ๆ ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดี

แคนเตอร ไดแก อะราบิโนส ไซโลส  กลูโคส และฟรุคโตส โดยใชเครื่อง High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) รุน Agilent 1100 series HPLC บริษัท Shimadzu สงตัวอยาง
วิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

5. วิเคราะหแรธาตุชนิดตาง ๆ  
วิเคราะหหาแรธาตุชนิดตาง ๆ ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร ไดแก 

โพแทสเซียม (K) ฟอสฟอรัส (P) โซเดียม (Na) แคลเซียม (Ca) แมกนีเซียม (Mg) เหล็ก (Fe) และ
สังกะสี (Zn) โดยใชเครื่อง Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometryc; ICP    
สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

6. การวิเคราะหคาซีโอดี, บีโอดี, ของแข็งท้ังหมด, ของแข็งแขวนลอย, น้ํามันและกรีส และสาร       
ฟนอล 

วิเคราะหหาคาซีโอดี, บีโอดี, ของแข็งทั้งหมด, ของแข็งแขวนลอย, น้ํามันและกรีส และสาร     
ฟนอลในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรโดยวิธีมาตรฐาน (APHA, AWWA 
and WPCF, 1988)  
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7. ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ตามวิธีของ A.O.A.C (1990)   

การวิเคราะหขอ 1-7 แสดงรายละเอียดใน Figure-Appendix 1-12 

วิธีการทดลอง 

1 . การคัด เ ลือกแหล งน้ํ า ท้ิ งจากโรงงานสกัดน้ํ ามันปาลม เพื่ อผ ลิต เอทานอลจาก เชื้ อ                           
T. thermosaccharolyticum PSU-2 

1.1 วิเคราะหลักษณะของน้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อและน้ําท้ิงจากเครื่องดีแคนเตอร 
วิเคราะหลักษณะของน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (บริษัท เอเชียนน้ํามันปาลม 

จํากัด) โดยนําน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร มาผานกระบวนการเตรียม
วัตถุดิบ โดยกรองดวยผาขาวบาง 2 ช้ันเพื่อกําจัดสิ่งปนเปอนชิ้นใหญ แลวนําไปวิเคราะหหาคาพี
เอช, อุณหภูมิ, ซีโอดี (chemical oxygen demand, COD), บีโอดี (biochemical oxygen demand, 
BOD), ของแข็งทั้งหมด (total solid, TS), ของแข็งแขวนลอย (suspended solid, SS), น้ํามันและกรีส 
(oil&grease, O&G) โดยใชวิธีมาตรฐานในการวิเคราะหคุณภาพของน้ําเสีย (APAH, AWWA and 
WCPF, 1985)  วิเคราะหคาไนโตรเจนทั้งหมด (A.O.A.C., 1990) น้ําตาลทั้งหมด (Dreywood, 1946) 
ความเขมขนของน้ําตาลชนิดตาง ๆ ไดแก ไซโลส อะราบิโนส กลูโคส และฟรุคโตส วิเคราะหคา  
แรธาตุชนิดตาง ๆ  ไดแก โซเดียม โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก และ
สังกะสี สารประกอบฟนอลิก (ดัดแปลงจาก APAH, AWWA and WCPF, 1985)   

1.2 การเลี้ยงเชื้อในน้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อและในน้ําท้ิงจากเครื่องดีแคนเตอร 
ศึกษาการเจริญของ T.  thermosaccharolyticum  PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้ง

จากเครื่องดีแคนเตอร เติมหัวเชื้อ 10 มิลลิลิตร (10 เปอรเซ็นต) (เตรียมโดยการเขี่ยเชื้ออายุ              
24 ช่ัวโมง จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง DSMZ No.211 เล้ียงในอาหารเหลว เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)           
ลงในขวด serum ปริมาตร 120 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ DSMZ No.211 พีเอช 6.5 ปริมาตร      
90 มิลลิลิตร เล้ียงในสภาวะไรอากาศ โดยพนดวยแกสไนโตรเจน (N2:CO2=80:20 เปนเวลา 2 นาที) 
หลังจากนั้นนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง แลวนํามาเจือจางใหมีคา 
OD660 เทากับ 0.5 เพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตน จากนั้นเติมหัวเชื้อ 10 มิลลิลิตร (10 เปอรเซ็นต) ลงในขวด 
serum ที่มีน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากดีแคนเตอรที่ผานการกรองดวยผาขาวบาง 2 ช้ันเพื่อ
กําจัดสิ่งปนเปอนชิ้นใหญ และผานการฆาเชื้อรวมทั้งปรับ    พีเอชเปน 6.5 ลงในขวด serum 
ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เล้ียงในสภาวะไรอากาศ โดยพนดวยแกสไนโตรเจน (N2:CO2=80:20 เปน
เวลา 2 นาที) หลังจากนั้นนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สุมตัวอยางที่
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เวลา 0, 4, 8, 12, 16, 20 และ 24  ช่ัวโมง นําไปวัดคาพีเอชและวิเคราะหน้ําตาลทั้งหมดโปรตีน
ทั้งหมดและความเขมขนของเอทานอล พรอมนําไปหาคาซีโอดีที่ช่ัวโมงสุดทายของการเลี้ยงเชื้อ 
คัดเลือกน้ําทิ้งจากกระบวนการของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่แบคทีเรียเจริญและผลิตเอทานอลได
สูงสุด (ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยมีน้ําทิ้งที่ไมเติมเชื้อเปนชุดควบคุม) 

 2. สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ T. thermosaccharolyticum PSU-2   

เล้ียงแบคทีเรีย T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในแหลงน้ําทิ้งที่คัดเลือกไดภายใตสภาวะ    
ไรอากาศ โดยพนดวยแกสไนโตรเจน (N2:CO2=80:20 เปนเวลา 2 นาที) หลังจากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สุมตัวอยางที่เวลา 0, 4, 8, 12, 16, 
20 และ 24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โปรตีนทั้งหมด และเอทานอล รวมทั้งคา
ซีโอดี และพีเอช (ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยมีน้ําทิ้งที่ไมเติมเชื้อเปนชุดควบคุม) คัดเลือกชุดการ
ทดลองที่ผลิตเอทานอลไดสูงสุดของแตละปจจัยที่ทําการศึกษา ดังนี้ 

2.1 ผลของความเขมขนของสารอินทรียของน้ําท้ิง 
เล้ียงแบคทีเรียในแหลงน้ําทิ้งที่คัดเลือกไดโดยปรับระดับความเขมขนของสารอินทรียใน

น้ําทิ้งโดยการเจือจางในอัตราสวน 1:0, 1:1 และ 1:2  คํานวณคาซีโอดีของแตละความเจือจาง 
2.2 ผลของ ZnSO4.7H2O   

 เล้ียงแบคทีเรียในน้ําทิ้งที่ความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 2.1) โดยมีการเติม ZnSO4.7H2O 
ใหมีความเขมขนสุดทาย 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 กรัมตอลิตร 

2.3 ผลของ FeSO4.7H2O  
 เล้ียงแบคทีเรียในน้ําทิ้งที่ความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 2.1) โดยมีการเติม FeSO4.7H2O 
ใหมีความเขมขนสุดทาย 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 กรัมตอลิตร 

2.4 ผลของ redox dyes 
เล้ียงแบคทีเรียในน้ําทิ้งที่ความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 2.1) โดยมีการเติม methylene 

blue ที่ความเขมขน 0, 0.05, 0.10, 0.5, 1.0 และ 2.0 มิลลิโมลาร  
2.5 ผลของแหลงไนโตรเจน 

แหลงไนโตรเจนที่นํามาศึกษาในครั้งนี้คือ ไนโตรเจนอนินทรีย ไดแก (NH4)2HPO4, 
(NH4)2SO4, NH4Cl และ NH4NO3 เล้ียงแบคทีเรียในน้ําทิ้งที่ความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 2.1) 
โดยปรับไนโตรเจนทั้งหมดในน้ําทิ้งใหเปน 0.2% ดวยไนโตรเจนอนินทรียแตละชนิด 
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2.6 ผลของความเขมขนของไนโตรเจนที่คัดเลือกได 
เล้ียงแบคทีเรียในน้ําทิ้งโดยมีการเติมแหลงไนโตรเจนที่คัดเลือกได (จากขอ 2.5) ใหมีความ

เขมขนสุดทาย 0, 0.2, 0.6, และ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 

3. สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยใช Response surface methodology (RSM) 

วิธีพื้นผิวผลตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) สามารถใชหาระดับของปจจัย
ที่เหมาะสมที่สุดได วิธีพื้นผิวผลตอบสนองเปนวิธีที่สรางสมการของความสัมพันธระหวางตัวแปร
อิสระ (ระดับของปจจัย) กับตัวแปรตอบสนอง (response) โดยใชวิธีการวิเคราะหการถดถอย 
(regression) เพื่อหาคาความเหมาะสมของระดับในแตละปจจัยที่สนใจ (Montgomery, 1999; 
Montgomery, 2001)  

ในการออกแบบพื้นผิวผลตอบสนอง การทดลองนี้เลือกใชการออกแบบสวนประสมกลาง
แบบหมุนได (central composite rotatable design, CCRD) ซ่ึงมีพื้นฐานมาจาก 2k แฟกตอเรียล 
(factorial 2k) โดยเพิ่มการทดลองในแนวแกนและที่จุดศูนยกลาง สําหรับการทดลองนี้มีตัวแปรตน 
5 ตัวแปร โดยใชตัวแปรจากการผลการทดลองในขอ 2 คือ ความเขมขนของซีโอดี 20-80 กรัมตอ
ลิตร, ZnSO4.7H2O 0-0.50 กรัมตอลิตร (ในรูป Zn), FeSO4.7H2O 0-0.50 กรัมตอลิตร (ในรูป Fe), 
Methylene blue 0-2.00 มิลลิโมลาร และ NH4NO3 0-1.00 เปอรเซ็นต) (ในรูป N) ซ่ึงชวงของความ
เขมขนที่เลือกครอบคลุมจากผลการทดลองในขอ 2.1-2.6 โดยแปรระดับของตัวแปรอิสระ 5 ระดับ 
ประกอบดวย -1.0, -0.5, 0, 0.5 และ 1.0 ดังแสดงใน Table 7 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อเลือก
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลที่มีความเขมขนของเอทานอลสูงสุด ดังนั้นตัวแปรตามใน
การทดลอง คือ ความเขมขนของเอทานอล ใชการทดลองทั้งสิ้น 32 การทดลอง โดยศึกษาคาต่ําสุด
และสูงสุดของแตละปจจัย (Table 8) ไดแก ความเขมขนของซีโอดี (20 และ 80 กรัมตอลิตร), 
ZnSO4.7H2O (0 และ 0.50 กรัมตอลิตร) (ในรูป Zn), FeSO4.7H2O (0 และ 0.50 กรัมตอลิตร)(ในรูป 
Fe), Methylene blue (0 และ 2.00 มิลลิโมลาร) และ NH4NO3 (0 และ 1.00 เปอรเซ็นต) (ในรูป N) 

เล้ียงเชื้อ T. thermosaccharolyticum  PSU-2 ในแหลงน้ําทิ้งที่คัดเลือกไดที่มีความเขมขน
ของซีโอดี, ZnSO4.7H2O, FeSO4.7H2O, Methylene blue และ NH4NO3 แสดงใน Table 8 โดยเลี้ยง   
ในขวด serum ปริมาตร 120 มิลลิลิตร ใชน้ําทิ้ง 90 มิลลิลิตร เติมเชื้อ 10 มิลลิลิตร เล้ียงภายใตสภาวะ
ไรอากาศโดยพนดวยแกสไนโตรเจน (N2:CO2=80:20 เปนเวลา 2 นาที) หลังจากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหหาเอทานอล (ทําการทดลอง 
3 ซํ้า โดยมีน้ําทิ้งที่ไมเติมเชื้อเปนชุดควบคุม) 
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Table 7.  Independent variables and their factor levels. 

code factor levels Independent variable symbol 
- 1.0 - 0.5 0 0.5 1.0 

COD concentration (g/l) X1 20.00 35.00 50.00 65.00 80.00 
Zn as ZnSO4.7H2O (g/l)  X2 0.00 0.12 0.25 0.38 0.50 
Fe as FeSO4.7H2O (g/l) X3 0.00 0.12 0.25 0.38 0.50 
Methylene blue (mM) X4 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 
N as NH4NO3 (%) X5 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 

Table 8.   Central composite experimental design matrix defining substrate concentration (X1), Zn 
as ZnSO4.7H2O (X2), Fe as FeSO4.7H2O (X3), Redox (X4) and N as NH4NO3 (X5) on 
ethanol production from T. thermosaccharolyticum PSU-2.  

