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  น้ําอัดลมหมดอายุเปนน้ําเสียประเภทหนึ่งของอุตสาหกรรมน้ําอัดลม มีน้ําตาลเปน
องคประกอบหลัก ซ่ึงสามารถใชเปนแหลงคารบอนในอาหารสําหรับจุลินทรียได งานวิจัยนี้จึงได
ทําการทดลองเพื่อศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุในระดับหองปฏิบัติการ โดยใชเชื้อ
แบคทีเรีย Zymomonas mobilis Z4 การทดลองแบงออกเปน 2 สวน คือ การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เหมาะสมและสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุดวยเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 จากการทดลองเบื้องตนพบวาเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
เจริญเติบโตไดในน้ําอัดลมหมดอายุไมเจือจางที่มีปริมาณน้ําตาลเทากับ 120 กรัมตอลิตร               
จึงทําการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมโดยใชน้ําอัดลมหมดอายุไมเจือจางเปนแหลง
คารบอน ผลการศึกษาพบวา การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก
น้ําอัดลมหมดอายุที่เติม (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร และปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 5.14 กรัมตอลิตรและมีผลผลิตเอทานอล (Yp/s) เทากับ                
0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล หลังจากนั้นจึงทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม โดยใชสูตรอาหาร
เล้ียงเช้ือที่ไดจากการทดลองสูตรอาหารที่เหมาะสม พบวาการบมภายใตสภาวะการเขยาดวย
อัตราเร็ว 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง ทําใหเช้ือ
แบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดเพิ่มขึ้นมีคาเทากับ 6.72 กรัมตอลิตร และมีคา
ผลผลิตเอทานอล เทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ซ่ึงผลเอทานอลที่ไดมีคาต่ํากวาคาทาง
ทฤษฏี (0.50) มาก ดังนั้นเพื่อใหแนใจถึงความเปนไปไดของการนําน้ําอัดลมหมดอายุมาเปนแหลง
สารอาหารสําหรับการผลิตเอทานอล จึงไดทําการทดลองปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลม
หมดอายุใหลดลง และศึกษาหาคา pH เร่ิมตนและการเติม (NH4)2SO4 ที่เหมาะสมสําหรับการหมัก
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุเจือจาง ผลการศึกษาที่ไดสอดคลองกับการทดลองที่ใชน้ําอัดลมหมดอายุไม
เจือจาง แตสามารถใหคาเอทานอลเพิ่มขึ้นและ มีคาผลผลิตเอทานอลใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี 
(0.50) โดยพบวาเมื่อนําน้ําอัดลมหมดอายุมาเจือจางปริมาณน้ําตาลเริ่มตนใหเทากับ 60 กรมัตอลิตร 

 



เติม (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส 
ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถผลิตเอทานอลไดเทากับ 
10.67 กรัมตอลิตร และมีคาผลผลิตเอทานอลเทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล นอกจากนี้ยัง
ไดทดลองใชโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต (KMS) 0.5 กรัมตอลิตร เพื่อทําการฆาเชื้อในอาหาร 
พบวาคาเอทานอลที่ไดจากการหมักมีคาเทากับ 7.90 กรัมตอลิตร และมีคาผลผลิตเอทานอลเทากับ 
0.26 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ซ่ึงการใช KMS 0.5 กรัมตอลิตรนี้ สงผลกระทบตอเชื้อแบคทีเรีย 
Z. mobilis Z4 ทําใหปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการใชความรอน               
ที่ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที สําหรับการฆาเชื้อในอาหาร 
 
คําสําคัญ : Zymomonas mobilis, เอทานอล, น้ําอัดลมหมดอายุ 
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  The expired carbonated soft drink is an one type of wastes from carbonated soft 
drink industry. The main composition of this waste is sugar which could be used as a carbon 
source for the microorganisms culture. This study was the determination of the ethanol production 
from expired carbonated soft drink by Zymomonas mobilis Z4 that was done in laboratory scale. 
The experiments were divided to 2 parts; the study of culture preparation and the culture 
condition for ethanol production from expired carbonated soft drink by Z. mobilis Z4.              
The preliminary results showed that Z. mobilis Z4 can grow in nondiluted expired carbonated soft 
drink which contains 120 g/L of sugar. Hence the experiments using nondiluted sample were 
conducted. The result of an appropriate culture formula investigation showed that the Z. mobilis 
Z4 culture prepared from nondiluted expired carbonated soft drink added with 1 g/L of (NH4)2SO4 
and adjusted initial pH to 5.5 yielded the highest ethanol concentration of 5.14 g/L with ethanol 
yield (Yp/s) 0.09 gp/gs. Then the appropriate culture formula obtained was used to optimize the 
culture conditions. The optimal conditions was found that incubation under agitation rate            

of 100 rpm at 30°C for 36 hr. At this condition, Z. mobilis Z4 produced ethanol concentration        
of 6.72 g/L and yield of 0.11 gp/gs. But the ethanol yield was low when comparing with 
theoretical yield. Therefore the later experiment was conducted with diluted expired carbonated 
soft drink sample and the optimization of (NH4)2SO4 concentration and  initial pH were done 
again. The results found that the optimal (NH4)2SO4 concentration and initial pH did not changed 
from that obtained from the previous study but the dilution of expired carbonated soft drink could 
gave the higher ethanol production and increase ethanol yield by Z. mobilis Z4. The expired 
carbonated soft drink culture with initial sugar of 60 g/L added with  1 g/L of (NH4)2SO4, adjusted 

initial pH to 5.5 and incubated with 100 rpm of agitation rate at 30°C for 36 hr yielded the 

 



highest ethanol production, 10.67 g/L with 0.35 gp/gs. In addition, the using of potassium 
metabisulfite (KMS) in stead of autoclaving for medium sterilization was studied. The 0.5 g/L of 
KMS decreased ethanol production by Z. mobilis Z4 to be 7.90 g/L with 0.26 gp/gs of yield in 

comparing to autoclaving   at 115°C under pressure 10 psi for 15 min, that produced 10.67 g/L of 
ethanol and yielded 0.35 gp/gs. 
 
Keyword : Zymomonas mobilis, Ethanol, Expired Carbonated Soft Drink  
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  3.4.2 ปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ที่เหมาะสม   69 
  3.4.3 pH ที่เหมาะสม       73  
  3.4.4 การฆาเชื้อในอาหาร      77 
บทที่ 4 สรุปผลการทดลอง        82 
บรรณานุกรม          84 
ภาคผนวก          90 
ประวัติผูเขียน          123 
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รายการตาราง 
 

ตารางที่           หนา 
1.1 องคประกอบของเซลลแบคทีเรีย Zymomonas      24 
1.2 การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Zymomonas เมื่อเพาะเลีย้ง    29 
      ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรstandard medium ที่ระดับอุณหภูมิตางๆ 
3.1 สภาวะของตัวอยางน้ําอัดลมหมดอาย ุ       41 
3.2 ผลการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4) ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 44 
3.3 ผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ     48 
3.4 ผลการศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล    53 
3.5 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล    57 
3.6 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล    61 
3.7 ผลการศึกษาปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ   66 
3.8 ผลการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 )ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 70 
3.9 ผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ     74 
3.10  ผลการศึกษาการฆาเชื้อในอาหารตอการผลิตเอทานอล     78 
ภาคผนวก 
ค-1 การศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน((NH4)2SO4) ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ  96 
ค-2 การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ     101 
ค-3 การศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล    104 
ค-4 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล     106 
ค-5 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล    107 
ค-6 การศึกษาปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชือ้   109 
ค-7 การศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน((NH4)2SO4 )ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ  115 
ค-8 การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ     118 
ค-9 การศึกษาการฆาเชื้อในอาหารตอการผลิตเอทานอล     121 
ง-1 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวดัปริมาณเอทานอลดวยเครื่อง Ebulliometer กับ                      122

เครื่อง Gas chromatography ที่ระยะเวลาการหมักที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 
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รายการภาพ 
 

ภาพที ่           หนา 
1.1 แสดงโครงสรางโมเลกุลของน้ําตาลซูโครส      4 
1.2 การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักจากวัตถุดิบตางๆ    8 
1.3 แสดงวิถี Entner-Doudoroff pathway       25 
1.4 แสดงลักษณะรูปรางของ Zymomonas sp.      26 
3.1 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน(NH4)2SO4 ตอปริมาณมวลชีวภาพ    45 
      และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน ( Yx/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหาร 
      ที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 g/L  
      ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา  
      150 rpm เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.2 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน(NH4)2SO4 ตอปริมาณเอทานอล     46 
       และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน ( Yp/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4  
      ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
       อัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.3 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   47 
       คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักดวย 
       ปริมาณ (NH4)2SO4 แตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
       อัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.4 ผลของคา pH เร่ิมตนตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   49 
       (Yx/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
       ดวยอัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.5 ผลของคา pH เร่ิมตนตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน    50 
      (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
      น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
      เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
      ดวยอัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.6 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   51 
       คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
       คา pH เร่ิมตนของอาหารแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
       อัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.7 ผลของอัตราการเขยา ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   54 
       (Yx/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
       บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.8 ผลของอัตราการเขยาตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   55  
       (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
       บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.9 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   56 
       คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
       อัตราการเขยาแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
       บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.10 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   58 
         (Yx/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.11 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   59  
         (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.12 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบ   60 
         กับคา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
         อุณหภูมิแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.13 ผลของระยะเวลาการหมักตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  62  
         (Yx/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 rpm 
3.14 ผลของระยะเวลาการหมักตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  63  
         (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 rpm 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.15 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4โดยเปรียบเทียบ   64 
         กับคา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
         ระยะเวลาหมักแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  ดวยอัตราการเขยา 100 rpm 
3.16 ผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุตอปริมาณมวลชีวภาพ   67  
         และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) เมื่อทําการหมักใน 
         อาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L ปรับ  
         pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.17 ผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  68  
         (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.18 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   69 
         คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
         ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุที่แตกตางกัน  
        ในสูตรอาหารที่เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.19 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณมวลชีวภาพ    71 
         และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน ( Yx/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4  
        ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 60 g/L 
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
         อัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.20 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณเอทานอล    72 
        และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4  
       ในอาหารที่เตรียมจากน้าํอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 60 g/L  
        ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        อัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.21 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทยีบ   73 
        กับคา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมกัดวย 
        ปริมาณ (NH4)2SO4 แตกตางกัน ในสตูรอาหารที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 60 g/L  
        ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        อัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.22 ผลของคา pH เร่ิมตนตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  75  
        (Yx/s) เมือ่ทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.23 ผลของคา pH เร่ิมตนตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   76 
        (Yp/s) เมือ่ทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.24 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทยีบ   77 
        กับคา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมกัที่มี 
        คา pH เร่ิมตนของอาหารแตกตางกนั ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        อัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.25 ผลของการฆาเชื้อในอาหารตอปริมาณมวลชวีภาพ และผลผลิตที่ได   79 
        ตอสารตั้งตน ( Yx/s) เมื่อทําการหมกัในอาหารเลี้ยงเชื้อที ่
        เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  
        บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.26 ผลของฆาเชื้อในอาหารตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   80 
        (Yp/s) เมือ่ทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  1 g/L ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5   
        อัตราการเขยา 100 rpm  บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.27 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   81 
         คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักดวย 
         สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม Potassium metabisulfite (KMS)  
         เทากับ 500 ppm และการใชความรอนอุณหภูมิ 115oC  
         ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ในสูตรอาหาร 
        ที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4   ปริมาณ 1 g/L ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5   
        อัตราการเขยา 100 rpm  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
ภาคผนวก 
ก-1   แผนสเกลสําหรับอานคาอุณหภูมิและเปอรเซ็นตแอลกอฮอล    92 
ก-2   เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล        92 
ก-3   กราฟมาตรฐานของสารละลายซูโครสที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร   93 
ก-4   การกรองตัวอยางดวยเครื่องกรองแบบสุญญากาศ     94 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
  ปจจุบันหลายประเทศทั่วโลกประสบกับปญหาราคาน้ํามันในตลาดโลกผันผวน 
และมีการปรับตัวสูงขึ้น การพิจารณาหาแหลงพลังงานใหมๆเพื่อใชทดแทนน้ํามันจึงเปนส่ิงสําคัญ 
และไดรับการผลักดันจากหลายฝายอยางตอเนื่อง แหลงพลังงานทดแทนที่สําคัญอันหนึ่งคือ 
พลังงานชีวมวล ซ่ึงหมายถึงพลังงานที่ไดจากสิ่งมีชีวิตทั้งพืชและสัตว รวมถึงผลพลอยไดและของ
เสียที่ไดมาจากสิ่งมีชีวิต จุดเดนของพลังงานชีวมวลคือชวยลดการเกิดมลภาวะของสิ่งแวดลอม     
ซ่ึงพลังงานชีวมวลที่สําคัญที่สามารถนํามาใชเพื่อเปนเชื้อเพลิงเคร่ืองยนตมีอยู 2 ประเภทหลักคือ       
เอทานอล และไบโอดีเซล  