Parameters   Trials 
X1 (g/l) X2 (g/l) X3 (g/l) X4 (mM) X5 (%) 

1 65.00 (0.5) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
2 80.00 (1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 1.00 (1) 
3 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0)      1.00 (0) 0.50 (0) 
4 50.00 (0) 0.25 (0) 0.12 (-0.5) 1.00 (0) 0.50 (0) 
5 80.00 (1) 0.00 (-1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 1.00 (1) 
6 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.75 (0.5) 
7 20.00 (-1) 0.50 (1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 1.00 (1) 
8 50.00 (0) 0.12 (-0.5) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
9 20.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 1.00 (1) 
10 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
11 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
12 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 0.50 (-0.5) 0.50 (0) 
13 35.00 (-0.5) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
14 50.00 (0) 0.25 (0) 0.38 (0.5) 1.00 (0) 0.50 (0) 
15 20.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 2.00 (1) 0.00 (-1) 
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Table 8.   Central composite experimental design matrix defining substrate concentration (X1), 
Zn as ZnSO4.7H2O (X2), Fe as FeSO4.7H2O (X3), Redox (X4) and N as NH4NO3 (X5) 
on ethanol production from T. thermosaccharolyticum PSU-2. (Continued) 

Parameters   Trials 
X1 (g/l) X2 (g/l) X3 (g/l) X4 (mM) X5 (%) 

16 80.00 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 
17 80.00 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 2.00 (1) 1.00 (1) 
18 20.00 (-1) 0.50 (1) 0.50 (1) 2.00 (1) 0.00 (-1) 
19 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.50 (0.5) 0.50 (0) 
20 20.00 (-1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 
21 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
22 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
23 20.00 (-1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 2.00 (1) 1.00 (1) 
24 80.00 (1) 0.00 (-1) 0.50 (1) 2.00 (1) 0.00 (-1) 
25 80.00 (1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 2.00 (1) 0.00 (-1) 
26 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
27 80.00 (1) 0.50 (1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 
28 20.00 (-1) 0.00 (-1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 
29 20.00 (-1) 0.00 (-1) 0.50 (1) 2.00 (1) 1.00 (1) 
30 80.00 (1) 0.50 (1) 0.50 (1) 2.00 (1) 1.00 (1) 
31 50.00 (0) 0.38 (0.5) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 
32 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.25 (-0.5) 

เมื่อทําการทดลองตามที่ออกแบบแลว นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหดวยวิธีการทางสถิติ โดยใช 
Design Expert Version 5.0 version (State Ease, Minneapolis, MN) เนื่องจากวิธีการพื้นผิว
ตอบสนองใหความสําคัญกับความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระกับผลตอบสนอง ความสัมพันธ
ดังกลาวสามารถแสดงในแบบลําลองพหุนามกําลังสองที่ใชในการอธิบายความสัมพันธ แสดงดัง
สมการ (Myers, 1995) 
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โดย Bij คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยโดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร    

4. ผลของการเติมกากน้ําตาลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมตอการผลิตเอทานอล 

เล้ียงแบคทีเรีย T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในกากน้ําตาลและกากน้ําตาลผสมกับแหลง
น้ําทิ้งที่คัดเลือกไดที่มีสภาวะที่เหมาะของแตละปจจัย (ผลการทดองจากขอ 2) และกากน้ําตาลผสม
น้ําทิ้งที่คัดเลือกไดที่มีสภาวะที่เหมาะของ RSM (ผลการทดลองจากขอ 3) เพื่อเปรียบเทียบกับการ
เล้ียงในน้ําทิ้งที่คัดเลือกไดที่มีสภาวะที่เหมาะสมของแตละปจจัยและน้ําทิ้งที่คัดเลือกไดที่มีสภาวะที่
เหมาะสมของ RSM ภายใตสภาวะไรอากาศ โดยพนดวยแกสไนโตรเจน (N2:CO2=80:20) ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สุมตัวอยางที่เวลา 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 
42 และ 48 ช่ัวโมง เพื่อวัดคาพีเอชและวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และเอทานอล รวมทั้งคา 
COD และพีเอช (ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยมีน้ําทิ้งที่ไมเติมเชื้อเปนชุดควบคุม) ศึกษาชุดการทดลอง
ที่ผลิตเอทานอลไดสูงสุด ปจจัยที่ทําการศึกษา มีดังนี้ 

4.1 ผลของความเขมขนของกากน้ําตาลในอาหารสังเคราะห 
เล้ียงแบคทีเรีย T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ DSMZ No.211 โดย

เติมกากน้ําตาลที่ความเขมขน 0, 20, 30, 40 และ 50 กรัมตอลิตร แทนไซโลส 10 กรัมตอลิตร 
4.2 ผลของการเติมกากน้ําตาลในน้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อท่ีมีสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 2  

 เล้ียงแบคทีเรีย T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่มีความเขมขน
ของซีโอดีเทากับ 80 กรัมตอลิตร โดยเติม Zn ในรูป ZnSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร Fe ในรูป 
FeSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร methylene blue 0.05 มิลลิโมลาร N ในรูป NH4NO3 0.6 เปอรเซ็นต 
และกากน้ําตาลที่ความเขมขนที่คัดเลือกได (จากขอ 4.1)  

4.3 ผลของการเติมกากน้ําตาลในน้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อท่ีมีสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 3 
 เล้ียงแบคทีเรีย T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่มีความเขมขน
ของซีโอดีเทากับ 65 กรัมตอลิตร โดยเติม Zn ในรูป ZnSO4.7H2O 0.25 กรัมตอลิตร Fe ในรูป 
FeSO4.7H2O 0.25 กรัมตอลิตร methylene blue 1.0 มิลลิโมลาร N ในรูป NH4NO3 0.5 เปอรเซ็นต 
และกากน้ําตาลที่ความเขมขนที่คัดเลือกได (จากขอ 4.1)  
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5. การแยกเอทานอลออกจากน้ําหมักและศึกษาสมบัติ 

ทําการเก็บเกี่ยวเอทานอลโดยใชกระบวนการกลั่นโดยนําน้ําหมักที่ไดจากกระบวนการหมัก   
มากลั่นดวยเครื่องกล่ันแบบลําดับสวนโดยมีวัตถุประสงคเพื่อตองการทําใหเอทานอลที่ไดมีความ
บริสุทธิ์มากขึ้น โดยกลั่นที่อุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส ในระหวางการกลั่นสุมตัวอยางผลผลิตที่กล่ัน
ไดจากเครื่องกลั่นที่เวลา 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 และ 40 นาที เพื่อตรวจวิเคราะหหาปริมาณ     
เอทานอล พยายามทําการกลั่นหลายครั้งเพื่อใหไดปริมาณเอทานอลสูงสุด (เปาหมาย 95%) (ตาลิศา 
ยุวอมพิทักษ, 2548) และนําเอทานอลที่กล่ันได ณ เวลาที่มีความเขมขนของเอทานอลสูงสุดมาศึกษา
สมบัติของเอทานอลที่ ได เทียบกับคุณสมบัติพื้นฐานของเอทานอล  โดยหาค าจุด เดือด                 
ความหนาแนน ความถวงจําเพาะ และความหนืด และวิเคราะหหาชนิดของแอลกอฮอลที่ได ไดแก 
เมทานอล เอทานอล โพรพานอล บิวทานอล และเพนทานอล 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1. การคัดเลือกแหลงน้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเพื่อผลิตเอทานอลจากเชื้อ                           
T. thermosaccharolyticum PSU-2 

1.1 ลักษณะของน้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อและน้ําท้ิงจากเครือ่งดีแคนเตอร 
ลักษณะของน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีความแตกตางกันขึ้นกับแหลงที่มาของน้ําทิ้ง

ผลการวิเคราะหน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรแสดงใน Table 9 จะเห็นวา มี
ความเปนกรดสูง (พีเอช 5.1 และ 4.3 ตามลําดับ) เนื่องจากน้ํามันบางสวนแตกตัวเปนกรดไขมัน คา
บีโอดีและซีโอดีมีคาใกลเคียงกัน (77,000 และ 80,000 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) ซ่ึงแตกตางจาก
รายงานของ H- kittikul และคณะ (1996) และ พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) ที่มีคาบีโอดี
ประมาณครึ่งหนึ่งของคาซีโอดี ปริมาณของแข็งแขวนลอยมีคาเปน 40 และ 42 เปอรเซ็นตของ
ของแข็งทั้งหมด น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีปริมาณไนโตรเจน (700 มิลลิกรัมตอลิตร) ต่ํากวาในน้ําทิ้ง
จากเครื่องดีแคนเตอร (1,101 มิลลิกรัมตอลิตร) โดยคาไนโตรเจนในน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรจะ
ใกลเคียงกับรายงานของปรีชา มุณีศรี (2539) และหัสลินดา บินมะแอ (2548) คือ 1,200 มิลลิกรัมตอ
ลิตร แตมีปริมาณน้ําตาลสูงกวา (มีคา 8,550 มิลลิกรัมตอลิตร และ 6,860 มิลลิกรัมตอลิตร) ชนิดของ
น้ําตาลจากแหลงน้ําทิ้งทั้งสองแหลงแตกตางกัน คือ น้ําตาลไซโลส (600 มิลลิกรัมตอลิตร) พบ
เฉพาะในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ สวนน้ําตาลฟรุกโตส (2,580 มิลลิกรัมตอลิตร) พบเฉพาะในน้ําทิ้ง
จากเครื่องดีแคนเตอร สําหรับน้ําตาลอะราบิโนส (3,500 และ 7,910 มิลลิกรัมตอลิตร) และน้ําตาล
กลูโคส (30 และ 780 มิลลิกรัมตอลิตร) พบในน้ําทิ้งทั้งสองแหลง สําหรับองคประกอบของแรธาตุ
ชนิดตาง ๆ พบวา มีโพแทสเซียม (K) สูงสุด (1,624 และ1,779 มิลลิกรัมตอลิตร) รองลงมาคือ 
แมกนีเซียม (Mg) (673 และ 798 มิลลิกรัมตอลิตร), ฟอสฟอรัส (P) (171 และ 220 มิลลิกรัมตอ
ลิตร), แคลเซียม (Ca) (140 และ 120 มิลลิกรัมตอลิตร), เหล็ก (Fe) (82 และ 135 มิลลิกรัมตอลิตร), 
โซเดียม (Na) (22 และ 35 มิลลิกรัมตอลิตร)  และสังกะสี (Zn) (17.5 และ 1.60 มิลลิกรัมตอลิตร) 
ตามลําดับ สําหรับปริมาณฟนอล พบวา น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีปริมาณฟนอล (1.85 มิลลิกรัมตอ
ลิตร) นอยกวาน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (3.54 มิลลิกรัมตอลิตร) โดยคาฟนอลในน้ําทิ้งจากเครื่อง
ดีแคนเตอรจะใกลเคียงกับการรายงานของโสภาวรรณ รัตนพันธ (2547) คือ 3.60 มิลลิกรัมตอลิตร 
จากขอมูลดังกลาวจะเห็นไดวาลักษณะน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรของ
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โรงงานสกัดน้ํามันปาลมในการสุมตัวอยางแตละครั้งจะมีความแตกตางกันในเรื่องคุณภาพของ
วัตถุดิบ กระบวนการผลิต ชวงเวลาในการเก็บตัวอยางน้ําทิ้ง เปนตน  

Table 9.  Characteristics and chemical composition of sterilizer condensate and decanter effluent 
of a palm oil mill after filtration. 

Parametersa Sterilizer condensate Decanter effluent 
Color Dark brown  brown 
pH 5.1 4.3 
BOD 77,000 93,000 
COD 80,000 95,000 
Total solids (TS) 47,696 64,600 
Suspended solids (SS) 19,066 27,332 
Oil&Grease 1,850 1,090 
Total nitrogen 700 1,101 
Total protein 4,375 6,881 
Total phenol 1.85 3.54 
Total sugar  8,550 6,860 
      Xylose 600 0 
      Arabinose 7,910 3,500 
      Glucose 30  780 
      Fructose 0 2,580 
Mineral 2731.70 3091.00 
      P   171.85   220.70 
      K 1624.25 1779.00 
      Na     22.00     35.50 
      Ca   140.25   120.35 
      Mg   673.00   798.75 
      Fe     82.80   135.10 
      Zn     17.55       1.60 

aExcept for color and pH all other parameters are in mg/L 
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1.2 การเลี้ยงเชื้อในน้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อและในน้ําท้ิงจากเครื่องดีแคนเตอร 
เมื่อเล้ียงเชื้อ T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจาก

เครื่องดีแคนเตอร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อคัดเลือกแหลงน้ําทิ้งที่
เหมาะสมที่แบคทีเรียเจริญไดดีที่สุดและผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยมีน้ําทิ้งที่
ไมเติมเชื้อเปนชุดควบคุม) พบวา เชื้อสามารถใชน้ําทิ้งจากทั้งสองแหลงเปนสารอาหารสําหรับการ
เจริญโดยเชื้อมีการเจริญไดดีที่สุดใหปริมาณโปรตีนทั้งหมด 0.55 กรัมตอลิตร ในน้ําทิ้งจากหมอฆา
เชื้อ (Figure 3) และผลิตเอทานอลไดสูงสุด (0.58 กรัมตอลิตร) ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ (Figure 4) 
และนอกจากนี้ยังมีคาพารามิเตอรตาง ๆ จากการทดลอง (Table 10) ไดแก ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) 
เทากับ  0.17 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลทั้งหมด  และอัตราการผลิตเอทานอล  (Ethanol 
productivity) ที่ 20 ช่ัวโมง เทากับ 0.024 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง สามารถลดคาซีโอดีได 32.5 
เปอรเซ็นต สอดคลองกับผลการศึกษาของ O-thong และ คณะ (2008) ที่พบวาแบคทีเรียชอบรอน  
T. thermosaccharolyticum PSU-2 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 0.5 กรัมตอลิตรในน้ําทิ้งโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลม ซ่ึงแตกตางจากการรายงานของ Hipolito และคณะ (2008) ที่พบวาเชื้อ 
Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4 (ATCC 13564) สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 
2.33 กรัมตอลิตร ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม สวนในน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรเชื้อเจริญ
และผลิตเอทานอลไดนอยกวา (ใหปริมาณโปรตีนทั้งหมด 0.45 กรัมตอลิตร ความเขมขน            
ของ เอทานอล  0 . 3 5  ก รัมต อ ลิตร  และลดค าซี โอดี ได  2 8 . 0  เปอร เซ็ นต )  จะ เห็นว า                           
T. thermosaccharolyticum  PSU-2 เจริญในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อไดดีกวาในน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคน
เตอร อาจเนื่องจากน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (8.55 กรัมตอลิตร)  สูงกวาในน้ํา
ทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (6.86 กรัมตอลิตร) และมีปริมาณฟนอลเพียงประมาณครึ่งหนึ่งจึงมีผลให
เกิดการยับยั้งการเจริญของเชื้อนอยกวา ดังนั้นจึงเลือกน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ เพื่อศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลตอไป 
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Figure 3.  Effect of sources of POME on growth of T. thermosaccharolyticum PSU-2 (a) and pH 

changes (b) during cultivation at 60 OC for 24 h. 
 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 4 8 12 16 20 24

Time (h)

pH

Sterilizer condensate Decanter effluent

(a) 

(b) 

   33 



   
   

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

0 4 8 12 16 20 24

Time (h)

To
ta

l s
ug

ar
 (g

/l)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 4 8 12 16 20 24

Time (h)

Et
ha

no
l (

g/
l)

Sterilizer condensate Decanter effluent

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Effect of of sources of POME on utilization of sugar of T. thermosaccharolyticum     
PSU-2 (a) and ethanol production (b) during cultivation at 60 OC for 24 h. 
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Table 10. Effect of sources of POME on growth and ethanol production of T. thermosaccharo-    
lyticum PSU-2 cultivated at 60 OC for 24 h. 

Parameters Sterilizer condensate Decanter effluent 
Initial pH 6.50 6.50 
Final pH 5.03 5.45 
Initial total sugar  (g/l) 8.55 6.86 
Residual total sugar (g/l) 5.14 4.15 
Total cell protein (g/l) 0.55 0.45 
COD removal (%) 32.5 28.0 
Ethanol (g/l) 0.58 0.35 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.17 0.13 
Ethanol productivity (g/l/h) 0.024 0.015 

2. สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ T. thermosaccharolyticum PSU-2 

2.1 ผลของความเขมขนของสารอินทรียในน้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อ 
จากการเลี้ยง T. thermosaccharolyticum  PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่มีการเจือจางใน

อัตราสวน 1:0, 1:1 และ 1:2 ไดความเขมขนของสารอินทรียระดับตาง ๆ โดยมีคาซีโอดีเทากับ 
80000, 45000 และ 32500 มิลลิกรัมตอลิตร พีเอชเริ่มตน 6.5 (Figure 5) จะเห็นวาน้ําทิ้งที่มีคาซีโอดี 
เทากับ 80,000 มิลลิกรัมตอลิตร เชื้อเจริญสูงสุดไดปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ 0.54 กรัมตอลิตร 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง รวมทั้งผลิตเอทานอลสูงสุด (0.61 กรัมตอลิตร) (Figure 6b) สําหรับการใช
น้ําตาล (8.55 กรัมตอลิตร) เมื่อเวลาผานไป 24 ช่ัวโมงพบวา เชื้อสามารถใชน้ําตาลทั้งหมดไดเพียง  
50 เปอรเซ็นต (Figure 6a) โดยมีน้ําตาลเหลืออยูเทากับ 4.65 กรัมตอลิตร ทั้งนี้อาจเกิดจากการลดลง
ของพีเอชระหวางการเลี้ยงเชื้อ (Kannan and Mutharasan, 1985) จึงทําใหเชื้อมีการเจริญนอยลง 
เพราะวาถาคาพีเอชต่ํากวา 5 จะเปนพิษตอเชื้อที่ทําใหเชื้อมีการเจริญลดลง (O-thong et al., 2008) 
และนอกจากนี้ยังมีคาพารามิเตอรตาง ๆ จากการทดลอง (Table 11) ไดแก ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) 
เทากับ  0.16 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลทั้งหมด  และอัตราการผลิตเอทานอล  (Ethanol 
productivity) ที่ 20 ช่ัวโมง เทากับ 0.025 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่คาซีโอดีลดลง 23.6 
เปอรเซ็นต สวนที่ระดับความเขมขน 45,000 และ 32,500 มิลลิกรัมตอลิตร เชื้อมีการเจริญและผลิต
เอทานอลไดต่ํากวา รวมทั้งลดคาซีโอดีไดต่ํากวาดวยโดยใหปริมาณโปรตีนทั้งหมดสูงสุด 0.32 และ  
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Figure 5. Effect of COD concentration of sterilizer condensate on growth of T. thermosac-           

charolyticum PSU-2 (a) and pH changes (b) during cultivation at 60 OC for 24 h. 
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Figure 6. Effect of COD concentration of sterilizer condensate on utilization of sugar of                

T. thermosaccharolyticum PSU-2 (a) and ethanol production (b) during cultivation at 
60 OC for 24 h. 
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0.23 กรัมตอลิตร ตามลําดับ คาซีโอดีลดลง 16.7 และ 11.4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สอดคลองกับ
การศึกษาของ Mustar และคณะ (2001) ที่พบวา ยีสต C. utilis สามารถเจริญในน้ําทิ้งจากโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลมที่ไมตองมีการเจือจางได ในการทดลองครั้งนี้จะเห็นวา T. thermosaccharolyticum  
PSU-2 เจริญและผลิตเอทานอลในน้ําทิ้งที่มีสารอินทรียสูงโดยไมตองเจือจาง (ซีโอดี เทากับ 80,000 
กรัมตอลิตร) และมีปริมาณฟนอล 0.185 เปอรเซ็นต ซ่ึงต่ํากวาปริมาณของโฟลีฟนอล (1-1.24 
เปอรเซ็นต) ในน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก (Tsonis and Grigoropoulos, 1993) โดยทั่วไป
สารประกอบฟนอลมีความเปนพิษตอเซลลจุลินทรีย ซ่ึงทําใหเกิดการยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรียใน
กระบวนการยอยสลาย (Hamdi, 1991)  ซ่ึงมีผลตรงกันขามกับการทดลองนี้ ดังนั้น จึงสามารถใชน้ํา
ทิ้งจากการสกัดน้ํามันปาลมในการผลิตเอทานอลจาก T. thermosaccharolyticum  PSU-2 โดยตรง 

Table 11.   Effect of COD concentration in sterilizer condensate on growth, ethanol production 
and COD removal of T. thermosaccharolyticum PSU-2 at 60 OC for 24 h. 

COD concentrations (mg/l) Parameters 
80,000 45,000 32,500 

Initial pH 6.50 6.50 6.50 
Final pH 4.87 5.75 5.90 
Initial total sugar  (g/l) 8.55 4.25 2.85 
Residual total sugar (g/l) 4.65 3.12 1.75 
Total cell protein (g/l) 0.54 0.32 0.23 
COD removal (%) 33.6 16.7 11.4 
Ethanol (g/l) 0.61 0.28 0.21 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.16 0.24 0.19 
Ethanol productivity (g/l/h) 0.025 0.012 0.0008 

2.2  ผลของ  ZnSO4.7H2O   
การเจริญและการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูงของแบคทีเรียตองการธาตุอาหารบางอยาง

เพิ่มเพื่อใหเซลลสามารถเจริญได และผลิตเอทานอลไดปริมาณที่สูงขึ้น เชน การใชสังกะสี เพื่อให
การทํางานของเอนไซม alcohol dehydrogenases สามารถทํางานไดดีขึ้น  (Avci and Donmez, 
2006) มีรายงานการศึกษาลักษณะของเอนไซม alcohol dehydrogenases (ADHs) จาก thermophiles 
และ hyperthermophiles ซ่ึงเอนไซมนี้จะมีกิจกรรมที่สูงและมีความคงตัวในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูง 
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Radianingtyas และ Wright (2003) ศึกษากลุมของ ADHs ของจุลินทรียชอบรอน และ NAD(P)-
dependent group ซ่ึงพวก thermophilic ADHs จะจับตัวกันเปนกลุมกอนซึ่งประกอบดวย           
zinc-dependent ADHs, สายสั้นของ ADHs และองคประกอบของเหล็กตอการทํางานของ        
ADHs นอกจากนี้ Bryant และคณะ (1988) ศึกษาแตละหนวยของ primary และ secondary                 
alcohol dehydrogenases ของเชื้อ T. ethanolicus มี Zn ประมาณ 4 อะตอม ดังนั้นในการ            
ศึกษาครั้งนี้จึงทําการศึกษาถึงผลของสังกะสี (ZnSO4.7H2O) ตอการผลิตเอทานอลของเชื้อ                       
T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อโดยมีการเติม Zn as ZnSO4.7H2O  ใหมี
ความเขมขนสุดทาย 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 กรัมตอลิตร (เร่ิมตนในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมี Zn 
เทากับ 0.0175 กรัมตอลิตร) โดยปรับพีเอชเริ่มตน เทากับ 6.5 (ใชน้ําทิ้งที่ไมมีการเติม ZnSO4.7H2O 
เปนชุดควบคุม) เล้ียงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Figure 7) พบวา การเติม Zn 
ในรูป ZnSO4.7H2O ที่ความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 กรัมตอลิตรในน้ําทิ้งมีผลตอการ
เจริญ โดยใหปริมาณโปรตีนทั้งหมด 0.54, 0.48, 0.65, 0.32, 0.41 และ 0.35 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
และสงผลใหมีการผลิตเอทานอลสูงสุดเทากับ 0.57, 0.84, 1.25, 0.42, 0.18 และ 0.15 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ จะเห็นวาปริมาณที่เหมาะสมของ Zn ในรูป ZnSO4.7H2O คือ 0.2 กรัมตอลิตร ซ่ึงเชื้อ
เจริญไดดีที่สุดโดยใหปริมาณโปรตีนทั้งหมดสูงสุด 0.65 กรัมตอลิตร และผลิตเอทานอลสูงสุด 1.25 
กรัมตอลิตร (Figure 8) นอกจากนี้ ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) เทากับ 0.23 กรัมเอทานอลตอกรัม
น้ําตาลทั้งหมดที่ถูกใชไป และอัตราการผลิตเอทานอล (Ethanol productivity) ที่ 20 ช่ัวโมง เทากับ 
0.035 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่คาซีโอดีลดลง 35.2 เปอรเซ็นต (Table 12) คาความเขมขนที่
เหมาะสมของ  Zn ในรูป ZnSO4.7H2O จากการทดลองนี้ (0.2 กรัมตอลิตร) สอดคลองกับผล
การศึกษาของ Avci และ Donmez (2006) ที่พบวาการเติมสังกะสี 0.22 กรัมตอลิตร ทําใหแบคทีเรีย 
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus (70-1) สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 5.8 กรัมตอ
ลิตร  
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Figure 7. Effect of ZnSO4.7H2O concentration in sterilizer condensate on growth of                       

T. thermosaccharo- lyticum PSU-2 (a) and pH changes (b) during cultivation at 60 OC 
for 24 h. 
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Figure 8.   Effect of ZnSO4.7H2O concentration in sterilizer condensate on utilization of sugar of 

T. thermosaccharolyticum PSU-2 (a) and ethanol production (b) during cultivation at 
60 OC for 24 h. 
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Table 12.  Effect of ZnSO4.7H2O concentration on ethanol production and COD removal of         
T.  thermosaccharolyticum PSU-2 in sterilizer condensate at 60 OC for 24 h. 

Zn as ZnSO4.7H2O final concentrations a (g/l) Parameters 
control 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

Initial pH 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 
Final pH 4.86 4.90 4.55 6.07 6.18 6.25 
Initial total sugar  (g/l) 8.55 8.55 8.55 8.55 8.55 8.55 
Residual total sugar (g/l) 4.74 4.35 3.11 5.65 6.84 7.12 
Total cell protein (g/l) 0.54 0.48 0.65 0.32 0.41 0.35 
COD removal (%) 25.4 29.0 35.2 23.5 18.6 1.75 
Ethanol (g/l) 0.57 0.84 1.25 0.42 0.18 0.15 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.15 0.20 0.23 0.14 0.11 0.10 
Ethanol productivity (g/l/h) 0.024 0.035 0.052 0.018 0.0008 0.006 
a g/l of  Zn as ZnSO4.7H2O 

2.3  ผลของ  FeSO4.7H2O  
ศึกษาหาปริมาณที่เหมาะสมของ Fe ในรูป FeSO4.7H2O ตอการผลิตเอทานอลของเชื้อ             

T. thermosaccharolyticum  PSU-2 โดยเติม Fe ในรูป FeSO4.7H2O ที่ระดับ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 
0.5 กรัมตอลิตร (เร่ิมตนในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมี Fe เทากับ 0.0828 กรัมตอลิตร) ปรับพีเอชน้ําทิ้ง
เร่ิมตนเทากับ 6.5 เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Figure 9) พบวา เชื้อ
เจริญดีที่สุดและผลิตเอทานอลสูงสุดในน้ําทิ้งที่เติม Fe ในรูป FeSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร โดยให
ปริมาณโปรตีนทั้งหมดสูงสุด 0.58 กรัมตอลิตร และความเขมขนของเอทานอลสูงสุด 1.05 กรัมตอ
ลิตร (Figure 10) ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) เทากับ 0.20 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลทั้งหมดที่ถูกใช
ไป และอัตราการผลิตเอทานอล (Ethanol productivity) ที่ 24 ช่ัวโมง เทากับ 0.044 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง ในขณะที่คาซีโอดีลดลง 30.2 เปอรเซ็นต (Table 13) สําหรับการเติม Fe ในรูป FeSO4.7H2O 
ปริมาณ 0, 0.1, 0.3, 0.4 และ 0.5 กรัมตอลิตร ในน้ําทิ้ง พบวา เชื้อเจริญไดนอยใหปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดเทากับ 0.54, 0.48, 0.32, 0.41 และ 0.35 กรัมตอลิตรตามลําดับ และใหความเขมขนของเอทา
นอลสูงสุดเทากับ 0.57, 0.64, 0.54, 0.28 และ 0.24 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สอดคลองกับการทดลอง
โดยมีเหตุผลดังนี้ การเติมเหล็กลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะสงเสริมใหแบคทีเรียผลิตเอทานอลจากกรด      
อะซิติก โดยเหล็กจะเปนตัวทําใหกลูโคสเปลี่ยนเปนกรดอะซิติกและไฮโดรเจน และถาพีเอชต่ํากรด 
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Figure 9.   Effect of FeSO4.7H2O concentration in sterilizer condensate on growth of                 

T. thermosaccha- rolyticum PSU-2 (a) and pH changes (b) during cultivation at 60 
OC for 24 h. 
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Figure 10.  Effect of FeSO4.7H2O concentration in sterilizer condensate on utilization of sugar of 

T. thermosaccharolyticum PSU-2 (a) and ethanol production (b) during cultivation at 
60 OC for 24 h. 
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อะซิติกและไฮโดรเจน จะเปลี่ยนไปเปนเอทานอล  (Balusu et al., 2005) ดังนั้น ความเขมขนที่
เหมาะสมของ Fe ในรูป FeSO4.7H2O คือ 0.2 กรัมตอลิตร ซ่ึงสูงกวาคาที่เหมาะสมสําหรับการผลิต
เอทานอลของเชื้อ C. thermocellum SS19 ในสภาวะไรอากาศ ซ่ึงมีคา FeSO4.7H2O เทากับ 0.01 
กรัมตอลิตร ใหเอทานอลสูงสุด 8 กรัมตอลิตร (Balusu et al., 2005) 

Table 13.  Effect of FeSO4.7H2O concentration on ethanol production and COD removal of          
T. thermosaccharolyticum PSU-2 in sterilizer condensate at 60 OC for 24 h. 