 สําหรับประเทศไทยไดหันมาใชเอทานอลเปนสวนผสมในน้ํามันเชื้อเพลิง        
เชน กาซโซฮอล ซ่ึงเปนสวนผสมกันระหวางน้ํามันเบนซิน 80 เปอรเซ็นต และเอทานอล                  
(บริสุทธิ์ 99.5 เปอรเซ็นต) 20 เปอรเซ็นต (บุณยพัต สุภานิชและคณะ, 2546) นอกจากนี้ยังให
ความสําคัญกับการทํางานวิจัยและเทคนิคตางๆ ในการผลิตเอทานอลจากพืชและของเหลือใชเพื่อ
เปนพลังงานเชื้อเพลิงทดแทน เอทานอลสามารถผลิตได 2 วิธีคือ วิธีการสังเคราะหทางเคมีโดย
กระบวนการ    คะตะลิสตของเอทิลีน และวิธีการหมักโดยเชื้อจุลินทรียเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล 
ซ่ึงเอทานอลที่ผลิตสวนใหญไดมาจากกระบวนการหมัก โดยคิดเปน 95 เปอรเซ็นตของปริมาณ      
เอทานอลที่ผลิตไดทั้งหมดในโลก สําหรับการผลิตเอทานอลในปจจุบันมีวัตถุดิบที่ใชในการผลิต   
3 ประเภทดวยกัน ไดแก วัตถุดิบประเภทน้ําตาล แปง และ เสนใย ซ่ึงวัตถุดิบประเภทแปงและ
ประเภทเสนใยนั้น ตองมีการเตรียมวัตถุดิบกอนการหมัก โดยอาจใชการยอยดวยกรดหรือเอนไซม
ใหเปนน้ําตาลกอน ซ่ึงตนทุนในการผลิตเอทานอลสวนใหญอยูในขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบใหเปน
น้ําตาล อีกทั้งประสิทธิภาพของขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบยังมีผลอยางมากตอการผลิตเอทานอลใน
ขั้นตอนตอมา (กมลศักดิ์ ตั้งธรรมเนียม, 2540) แตหากวัตถุดิบที่ใชเปนวัตถุดิบประเภทน้ําตาล      
ซ่ึงสามารถนํามาหมักเอทานอลไดทันที 

 น้ําอัดลมหมดอายุเปนน้ําอัดลมที่ผานกระบวนการผลิตแลวไมไดตามมาตรฐานที่
ทางบริษัทผูผลิตกําหนด เชน มีปริมาณน้ําตาล และกาซคารบอนไดออกไซดนอยไป หรือ มีส่ิง
ปนเปอน ทั้งนี้รวมถึงน้ําอัดลมที่สงออกไปจําหนายเกินเวลา 45 วัน สําหรับคุณสมบัติของน้ําอัดลม
หมดอายุมีความแตกตางจากน้ําเสียจากกระบวนการผลิตสวนอ่ืน คือ มีปริมาณน้ําตาลที่สูงทําใหไม
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สามารถกําจัดไดดวยระบบบําบัดน้ําเสียโดยทันที ทางบริษัทผูผลิตจึงประสบปญหาในการกักเก็บ
น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณมาก ทั้งนี้น้ําอัดลมหมดอายุมีองคประกอบหลัก คือน้ําตาลซูโครส    
จึงนาจะมีความเปนไปไดที่จะนําน้ําอัดลมหมดอายุมาใชประโยชนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน
ในอาหารของเชื้อจุลินทรียเพื่อผลิตเปนเอทานอล โดยท่ัวไปการผลิตเอทานอลดวยวิธีการหมัก 
มักจะนิยมใชเชื้อยีสตโดยเฉพาะอยางยิ่ง Saccharomyces cerevisiae อยางไรก็ดีไดมีการศึกษาหา    
จุลินทรียชนิดอ่ืน ที่มีความสามารถในการผลิตเอทานอลไดรวมทั้งแบคทีเรีย Zymomonas sp. 
(อรพิน ภูมิภมร, 2526) แบคทีเรีย  Z. mobilis เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง มีขนาดกวาง             
1-1.4 ไมครอน และยาว 2-6 ไมครอนจัดอยูในแฟมิล่ี Pseudomonadaceae เคล่ือนที่ได ไมมีสปอร 
(Buchanan, 1974) สามารถเจริญไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดาง (pH) 
เร่ิมตนระหวาง 5-7 เปน facultative anaerobe bacteria ทําใหไมตองคุมปริมาณออกซิเจนเพื่อรักษา
ปริมาณเซลลเหมือนกับยีสต แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถใชน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส และซูโครส
ไดโดยผาน Entner-Doudoroff pathway ผลิตภัณฑสวนใหญที่เกิดขึ้นจะไดเปนเอทานอลและ     
กาซคารบอนไดออกไซด Z. mobilis มีศักยภาพ  ที่จะผลิตเอทานอลไดมากถึง 97 เปอรเซ็นตของคา
เอทานอลที่สามารถผลิตไดตามทฤษฎี (Swings and De Ley, 1977) เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อยีสต 
พบวาแบคทีเรีย Z. mobilis จะผลิตมวลเซลลไดต่ํากวา ใหผลไดของเอทานอลมากกวา 3-4 เทาของ
ยีสต ทนตอความเขมขนของเอทานอลและน้ําตาลไดสูง รวมทั้งสามารถปรับปรุงพันธุไดงายกวา
เชื้อยีสต (Rogers et al., 1980) จึงมีความเปนไปไดที่จะใชแบคทีเรีย Z. mobilis มาใชในการหมัก
เพื่อผลิตเอทานอลจากอัดลมหมดอายุ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสม และหาสภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรีย Z. mobilis  ตอประสิทธิภาพในการผลิต           
เอทานอล ผลการศึกษาครั้งนี้อาจใชเปนแนวทางในการจัดการของเสียและไดเปนผลิตภัณฑพลอย
ไดที่มีมูลคา คือ เอทานอล ซ่ึงอาจนําไปประยุกตใชเปนกระบวนการผลิตที่สรางรายไดใหแก
บริษัทผูผลิตน้ําอัดลมไดอีกทางหนึ่ง 
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บทตรวจเอกสาร 
 
1.1 น้ําอัดลม 
              น้ําอัดลม หมายถึง เครื่องดื่มที่ไมมีแอลกอฮอลผสมดวยกาซคารบอนไดออกไซด 
ซ่ึงจะทําใหเกิดความซา น้ําอัดลมแบงเปน 2 ประเภท ประเภทแรกไมมีการผสมน้ําหวาน หรือที่
เรียกวา โซดา สวนอีกประเภทคือประเภทที่ผสมน้ําหวานปรุงแตงกลิ่น และรสชาติ 
 1.1.1 ประเภทของน้ําอัดลม 
  หากแบงประเภทของน้ําอัดลมตามสายการผลิต สามารถแบงไดเปน 3 ประเภท คือ 

- น้ําดํา หมายถึง น้ําอัดลมชนิดโคลา 
- น้ําสี หมายถึง น้ําอัดลมที่มีการผสมน้ําหวาน และแตงสีเปนหลาย ๆ แบบ เชน น้ําแดง   

น้ําเขียว น้ําสม เปนตน  
- เลมอน – ไลม (ไมมีสี) หมายถึง น้ําอัดลมที่มีสีขาว ไดแก สไปรท และเซเวน – อัพ 

             1.1.2 สวนประกอบของน้ําอัดลม 
  สวนประกอบของน้ําอัดลม ซ่ึงประกอบดวย น้ํา น้ําตาล วัตถุกันเสีย (โซเดียมเบน
โซเอท) กาซคารบอนไดออกไซด และสารปรุงแตงรสและกลิ่น (ขอมูลจากบริษัทหาดทิพย จํากัด 
(มหาชน)) 

นอกจากนี้น้ําอัดลมบางชนิดยังมีองคประกอบที่สําคัญอีกอยางคือ คาเฟอีน         
แตจะเห็นวาไมไดมีการระบุที่ขางขวด ถึงแมผูผลิตจะอางวาเปนองคประกอบของคาเฟอีนใน
ธรรมชาติ 
   น้ําอัดลมประกอบดวยน้ําและสารใหความหวาน ไดแก น้ําตาลซูโครส เปนหลัก 
ในอดีตการผลิตน้ําอัดลมชนิดธรรมดา (ไมใชแบบจํากัดพลังงานหรือที่เรียกกันวาแบบไดเอท)      
จะใชน้ําตาลทรายเพียงอยางเดียวนํามาผสมน้ําแลวตมทําเปนน้ําเชื่อมแลวกรอง ปจจุบันมีการใชสาร
ใหความหวานตัวอ่ืนเพิ่มขึ้นมา เชน น้ําเชื่อมขาวโพด (Corn syrup) น้ําเชื่อมขาวโพดแบบฟรุคโตส
สูง (High Fructose Corn Syrup-HFCS) หรือ Aspatam (สารทดแทนความหวาน) เปนตน นอกจากนี ้
ในน้ําอัดลมยังมีกาซคารบอนไดออกไซด ซ่ึงเกิดจากผลึกกรดซิตริกที่ละลายน้ําไดเปนกรดซิตริก 
กรดซิตริกเมื่อทําปฏิกิริยากับโซดาไบคารบอเนตที่เติมลงไป เกิดเปนฟองกาซขึ้น นอกจากนี้แลวจะ
เปนสารปรุงแตงรส สารปรุงแตงกล่ินและวัตถุกันเสีย คุณคาทางโภชนาการของน้ําอัดลมอยูที่
น้ําตาลซึ่งรางกายสามารถนําไปใชเปนพลังงานได จึงเปนเครื่องดื่มที่ทําใหผูดื่มไดพลังงานเพียง
อยางเดียวโดยไมมีสารอาหารอื่น (Empty calories) 
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1.1.3 น้ําตาลซูโครส  (Sucrose) 
        ซูโครสเปนน้ําตาลโมเลกุลคู (Disaccharide) หรือน้ําตาลดับเบิ้ลซูการ (Double 

sugar) ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 2 โมเลกุล (ภาพที่ 1.1) โดยสูญเสียน้ําไป 1 โมเลกุล มีสูตร
โมเลกุลของน้ําตาลคือ C12 H22 O11 น้ําตาลซูโครส หรือน้ําตาลทราย  มีผลึกสีขาว รสหวาน ละลาย
น้ําไดดี พบในออย ตาล มะพราว ผลไมสุก เมื่อถูกยอยจะได น้ําตาลกลูโคส 1 โมเลกุล และน้ําตาล 
ฟรุคโตส 1 โมเลกุล ดังสมการที่ (1) รางกายมนุษยดูดซึมน้ําตาลนี้ไดเมื่อถูกยอยโดยเอนไซมใน
ลําไสใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือกลูโคสและฟรุคโตสกอน 

 
น้ําตาลซูโครส + น้ํา   น้ําตาลกลูโคส +  น้ําตาลฟรุคโตส                     ( 1 ) 

C12 H22 O11    +   H2O    C6 H12 O6  +  C6 H12 O6                     

          

 

 

ภาพที่ 1.1  แสดงโครงสรางโมเลกุลของน้ําตาลซูโครส 
ที่มา : http//www.nmt.ac.thhomechemistrypicmaltose.gif 
 

1.1.4 สภาพตลาดน้ําอัดลมในประเทศไทย 
        จากการสํารวจในป พ.ศ. 2549 พบวา ในอุตสาหกรรมน้ําอัดลม มีผูผลิตทั้งส้ิน      
9 ราย แตมีผูประกอบการรายใหญอยูเพียงแค 2 รายเทานั้น คือ บริษัท ไทยน้ําทิพย จํากัด (มหาชน)      
ผลิตน้ําอัดลมโดยใชเครื่องหมายการคา โคคา –โคลา แฟนตา และสไปรท และ บริษัท เสริมสุข 
จํากัด (มหาชน) ซ่ึงใชเครื่องหมายการคา เปปซี่ มิรินดา เซเวนอัพ และเมาเทนดิว ดังนั้น 
อุตสาหกรรมน้ําอัดลมจึงมีลักษณะเปนตลาดผูขายนอยราย (Oligopoly) ถึงแมจะไมมีการกีดกัน 



 5 

หรือจํากัดโควตาจากภาครัฐในการเขาสูตลาด แตดวยเปนอุตสาหกรรมที่ตองลงทุนสูง จึงไมคอยมี 
ผูประกอบรายใหมที่เขามาในตลาด สินคาในตลาดมีลักษณะคลายๆ กัน หรือสามารถทดแทนกันได
ในสายตาของผูบริโภค ผูประกอบการจึงตองสรางความแตกตางใหกับผลิตภัณฑของตนเอง       
ดวยการผลิตสินคาตัวใหมออกสูตลาดอยูเสมอ เพื่อครองสวนแบงการตลาด ทั้งนี้สวนแบงทาง
การตลาดจะตกอยูที่ 2 บริษัทรายใหญดังกลาว จากมูลคาทางตลาดรวมกวา 30,000 ลานบาทตอป
(http://econ.tu.ac.th/class/archan/Nantavut) 

1.1.5 สวนแบงการตลาดตามสายการผลิต 
        หากแบงตลาดน้ําอัดลมออกเปนประเภทพบวาจากสวนแบงตลาดน้ําอัดลมทั้งหมด
ซ่ึงมีมูลคาประมาณ 30,000 ลานบาท สามารถแบงไดเปน 

        - ตลาดน้ําดํา มีมูลคาตลาดประมาณ  22,000 ลานบาท  หรือ 74 เปอรเซ็นต         
ของตลาดน้ํ าอัดลมมี สินค าในตลาด  2  ยี่หอ  คือ  เปป ซ่ี  ซ่ึ งมีสวนแบงทางการตลาดถึง                   
63.5 เปอรเซ็นต และโคก ซ่ึงมีสวนแบงทางการตลาด 36.5 เปอรเซ็นต และในปจจุบันไดมี
ผลิตภัณฑใหมที่ทั้ง 2 บริษัทรายใหญนําเสนอเพื่อเปนทางเลือกของผูที่ตองการดื่มน้ําอัดลม แตไม
ตองการน้ําตาล คือ เปปซี่แมกซจากบริษัทไทยน้ําทิพย และโคกซีโร จากบริษัทเสริมสุข ซ่ึงสวน
แบงทางการตลาดของน้ําอัดลมไมมีน้ําตาลนี้คิดเปน 3 เปอรเซ็นต ของตลาดน้ําดํา ถึงปจจุบันจะมี
มูลคาตลาดนอย แตก็มีอัตราการเติบโตกวา 50 เปอรเซ็นต ในป พ.ศ. 2549 ซ่ึงคาดวาจะมีมูลคา
ตลาดมากขึ้นในอนาคต 

         - ตลาดน้ําสี มีมูลคาตลาดประมาณ 6,000 ลานบาท คิดเปน 20 เปอรเซ็นต         
ของตลาดน้ําอัดลมทั้งหมด มีสินคาหลักๆในตลาดอยู 2 ยี่หอ คือ แฟนตา จากบริษัทไทยน้ําทิพย 
ครองสวนแบงทางการตลาด 77 เปอรเซ็นต สวนมิรินดา จากบริษัทเสริมสุข มีสวนแบงทาง
การตลาด 20 เปอรเซ็นต และที่เหลือเปนสินคาจากบริษัทรายยอย 

- น้ําเลมอน–ไลม มีมูลคาตลาดประมาณ 1,800 ลานบาท คิดเปน 6 เปอรเซ็นต  
ของตลาดน้ําอัดลมทั้งหมด มีสินคาในตลาดอยู 2 ยี่หอ คือ สไปรท จากบริษัทไทยน้ําทิพย และ
เซเวนอัพ จากบริษัทเสริมสุข (http://econ.tu.ac.th/class/archan/Nantavut) 

 
1.2 เอทานอล(Ethanol) 

1.2.1 ลักษณะสมบัติ 
        เอทานอล หรือ เอธิลแอลกอฮอล (Ethyl alcohol) เปนสารประกอบอินทรีย หรือ
รูจักกันในชื่ออ่ืน เชน Grain-spirit หรือ Neutral spirit เปนตน เปนสารไฮโดรคารบอนที่มีออกซิเจน
เปนองคประกอบ เปนของเหลวใส ไมมีสี ติดไฟได มีความถวงจําเพาะเทากับ 0.7939 ที่ความ
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เขมขนเอทานอล 100 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร มีสูตรเคมี คือ CH3CH2OH มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
46.07 มีจุดเดือดอยูที่ 78.5 องศาเซลเซียส เอทานอลบริสุทธิ์มีเนื้อแอลกอฮอลประมาณ                    
99.7 เปอรเซ็นต โดยท่ัวไปมีน้ําเจือปนไมเกิน 0.5 เปอรเซ็นต ใหเปลวไฟสีน้ําเงินที่ไมมีควัน       
โดยปกติเอทานอลสามารถรวมตัวกับน้ํา อีเทอร หรือ คลอโรฟอรม 
        1.2.2 ประโยชนของเอทานอล 

         เอทานอล เปนสารอินทรียที่สามารถผลิตไดจากการหมักพืช เชน ออยหรือ        
มันสําปะหลัง โดยมีการเปลี่ยนแปงเปนน้ําตาล และเปลี่ยนน้ําตาลเปนแอลกอฮอล แลวทําให
บริสุทธิ์โดยการกลั่นเอทานอลที่นําไปผสมน้ํามันเพื่อใชเติมเครื่องยนตเปนแอลกอฮอลที่บริสุทธิ์
ตั้งแต 99.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรและสามารถนํามาผสมน้ํามันเบนซินใชเปนเชื้อเพลิงของ
เครื่องยนตได เอทานอลที่นํามาผสมกับน้ํามันเชื้อเพลิงเปนเอทานอลที่ไดจากกระบวนการหมักของ
จุลินทรียในสภาวะไรออกซิเจนโดยน้ําตาลสวนใหญในน้ําหมักถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลและสาร
พลอยไดอ่ืนๆ ขณะที่น้ําตาลบางสวนจุลินทรียนําไปใชในการเจริญและกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล 
(Zoecklein et. al.,1995)   

       เอทานอลสามารถนํามาใชประโยชนไดหลากหลาย (วสันต จันทรสัจจา, 2546) 
ดังตอไปนี้ 
   - ใชในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลตางๆ เชน ไวน สุรา บร่ันดี       
วอดกา   สาเก เปนตน 
   - ใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกที่ยอยสลายได 
  - ใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง เปนสวนประกอบในการทําเครื่องสําอาง เชน 
น้ําหอม แชมพูสระผม และน้ํายาบํารุงผิว 
   - ใชในอุตสาหกรรมยา กระบวนการสกัด (extraction process) สารอื่นๆใน
สมุนไพร และการทําใหบริสุทธิ์ (purification process) ใชเปนสวนประกอบในการผสมยา ใชเปน
ตัวทําละลายเวชภัณฑที่มีอํานาจในการฆาแมลง ฆาเชื้อโรค และยาดับกลิ่น  
   - ใชในอุตสาหกรรมการผลิตสี เปนสวนประกอบในกระบวนการผลิตสีเปนตัวทํา
ละลายของน้ํายาเคลือบ น้ํามันชักเงา และน้ํายาแลกเกอร 
   - ใชเปนสารผสมในน้ํามันเชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนต (additive) ตางๆ ไดแก 
นํามาผสมกับน้ํามันเบนซินเปนกาซโซฮอล ชวยเพิ่มคาออกเทน ในเมืองไทยมีการเลือกใชสูตร E10 
ซ่ึงก็คือ น้ํามันเบนซิน 91 (90 เปอรเซ็นต) ผสมกับเอทานอล 10 เปอรเซ็นต คิดโดยปริมาตร       
(ณัฐกิตต ธรรมเจริญ, 2543) และใชกันโดยทั่วไปสําหรับเปนเชื้อเพลิงของรถยนต และมีโรงงาน
อุตสาหกรรมผลิตเอทานอลเกิดขึ้นแลวภายในประเทศ  
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 1.2.3 การใชเอทานอลในตางประเทศ 
           บราซิลเปนประเทศที่ผลิตและใชเอทานอลมากที่สุดในโลก มีการใชเอทานอล

อยางแพรหลาย ตั้งแตป 1975 ในปจจุบันมีการผลิตเอทานอลรวม 13,000 ลานลิตรตอป และ
นําไปใชประโยชนอยางเต็มที่ โดยใชเอทานอลเปนเชื้อเพลิงโดยตรงกับรถยนตที่ไดรับการปรับแตง
เครื่องยนตแลวมีประมาณ 4 ลานคัน และใช เอทานอลจํานวน 22 เปอรเซ็นต ผสมในน้ํามันเบนซิน
เพื่อใชกับเครื่องยนตปกติประมาณ 12 ลานคัน 

          สําหรับสหรัฐอเมริกาไดพัฒนาเชื้อเพลิงทดแทนตั้งแตป ค.ศ. 1979 มีการออก
กฎหมายและมาตรการสนับสนุนดานการลงทุนใหเงินกูดอกเบี้ยต่ําและชวยเหลือทางดานภาษี    
เพื่อเปนแรงจูงใจ ทั้งผูผลิตและผูใช หันมาใหความนิยมเชื้อเพลิงทดแทนโดยเฉพาะเอทานอลมาก
ยิ่งขึ้น มีปริมาณการผลิตรวม 7,000 ลานลิตรตอป เปนอันดับสองรองจากบราซิล 

 
1.3 กระบวนการผลิตเอทานอล 

กระบวนการผลิตเอทานอล สามารถแบงไดเปน 3 ขั้นตอนหลัก ไดแก วัตถุดิบและ
การเตรียมวัตถุดิบ ขั้นตอนการหมัก และขั้นตอนการกลั่น ซ่ึงแตละขั้นตอนจะมีผลตอคุณภาพของ      
เอทานอลที่ผลิตได (กมลศักดิ์ ตั้งธรรมเนียม, 2540) 

1.3.1 วัตถุดิบ 
            ในอดีตจนถึงปจจุบันวัตถุดิบที่นิยมนํามาใชในการหมักเอทานอลสวนใหญ คือ 
ออย และมันสําปะหลังอยางไรก็ตามมีการนําวัตถุดิบอ่ืน ๆ มาใชในการผลิตเอทานอลไดเชนกัน 
ชนิดของวัตถุดิบที่นํามาใชในการผลิตมีผลตอสารองคประกอบทางเคมีและคุณภาพของเอทานอล  
ที่ผลิตได โดยมีกระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบตางๆ ดังภาพที่  1.2 
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การสกัดและทําใส
น้ําหวาน 

Liquefaction Pretreatment 

Saccharification Enzyme hydrolysis 

น้ําตาล 
กากน้ําตาลเจือจาง 

วัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลสไดแก ฟางขาว 
ชานออย ซังขาวโพด ขาวเจา ขาวสาลี เปนตน 

ไดแก มันสําปะหลัง 
วัตถุดิบประเภทแปง 

ขาวฟางหวาน เปนตน 
ไดแก ออย กากน้ําตาล 
วัตถุดิบประเภทน้ําตาล 

การหมัก  
 
 
 

การกลั่น  
 
 
 

เอทานอล  
 
 
 
ภาพที่ 1.2  การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักจากวัตถุดิบตางๆ 
ที่มา : เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ (2548) 
 

โดยสามารถแบงวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตเอทานอลแบงเปน 3 ประเภท คือ 
1.3.1.1 สารจําพวกน้ําตาล (Saccharine materials) ที่สําคัญไดแก ออยและ

กากน้ําตาล ซ่ึงนําเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอลไดโดยตรง 
1.3.1.2 สารจําพวกแปง (Starchy material) ไดแกพวกขาว ขาวโพด ขาวฟาง และ

มันสําปะหลัง โดยที่กอนจะเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอล สารจําพวกแปงจะตองถูกเปล่ียนไป
เปนสารจําพวกน้ําตาลโดยเอนไซม (Enzymatic hydrolysis) เสียกอน 
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1.3.1.3 สารจําพวกเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส (Cellulose and Hemicelluloses) 
กอนที่จะนําเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอลจะตองถูกเปลี่ยนไปเปนสารจําพวกน้ําตาลเสียกอน 

เนื่องจากเซลลูโลสที่นํามาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลอยูในรูปที่เปน
สารผลึกของสารประกอบเชิงซอน (Complex) กับลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงสวนที่นํามาใชจริง 
คือ สวนของเซลลูโลสเทานั้น ขั้นตอนแรกจึงต งแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากโครงสราง
ของวัตถุดิบกอนเพราะสวนประกอบทั้งสองทําใหพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยากับเอนไซมลดลง          
ซ่ึงลิกนินเปนตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม ทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายดวยเอนไซม   
ไมดีเทาที่ควร และยังเปนอุปสรรคตอการหมักดวย ดังนั้นวัตถุประสงคของ

อ

การปรับสภาพวัตถุดิบ
กอนการผลิตเอท ออก และเปนการปรับโครงสรางของ
เซลลูโลสใหอยูใ

สภาพดวยวิธีทางกายภาพ (Physical pretreatment) เปนการลดขนาดของ
วัตถุดิบ และทํา

อ
เพิ่มความสามาร

ขึ้น เนื่องจากการแตกตัว
ของน้ําตาล ที่เกิด

- การปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ (Biological pretreatment) เปนการใชเอนไซม
จากจุลิ ีย เพื่อเปลี่ยนโครงสรางที่ซับซอนของเซลลูโลสใหอยูในรูปโซตรงและชวยลด         
วามเปนผลึก 

 

านอล คือ เพื่อแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลส
นสภาพเหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาการยอยดวยเอนไซม 
การปรับสภาพวัตถุดิบแบงไดเปน 4 วิธี คือ 
- การปรับ
ใหเสนใยเซลลูโลสแตกออกเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยาใหมากขึ้น เชน    

การบด   การใชความรอน 
- การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมี (Chemical pretreatment) จะใชสารละลายกรดเพื่
ถในการยอยเฮมิเซลลูโลส เพราะเฮมิเซลลูโลสสามารถยอยสลายในสารละลายกรด

ไดดีกวาเซลลูโลส หรือใชสารละลายดางเพื่อเพิ่มปริมาณการละลายของ เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 
- การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกายภาพ (Physico-chemical pretreatment) เปนวิธี

ที่ใชวิธีทางกายภาพรวมกับการใชสารเคมี เชน การศึกษาความสัมพันธระหวางความเขมขนของ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด และความรอนในสภาวะความดันสูงเพื่อปรับสภาพฟางขาวซึ่งใน
กระบวนการยอยสลายวัตถุดิบดวยเอนไซม พบวาประสิทธิภาพของการยอยข้ึนอยูกับความเขมขน
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด และความรอนที่เพิ่มขึ้น แตเมื่อใชความรอนภายใตสภาวะ
ความดันสูงเพียงอยางเดียว พบวาการยอยสลายลดลง เมื่อเกิดความรอนเพิ่ม

ขึ้น เปลี่ยนเปนสารประเภทเฟอฟูรัล (Furfural) สารฟอรมัลดีไฮด (Formaldehyde) 
หรือกรดฟอรมิก (Formic acid) ซ่ึงเปนตัวขัดขวางการทํางานของเอนไซม 

นทร
ค
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1.3.2 การหมักเอทานอล 
           เอทานอลสามารถผ ิตไดทั้งจากกระบวนการสังเคราะห  (Synthesis) และ         

จากกระบวนการหมัก (Fermentation) ทั้งนี้
ล

 95 เปอรเซ็นต ของเอทานอลที่ใชกันโดยทั่วไปไดมา

  

ubstarte) เอทานอลที่ไดเชนนี้
เรียกวา “เอทานอลสังเคราะห” (Synthetic ethanol)  ดังสมการที่ (2) 

2C = CH2      +      H O    H2O -------->       CH2C   +        PO3                     (2) 
          

    substrate 
  

  
มัก    

เอทานอ

จากกระบวนการหมัก (สมใจ ศิริโภค, 2550) 
          1.3.2.1 เอทานอลจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี 

            เปนการใชกระบวนการทางเคมีในการสังเคราะหเอทานอล  โดยมีเอทิลีน 
(Ethylene) เปนวัตถุดิบ ผานกระบวนการไฮเดรชัน (Hydration) คือ การทําปฏิกิริยากับน้ํารวมกับ                 
กรดฟอสฟอริกซึ่งถูกดูดซับไวในซีโอไลทหรือ ซิลิกา แอโรเจล (S

 
 

H 3       +     H3 OH  2P H2 

                   

           °                   ° 
                 substrate                                                                    
        

          1.3.2.2 เอทานอลจากกระบวนการหมัก 
           เปนการใชกระบวนการทางชีวเคมีในการผลิตเอทานอล วัตถุดิบที่ใชในการห
ลสวนใหญเปนวัตถุดิบทางการเกษตร เอทานอลที่ไดเรียกวา “ไบโอเอทานอล”             
           การหมักเอทานอลที่เกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียตางชนิดหรือตางสายพันธุกันมี

ผลทําใหเกิดปฎิกิริ

ัติ
การจับค สอยางจําเพาะของ ดี เอ็น เอ นํามาใชในการพัฒนากระบวนการหมักเอทานอล   

 

ยาทางเคมีตางกันตลอดระยะเวลาการหมักเอทานอล (สุมณฑา วัตนสินธุ, 2545) 
จุลินทรียที่มีผลตอการหมักเอทานอลประกอบดวย ยีสต รา แบคทีเรียจําพวกผลิตกรดแลคติก และ
แบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ จุลินทรียเหลานี้มีผลตอคุณภาพเอทานอลในลักษณะตางกัน นอกจากนี้ยังมีการ
นําความรูทางพันธุวิศวกรรมตัดตอยีน ที่เกี่ยวของเพื่อใหไดยีสตที่ทนตอความเขมขนเอทานอลสูง 
หรือใหไดจุลินทรียที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง เชน การใชวิธี Hybridization ซ่ึงอาศัยคุณสมบ

ูเบ
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         การผลิตเอทานอลดวยกระบวนการหมัก มีสองขั้นตอนสําคัญ คือ  
ขั้นตอนที่ 1 การเปลี่ยนวัตถุดิบประเภทแปงและวัตถุดิบที่มีเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาล ขั้นตอนนี้
อาศ กรดหรือเอนไซมเปนตัวทําปฏิกิริยา ดังสมการที่ (3) 

 
   (3) 

 ้ํา                               น้ําตาล 

ั้นตอนที่ 2 การเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลโดยยีสตหรือแบคทีเรีย ดังสมการที่ (4) 
 

ีสต/แบคทีเรีย 
            (4) 

           ล              
วน 0                   51.1                          48.9   

  

าการหมักที่อุณหภูมิ       
18 - 30 อ ล

ก็คือ น้ําอัดลมหมดอายุ ซ่ึงเปนวัตถุดิบที่สามารถนําเขาสูกระบวนการ
ผลิตเอทานอลไดโดยทันที 

ัย
 
              เอน /กรดไซม
   C6H10O5    +      H2O           C6H12O6  

       แปง                น
    

ข

                ย
                   C6H12O6      2 CH3CH2OH + 2 CO2 + 28.7 kcal                 
          น้ําตา                     เอทิลแอลกอฮอล      คารบอนไดออกไซด

 สัดส   10
  
          จากสมการเคมีพบวาน้ําตาลกลูโคส 100 กรัม เมื่อทําการหมักดวยเชื้อยีสตจะได       

เอทานอล 51.1 กรัม และกาซคารบอนไดออกไซด 48.9 กรัม แตในทางปฏิบัติน้ําตาลที่สามารถ
ใชไดจะมีเพียง 95 เปอรเซ็นตเทานั้น หรือคิดเปนประสิทธิภาพการผลิตผลิตภัณฑจากสับสเตรต 
(Yp/s) ไมเกิน 0.485 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สําหรับน้ําตาล 5 เปอรเซ็นต ที่เหลือยีสตจะ
นําไปใชในการเจริญเติบโตเพื่อสรางพลังงานและสารพลอยได (By product) เชน อะเซตัลดีไฮด 
กรดอะซีติก กรดแลกติก และกลีเซอรอล เปนตน การหมักเอทานอลจะทํ