Fe as FeSO4.7H2O final concentrations a (g/l) Parameters 
control 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

Initial pH 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 
Final pH 4.87 4.90 4.75 4.95 6.15 6.25 
Initial total sugar  (g/l) 8.55 8.55 8.55 8.55 8.55 8.55 
Residual total sugar (g/l) 4.65 4.35 3.25 5.45 6.95 7.15 
Total cell protein (g/l) 0.54 0.48 0.58 0.32 0.41 0.35 
COD removal (%) 26.7 28.4 30.2 23.5 19.8 16.7 
Ethanol (g/l) 0.57 0.64 1.05 0.54 0.28 0.24 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.15 0.15 0.20 0.17 0.17 0.17 
Ethanol productivity (g/l/h) 0.024 0.027 0.044 0.023 0.012 0.010 
a g/l of  Fe as FeSO4.7H2O 

2.4 ผลของ  redox dyes 
การเติม redox dyes ลงในกระบวนการหมักเอทานอล ไดแก neutral red (NR), methyl 

viologen (MV), benzyl viologen (BV) และ methylene blue (MB) มีจุดประสงคเพื่อตองการเพิ่ม
ความเขมขนและผลผลิตของเอทานอลที่ไดจากกระบวนการหมัก โดย redox dyes ทําหนาที่เสมือน
เปนตัวรับอิเล็กตรอนในขั้นตอนการขนสงอิเล็กตรอน หลังจากที่มีการแบงอัตราสวนของ  
NADH/NAD+ ซ่ึงทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตอกระบวนการแมทาบอลิซึมของจุลินทรียโดยตรง 
(Hipolito et  al., 2008) เหตุผลที่เลือก methylene blue (MB) เพราะวา MB เปน redox dye ที่มีคา E/

h 
เทากับ +71 mV (มีคาบวกสูงสุดในบรรดา dyes ทั้งหมด) มีสภาวะตัว oxidized state ดีที่สุด โดย 
MB ทําหนาที่เปน reducing agent ชวยกระตุนการเจริญของเชื้อโดยเขารวมในปฏิกิริยา oxidation-
reduction ซ่ึงใชกับการเลี้ยงเชื้อในสภาวะไรอากาศ ทําให NADH/NAD+ ที่เหลือจากการใชเพื่อการ
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เจริญของเชื้อไปสงเสริมใหมีการผลิตเอทานอลมากขึ้นเมื่อศึกษาการผลิตเอทานอลของเชื้อ            
T. thermosaccharolyticum  PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่ปรับพีเอชเริ่มตน เทากับ 6.5 โดยเติม 
MB ที่ระดับ 0, 0.05, 0.10, 0.50, 1.00 และ 2.00 มิลลิโมลาร (ใชน้ําทิ้งที่ไมมีการเติม MB เปนชุด
ควบคุม) เล้ียงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Figure 11) พบวา เชื้อเจริญไดดี
ที่สุดในน้ําทิ้งที่เติม MB ที่ระดับ 0.10 มิลลิโมลาร โดยใหปริมาณโปรตีนทั้งหมดสูงสุด 0.65 กรัม
ตอลิตร และผลิตเอทานอลไดดีในน้ําทิ้งที่มีการเติม methylene blue ที่ระดับ 0.05 มิลลิโมลาร 
(Figure 12) โดยใหความเขมขนของเอทานอลสูงสุด 0.98 กรัมตอลิตร ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) 
เทากับ 0.20 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลทั้งหมดที่ถูกใชไป และอัตราการผลิตเอทานอล (Ethanol 
productivity) ที่ 24 ช่ัวโมง เทากับ 0.041 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่คาซีโอดีลดลง 29.8 
เปอรเซ็นต (Table 14) ในขณะที่สามารถเจริญในน้ําทิ้งที่เติม MB 0, 0.05, 0.50, 1.00 และ 2.00 มิลลิ
โมลาร ไดนอย โดยใหปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ  0.45, 0.58, 0.48, 0.40 และ 0.38 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ และสงผลใหผลผลิตเอทานอลสูงสุดเทากับ 0.58, 0.98, 0.75, 0.65 และ 0.55 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ ดังนั้นระดับความเขมขนของ MB ที่ใหคาความเขมขนของเอทานอลสูงสุด คือ 0.05 กรัม
ตอลิตร ซ่ึงสอดคลองกับคาความเขมขนที่เหมาะสมของ neutral red คือ 0.05 มิลลิโมลาร ที่ใหคา   
เอทานอลสูงสุด 0.46 กรัมตอลิตร (Hipolito et  al., 2008)  
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Figure 11. Effect of Dye concentration on on total cell protein of T. thermosaccharolyticum 

PSU-2 (a) and pH changes (b) during cultivation in sterilizer condensate at 60 OC for 
24 h. 
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Figure 12.  Effect of Dye concentration on total sugar of T. thermosaccharolyticum PSU-2 (a) 

and ethanol production (b) during cultivation in sterilizer condensate at 60 OC         
for 24 h. 

 
 

(a) 

(b) 

   48 



   
   

Table 14. Effect of Dye concentration on ethanol production and COD removal of                       
T. thermosaccharolyticum PSU-2 in sterilizer condensate at 60 OC for 24 h. 

Dye concentrations (mM) Parameters 
0 0.05 0.10 0.50 1.00 2.00 

Initial pH 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 
Final pH 4.92 4.75 4.82 5.05 5.15 5.29 
Initial total sugar  (g/l) 8.55 8.55 8.55 8.55 8.55 8.55 
Residual total sugar (g/l) 4.62 3.58 3.15 4.35 4.31 4.35 
Total cell protein (g/l) 0.45 0.58 0.65 0.48 0.40 0.38 
COD removal (%) 24.7 29.8 29.5 26.4 25.7 23.1 
Ethanol (g/l) 0.58 0.98 0.92 0.75 0.65 0.55 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.15 0.20 0.18 0.18 0.15 0.13 
Ethanol productivity (g/l/h) 0.024 0.041 0.040 0.031 0.027 0.023 

2.5 ผลของแหลงไนโตรเจน 
เมื่อศึกษาการผลิตเอทานอลของเชื้อ T. thermosaccharolyticum  PSU-2  ในน้ําทิ้งจากหมอ

ฆาเชื้อ (ที่ไมเจือจาง) ปรับพีเอชเริ่มตน เทากับ 6.5 และเติมแหลงไนโตรเจนอนินทรียตาง ๆ ไดแก 
(NH4)2HPO4, (NH4)2SO4, NH4Cl และ NH4NO3 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อโดยปรับปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมดในน้ําทิ้งเปน 0.2% เพื่อใหปริมาณไนโตรเจนเทากันในแตละชุดการทดลอง     
(ใชน้ําทิ้งที่ไมมีการเติมแหลงไนโตรเจนใด ๆ เปนชุดควบคุม) เล้ียงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมงพบวา เชื้อเจริญ (Figure 13) และผลิตเอทานอล (Figure 14) ไดดีในน้ําทิ้งที่มี
การเติม NH4NO3 โดยใหปริมาณโปรตีนทั้งหมดสูงสุด 0.59 กรัมตอลิตร และความเขมขนของเอทา
นอลสูงสุด 0.85 กรัมตอลิตร ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) เทากับ 0.17 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล
ทั้งหมดที่ถูกใชไป และอัตราการผลิตเอทานอล (Ethanol productivity) ที่ 24 ช่ัวโมง เทากับ 0.035 
กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่คาซีโอดีลดลง 34.8 เปอรเซ็นต (Table 15) สวนการเจริญของเชื้อ
ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่เติม (NH4)2HPO4 และ (NH4)2SO4 มีการเจริญนอยโดยไดปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดเทากับ 0.45 และ 0.48 กรัมตอลิตร  ตามลําดับ  
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Figure 13.  Effect of nitrogen source in sterilizer condensate on growth of T. thermo- 

saccharolyticum PSU-2   (a) and pH changes (b) during cultivation at 60 OC for 24 h. 
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Figure 14.  Effect of nitrogen source in sterilizer condensate on utilization of sugar of T. thermo- 

saccharolyticum PSU-2 (a) and ethanol production (b) during cultivation at 60 OC for 
24 h. 
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Table 15.  Effect of nitrogen sources on ethanol production and COD removal of 
T.thermosaccharolyticum PSU-2 in sterilizer condensate at 60 OC for 24 h. 

Nitrogen  sourcesa Parameters 
control NH4Cl (NH4)2HPO4 (NH4)2SO4 NH4NO3 

Initial pH 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 
Final pH 5.87 4.85 4.82 5.05 4.85 
Initial total sugar  (g/l) 8.55 8.55 8.55 8.55 8.55 
Residual total sugar (g/l) 4.12 3.54 3.65 3.58 3.42 
Total cell protein (g/l) 0.42 0.55 0.45 0.48 0.59 
COD removal (%) 29.8 31.5 30.2 31.6 34.8 
Ethanol (g/l) 0.35 0.75 0.64 0.62 0.85 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.08 0.15 0.13 0.12 0.17 
Ethanol productivity (g/l/h) 0.015 0.031 0.027 0.026 0.035 
a 0.2% of N for every nitrogen sources   

และความเขมขนของเอทานอลเทากับ 0.64 และ 0.62 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ผลผลิตเอทานอล 
(Yp/s) เทากับ 0.13 และ 0.12 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลทั้งหมดที่ถูกใชไป ตามลําดับ การที่
แบคทีเรียสามารถใช NH4NO3 ไดดีที่สุด อาจเกิดจากแบคทีเรียมีการเจริญและใชแอมโมเนียม
ไอออน และอนุมูลไนเตรตเปนแหลงไนโตรเจน นอกจากนี้ในการเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่ไรอากาศไน
เตรตจะทําหนาที่เปนตัวใหอิเล็กตรอน (Hipolito et  al., 2008) ดังนั้นอนุมูลไนเตรตที่ไดจาก 
NH4NO3 ในการทดลองครั้งนี้ นาจะมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียและสงผลใหมีการผลิตเอทา
นอลไดสูงขึ้น อยางไรก็ตาม จะเห็นวาสอดคลองกับการทดลองของ Hipolito และคณะ (2008) ที่
เล้ียง Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4 (ATCC 13564) โดยใชกลูโคสเปนแหลง
คารบอน พบวา เชื้อสามารถใช NH4NO3 ไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับ NH4Cl, (NH4)2HPO4 และ 
(NH4)2SO4 เชนเดียวกับ Rijssel และ Hansen (2002) พบวา เชื้อ Clostridium thermosaccharo- 
lyticum ซ่ึงเลี้ยงในอาหารที่มีเพคตินเปนแหลงคารบอน และมี NH4NO3 เปนแหลงไนโตรเจนที่
เหมาะสมตอการเจริญและผลิตเอทานอล เนื่องจากไนโตรเจนมีสวนชวยในการสังเคราะหโปรตีน
และเซลล และการเลี้ยงเช้ือในสภาวะไรอากาศอนุมูลไนเตรตจะสงเสริมการเจริญของเชื้อไดดี 
ดังนั้นการเติมแหลงไนโตรเจนลงไป จะชวยใหเชื้อเจริญไดดีขึ้น 
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2.6 ผลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่คัดเลือกได 
เนื่องจากปริมาณไนโตรเจนมีผลตอการผลิตเอทานอลของ  T. thermosaccharolyticum  

PSU-2 ที่เล้ียงในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จึงศึกษาหาความเขมขนที่
เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของเชื้อโดยเติม NH4NO3 ที่ความเขมขนสุดทายของไนโตรเจน 0, 
0.2, 0.6 และ 1.0 เปอรเซ็นต ปรับพีเอชน้ําทิ้งเริ่มตนเทากับ 6.5 เล้ียงที่อุณหภูมิ 60OC เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง พบวา เชื้อเจริญ (Figure 15) และผลิตเอทานอลไดดี (Figure 16) ในน้ําทิ้งที่มีการเติม 
NH4NO3 ที่ระดับ 0.6 เปอรเซ็นต โดยไดปริมาณโปรตีนทั้งหมด เทากับ 0.65 กรัมตอลิตร และความ
เขมขนของเอทานอล 1.15 กรัมตอลิตร  ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) เทากับ 0.22 กรัมตอกรัม และ
อัตราการผลิตเอทานอล (Ethanol productivity) ที่ 24 ช่ัวโมง เทากับ 0.048 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
ในขณะที่คาซีโอดีลดลง 28.5 เปอรเซ็นต (Table 16) ในขณะที่น้ําทิ้งที่มีการเติม 0.2 เปอรเซ็นตของ
ไนโตรเจนใน NH4NO3  (ชุดควบคุม)  ไดผลผลิตเอทานอล 0.95 กรัมตอลิตร สวนน้ําทิ้งที่ไมเติม 
NH4NO3 พบวาไดผลผลิตเอทานอลต่ํากวาครึ่งหนึ่ง (0.56 กรัมตอลิตร) รวมทั้งน้ําทิ้งที่เติม NH4NO3 
ที่ระดับ 1.0 เปอรเซ็นต (0.75 กรัมตอลิตร) อยางไรก็ตาม การเติม NH4NO3  ที่มีความเขมขนสุดทาย
ของไนโตรเจนเทากับ 0, 0.2, 0.6, และ 1.0 เปอรเซ็นต ใหปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ 0.45, 0.58, 
0.65 และ 0.48 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และสงเสริมการผลิตเอทานอลใหไดคาสูงสุดเทากับ 0.35, 
0.95, 1.15 และ 0.75 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังนั้นไนโตรเจนที่มากเกินไปอาจมีผลยับยั้งการเจริญ
ไดโดย Hill และ Thommel (1982) พบวา การเติมแอมโมเนียมที่มากเกินพอ ทําใหปริมาณโปรตีน
ในเซลลของเชื้อลดลง เนื่องจากแอมโมเนียมยับยั้งการใชกรดอะมิโนของเชื้อ ดังนั้น การเติม 
NH4NO3 ที่เหมาะสมจะทําใหเชื้อเจริญไดดี จากการทดลองจะเห็นวา เดิมในน้ําทิ้งมีปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมด 0.7 กรัมตอลิตร  เมื่อเพิ่มระดับไนโตรเจน 0.2 เปอรเซ็นต (2 กรัมตอลิตร) ทําให
มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 2.7 กรัมตอลิตร เชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
ไนโตรเจน 0.6 เปอรเซ็นต (6 กรัมตอลิตร) (มีไนโตรเจนทั้งหมด 6.7 กรัมตอลิตร) การเจริญของเชื้อ
ยังคงเพิ่มขึ้น แตเมื่อเพิ่มระดับของไนโตรเจน 1.0 เปอรเซ็นต (มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 10.7 
กรัมตอลิตร) ทําใหการเจริญของเชื้อลดลง โดยใหโปรตีนทั้งหมดเทากับ 0.48 กรัมตอลิตร 
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Figure 15. Effect of NH4NO3 concentration in sterilizer condensate on growth of T. thermosac- 

charolyticum PSU-2 (a) and pH changes (b) during cultivation at 60 OC for 24 h. 
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Figure 16.  Effect of NH4NO3 concentration in sterilizer condensate on utilization of sugar of        

T. thermosaccharolyticum PSU-2 (a) and ethanol production (b) during cultivation at 
60 OC for 24 h. 
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Table 16. Effect of NH4NO3 concentration on ethanol production and COD removal of                  
T. thermosaccharolyticum PSU-2 in sterilizer condensate at 60 OC for 24 h. 