งศาเซ เซียส เปนระยะเวลานาน 14 - 21 วัน (Zoecklein et al., 1995) 
          สําหรับการศึกษาในงานวิจัยนี้  ไดทําการศึกษาโดยใชสารจําพวกน้ําตาล    

(Saccharine materials) นั่น
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1.3.3 วิธีการหมักแอลกอฮอล 
            การหมักแอลกอฮอลเปนกรรมวิธีที่รูจักกันมานาน เนื่องจากปญหาพลังงานทําให

เทคโนโลยีการผลิตแอลกอฮอลกาวหนาไปอยางมาก มีการคนควาวิจัยหลายแนวทางโดยมีวิธีการที่
แตกตางกันออกไป แตทั้งนี้ก็เพื่อหาทางลดตนทุนการผลิตลงใหมากที่สุด เทคโนโลยีการหมัก
แอลกอฮ

ation)     
จนไดผล ื่อนําไปแยกแอลกอฮอลใหบริสุทธิ์อีกขั้นตอนหนึ่ง 

ขอดีของ

ละวองไวดี ทั้งนี้เพราะตอง
เตรียมจุลินทรียข

เชื้อตลอดชวงการหมักทําไดงาย 
ซับซอน 

เชื้อจุลินทรียเริ่มตนและวัตถุดิบทุกครั้งของการหมักแตละชุด            
ทําใหเสียเวลาแล

ูกนําไปใชในอุตสาหกรรมการหมักตางๆ 
เชน การผลิตเพนนิซิลิน การผลิตยีสตทําขนมปง เปนตน 

อลแบงออกเปน 3 ประเภท คือ 
           1.3.3.1 การหมักแบบครั้งคราว (Batch Fermentation) กลาวคือในการหมักแตละ

ชุดตองมีการเตรียมเชื้อตั้งตนใหมทุกครั้ง ถาคิดเฉพาะชวงเวลาของการหมักใชเวลาประมาณ             
48 ช่ัวโมง เพื่อใหไดแอลกอฮอลประมาณ 8 – 10 เปอรเซ็นต เปนวิธีที่ใชกันมากในโรงงาน
อุตสาหกรรม โดยเปนถังสําหรับใสสารอาหารและจุลินทรียที่ใชในการหมักแลวกวนใหผสมกัน    
มีการควบคุมอุณหภูมิ ความเปนกรดดางเพื่อปองกันการปนเปอนจากจุลินทรีย (Contamin

ผลิตตามที่ตองการ จึงถายออกเพ
การหมักแบบครั้งคราว 
- เหมาะกับการผลิตที่มีปริมาตรไมมากนัก 

  - ในการหมักแตละครั้งจุลินทรียที่ใชมีความแข็งแรงแ
ึ้นใหมเสมอ ทําใหการผาเหลา (Mutation) เกิดขึ้นยาก 
- การควบคุมใหระบบอยูในสภาวะปลอด
- การควบคุมระบบทําไดงายไม

ขอเสียของการหมักแบบครั้งคราว 
  - ตองเตรียม

ะคาใชจายมาก 
- ตองเสียเวลาเพื่อใหจุลินทรียเจริญเติบโตในชวงแรกทุกครั้ง 

            1.3.3.2 การหมักแบบกึ่งกะ (Fed-Batch Fermentation) คําวา “fed-batch culture” 
เปนกระบวนการหมักที่มีการเติมสารอาหารเปนชวงๆ หลังจากที่ใสเช้ือเร่ิมตนแลว ไมมีการถาย
ออกซึ่งแตกตางจากการเลี้ยงเซลลแบบครั้งคราวตรงที่ปริมาตรอาหารในการหมักแบบกึ่งกะจะ
เพิ่มขึ้นตลอดเวลาไมคงที่ สวนการเลี้ยงแบบตอเนื่องนั้นปริมาตรอาหารคงที่แมวาจะเติมอาหารดวย
ปริมาตรเทาใด อาหารเกาพรอมกับเซลลจุลินทรียก็จะถูกดึงออกมาดวยปริมาตรเทากันภายในเวลา
เดียวกัน ปจจุบันเทคนิคการเลี้ยงเซลลแบบ fed-batch ถ
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 สามารถยับยั้ง
การเจริญของเซล

านวนมาก (high cell concentration) การเลี้ยงเซลล
แบบธรรมดา (b

ลในอาหารเลี้ยงเชื้อสูง ซ่ึงเอทานอลทําใหปริมาณเซลลของยีสต
ลดลง เพื่อที่จะล

จ
รคอยๆเติมสารอาหารอยางตอเนื่อง 

หากความหนืดเพ

นี้ก็จะหมดไป การใชเทคนิคการหมักแบบกึ่งกะ
สามารถประกันการเสียของได หากเกิดมีกรณีสาเสียหรือไมดีก็สามารถหยุดการเติมกากน้ําตาลที่จะ
เติมในชวงหลังไ ใหเกิดการสูญเสียมากยิ่งขึ้นได  

เทคนิคการหมักแบบกึ่งกะมีขอไดเปรียบกวาการหมักแบบครั้งคราวหลายประการ        
(กลยุทธ โชติพัฒนาและ นิสิต ตัณฑวิเชฐ, 2535) เชน 

- ชวยลดการยับยั้งของอาหาร (substrate inhibition) สารอาหารที่เปนแหลงธาตุ
คารบอน เชน กรดน้ําสม แอลกอฮอล เมทธานอล และสารประกอบพวกอะโรมาติก

ลไดแมในความเขมขนนอยๆ ก็ตาม การเติมอาหารเหลานี้ในปริมาณที่เหมาะสม
อยางตอเนื่องจะชวยใหเซลลสามารถเจริญไดโดยปราศจากการยับยั้งของสารอาหาร 

- สามารถผลิตเซลลไดเปนจํ
atch) จะไดปริมาณเซลลไมมากเทากับการเลี้ยงแบบ fed-batch ซ่ึงสามารถผลิต

เซลลไดสูงมาก เชน 100 กรัมตอลิตร เปนตน 
- ชวยลดผลกระทบจากความเขมขนของกลูโคส (glucose effect) เชน การผลิต

ยีสตขนมปงจากน้ําตาลมอลท หรือกากน้ําตาลก็ตาม พบวามีเอทานอลละลายปะปนอยูกับยีสตใน 
ถังหมักที่มีความเขมขนของน้ําตา

ดผลกระทบจากความเขมขนของกลูโคส จึงไดนําเทคนิคการเลี้ยงแบบ fed–batch 
มาใชในการผลิตยีสตในปจจุบัน 

- ชวยลดความหนืดของอาหาร ซ่ึงเกิดจากสาร ําพวก dextran, pullulan และ 
xanthan gum สามารถควบคุมความหนืดของน้ําหมักโดยกา

ิ่มมากขึ้นจะมีผลตอระบบการเติมอากาศ เชน ใบพัดกวนจะตองใชกําลังไฟฟา
เพิ่มขึ้น เกิดฟองมากขึ้นทําใหการละลายของออกซิเจนไมดีพอ 

- ปองกันการปะปนของจุลินทรียอ่ืน กรณีการหมักแอลกอฮอลดวยยีสตการหมัก
แบบครั้งคราวอาจพบปญหาเรื่องการปะปนของจุลินทรียอ่ืน ทําใหผลผลิตแอลกอฮอลลดลง หากใช
เทคนิคการหมักแบบกึ่งกะเขาชวยแลวปญหาเหลา

ม
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การหมักแอลกอฮอลจากกากน้ําตาลแบบกึ่งกะ สามารถชวยลดการปนเปอนของ
เชื้อจุลินทรียที่ติดมากับน้ําที่ใชในการหมักและการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียที่ติดมากับกากน้ําตาล 
ซ่ึงพบวามี 6 กลุม

1) เชื้อรา ตัวอยางเชน Aspergillus, Penicillium และ Mucor 
ย

                  

ี่อุณหภูมิสูง (55 องศาเซลเซียส) ตัวอยางเชน B. stearothermophilus 
 

รเจนซัลไฟดแตสรางกาซไฮโดรเจนและ

ans 
 

นึ่งและอัตราการเจริญของ             
การเพาะเลี้ยง จะปรับตามอัตราการไหล สวนใน Turbidostat คาความขุนของเซลลจะถูกตั้งไวที่
ระดับคงที่ โดยทําการปรับอัตราการไหล ในทางปฏิบัติระบบการหมักแบบ Chemostat ทําไดงาย
กวาการหมักแบบ Turbidostat เพราะวาสามารถทําไดโดยการตั้งปมใหดูดสารอาหารที่อัตราการ
ไหลคงท สวน Turbidostat ตองใช Optical sensing และเครื่องควบคุม 

ใหญๆ  คือ 

2) ีสต ตัวอยางเชน Saccharomyces cerevisiae, Candida krusei และ     
Torulopsis stellata 

3) แบคทีเรียที่สรางสปอรทั่วไป ตัวอยางเชน Bacillus subtilis, B. cereus และ  
B. mesentericus 

4) แบคทีเรียที่ทําใหเกิดการเนาเสียของอาหารโดยสรางกรดแตไมสรางกาซ       
ซ่ึงชอบเจริญท

5) แบคทีเรียจําพวกที่ชอบเจริญในสภาพที่ขาดออกซิเจน และที่อุณหภูมิสูง 
(Thermophilic anaerobe, T.A) ซ่ึงไมสรางกาซไฮโด
คารบอนไดออกไซด ตัวอยางเชน Clostridium thermosaccharolyticum ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหอาหาร
กระปองบวม 

6) Clostridium จําพวก Sulfide spoilage thermophiles จะสรางกาซไฮโดรเจน
ซัลไฟท ตัวอยางเชน C. nigricans และ C. biferment

1.3.3.3 การหมักแบบตอเนื่อง (Continuous Fermentation) เปนการเพาะเลี้ยง         
จุลินทรียในระบบปด จํานวนของจุลินทรียจะถูกรักษาระดับสมดุลโดยการกําจัดน้ําหมักออกไป
บางสวนแลวแทนที่ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อใหม ในอัตราการไหลเดียวกันระบบการหมักแบบตอเนื่อง
แบงไดเปน 2 แบบคือ Chemostat และ Turbidostat 

            ใน Chemostat อัตราการปอนจะถูกตั้งไวที่คาห

ี่ 
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 ขอดีของการหมักแบบตอเนื่อง 
             - สามารถควบคุมและรักษาอัตราการเจริญของจุลินทรียได 

 การเปลี่ยนพารามิเตอรทางเคมีและกายภาพตอการเจริญ
และการกอเกิดผล

 

ขอเสียข
ที่ไมมีความสัมพันธกับการเจริญ 

 อาจทําใหเกิดการกลายพันธุเกิดจาก     
การแทนที่ของ

การหมักเอทานอล 

  ิ
ะใ

ล      

spora 
guilliermondii แ

็มประกอบดวย Yeast, Photosynthetic Bacteria, Lactic acid Bacteria และ 

             - สามารถศึกษาถึงผลของ
ิตภัณฑที่อัตราการเจริญคงที่ 

              - สามารถรักษาระดับความเขมขนของมวลชีวภาพใหคงที่โดยการแปรคา      
อัตราเจือจาง (dilution rate) 