NH4NO3 final concentrations a (%) Parameters 
0 0.2  0.6 1.0 

Initial pH 6.50 6.50 6.50 6.50 
Final pH 4.87 4.82 4.95 5.08 
Initial total sugar  (g/l) 8.55 8.55 8.55 8.55 
Residual total sugar (g/l) 4.20 3.47 3.25 3.87 
Total cell protein (g/l) 0.45 0.58 0.65 0.48 
COD removal (%) 23.6 29.0 28.5 20.6 
Ethanol (g/l) 0.35 0.95 1.15 0.75 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.08 0.19 0.22 0.16 
Ethanol productivity (g/l/h) 0.015 0.040 0.048 0.031 
a % of  N as NH4NO3 

หลังจากการเลี้ยงแบคทีเรีย T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธีปกติ (conventional method) โดยมีความเขมขนของซีโอดีเทากับ 80 กรัม
ตอลิตร เติม Zn ในรูป ZnSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร Fe ในรูป FeSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร 
methylene blue 0.05 มิลลิโมลาร N as NH4NO3 0.6 เปอรเซ็นต โดยไดปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
เทากับ 0.72 กรัมตอลิตร และความเขมขนของเอทานอล 1.38 กรัมตอลิตร  ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) 
เทากับ 0.25 กรัมตอกรัม และอัตราการผลิตเอทานอล (Ethanol productivity) ที่ 24 ช่ัวโมง เทากับ 
0.038 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่คาซีโอดีลดลง 32.7 เปอรเซ็นต 

3. สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยใช Response surface methodology (RSM) 

เมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของเชื้อ T. thermosaccharolyticum PSU-2 
โดยใช Response surface methodology (RSM) ซ่ึงปจจัยที่ศึกษาประกอบดวยความเขมขนของซีโอ
ดี (20, 35, 50, 65 และ 80 กรัมตอลิตร), ZnSO4.7H2O (0, 0.12, 0.25, 0.38 และ 0.50 กรัมตอลิตร) 
(ในรูป Zn), FeSO4.7H2O (0, 0.12, 0.25, 0.38 และ 0.50 กรัมตอลิตร)(ในรูป Fe), Methylene blue 
(0, 0.50, 1.00, 1.50 และ 2.00 มิลลิโมลาร) และ NH4NO3 (0, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 เปอรเซ็นต) 
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(ในรูป N) ผลดังแสดงในTable 17 พบวา มีคาที่เหมาะสมดังนี้ ความเขมขนของซีโอดี, ZnSO4.7H2O 
และFeSO4.7H2O เทากับ 65, 0.25 และ 0.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ methylene blue (สารรีดิวซ) 
เทากับ 1.0 มิลลิโมลาร และ NH4NO3 เทากับ 0.5 เปอรเซ็นต โดยเชื้อผลิตเอทานอลสูงสุด 1.42 กรัม
ตอลิตร ซ่ึงมากกวาการทดลองแตละปจจัยในขอ 2 พบวา เชื้อเจริญและผลิตเอทานอลไดดีในน้ําทิ้ง
ที่ไมมีการเจือจาง (80 กรัมตอลิตร) และมีคาที่เหมาะสมดังนี้ Zn ในรูป ZnSO4.7H2O 0.2 กรัมตอ
ลิตร, Fe ในรูปFeSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร, methylene blue 0.05 มิลลิโมลาร และ N ในรูป 
NH4NO3 0.6 เปอรเซ็นต ไดความเขมขนของเอทานอลสูงสุดเทากับ  0.61, 1.25, 1.05, 0.98 และ 
1.15 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

Table 17.   Central composite experimental design matrix defining substrate concentration (X1), 
ZnSO4.7H2O (X2), FeSO4.7H2O (X3), Redox (X4) and NH4NO3 (X5) on ethanol 
production from T. thermosaccharolyticum PSU-2 at 60oC. 

Parameters   Ethanol (g/l) Trials 
X1 (g/l) X2 (g/l) X3 (g/l) X4 (mM) X5 (%) Predict Experiment 

1 65.00 (0.5) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.41 1.42 
2 80.00 (1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 1.00 (1) 0.48 0.48 
3 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0)     1.00 (0) 0.50 (0) 1.25 1.21 
4 50.00 (0) 0.25 (0) 0.12 (-0.5) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.19 1.20 
5 80.00 (1) 0.00 (-1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 1.00 (1) 0.43 0.43 
6 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.75 (0.5) 1.18 1.19 
7 20.00 (-1) 0.50 (1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 1.00 (1) 0.17 0.17 
8 50.00 (0) 0.12 (-0.5) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.19 1.20 
9 20.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 1.00 (1) 0.45 0.45 

10 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.25 1.22 
11 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.25 1.23 
12 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 0.50 (-0.5) 0.50 (0) 1.19 1.20 
13 35.00 (-0.5) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.15 1.15 
14 50.00 (0) 0.25 (0) 0.38 (0.5) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.17 1.18 
15 20.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 2.00 (1) 0.00 (-1) 0.27 0.27 
16 80.00 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.75 0.75 
17 80.00 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 2.00 (1) 1.00 (1) 0.38 0.38 
18 20.00 (-1) 0.50 (1) 0.50 (1) 2.00 (1) 0.00 (-1) 0.18 0.18 
19 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.50 (0.5) 0.50 (0) 1.19 1.20 
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Table 17.  Central composite experimental design matrix defining substrate concentration (X1), 
ZnSO4.7H2O (X2), FeSO4.7H2O (X3), Redox (X4) and NH4NO3 (X5) on ethanol 
production from T. thermosaccharolyticum PSU-2 at 60oC. (Continued) 

Parameters   Ethanol (g/l) Trials  
 X1 (g/l) X2 (g/l) X3 (g/l) X4 (mM) X5 (%) Predict Experiment 

20 20.00 (-1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.27 0.27 
21 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.25 1.22 
22 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.25 1.21 
23 20.00 (-1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 2.00 (1) 1.00 (1) 0.18 0.18 
24 80.00 (1) 0.00 (-1) 0.50 (1) 2.00 (1) 0.00 (-1) 0.23 0.23 
25 80.00 (1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 2.00 (1) 0.00 (-1) 0.24 0.24 
26 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.25 1.30 
27 80.00 (1) 0.50 (1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.19 0.19 
28 20.00 (-1) 0.00 (-1) 0.50 (1) 0.00 (-1) 0.00 (-1) 0.24 0.24 
29 20.00 (-1) 0.00 (-1) 0.50 (1) 2.00 (1) 1.00 (1) 0.15 0.15 
30 80.00 (1) 0.50 (1) 0.50 (1) 2.00 (1) 1.00 (1) 0.27 0.27 
31 50.00 (0) 0.38 (0.5) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.50 (0) 1.17 1.18 
32 50.00 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 1.00 (0) 0.25 (-0.5) 1.19 1.20 

aReadings are average of three determinations.                 
bValues in parentheses are coded variables. 

จากการวิเคราะหคาทางสถิติ (Table 18) พบวา ปจจัยที่มีผลรวมกันโดยมีคา p<0.05 นั้นมี 4 
ปจจัย คือ Redox กับ Substrate, Fe กับ Zn, Redox กับ Zn และ Redox กับ Fe ซ่ึงจะเห็นวา N เปน
ปจจัยที่ไมมีผลรวมกันกับปจจัยอ่ืน เพราะวามีคา p>0.05 โดยสมการที่ใชทํานายผลผลิตของเอทา
นอลใน Table 18 โดยใหคา regression coefficient ที่สูง (R2 = 0.99) จะไดกราฟแสดงความสัมพันธ
ระหวางตัวแปรตาม หรือตัวแปรตอบสนอง (response variable) ทั้งหมด 4 กราฟ ซ่ึงแสดงความ
เขมขนของเอทานอลที่ได กับตัวแปรอิสระสองตัวคือ Redox และสับสเตรท (Figure 17A), Fe และ 
Zn (Figure 17B), Redox และ Zn (Figure 17C) และ Redox และ Fe (Figure 17D) จะเห็นวาภาพ
ของผลตอบสนองมีลักษณะเปนพื้นผิว จึงมักเรียกรูปที่แสดงคาของผลตอบสนองที่เปลี่ยนไปตาม
คาของตัวแปรอิสระวา พื้นผิวผลตอบสนอง (response surface)  

เมื่อเปรียบเทียบระหวางชุดการทดลองกอนศึกษาสภาวะที่เหมาะสม  และสภาวะที่เหมาะสม 
(Table 20) พบวา กอนศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่ความเขมขนของซีโอ
ดี 80 กรัมตอลิตร มีสังกะสี เหล็ก และไนโตรเจน ในน้ําทิ้งอยูแลว เทากับ 0.0828, 0.01755 และ 



   
   

0.11 กรัมตอลิตร พบวา เชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 0.58 กรัมตอลิตร แตเมื่อศึกษาสภาวะที่
เหมาะแลว โดยใชน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่มีความเขมขนของซีโอดี, ZnSO4.7H2O และ FeSO4.7H2O 
เทากับ 65, 0.25 และ 0.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ methylene blue เทากับ 1.0 มิลลิโมลาร และ 
NH4NO3 0.5 เปอรเซ็นต พบวา เชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 1.42 กรัมตอลิตร สําหรับจุด
ศุนยกลาง (composition of center points) พบวา น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่มีความเขมขนของซีโอดี, 
ZnSO4.7H2O, FeSO4.7H2O และ NH4NO3 เทากับ 50, 0.25, 0.25 และ 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
และ methylene blue เทากับ 1.0 มิลลิ   โมลาร พบวา เชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 1.23 กรัม
ตอลิตร 

Table 18.  Analysis of variance (ANOVA) for the experimental results of the central composite 
design (cubic model). 

Factora Coefficient 
estimate 

Standard 
error 

DFb Pc 

Intercept 1.25 0.009840 1 - 
X1 0.34 0.072 1 0.0033 
X2 -0.0075 0.072 1 0.9204 
X3 -0.0025 0.072 1 0.9734 
X4 0.022 0.072 1 0.7651 
X5 -0.016 0.072 1 0.8288 
X1

2
 0.10 0.096 1 0.3253 

X2
2

 -0.28 0.096 1 0.0285 
X3

2 -0.28 0.096 1 0.0285 
X4

2
 -0.24 0.096 1 0.0496 

X5
2 -0.26 0.096 1 0.0375 

X1X2 -0.019 0.009531 1 0.0967 
X1X3 -0.019 0.009531 1 0.0967 
X1 X4 -0.024 0.009531 1 0.0470 
X1X5 0.010 0.009531 1 0.3345 
X2 X3 0.027 0.009531 1 0.0279 
X2X4 0.037 0.009531 1 0.0077 
X2X5 0.019 0.009531 1 0.0967 
X3X4 0.042 0.009531 1 0.0043 
X3X5 0.014 0.009531 1 0.1992 
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Table 18.  Analysis of variance (ANOVA) for the experimental results of the central composite 
design (cubic model). (Continued) 

Factora Coefficient 
estimate 

Standard 
error 

DFb Pc 

X4X5 -0.00125 0.009531 1 0.8999 
X1

3
 -0.27 0.073 1 0.0098 

X2
3

 -0.050 0.073 1 0.5190 
X3

3 -0.070 0.073 1 0.3747 
X4

3
 -0.090 0.073 1 0.2638 

X5
3 0.025 0.073 1 0.7437 

aX1 = COD concentration (g/l) 
X2= ZnSO4.7H2O, (g/l) 
X3 = FeSO4.7H2O (g/l) 
X4 = Redox (mM) 
X5 = NH4NO3 (%) 
b=Degree of freedom 
c=*p < 0.05 are significant, R2 = 0.99. 

Table 19.  Regression coefficient (R2) and regression equation for ethanol concentration. 

R2 regression equation 
0.99 ethanol = 1.25 + (0.34X1) - (0.0075X2) - (0.0025X3) + (0.022X4) - (0.016X5) + 

(0.10X1
2) - (0.28X2

2) - (0.28X3
2) - (0.24X4

2) - (0.26X5
2) - (0.019X1X2) - 

(0.019X1X3) - (0.024X1X4) + (0.010X1X5) + (0.027X2X3) + (0.037X2X4) + 
(0.019X2X5) + (0.042X3X4) + (0.014X3X5) - (0.00125X4X5) - (0.027X1

3) - 
(0.050X2

3) - (0.070X3
3) - (0.090X4

3) + (0.025X5
3) 

X1 = Substrate concentration (g/l) 
X2= ZnSO4.7H2O (g/l) 
X3 = FeSO4.7H2O (g/l) 
X4 = Redox (mM) 
X5 = NH4NO3 (%) 
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Table 20.  Optimized medium composition for ethanol production by T. thermosaccharolyticum 
PSU-2 at 60oC. 