องการหมักแบบตอเนื่อง 
- ไมเหมาะกับการผลิตผลิตภัณฑ

 - การเจริญแบบตอเนื่องในชวงเวลานาน
สายพันธุอ่ืนที่เจริญไดเร็วกวา 

- การเจริญในชวงเวลานานอาจเกิดปญหาการปนเปอน 
1.3.4 ปจจัยท่ีมีผลตอกระบวน

 1.3.4.1  จุลินทรียท่ีใชในกระบวนการหมักเอทานอล 
   จุลนทรียที่ใชในกระบวนการหมักเอทานอล จะตองมีคุณสมบัติที่ดีที่สงเสริมให

กระบวนการหมัก เอทานอลเกิดขึ้นไดอยางรวดเร็วสมบูรณ แล หระดับปริมาณแอลกอฮอลสูง 
เมื่อส้ินสุดกระบวนการหมัก  

            การใชจุลินทรียในการหมัก เอทานอล มีดังนี้ 
1) ใชจุลินทรียธรรมชาติ จุ ินทรียหลากหลายตามธรรมชาติ ไดมีการศึกษา      

จุลินทรียในผลไมตางๆ พบวาในเนื้อผลไมมีจุลินทรียนอย จะพบมากที่ผิวผลไมภายนอก 
โดยเฉพาะผลไมที่สุกจัดหรือแกจัด มีรสหวาน ผลไมที่ผิวแตกหรือชํ้า เมื่อทําการคั้นเอาน้ําผลไม
ปลอยทิ้งไว น้ําผลไมจะเกิดการหมักเองโดยจุลินทรียที่ติดมากับผลไม จุลินทรียในอากาศและ        
จุลินทรียที่อยูบนผิวภาชนะหรืออุปกรณตางๆ ที่ใชในการเตรียมน้ําผลไมหรือภาชนะที่ใชหมัก     
ในระหวางการหมักจะพบประชากรทั้งยีสตและแบคทีเรีย จุลินทรียที่มักพบชวงแรกๆ ของการหมัก
คือยีสตในสายพันธุ Kloeckera apiculata รวมทั้งที่อยูในรูปของสปอร เชน Hansenia

ละ Hanseniaspora uvarum และยังพบ Candida pulcherrima ยีสตเหลานี้มีลักษณะ
ทนตอแอลกอฮอลไดแค 5-7 เปอรเซ็นต ดังนั้นเมื่อกระบวนการหมักดําเนินตอไปและมีแอลกอฮอล
สูงขึ้น ยีสตเหลานี้ก็จะตายไป โดยมียีสตอ่ืนที่สามารถทนตอแอลกอฮอลในปริมาณสูงเจริญขึ้นมา
แทนซึ่ง ไดแก Saccharomyces rosei และ Saccharomyces cerevisiae (อรพิน ภูมิภมร, 2526) 

2) เช้ืออีเอ็ม (EM หรือ Effective Microorganisms) คือ จุลินทรียกลุมดีมี
ประสิทธิภาพ ซ่ึงในอีเอ



 16 

Actinomyces รว

อลอยูในสภาพการเก็บ 2 แบบ คือ 
สภาพเชื้อ

ื่อใชน้ําตาลเทากัน และใหผลเอทานอล
คือ 

กไขทาง
มารถใช

divar et al., 2001)  
นโตส 

รอล และ ซัคซิเนท นอยมาก 
มเขมขนของเอทานอลที่สูงในการหมักได 

 - มีความ

 
(โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ทําการหมักแบบกะ พบวาแบคทีเรีย Z. mobilis สามารถเปลี่ยนน้ําตาล

มกัน 80 ชนิด มีการนํามาใชประโยชนหลายรูปแบบ เชน ใชในการหมักหากอยูใน
สภาวะปลอดอากาศก็จะไดผลผลิตเปนเอทานอล ใชในการประกอบอาหาร ใชในการกําจัดโรคที่มา
จากจุลินทรียได ซ่ึงการใชจุลินทรียอีเอ็มเปนเทคนิคทางธรรมชาติ คือทําใหปริมาณจุลินทรียกลุมดมีี
มากกวากลุมกอโรค   

3) ใชจุลินทรียบริสุทธิ์ที่คัดเลือกแลว ไดแก เชื้อยีสตหรือเชื้อแบคทีเรียบางชนิด 
ไมตองการเชื้อรา เชื้อยีสตและแบคทีเรียที่ใชในการหมักเอทาน

สดเพาะเลี้ยงบนอาหารวุน (Nutrient agar) และสภาพผงแหง (Active dried yeast powder) 
ซ่ึงแบบผงแหงเก็บไดนานและมีประสิทธิภาพที่ดีกวาแบบเชื้อสด ในการผลิตเอทานอลเชิง
อุตสาหกรรมจึงนิยมใชเชื้อยีสตและเชื้อแบคทีเรียชนิดผงแหง วิธีใชไมยากจะกลาวไวที่ซอง กลอง
หรือภาชนะบรรจุเชื้อจุลินทรียนั้น (ประดิษฐ ครุวัณณา, 2545) 

           จุลินทรียที่สามารถผลิตเอทานอลไดมีหลายชนิดโดยเฉพาะยีสต ที่ถูกนํามาใช
ผลิตเอทานอลอยางแพรหลายเพราะสามารถเจริญเติบโตไดเร็วและมีปริมาณมาก แตในปจจุบัน
นักวิทยาศาสตร พบวาแบคทีเรียสายพันธุ Zymomonas  mobilis มีความสามารถในการผลิตเอทานอล
ไดดีกวายีสต เชน ระยะเวลาในการหมักส้ันกวา 3-4 เทาเม
ใกลเคียงกับทฤษฎี (0.50) แตขอดอยกวายีสตก็มีคือแบคทีเรียใชน้ําตาลไดจํากัดคือใชได 3 ชนิด
กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส แตเพื่อใหแบคทีเรียสามารถใชประโยชนไดมากขึ้นจึงมีการแ
พันธุวิศวกรรม (Genetic engineering) เพื่อปรับปรุงสายพันธุใหมีคุณสมบัติที่ดีขึ้นคือ สา
น้ําตาลไดหลากหลาย ทนตอสภาวะที่ไมเหมาะสมไดดีขึ้น 
                            จุลินทรียที่ใชในการผลิตเอทานอล ควรมีลักษณะดังนี้ (Zal
 - มีความสามารถในการใชน้ําตาลหลายชนิด ทั้งน้ําตาลชนิดเฮกโซสและเพ
 - สามารถผลิตเอทานอล โดยมีคาผลผลิตตอหนวยวัตถุดิบและอัตราการผลิตที่สูง 
 - ผลิต by-products อ่ืนๆ เชน กลีเซอ
 - มีความทนทานตอควา

ทนทานตอสารยับยั้งอ่ืนๆ ที่อาจเกิดขึ้นระหวางกระบวนการผลิต 
 - มีความทนทานตอสภาวะที่ผันแปรในถังหมัก เชน คา pH และความเขมขนของเกลือ 
 - มีความสามารถในการตกตะกอน 
 - มีพันธุกรรมที่เสถียร 

Rogers และคณะ (1980) ไดทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการหมักเพื่อ
ผลิตเอทานอลโดยใชแบคทีเรีย Z. mobilis ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีน้ําตาลกลูโคส 10–25 เปอรเซ็นต   
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กลูโคสเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อยีสต Saccharomyces uvarum พบวา
แบคทีเรีย Z. mobilis จะมีอัตราจําเพาะของการใชน้ําตาลกลูโคสกับอัตราจําเพาะของการผลิต        
เอทานอ หมวลเซลลต่ํา ซ่ึงไดศึกษาเปรียบเทียบการหมักเพื่อผลิตเอทานอลของ  
จุลินทรีย

ได อยางไร
เจริญของจุลินทรียและอัตราการผลิตเอทานอลต่ํากวา    

ที่อุณหภูมิการห

ไ

กอฮอลไดดีกวา (โชคชัย วนภูและคณะ, 2546) แตสําหรับ
แบคทีเร สามารถเจริญไดโดยไมตองมีการควบคุมออกซิเจนเหมือนยีสต 
เนื่องจากสามาร

เอทานอลประมาณ    
14 เปอรเซ็นตโด

ลสูงกวายีสต และใ
ทั้ง 2 ชนิด โดยทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีน้ําตาลกลูโคสเทากับ 250 กรัมตอลิตร    

ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดาง (pH) เร่ิมตนเทากับ 5.0 ทําการหมักแบบกะ 
 1.3.4.2  อุณหภูมิ  
            ในขั้นตอนระหวางการหมักจะมีพลังงานความรอนที่ปลดปลอยออกจากปฏิกิริยา

สูงถึง 149.5 กิโลแคลอรี่ตอกรัมซูโครส  ซ่ึงเปนผลจากการที่จุลินทรียใชน้ําตาลซูโครสในการหมัก    
เอทานอล ซ่ึงความรอนนี้มีผลกระทบตอการเจริญของจุลินทรีย ทั้งดานสรีระวิทยาของเซลล           
การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของน้ําหมักและอัตราการหมักเอทานอล แมจุลินทรียจะสามารถเจริญ
ไดที่อุณหภูมิคอนขางสูงแตก็ทําใหเซลลเกิดการฉีกขาดไดและการอยูรอดของเซลลลดลงอยาง
รวดเร็ว นอกจากนี้ยังมีการระเหยของเอทานอลและการเกิดฟองปริมาณมากในน้ําหมัก การเพิ่ม
อุณหภูมิของการหมักถึง 32 องศาเซลเซียสสามารถเพิ่มอัตราการหมักเอทานอลใหสูงขึ้น
ก็ตามการใชอุณหภูมิที่สูงเกินไปทําใหการ

มักปกติ (Amerine et al., 1980) สําหรับการหมักเอทานอล พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมในกระบวนการหมักจะสูงกวาอุณหภูมิสําหรับการเจริญ 5-10 องศาเซลเซียส 
                  1.3.4.3  ปริมาณของออกซิเจน  

ยีสตเปนจุลินทรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญ ยีสตจะสามารถแบงตัวเพิ่มขึ้น
เปนสองเทา ดในเวลาไมถึงชั่วโมงในระยะเจริญ การเจริญของยีสตชวงนี้จะใหปริมาณแอลกอฮอล
นอยมาก ยีสตจะผลิตกรดน้ําสมขึ้นมาแทน ทําใหมีรสเปรี้ยวและมีกล่ินบูด แตในสภาวะไมมีอากาศ
ยีสตจะแบงเซลลไดนอยกวาแตจะใหแอล

ีย Z. mobilis นั้นจะ
ถเจริญไดที่ในสภาวะที่มีหรือไมมีออกซิเจนก็ได ซ่ึงกระบวนการผลิตเอทานอล

ตองการออกซิเจนในปริมาณไมมากนัก 
  1.3.4.4  เอทานอล  

ในระหวางกระบวนการหมัก ความเขมขนเอทานอลจะสูงขึ้นเรื่อย ๆ ซ่ึงสามารถ
ยับยั้งการเจริญของยีสตได โดยทั่วไปยีสตถูกยับยั้งการเจริญเมื่อความเขมขน