Parameters No 
X1 X2 X3 X4 X5 

Ethanol production  
(g/l) 

1a 80 0.08280 0.01755 0 0.11 0.58 
2b 80 0.2 0.2 0.05 0.6 1.38 
3c 50 0.25 0.25 1.0 0.5 1.23 
4d 65 0.25 0.25 1.0 0.5 1.42 
5e 65 0.25 0.25 1.0 0.5 1.41 

X1 = COD concentration (g/l) 
X2= ZnSO4.7H2O, (g/l) 
X3 = FeSO4.7H2O (g/l) 
X4 = Redox (mM) 
X5 = NH4NO3 (%) 
a The values before optimization. 
bThe optimization values derived from conventional method 
c The composition of center points. 
d The optimized values derived from RSM regression and ethanol production in this study. 
e The predicted optimum values and predicted maximum ethanol production derived from RSM 
regression in this study 
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Figure 17.   Response surface plot of ethanol production by T. thermosaccharolyticum PSU-2 as 

a function of Redox and Substrate (A), as a function Fe and Zn (B), as a function 
Redox and Zn (C) and as a function Redox and Fe (D). 
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4. ผลของการเติมกากน้ําตาลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมตอการผลิตเอทานอล 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของแตละปจจัย (ขอ 2) และ RSM (ขอ 3) นั้น พบวา ไดเอทา
นอลที่มีความเขมขน 1.25 และ 1.42 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงยังต่ํา จากการวิเคราะหองคประกอบ
ของน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ พบวามีสับสเตรทหลายชนิดไดแก อะราบิโนส กลูโคส  และไซโลส ใน
ปริมาณ 7.91, 0.60 และ 0.03 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงน้ําตาลทั้ง 3 ชนิดนี้เชื้อสามารถใชได แต
ใชไดเพียง 50 เปอรเซ็นต เมื่อวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เหลือหลังการหมัก พบวา น้ําตาลที่เหลือ คือ 
อะราบิโนส เทากับ 3.5 กรัมตอลิตร ดังนั้น เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล จึงใชวิธีการเติม
สับสเตรทที่เชื้อ T. thermosaccharolyticum PSU-2 สามารถใชไดดี คือ ซูโครส (O-thong et  al., 
2008) โดยการเติมกากน้ําตาลซึ่งประกอบดวยซูโครสเปนสวนใหญ (30 เปอรเซ็นต) จากปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมด 48.8 เปอรเซ็นต 

4.1 ผลของความเขมขนของกากน้ําตาลตอการผลิตเอทานอล 
เล้ียงเชื้อ T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในอาหาร DSMZ No.211 พีเอช 6.5 ที่มีความ

เขมขนของกากน้ําตาลเทากับ 0, 20, 30, 40 และ 50 กรัมตอลิตร ภายใตสภาวะไรอากาศ โดยพนดวย
แกสไนโตรเจน (N2:CO2=80:20) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 เก็บตัวอยางทุก 6 ช่ัวโมง 
เพื่อวัดคาพีเอช และหาการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดความขุน (OD660) ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
และเอทานอล ผลการวิเคราะหพบวากากน้ําตาลมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด คิดเปน 48.7 เปอรเซ็นต 
โดยมีคาเทากับ 9.75, 14.60, 19.50 และ 24.50 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  

เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อที่ความเขมขนของกากน้ําตาล 4 ระดับ คือ ที่ 20, 30, 40 
และ 50 กรัมตอลิตร (Figure 18) จะเห็นวา T. thermosaccharolyticum  PSU-2  มีอัตราการเจริญ
สูงสุดที่เวลาการเลี้ยงเชื้อ 36 ช่ัวโมง หลังจากนั้นการเจริญลดลง  ระดับความเขมขนของกากน้ําตาล
ในชวง 20-50 กรัมตอลิตร มีผลตอการเจริญของเชื้อ และการเปลี่ยนแปลงของคาพีเอช ที่ความ
เขมขนของกากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตร (น้ําตาลทั้งหมด 19.5 กรัมตอลิตร) ใหความเขมขนของเอทา
นอลสูงสุด 4.52 กรัมตอลิตร รองลงมา คือ ที่ความเขมขนกากน้ําตาล 50, 30 และ 20 กรัมตอลิตร ซ่ึง
เชื้อผลิตเอทานอลไดสูงสุด 3.68, 3.06  และ 2.18 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 36 ช่ัวโมง (Figure 
19) ผลที่ไดสอดคลองกับการทดลองที่ใชเชื้อ Thermoanaerobacter ethanolicus JW200 ซ่ึงเจริญ
และผลิตเอทานอลไดดีที่สุดที่ความเขมขนของกากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตร รองลงมา คือ ที่ความ
เขมขนของกากน้ําตาล 60 และ 30 กรัมตอลิตร ใหความเขมขนของเอทานอลสูงสุดเทากับ 6.50, 
3.50 และ 2.85 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Avci and Donmez, 2006)  
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Figure 18.  Effect of molasses concentration on growth of T. thermosaccharolyticum PSU-2 (a) 

and pH changes (b) during cultivation in DSMZ No.211 at 60 OC. 
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Figure 19. Effect of molasses concentration on total sugar utilization of T. thermosaccharo- 

lyticum PSU-2 (a) and ethanol production (b) during cultivation in DSMZ No.211 at 
60 OC. 
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Table 21.  Effect of molasses concentration on ethanol yield and molasses consumption of              
T. thermosaccharolyticum PSU-2 cultivation in DSMZ No.211 at 60 OC. 

Molasses  
(total sugar) 

(g/l) 

Total sugar 
consumed 

(g/l) 

Total sugar 
utilization 

(%) 

Ethanol 
(g/l) 

Yp/s 

(g ethanol/g 
total sugar) 

Ethanol 
productivity 

(g/l/h) 

20 (9.75) 5.79 59.38 2.18 0.38 0.060 
30  (14.6) 7.85 53.77 3.06 0.33 0.085 
40  (19.5) 10.55 54.10 4.52 0.43 0.126 
50 (24.5) 10.70 43.67 3.68 0.34 0.102 

นอกจากนี้ยังมีคาพารามิเตอรตางๆ จากการทดลองใชความเขมขนของกากน้ําตาล 20, 30, 40 
และ 50 กรัมตอลิตร (Table 21) ไดแก ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) เทากับ 0.38, 0.33, 0.43 และ 0.34 
กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลทั้งหมดที่ถูกใชไป ตามลําดับ และอัตราการผลิตเอทานอล (Ethanol 
productivity) ที่ 36 ช่ัวโมง เทากับ 0.060, 0.085, 0.126 และ 0.102 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ 
การใชน้ําตาลคิดเปน 59.4, 53.8, 54.10 และ 43.67 เปอรเซ็นต 

4.2 ผลของการเติมกากน้ําตาลในน้ําท้ิงจากหมอฆาเชื้อท่ีมีสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 2 และ 3  
เมื่อเล้ียงแบคทีเรีย T. thermosaccharolyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่สภาวะที่

เหมาะสมจากวิธีปกติ (conventional method) โดยมีความเขมขนของซีโอดีเทากับ 80 กรัมตอลิตร 
เติม Zn ในรูป ZnSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร Fe ในรูป FeSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร methylene 
blue 0.05 มิลลิโมลาร N as NH4NO3 0.6 เปอรเซ็นต (ชุดควบคุม) (ชุด X2) และชุดที่มีการเติม
กากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตร (ชุด X4) เปรียบเทียบกับน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อที่สภาวะที่เหมาะสมจาก
การศึกษา RSM โดยมีความเขมขนของซีโอดีเทากับ 65 กรัมตอลิตร โดยเติม Zn ในรูป 
ZnSO4.7H2O 0.25 กรัมตอลิตร Fe ในรูปFeSO4.7H2O 0.25 กรัมตอลิตร methylene blue 1.0 มิลลิโม
ลาร N ในรูป NH4NO3 0.5 เปอรเซ็นต (ชุดควบคุม) (ชุด X3)  และชุดที่มีการเติมกากน้ําตาล 40 กรัม
ตอลิตร (ชุด X5) เปรียบเทียบทั้ง 4 ชุดการทดลองนี้กับการทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อ DSMZ No.211 
ที่มีกากน้ําตาล 40 กรัมตอลิตร (ชุด X1) โดยปรับพีเอชเริ่มตนเทากับ 6.5 ที่อุณหภูมิ 60OC เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง พบวา เชื้อเจริญและใชกากน้ําตาลได แตเจริญไดดีที่สุดในชุด X1 (Figure 20) แตเชื้อ
สามารถผลิตเอทานอลไดดีที่สุดในชุด X5 (Figure 21) โดยใหความเขมขนของเอทานอลสูงสุด 5.85 
กรัมตอลิตร ที่เวลา 36 ช่ัวโมง นอกจากนี้ยังมีคาพารามิเตอรตางๆ จากการทดลองของชุด X1, X2, 
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X3, X4 และ X5 (Table 22) ไดแก ผลผลิตเอทานอล (Yp/s) เทากับ 0.43, 0.25, 0.24, 0.33 และ 0.35 
กรัมตอกรัมน้ํ าตาลทั้ งหมดที่ ถูกใชไป  ตามลําดับ  และอัตราการผลิตเอทานอล  (Ethanol 
productivity) ที่ 36 ช่ัวโมง เทากับ 0.124, 0.038, 0.040, 0.152 และ 0.163 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
ตามลําดับ อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณาการลดลงของคาซีโอดี พบวา เชื้อสามารถลดคาซีโอดีในชุด 
X5 โดยลดคาซีโอดีได 48.3 เปอรเซ็นต (Table 21) เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองเลี้ยงเชื้อในสภาวะ
ที่เหมาะสมจากขอ 2 และ 3 กับการเติมกากน้ําตาลในน้ําทิ้ง ปรากฏวา การเลี้ยงเชื้อในน้ําทิ้งใน
สภาวะที่เหมาะสมจากขอ 2 ที่เติมกากน้ําตาล สามารถผลิตเอทานอลไดเพิ่มขึ้นจาก 1.38 กรัมตอ
ลิตร เปน 5.47 กรัมตอลิตร หรือเพิ่มขึ้น 4 เทา และการเลี้ยงเช้ือในน้ําทิ้งในสภาวะที่เหมาะสมจาก
ขอ 3 ที่เติมกากน้ําตาล สามารถผลิตเอทานอลไดเพิ่มขึ้นจาก 1.44 กรัมตอลิตร เปน 5.85 กรัมตอลิตร 
หรือเพิ่มขึ้น 4 เทาเชนกัน ทั้งนี้ คาดวาเชื้ออาจมีการปรับตัวโดยการใชกากน้ําตาลเปนแหลง
คารบอนกอนหลังจากนั้นจึงใชสารอินทรียที่มีอยูในน้ําทิ้งไดในปริมาณที่เพิ่มขึ้น สงผลใหเชื้อมีการ
เจริญและผลิตเอทานอลไดเพิ่มขึ้น 4 เทาจากการเลี้ยงในน้ําทิ้งที่ไมมีการเติมกากน้ําตาล ซ่ึง
สอดคลองกับการรายงานของ Vijayaraghavan และ Ahmad (2006) ที่เล้ียงเชื้อผสมจากมูลวัว ในน้ํา
ทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมที่ผสมกลูโคสลงไปดวย พบวา เชื้อสามารถเจริญไดดีและผลิตเอทา
นอลแก็สชีวภาพไดสูงสุดเทากับ 57 เปอรเซ็นต และลดคาซีโอดีได 67 เปอรเซ็นต  
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X1 =  40 g/l of molasses in DSMZ No.211 
X2 =  Sterilizer condensate (80 g/l of COD + 0.2 g/l of Zn + 0.2 g/l of Fe + 0.05 mM of 

methylene bule+0.6% of N) 
X3 =  Sterilizer condensate (65 g/l of COD + 0.25 g/l of Zn + 0.25 g/l of Fe + 1.0 mM of 

methylene bule+0.5% of N) 
X4 =  Sterilizer condensate (80 g/l of COD + 0.2 g/l of Zn + 0.2 g/l of Fe + 0.05 mM of 

methylene bule+0.6% of N + 40 g/l of molasses) 
X5 =  Sterilizer condensate (65 g/l of COD + 0.25 g/l of Zn + 0.25 g/l of Fe + 1.0 mM of 

methylene bule+0.5% of N + 40 g/l of molasses) 
 
Figure 20. Effect of addition of molasses (40 g/L) in sterilizer condensate on growth of                           

T. thermosaccharolyticum PSU-2 (a) and pH changes (b) during cultivation at 60 oC 
for 48 h. 

(a) 

(b) 
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X1 =  40 g/l of molasses in DSMZ No.211 
X2 =  Sterilizer condensate (80 g/l of COD + 0.2 g/l of Zn + 0.2 g/l of Fe + 0.05 mM of 

methylene bule+0.6% of N) 
X3 =  Sterilizer condensate (65 g/l of COD + 0.25 g/l of Zn + 0.25 g/l of Fe + 1.0 mM of 

methylene bule+0.5% of N) 
X4 =  Sterilizer condensate (80 g/l of COD + 0.2 g/l of Zn + 0.2 g/l of Fe + 0.05 mM of 

methylene bule+0.6% of N + 40 g/l of molasses) 
X5 =  Sterilizer condensate (65 g/l of COD + 0.25 g/l of Zn + 0.25 g/l of Fe + 1.0 mM of 

methylene bule+0.5% of N + 40 g/l of molasses) 
 
Figure 21. Effect of addition of molasses (40 g/L) in sterilizer condensate on total sugar 

utilization (a) and ethanol production (b) from cultivation of T. thermosaccharo- 
lyticum PSU-2 at 60 oC for 48 h. 

(a) 

(b) 
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Table 22. Effect of addition of molasses (40 g/L) in sterilizer condensate on ethanol production 
and COD removal of T. thermosaccharolyticum PSU-2 at 60 OC for 48 h. 

Parameters X1 X2 X3 X4 X5 
Initial pH 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 
Final pH 4.75 4.87 4.84 4.65 4.52 
Initial sugar  (g/l) 19.50 8.55 6.85 28.05 26.35 
Residual sugar (g/l) 8.95 3.03 2.15 11.47 9.64 
Total cell protein (g/l) 0.97 0.72 0.85 0.76 0.88 
COD removal (%) 30.5 32.7 35.6 45.7 48.3 
Ethanol (g/l) 4.49 1.38 1.44 5.47 5.85 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.43 0.25 0.24 0.33 0.35 
Productivity (g/l/h) 0.124 0.038 0.040 0.152 0.163 
X1 =  40 g/l of molasses in DSMZ No.211 
X2 =  Sterilizer condensate (80 g/l of COD + 0.2 g/l of Zn + 0.2 g/l of Fe + 0.05 mM of 

methylene bule+0.6% of N) 
X3 =  Sterilizer condensate (65 g/l of COD + 0.25 g/l of Zn + 0.25 g/l of Fe + 1.0 mM of 

methylene bule+0.5% of N) 
X4 =  Sterilizer condensate (80 g/l of COD + 0.2 g/l of Zn + 0.2 g/l of Fe + 0.05 mM of 

methylene bule+0.6% of N + 40 g/l of molasses) 
X5 =  Sterilizer condensate (65 g/l of COD + 0.25 g/l of Zn + 0.25 g/l of Fe + 1.0 mM of 

methylene bule+0.5% of N + 40 g/l of molasses) 

5. การแยกเอทานอลออกจากน้ําหมักและการศึกษาสมบัติ 

จากการกลั่นเอทานอลที่เวลาตาง ๆ พบวา ที่เวลา 5 นาที ส่ิงที่กล่ันไดมีเอทานอลความเขมขน
สูงสุด (12.5 กรัมตอลิตร) รองลงมาคือ ที่เวลา 10 นาที (11.0 กรัมตอลิตร)หลังจากนั้นความเขมขน
ของเอทานอลจะลดลงเมื่อเวลาผานไป จนกระทั่งไมมีเอทานอลเหลืออยูเลย ที่เวลา 40 นาที (Figure 
22) สําหรับการศึกษาสมบัติของเอทานอลที่ผลิตได เพื่อเปรียบเทียบกับสมบัติพื้นฐานของเอทานอล 
โดยหาคาจุดเดือด ความหนาแนน ความถวงจําเพาะ และความหนืด (Table 23) พบวาเอทานอลที่ได
มีสมบัติ (จุดเดือด ความหนาแนน ความถวงจําเพาะ และความหนืด) แตกตางจากเอทานอล 99 
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เปอรเซ็นต อาจเนื่องจากเอทานอลที่ผลิตไดยังมีเปอรเซ็นตของเอทานอลอยูต่ํามาก (2%) และมี
สวนผสมของน้ําปนอยูปริมาณมาก จึงทําใหคาตาง ๆ มีสมบัติใกลเคียงกับน้ํา เชนจุดเดือด ความ
หนาแนน เมื่อนําสิ่งที่กล่ันได ณ เวลา 5 นาที ไปวิเคราะหหาชนิดของแอลกอฮอล พบวา มี
แอลกอฮอลอยู 2 ชนิด คือ เอทานอล (12.45 กรัมตอลิตร) และเมทานอล (4.65 กรัมตอลิตร) โดยไม
พบโพรพานอล บิวทานอล และเพนทานอล (Table 24) จะเห็นวาตัวอยางที่กล่ันไดไมไดมีแตเอทา
นอลอยางเดียว จึงอาจสงผลใหสมบัติของ   เอทานอลที่ไดจากการทดลองมีคาตาง ๆ ที่สูงกวาเอทา
นอล 99 เปอรเซ็นต 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 22.  Ethanol concentrations after distillation using fraction collector at 78 CO. 

Table 23.  Characteristics of ethanol from T. thermosaccharolyticum- PSU-2 cultivated in palm 
oil mill effluent supplemented with molasses (40 g/l) and distillated using fraction 
collector for 5 min. 

Property Ethanol (99%) Distillate 
Boiling point (oC) 78.2 99.16 
Specific gravity (at 20oC) 0.7905 0.94 
Density (kg/m3) 0.7890 0.92 
Viscosity (cP) 1.08 1.32 
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Table 24.   Type of alcohol from T. thermosaccharolyticum- PSU-2 cultivated in palm oil mill 
effluent supplemented with molasses (40 g/l) and distillated using fraction collector 
for 5 min. 

Type of alcohol Concentration (g/l) 
Methanol 4.65 
Ethanol 12.45 
Propanol 0.00 
Butanol 0.00 
Pentanol 0.00 
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บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

1. การคัดเลือกแหลงน้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

เมื่อเปรียบเทียบการเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง Thermoanaerobacterium thermosaccharo- 
lyticum PSU-2 ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา เชื้อเจริญไดดีที่สุด (ใหปริมาณโปรตีนทั้งหมด 0.55 กรัมตอ
ลิตร) และผลิตเอทานอลไดสูงสุด (0.58 กรัมตอลิตร) ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และลดคาซีโอดีได 
32.5 เปอรเซ็นต จึงคัดเลือกน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อเพื่อการทดลองตอไป 

2. สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ T. thermosaccharolyticum PSU-2  

คาที่เหมาะสมของแตละปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอทานอลของเชื้อ T. thermosaccharolyticum 
PSU-2 สรุปดังแสดงใน Table 25 

Table 25.  Optimum condition for ethanol production and COD removal by T. thermosaccha- 
rolyticum PSU-2 in sterilizer condensate at 60oC for 24 h. 

Parameter Optimum Ethanol (g/l) % COD removal 
COD concentration (g/l) 80 0.61 33.6 
N as NH4NO3 (%) 0.6 1.15 28.5 
Zn as ZnSO4.7H2O (g/l) 0.2 1.25 35.2 
Fe as FeSO4.7H2O (g/l) 0.2 1.05 30.2 
Methylene blue (mM) 0.05 0.98 29.8 
Mixed component - 1.38 32.7 
 
3. สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยใช Response surface methodology (RSM) 

สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยใช RSM คือ ความเขมขนของซีโอดี, ZnSO4.7H2O 
และ FeSO4.7H2O เทากับ 65, 0.25 และ 0.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สําหรับ NH4NO3 เทากับ        
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0.5 เปอรเซ็นต และ Methylene blue เทากับ 1.0 มิลลิโมลาร โดยเชื้อ T. thermosaccharolyticum 
PSU-2 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด 1.42 กรัมตอลิตร  

4. ผลของการเติมกากน้ําตาลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมตอการผลิตเอทานอล 

ความเขมขนของกากน้ําตาลที่มีผลตอการผลิตเอทานอลของเชื้อ T. thermosaccharolyticum 
PSU-2 สรุปดังแสดงใน Table 26 

Table 26. Effect of addition of molasses (40 g/L) in palm oil mill effluent on ethanol production 
of T. thermosaccharolyticum PSU-2 at 60 OC for 48 h. 

Parameters X1 X4 X5 
COD removal (%) 30.5 45.7 48.3 
Ethanol (g/l) 4.49 5.47 5.85 
Yp/s (g ethanol/g total sugar) 0.43 0.33 0.35 
Productivity (g/l/h) 0.124 0.152 0.163 
X1 =   40 g/l of molasses in DSMZ No.211 
X2 =  Sterilizer condensate (80 g/l of COD + 0.2 g/l of Zn + 0.2 g/l of Fe + 0.05 mM of 

methylene bule+0.6% of N + 40 g/l of molasses) 
X3 =  Sterilizer condensate (65 g/l of COD + 0.25 g/l of Zn + 0.25 g/l of Fe + 1.0 mM of 

methylene bule+0.5% of N + 40 g/l of molasses) 

5. การแยกเอทานอลออกจากน้ําหมักและการศึกษาสมบัติ 

เอทานอลที่ผานการกลั่นเปนเวลา 5 นาที มีความเขมขนสูงสุด 12.5 กรัมตอลิตร เอทานอลที่
กล่ันมีสมบัติตาง ๆ ไดแก จุดเดือดที่ 99.16 องศาเซลเซียส ความหนาแนนเทากับ 0.9252 กิโลกรัม
ตอลูกบาศกเมตร ความถวงจําเพาะ 0.9440 และความหนืด 1.32 เซ็นติพอยด เมื่อวิเคราะห
องคประกอบ พบวา แอลกอฮอลที่กล่ันไดประกอบดวยเอทานอล 12.45 กรัมตอลิตร และมีเมทา
นอล 4.65 กรัมตอลิตร โดยไมพบโพรพานอล บิวทานอล และเพนทานอล  
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ขอเสนอแนะ 

1. น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีสับสเตรทหลายชนิดไดแก อะราบิโนส กลูโคส และ
ไซโลส โดยมีปริมาณ 7.91, 0.60 และ 0.03 กรัมตอลิตร จะเห็นวามีอะราบิโนสมากที่สุด ดังนั้นใน
การผลิตเอทานอลจึงควรคัดเลือกเชื้อที่สามารถใชอะราบิโนสไดดี 

2. เชื้อ T. thermosaccharolyticum PSU-2 มีความสามารถผลิตไฮโดรเจนไดดี จึง
ควรวัดไฮโดรเจนที่ไดจากการหมักเอทานอลดวย  
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ภาคผนวก 

1. ปริมาณโปรตีนท่ีละลายไดวิเคราะหดวยวิธี Lowry (Lowry et  al., 1951) 
การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ละลายดวย Folin-ciocatrus phenol สามารถวัดความเขมขนของ

โปรตีนไดถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนวิธีวิเคราะหที่มีความไวกวาวิธีไบยูเรต  ประมาณ 
60 เทา สีโมลิบดีนัมบลูที่ไดเกิดจากปฏิกิริยารีดักชั่นของสารละลายกรดฟอสฟอทังสทิกฟอสโฟโม
ลิบดิกดวยฟนอล โปรตีนแตละชนิดจะใหความเขมสีไมไดเทากันขึ้นอยูกับองคประกอบของ
กรดอะมิโนตัวสําคัญ 2 ตัว คือ ไทโรซีนและทริปโทเฟน เปนเทคนิคการวัดโดยวัดโปรตีนที่มีวง
แหวนเบนซีน แลววัดสีโมลิบดีนัมบลูที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
เครื่องมือ 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000 บริษัท Hitachi  
สารเคม ี

1. สารละลาย Na2CO3 2% (น้ําหนักตอปริมาตร) ในโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอร
มอล 

2. สารละลาย CuSO4.5H2O 0.5 % ใน Sodium potassium tartrate 1.0% 
3. สารละลาย alkali copper เตรียมโดยผสมสารละลาย (ในขอ 1) 30 มิลลิลิตร กับสารละลายใน

ขอ 2 ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร 
4. สารละลาย Folin-ciocatrus phenol reagent เจือจางดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:2 กอนใช 
5. สารละลาย bovine serum albumen  (BSA) 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

วิธีการ 
1. ใชสารละลาย BSA ที่ระดับความเขมขน เทากับ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร หรือตัวอยางที่มีความเจือจางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบ 
2. เติมสารละลาย Na2CO3 รอยละ 2 ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 นอรมอล ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือด 5 นาที แลวจึงทําใหเย็น 
3. เติมสารละลาย alkali copper ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
4. เติมสารละลาย Folin-ciocatrus phenol reagent ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว 

30 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร 

 
 

82 



   
   

y = 0.0052x
R2 = 0.9942

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 20 40 60 80 100
Protein BSA conc. (microgram/ml)

OD
75

0
การเตรียมกราฟมาตรฐานสําหรับโปรตีน 

เตรียมโดยใชสารละลาย BSA ที่ระดับความเขมขน เทากับ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลววิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธีขางตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure-Appendix 1.  Standard curve of standard solution protein BSA analysis by Lowry method. 

2. ความเขมขนของเอทานอล (ดัดแปลงจาก Miyazaki et  al., 2007) 
เครื่องมือ 

Gas Chromatography (GC) รุน HP 6890 series บริษัท Shimadzu 
สารเคมี 

1. 50% H3PO4   
2. Acetone 
3. Ethanol 99 % 

วิธีการ 
1. นําตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ 50% H3PO4 0.1 มิลลิลิตร 
2. เขยาใหเขากันแลวแชในน้ําแข็ง 10 นาที  
3. นําไปเหวี่ยงใหตกตะกอนดวยเครื่องเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 
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4. ดูดเอาเฉพาะสวนใส 1 ไมโครลิตร มาวิเคราะหความเขมขนของเอทานอล โดยใชเครื่อง Gas 
Chromatography (GC) รุน HP 6890 series บริษัท Shimadzu  

สภาวะทีใ่ชในการวิเคราะห 
Column   :  DB-FFAP   
Column description :  ทอเสนผาศุนยกลางภายนอก 320 ไมโครเมตร 
       เสนผาศูนยกลางภายใน 0.25 ไมโครเมตร 
       ความยาว 30 เมตร 
Column Tempurature :  250 องศาเซลเซียส 
      ( 50 องศาเซลเซียส จนถึง 250 องศาเซลเซียส) 
Inject Tempurature :  200 องศาเซลเซียส 
Detector  :  FID (flame-ionized detector) 
Carier gas  :  Helium 
Flow rate  :  15 มิลลิลิตรตอนาที 

3.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด ตามวิธี Anthrone (Dreywood, 1946 อางโดย O-thong et al., 
2008) 
เครื่องมือ 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000 บริษัท Hitachi 
สารเคม ี

สารละลายแอนโทรน (anthrone) เตรียมโดยชั่งสารแอนโทรนมา 0.8 กรัม แลวคอย ๆ เติม
กรดซัลฟูริกเขมขน (conc. H2SO4) อยางชา ๆ จนครบปริมาตร 300 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใหเย็น แลว
เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
วิธีการ 

1. นําสารละลายแอนโทรน 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง  
2. เติมสารละลายตัวอยางที่เจือจางแลว  0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  
3. นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที   
4. แชเย็นทันที  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620  นาโนเมตร 
5. นําคา OD ที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลใน

สารละลายตัวอยาง   
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Figure-Appendix 2.  Standard curve of standard solution glucose analysis by Anthrone method. 