ยปริมาตร แตมียีสตบางสายพันธุที่สามารถทนตอความเขมขนเอทานอลประมาณ 
18 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เชน S cerevisiae (โชคชัย วนภูและคณะ, 2546) สําหรับแบคทีเรีย        
Z. mobilis สามารถเจริญไดในที่มีแอลกอฮอลเขมขนไดสูงถึง 10-16 เปอรเซ็นต 
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Z. mobilis สามารถตานทานตอความเขมขนของเอทานอลที่เพิ่มขึ้นในถัง ักได
ระดับหนึ่งเชนเดียวกับยีสต และมีระดับความตานทานแตกตางกันในแตละไอโซเลท จากการ
ทดลองเติมเอทานอลเขาไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มี Z. mobilis CP4 ระหวางการหมักเอทานอล 
พบวาครึ่งหนึ่งของปฏิก การเผาผลาญจะถูกยับยั้งเมื่อเอทานอลมีความเขมขนที่ 2.2 โมล            
(10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร และปฏิกิริยาจะถูกยับยั้งอยางสมบูรณเมื่อมีความเขมขน
ของเอทานอลเทากับ 4.4 โมล (20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร) (Osman and Ingram, 1985) 
ในขณะที่เซลลของ Z. mobilis

หม

ิริยา
) 

 CP3 ในถังหมักจะเริ่มตายลงที่ความเขมขนของเอทานอล                 
5 เปอรเ ของจุลินทรียในถังหมักตอความ
เขมขนของเอทา

 pH (วราวุฒิ ครูสง, 2538) การเลือกคา pH เร่ิมตนของอาหาร
ขึ้นอยูกับ buffer 

    

วน Z. mobilis จะใหผลผลิตเอทานอลสูงสุดไดแตกตางกันไป
ขึ้นอยูกั กเปนกลูโคส การใหผลผลิตสูงสุดอยูในชวงคา pH เริ่มตน
เทากับ 6-7.5 (K

พบวามีการใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนอยูในชวง 5-10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในการผลิตเอทานอล   

ซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร นอกจากนี้ความทนทาน
นอลยังมีความสัมพันธกับความทนทานตอความเค็มหรือปริมาณเกลือในวัตถุดิบ

อีกดวย (Sukesh et al., 1996) 
1.3.4.5  คาความเปนกรด-ดาง (pH) เร่ิมตนของอาหาร  

การปรับ pH ของอาหารมีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะการผลิตเอทานอลใน
ระดับอุตสาหกรรม การเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกรดหรือดางขึ้นอยูกับสปชีสของจุลินทรียที่ใช 
(Walker, 1998) pH ของอาหารมีผลตออัตราการหมัก อีกทั้งมีบทบาทในการควบคุมการปนเปอน
ของจุลินทรียอ่ืนอีกดวย ปกติเซลลเมมเบรนของจุลินทรียยอมใหประจุไฮโดรเจนหรือประจุ         
ไฮดรอกซิลผานเขาออกไดเพียงเล็กนอยเทานั้น รวมทั้งภายในไซโตรพลาสซึมของเซลลจะมีระบบ
บัฟเฟอรควบคุมการเปลี่ยนแปลงของ

capacity ของอาหารที่ใชในการหมัก ในอาหารที่มี buffer capacity ต่ํา pH เร่ิมตนที่
เหมาะสมมีคาประมาณ 5.5 สวนอาหารที่มี buffer capacity สูง pH เร่ิมตนที่ควรใชจะอยูใน      
ชวง  4.5-4.7 (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) 

ทั้งนี้ S. cerevisiae และ Z. mobilis สามารถเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดดี
ในชวงของคา pH เร่ิมตนเทากับ 5-7.5 สําหรับ S. cerevisiae ใหคาเอทานอลสูงสุดที่ pH เร่ิมตน     
ประมาณ 5.5 (Kiran et al., 2000) ส

บชนิดของวัตถุดิบที่ใช เชน หา
ing and Hossain, 2004) สวนฟรุกโตสใหผลผลิตเอทานอลสูงสุดที่คา pH เร่ิมตน

เทากับ 5 (Toran-Diaz et al., 1983) 
1.3.4.6  ปริมาณเชื้อเร่ิมตน  

ปริมาณเชื้อเริ่มตนเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการผลิตเอทานอล             
มีรายงานหลายฉบับที่รายงานผลการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใชปริมาณเชื้อเริ่มตนแตกตางกัน 
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จากการศึกษาของมัลลิกา บุญมีและคณะ (2548) พบวาเมื่อนําน้ํายอยเมล็ดขาวฟางหวานมาทดสอบ
การผลิตเอทานอลในระดับ ฟลาสกโดยใชเชื้อจุลินทรีย 2 ชนิด คือ ยีสต  Saccharomyces cerevisiae    
TISTR STR 548 การเพาะเลี้ยงโดยใชกลาเชื้อจาก       
5 เปน 10 เปอรเซ

    
     

้ําตาลที่มีความเขมขนสูงกวา 
14 เปอรเซ็นต 

กรณีของกากน้ํา

ารหมักน้ําตาลซูโครสโดยแบคทีเรีย Z. mobilis จะ
ใหผลผลิตเอทาน

5339  และแบคทีเรีย Zymomonas mobilis TI
็นต ความเขมขนเอทานอลที่ผลิตไดมีคาเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย  

1.3.4.7  ชนิดและความเขมขนของสับสเตรท  
สับสเตรทหรือแหลงคารบอนมีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและการผลิต  

เอทานอล การใชสับสเตรทที่มีความเขมขนสูงๆ ในการหมักเอทานอลมีผลชวยลดการปนเปอนของ  
จุลินทรียชนิดอื่นๆ แตการใชสับสเตรทความเขมขนสูงๆมีผลยับยั้งการเจริญและการหมักเอทานอล 
ซ่ึงเกิดจากแรงดันออสโมซิส ทําใหเซลลเกิดพลาสโมไลซิสเมื่ออยูในน

โดยน้ําหนัก และมีผลยับยั้งเอนไซมในกระบวนการไกลโคไลซิส สงผลให
ประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลลดลง (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) 

แมจุลินทรียทั้งสองชนิด (แบคทีเรียและยีสต) จะมีคุณสมบัติในการเปลี่ยนน้ําตาล
เปนผลิตภัณฑอื่นตามที่ เราตองการ แตความเขมขนของน้ําตาลก็มีผลตอประสิทธิภาพของ
กระบวนการดังกลาว ซ่ึงใน Z. mobilis โมเลกุลของกลูโคสและฟรุกโตสสามารถแพรไดโดยงาย 
(Facilitate diffusion) ความเขมขนของกลูโคสจึงมีผลกระทบตอประสิทธิภาพของเอนไซมใน       
E-D pathway ไมมาก เพราะการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอลโดยแบคทีเรียชนิดนี้เกิดขึ้นเร็วมาก 
ความสมดุลของกลูโคสภายนอกและภายในจะถูกทําใหสมดุลอยางรวดเร็ว จึงไมเกิดความเสียหาย
ตอเซลล Z. mobilis สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดที่ความเขมขนของสารละลายกลูโคส              
100 กรัมตอลิตร จากชวงการทดสอบ 75-150 กรัมตอลิตร (King and Hossain, 2004) และ              
ที่ความเขมขนฟรุกโตสเทากับ 100 กรัมตอลิตร เชนกัน (Toran-Diaz et al., 1983) แตหากเปน
โมเลกุลเกลือ Z. mobilis มีความตานทานตอความเขมขนเกลือต่ํา จึงทําใหเปนปญหาในกรณีที่นํา
กากน้ําตาล (Molasses) มาใชเปนวัตถุดิบ เพราะในกากน้ําตาลมีเกลืออยูสูง (Gunasekaran and 
Chandra , 1990) ดังนั้นหากเปนวัตถุดิบอื่นนอกเหนือจากสารละลายน้ําตาลแลวตองพิจารณา
องคประกอบอื่นๆดวยที่มีผลทําใหแรงดันออสโมติกในสารละลายเพิ่มขึ้น ปญหาที่เกิดในขึ้นใน

ตาล พบวาเปนเชนเดียวกันกับการใชไมสนมาเปนวัตถุดิบ พบวา Z. mobilis 
สามารถทนตอความเขมขนกลูโคสจากไมสนไดสูงสุด 60 กรัมตอลิตร (Kademi and Baratti, 2004) 

Viikari (1984) ไดรายงานวาก
อลต่ํากวาการหมักน้ําตาลกลูโคส หรือฟรุคโตส ทั้งนี้เนื่องจากการหมักน้ําตาล

ซูโครสจะใหสารลีแวนและซอรบิทอลเกิดขึ้น 
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Skotnicki และคณะ (1981) ไดศึกษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลโดยใช
แบคทีเรีย Zymomonas จํานวน 11 สายพันธุ ทําการหมักแบบกะ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา
เมื่อใชน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครสเริ่มตนเทากับ 100 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis CP4 สามารถ
ที่จะผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดคือ 33.7 และ 25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยใชระยะเวลาในการหมัก
นาน 20 ช่ัวโมง เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครสเปน 200 กรัมตอลิตร พบวา
แบคทีเรีย Z. mobilis CP4  ยังคงที่จะผลิตเอทานอลไดสูงกวาสายพันธุอ่ืนๆ คือ 2.00 และ    
1.21 กรัมตอลิตรตอช่ัวโม  ตามลําดับ และเมื่อทําการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิตอการผลิตเอทานอล 
พบวาเมื่อทําการหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครส
เทากับ 200 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis CP4 

       
ง

สามารถที่จะผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดคือ 81  
และ 5 ภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิตเอทานอล                     
คือ 30 องศาเซลเ

อ

ีผล
ุลินทรียดวย ถาไมมีการระบายกาซคารบอนไดออกไซดออกจากระบบ           

ความดันในถ

 
อ

ามแตกตางของจุดเดือด หากตองการ
เอทานอลที่ม ีกรีสูงก็ทําการกลั่นแยกจากน้ํา โดยการตมสุราแชจนถึงจุดเดือดของแอลกอฮอลคือ 
78 องศาเซ เซียส เอทานอลก็จะระเหยออกมาแลวไอระเหยนี้เมื่อกระทบกับความเย็นไอน้ําจะ
ควบแนน 

6 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังนั้นอุณห
ซียส นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพของการหมักเอทานอลจะลดลง เมื่ออุณหภูมิ

ของการหมักมีคาเพิ่มสูงขึ้นเกินกวา 30 งศาเซลเซียส 
1.3.4.8 คารบอนไดออกไซดและความดัน  

กาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดจากปฏิกิริยาในการใชน้ําตาลของจุลินทรีย จะม
ตอการเจริญเติบโตของจ

ังหมักจะสูงขึ้น ซ่ึงถาสูงขึ้นจนถึง 7.5 บรรยากาศ จะทําใหอัตราเร็วของการหมักลดลง 
จนกระทั่งความดันสูงถึง 8.0 บรรยากาศ อัตราเร็วของการหมักจะต่ํามากหรือเกือบจะไมเกิดเลย 
1.3.5 การกล่ันเอทานอล 

        มนุษยคนพบการกลั่นเอทานอลมาเปนเวลานานกวา 4,000 ป หลังจากการคนพบ
วิธีการผลิตไวนหรื เบียร โดยมีการสันนิษฐานกันวาคนพบโดยชาวจีนแตเทคนิคนี้ยังไมแพรหลาย
จนกระทั่งในคริสตศตวรรษที่ 12 นักวิทยาศาสตรการแพทยชาวอิตาลีไดทดลองนําไวนมาตมและ
ปลอยใหไอระเหยขึ้นไปกระทบกับความเย็นจนกลั่นตัวเปนหยดน้ํา เพื่อปรุงยาสูตรพิเศษเพื่อใช
ในทางการแพทย วิธีดังกลาวจึงกลายมาเปนสูตรลับในการผลิตสุราที่มีปริมาณแอลกอฮอลสูง
กวาเดิม  การกลั่นใชหลักการแยกสารที่ผสมกันอยูโดยอาศัยคว