4.  ความเขมขนของน้ําตาลชนิดตาง ๆ  
วิเคราะหหาความเขมขนของน้ําตาลชนิดตาง ๆ ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดี

แคนเตอร ไดแก อะราบิโนส ไซโลส  กลูโคส  กาแลคโตส และแมนโนส โดยใชเครื่อง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) รุน Agilent 1100 series HPLC บริษัท Shimaszu สง
ตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 

สภาวะทีใ่ชในการวิเคราะห 
Column   :  Aminex –87P  300X7.8 มิลลิเมตร 
Mobile phase  :  Water 
Flow rate  :  0.6 มิลลิลิตรตอนาที 
Detector  :  Refractive Index 
Column Temperature :  80 องศาเซลเซียส 
Injection volumne :  20 ไมโครลิตร 
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5. แรธาตุชนิดตาง ๆ  
วิเคราะหหาแรธาตุชนิดตาง ๆ ในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร ไดแก 

โพแทสเซียม (K) ฟอสฟอรัส (P) โซเดียม (Na) แคลเซียม (Ca) แมกนีเซียม (Mg) เหล็ก (Fe) และ
สังกะสี (Zn) วิเคราะหดวยเทคนิคการวัดคาการกลับคืนสูสภาวะพื้นของธาตุในกระบวนการ     อิ
มิสชั่น (emission) ดวยเครื่องมือ Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometryc; 
ICP แปลผลดวยโปรแกรมปฏิบัติการ Win lab 32 ตามวิธีมาตรฐาน AOAC. (1999) สงตัวอยาง
วิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

6. การวิเคราะหคาซีโอดี (Chemical oxygen Demand, COD) (APHA, AWWA and WPCF, 1988) 
การหาปริมาตรน้ําตัวอยาง 

ปเปตน้ําเสีย x มิลลิลิตรสาในฟลาสก (เร่ิมจากปริมาตรนอย ๆ ) เติมสารละลายโพแทสเซียมได
โครเมต (K2Cr2O7) 10 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 30 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันสังเกตใหสีของ
สารละลายเปนสีสมเหมือนสีของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) 
วิธีการ 

ปเปตน้ําตัวอยางปริมาตรที่เหมาะสมจากนั้นปรับปริมาตรใหไดปริมาตรสุดทาย 20 มิลลิลิตรใส
ขวดสําหรับวิเคราะหซีโอดี เติมเมอรคิวรีซัลเฟต (HgSO4) 0.4 กรัม ใสลูกแกว 3-5 เม็ด เพื่อปองกัน
การเดือดอยางรุนแรง เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) 10 มิลลิลิตร แลวเติม
กรดซัลฟูริกรีเอเจนต (sulfuric reagent) 30 มิลลิลิตร นําขวดซีโอดีไปตอกับ reflux condenser บน
เตาเปนเวลา 2 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในที่มืด แลวนํามาไทเทรตกับ (Fe(NH4)2(SO4)2 โดยใช Ferroin 
เปนอินดิเคเตอรและใชน้ํากลั่นแทนน้ําตัวอยางเปนชุดควบคุม โดยจุดยุติจะไดสารละลายสีน้ําตาล
แดง 
 การคํานวณคาซีโอดี (mg/L) = [(a-b) x N x 1,000] / ml Sample 
 a : ปริมาตรของ (Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใชในการไทเทรตชุดควบคุม 
 b : ปริมาตรของ (Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใชในการไทเทรตน้ําตัวอยาง 
 N : นอรมัลลิตี้ของ (Fe(NH4)2(SO4)2 

7. การวิเคราะหคาบีโอดี (Biochemical oxygen demand, BOD) (APHA, AWWA and WPCF, 
1988) 
การเตรียมน้ําเจือจาง 

นําน้ํากลั่นที่แชเย็น 4 องศาเซลเซียส มาเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ตอน้ํา 1 ลิตร) สารละลายแมกนีเซียมซัลเฟต (ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร) สารละลาย
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แคลเซียมคลอไรด (ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร) ตามลําดับ เทใสขวดบีโอดีแลวเติมน้ําเสีย
ตามชวงเปอรเซ็นตการเจือจางที่เหมาะสมจนครบ 300 มิลลิลิตร ปดฝาขวดเพื่อใหภายในเกิดการ
อ่ิมตัวดวยออกซิเจนนําขวดที่วิเคราะห DO0 มาไทเทรตดวยโซเดียมไทโอซัลเฟต (Na2S2O3) ความ
เขมขน 0.025 N สําหรับ DO5 นําขวดบีโอดีที่มีน้ําอยูไปบมที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
วัน แลวจึงนํามาไทเทรต (เติมน้ําบนฝาขวดทุกวันใหน้ําแหง) 
การไทเทรต 

นําขวดบีโอดีที่มีน้ําอยูเต็มมาเติมสารแมงกานีสซัลเฟต 2 มิลลิลิตร เติมสารละลาย alkali-iodide 
azide 2 มิลลิลิตร (ใหปลายปเปตจุมอยูในตัวอยาง) ปดจุกเขยากลับขวดไปมา วางทิ้งไวให
ตกตะกอนที่กนขวด เมื่อไดสารละลายสวนใสดานบนประมาณ 100 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริก
เขมขน 2 มิลลิลิตร (คอย ๆ ปลอยใหกรดลงเปนสายขางขวด) ปดขวดเขยาไปมาจนตกตะกอน
ละลายหมด รินสารละลายสวนใสมา 203 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก นํามาไทเทรตดวยโซเดียมไทโอ
ซัลเฟต (Na2S2O3) ความเขมขน 0.025 N จนไดสารละลายสีเหลืองออน เติมน้ําแปง 1-2 มิลลิลิตร
แลวไทเทรตตอจนไดสารละลายสีใส (ไมมีสี)  
 การคํานวณคาบีโอดี (mg/L) = (D1-D2) / P 
เมื่อ D1 = คา DO ของน้ําหลังการเตรียม (DO0) 
 D2 = คา DO ของน้ําหลังการเพาะเลี้ยง 5 วัน (DO5) 
 P =  Decimal fraction ของน้ําตัวอยางที่ใช 
 P = % sewage in dilute sample / 100 

8. การวิเคราะหหาปริมาณของแข็งท้ังหมด (Total solid, TS) (APHA, AWWA and WPCF, 1988) 
นําถวย crucible มาลางใหสะอาด นําไปอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง นํามาวาง

ใหเย็นในโถดูดความชื้น ช่ังหาน้ําหนักของถวย จากนั้นปเปตน้ําตัวอยาง 10 มิลลิลิตร ใสในถวย 
นําไประเหยแหงในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) นําไปอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง นํามาวางใหเย็นในโถดูดความชื้น ช่ังหาน้ําหนัก นําคาน้ําหนักถวยที่มรตะกอนอยูลบดวย
น้ําหนักถวยในตอนแรก จะไดน้ําหนักของแข็ง 
 Total solid (mg/L) = [mg Solid x 1,000] / ml Sample 

9. การวิเคราะหหาปริมาณของแข็งแขวนลอย (Suspended solid, SS) (APHA, AWWA and 
WPCF, 1988) 

นํากระดาษกรองสําหรับการหาของแข็งแขวนลอยวางในกรวยกรอง (gooch crucible) ผานน้ํา
กล่ันลงไป ใชเครื่องดูดอากาศดูดใหแหง นําไปอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง นํามา
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วางใหเย็นในโถดูดความชื้น ช่ังหาน้ําหนัก จากนั้นนํามาวางในกรวยกรองแลวปเปตน้ําตัวอยางมา 
10 มิลลิลิตร ใชเครื่องดูดอากาศดูดใหแหง ลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง นําไปอบแหงที่ 105 องศา
เซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง นํามาวางใหเย็นในโถดูดความชื้น ช่ังหาน้ําหนัก นํากระดาษกรองหลังจาก
การอบครั้งที่สองซึ่งมีของแข็งแขวนลอยอยูลบน้ําหนักกระดาษกรองจะไดปริมาณของแข็ง
แขวนลอย 
 Suspended solid (mg/L) =  [mg Solid x 1,000] / ml Sample 

10. น้ํามันและกรีส ตามวิธี APHA, AWWA and WPCF (1988) 
เครื่องมือ 

อุปกรณชุดสกัดไขมัน (soxhlet apparatus) 
สารเคม ี

1. ปโตรเลียมอีเทอร (petroleum ether) 
2. Diatomaceous-silica filter and suspension 10 กรัมตอลิตรน้ํากลั่น 

วิธีการ 
1. วางกระดาษกรองใน Buchner funnel แลวเทสารละลาย filter acid ที่เตรียมไว 100 มิลลิลิตร 

ใชเครื่องดูดสูญญากาศดูด ลางดวยน้ํากลั่นประมาณ 10 มิลลิลิตร จนกระทั่งแหง 
2. กรองตัวอยางที่เตรียมไวแลวดูดใหแหง 
3. คีบกระดาษกรองออกมา แลวมวยกระดาษกรองเขาดวยกันอแลวหอดวยผาขาวบาง นําไป

อบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
4. ใสลงในซอคเลต 
5. เติมสารตัวทําละลายปโตรเลียมอีเทอร ลงในขวดสกัดไขมัน 150 มิลลิลิตร แลววางบนเตา 
6. ประกอบอุปกรณสกัด พรอมทั้งน้ําอุปกรณควบแนน แลวเปดสวิชตใหความรอน 
7. ใชเวลาในการสกัด 4 ช่ัวโมง เมื่อครบแลว กล่ันเก็บสารละลายจนเหลือสารละลายในขวด

สกัดเพียงเล็กนอย นําตัวอยางที่ใสในหลอดตัวอยางออกจากซอคเลต 
8. นําขวดสกัดนั้นไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนแหงใชเวลาประมาณ 30 นาที 
9. ช่ังน้ําหนัก แลวคํานวณหาปริมาณน้ํามันและกรีสจากสูตร 

 
 ปริมาณของน้ํามันและกรีส (mg/L) = น้ําหนักของสารที่สกัดได x 1,000 
                                                                                     มิลลิกรัมของตัวอยาง 
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y = 0.0683x
R2 = 0.9965
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11. สารฟนอล (Substances Reducing Folin, s Phenol) (จินตนา แกวบริสุทธ์ิ (2541) ดัดแปลงจาก
วิธีการหาแทนนิน APHA AWWA and WEF (1998)) 

1. นําน้ําตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
2. เติมโฟลินสฟนอล 0.1 มิลลิลิตร 
3. เติมน้ํายาคารบอเนต-ทารเทรต 1.0 มิลลิลิตร 
4. รอใหเกิดสี 30 นาที 
5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร เทียบหาความเขมขนฟนอลจากกราฟ

มาตรฐาน blank ใชน้ํากลั่นแทนตัวอยางน้ํา 
6. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยเตรียมสารละลายฟนอลที่ควมเขมขนระหวาง 0-15 มิลลิกรัมตอ

ลิตร วิเคราะหเชนเดียวกับขอ 1-5 
การคํานวณ 
 ความเขมขนฟนอล (มิลลิกรัมตอลิตร) = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง x ความเจือจาง 

ความชันกราฟมาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure-Appendix 3.  Standard curve of phenol solution. 

 

 

 
89 



   
   

12. ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ตามวิธีของ A.O.A.C (1990)   
การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดที่มีอยูในน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อและน้ําทิ้งจากเครื่องดี

แคนเตอร สามารถวิเคราะหไดตามวิธีของ Kjedahl ซ่ึงเปนการใหความรอนพรอมกับการใชกรดซัล
ฟูริกเขมขนมีโลหะเปนตัวเรงปฎิกิริยา เพื่อเปลี่ยนสารประกอบไนโตรเจนใหอยูในรูปของ
สารละลายแอมโมเนียมซัลเฟต จากนั้นใชดางพรอมกับการกลั่นดวยไอน้ํา และดักจับแอมโมเนียมที่
กล่ันออกมาแลวนําไปไทเทรตมี 2 ขั้นตอน คือ 
ขั้นตอนการยอย 

นําตัวอยาง 10 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดยอย จากนั้นใสสารผสม CuSO4.5H2O และ K2SO4 
ปริมาณ 5 กรัม เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 20 มิลลิลิตร วางหลอดยอยในเตายอยแลวประกอบ
สายยางระหวางฝาครอบขวดใสดางและเครื่องดักจับไอกรดใหเรียบรอย เปดสวิชตเครื่องดักจับไอ
กรดและเตายอย แลวตั้งอุณหภูมิที่ 200 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที จากนั้นปรับอุณหภูมิเพิ่มขึ้น
เปน 400 องศาเซลเซียส ยอยตออีก 60 นาที จนไดสารละลายใส ปลอยทิ้งใหเย็น นํามาถายลงใน
ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวใชน้ํากลั่นลางหลอดยอยใหหมดสารละลายตัวอยาง แลว
ปรับปริมาตรใหไดเปน 100 มิลลิลิตร เก็บไวกล่ันตอไป 
ขั้นตอนการกลั่นและไทเทรต 

จัดอุปกรณการกลั่นและเปดสวิชตใหความรอน เปดน้ําหลอเย็นและเครื่องควบแนน จากนั้นนํา
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกรดบอริก (เขมขน 4%) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 
5 มิลลิลิตร ที่เติมอินดิเคเตอรเรียบรอยแลวไปรองรับของเหลวที่กล่ันได โดยใหสวนปลายของ
อุปกรณควบแนนจุมอยูในสารละลายกรด จากนั้นดูดสารละลายตัวอยางที่ไดมา 10 มิลลิลิตร ใสลง
ในชองใสตัวอยาง แลวเติมโซเดียมไฮดรอกไซด (เขมขน 40%) ลงไป 20 มิลลิลิตร กล่ันประมาณ 
10 นาที ลางอุปกรณควบแนนดวยน้ํากลั่น ไทเทรตสารละลายที่ไดดวยกรดเกลือที่มีความเขมขน 
0.02 N จนไดสารละลายสีมวงคํานวณคาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดจากสูตร 
 
  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (%)  = ปริมาณกรด x นอรมัลลิตี้ x 14 

                         ปริมาณตัวอยาง 
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