ีด
ล

กลายเปนหยดน้ําที่มีความเขมขนเอทานอลมากขึ้น 
 
 



 21 

           เครื่องกล่ันแบบหมอตมที่ไดมาตรฐานคือ หมอท่ีมีสวนคอนแดนเซอรที่ควบแนน

  

s

คโนโลยีที่งาย      
ใชไอน้ํา ไมตองใชสารเคมีอ่ืนๆ มาชวยใน

ม

ne) เบนซีน (Benzene) โทลูอีน (Toluene) 
ีเทอร (Ether) หรือคีโตน (Ketone) วิธีนี้เปนวิธีที่คิดคนกันมานานและเปนที่นิยมใชกันอยางมาก
ึงแมมีขอเสียอยูหลายประการ ขอเสียที่สําคัญมากที่สุดคือ การใชพลังงานมหาศาลในการกลั่น

เพื่อใหไ ที่ใชเปน entrainer บางชนิดเปน
ารพิษแ

น้ํา เอทานอลจะระเหยที่อุณหภูมิ 80-85 องศาเซลเซียส อุณหภูมิจะคงที่อยูระยะหนึ่งซึ่งเปนชวงที่  
เอทานอลระเหยออกมาหลังจากนั้นอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียสควรหยุดกล่ันเพราะเปนชวงของน้ํา
ระเหยออกมา ซ่ึงในกระบวนการแยกน้ําออกจากเอทานอลที่ใชกันทั่วไปมี 3 วิธี คือ 

1.3.5.1 การดูดซับดวย Molecular sieve  
 Molecular sieve เปนสารประเภทซีโอไลตที่สังเคราะหขึ้น โดยทั่วไปจะเปนชนิด 
3A [(K2O.Na2O).Al2O3. 2SiO2.xH2O] ซ่ึงมีสมบัติพิเศษคือ สามารถดูดน้ําในสภาวะที่เย็นและคายน้าํ
ออกเมื่อไดรับความรอน หลักการของเทคโนโลยีชนิดนี้ จะใชสมบัติพิเศษนี้ในการกําจัดน้ําออกจาก
เอทานอล โดยยอมใหโมเลกุลน้ําผานเขาไปในโมเลกุลของ Molecular sieve ขณะที่โมเลกุลของ  
เอทานอลที่มีขนาดใหญกวาจะผานไปไมได กระบวนการแยกน้ํานี้ เริ่มจากการใชเอทานอลที่มี
ความบริสุทธิ์ในชวง 92-96 เปอรเซ็นต ผานไปยังปฏิกรณที่บรรจุ Molecular ieve ภายในเปนชั้นๆ 
ประมาณ 2-3 ช้ัน ในแนวขนาน โมเลกุลน้ําจะถูกจับไว ในขณะที่เอทานอลที่มีความบริสุทธิ์ถึง 
99.8-99.9 เปอรเซ็นต จะผานลงมา และถูกนําไปยังถังเก็บ หลังจากเสร็จสิ้นจากกระบวนการแยกน้ํา 
ช้ันของ Molecular sieve แตละชั้นจะชุมไปดวยน้ํา ซ่ึงสามารถทําใหแหงทําไดโดยผานไอน้ํา      
เพื่อไลน้ําที่ถูกดูดซับใน Molecular sieve ออก ขอดีของเทคโนโลยีนี้ คือ เปนเท

และพลังงานที่ต่ําเมื่อเทียบกับวิธีการกลั่น นอกจากนี้ยัง
การแยกน้ํา การกําจัดของเสียจึงไมจําเปนตองคํานึงถึง แตเทคโนโลยีนี้มีขอเสียตรงที่ อัตราการ    
สึกกรอน หรือเกิดการเนา (Fouling of media) ของ Molecular sieve มีคอนขางสูง เมื่อมีการใชงาน
มากกวา 5 ป จําเปนตองเปลี่ยนให ทําใหคาใชจายในกระบวนการผลิตคอนขางสูง 

1.3.5.2 การกลั่นอะซีโอโทรป (Azeotropic distillation) 
               ตามหลักทฤษฎี การกลั่นเอทานอลเพื่อใหมีความบริสุทธิ์สูง จะพบปญหาของการ
แยกออกจากกันไมไดของน้ําและเอทานอล จุดนี้เรียกวา จุดอะซีโอโทรป การกลั่นเอทานอลจึง
จําเปนตองเติมสารประกอบที่ 3 เพื่อทําใหน้ําแยกออกจากเอทานอลไดดียิ่งขึ้น สารประกอบนี้
เรียกวา entrainer ไดแก ไซโคลเฮกเซน (Cyclohexa
อ
ถ

ดเอทานอลที่บริสุทธมากๆ ขอเสียอีกประการหนึ่ง คือ สาร
ส ละมีลักษณะสมบัติเปนสารกอมะเร็งอีกดวย 
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1.3.5.3 เทคโนโลยีแผนเยื่อบาง (Membrane technology) 
              เทคโนโลยีนี้เปนเทคโนโลยีใหมลาสุด เปนเทคโนโลยีที่งายและใชพลังงานอยางมี
ประสิทธิภาพ ในการแยกสารละลายผสมผานเยื่อแผน (Membrane) โดยใชเทคนิคการซึมผาน 
(Permeation) ของน้ําผานแผนเยื่อบางในรูปของไอน้ํา ดวยแรงดึงดูดจากภายนอกที่มีความดันต่ํา
กวา (Evaporation) สารที่ผานเยื่อแผน เรียกวา เพอมีเอท (Permeate) การแยกเกิดขึ้นไดเนื่องจาก

 

ึ่ง

ม     
ดยตรงนั้น                 

มสามารถกระทําได จําเปนตองผานกระบวนการการสังเคราะหจากสารตั้งตนที่มีสวนประกอบ
ทําปฏิกิริยากันบนแผนของแข็งรองรับที่มีรูพรุน เชน อลูมินา เปนตน   

เมื่อเกิดผลึกซีโอ
ว

ํ

องคประกอบของสารในสารผสมมีความเปนขั้ว (Hydrophilicity) ตางกัน เชนในกรณีของ น้ําใน   
เอทานอล น้ํามีความเปนขั้วที่สูงกวาเอทานอล ความสามารถในการแพรผานเยื่อแผนของน้ําจึงมีคา
สูงกวา ขณะที่มีการซึมผานของน้ํา ความดันต่ําจากภายนอกจะชวยดึงน้ําออกมาในรูปของไอน้ํา  
เมื่อทําการลดอุณหภูมิไอน้ําจะกลั่นตัวเปนของเหลว 
  เยื่อแผนที่นํามาใชแบงออกไดเปน 2 ชนิดคือ ชนิดที่เปนพอลิเมอรและชนิดที่เปน
เซรามิก ชนิดที่เปนเยื่อแผนเซรามิกไดรับความสนใจมากกวา เนื่องจากสามารถทนตออุณหภูมิ 
สารเคมี และจุลินทรียไดดี เยื่อแผนเซรามิกที่นิยมใชในการแยกน้ําออกจากเอทานอลคือ ซีโอไลต
ชนิดโซเดียมเอ (NaA zeolite) ซ มีสมบัติของความมีขั้วสูงกวาซีโอไลตชนิดอื่นๆ ทําใหเปนปจจัย
สําคัญในการคัดสรรโมเลกุลที่ถูกดูดซับ โดยอาศัยความเขากันไดของระหวางความมีขั้วของ
โมเลกุลน้ํากับเยื่อแผน นอกจากนี้ปจจัยสําคัญอีกประการในการเลือกใชซีโอไลตชนิดโซเดียมเอ คือ 
ความแตกตางของขนาดโมเลกุลที่ผานรูเปดของซีโอไลต เนื่องจากซีโอไลตมีโครงรางเปนผลึกที่มี 
รูพรุน และมีรูเปดขนาดเล็ก (4 อังสตรอ ) เหมาะสําหรับการคัดสรรโมเลกุลน้ําที่มีขนาดเล็ก  
การขึ้นรูปซีโอไลตที่มี ลักษณะเปนผงละเอียดของผลึกให เปนเยื่อเ ลือกผานโ
ไ
ของซิลิกาและอลูมินา มา

ไลตชนิดโซเดียมเอขึ้น ผลึกที่เกิดเหลานั้นจะมารวมตัวกันเปนแผนตอเนื่อง 
(Polycrystalline) เปนฟลมบางขึ้น (ณีรนุช ควรเชิดชูและ สุจิตรา งศเกษมจิตต, 2550) 
 
1.4 Zymomonas  mobilis    

Zymomonas  mobilis เปนแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลไดสูงกวา
ยีสตซ่ึงเปนจุลินทรียดั้งเดิมที่ใชในการผลิตระดับอุตสาหกรรม เมื่อทาการเปรียบเทียบปจจัยทาง   
จลศาสตรระหวางจุลินทรียสองชนิดนี้ พบวา Z. mobilis ใหผลผลิตเอทานอล (ethanol yield) สูงกวา 
และ ผลผลิตของเซลล (biomass yield) ต่ํากวายีสต แบคทีเรีย Z. mobilis มีอัตราการใชน้ําตาลที่
จําเพาะ (specific glucose consumption rate) และอัตราการผลิตเอทานอลจําเพาะ (specific ethanol 
production rate) โดยสูงกวายีสตประมาณ 3 - 4 เทา Z. mobilis สามารถใหปริมาณผลิตผล           
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(ethanol productivity) สูง ึง 120 - 200 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในกระบวนการหมักตอเนื่องแบบดึง
เซลลยอนกลับ (cell recycle system) ขณะที่ยีสตใหปริมาณผลิตผลเพียง 30 - 40 กรัมตอลิตร        
ตอช่ัวโมง นอกจากนี้ Z. 

ถ


ชนิดอื่นเขาสู Zym

ไดกวางขึ้นแลว ยังมีคุณสมบัติที่  ดีตางๆ ตามมา เชน เจริญไดที่     
pH ต่ํา ท ริญศักดิ์ โรคนฤธิ์พิเชษฐ , 2546) 

กตาม Bergey's Manual of Determinative 
acteriology จะเปน Gram–negative facultative anaerobic rods เซลลจะมีลักษณะเปนรูปแทงที่มี
ลายโคง  ขนาดกวาง 1–1.4 ไมครอน และยาว 2–6 ไมครอน มักอยูเดี่ยว ๆ หรือเปนคู ยอมติดสีแก
มลบ เคล่ือนที่โดยอาศัยแฟลกเจลลาที่ขั้วเซลลไมสรางสปอร แคปซูล ลิปด หรือไกลโคเจน 
งคประกอบของเซลลแบคทีเรีย แสดงดังตารางที่ 1.1  

 
 

mobilis สามารถทนตอเอทานอลไดสูงถึง 16 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร      
ซ่ึงยีสตสามารถทนไดสูงเพียง 12 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (Tripetchkul et .al., 1993)  แตสําหรับ
การการนํา Z. mobilis ไปใชในระดับอุตสาหกรรมพบวา ยังไมเปนที่แพรหลายมากนัก ทั้งนี้
เนื่องจาก Z. mobilis ใชน้ําตาลไดเพียง 3 ชนิดเทานั้นคือ กลูโคส ฟรุคโตส และซูโครส ดังนั้นจึงได
มีการปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหสามารถใชแหลงอาหารมากขึ้น เชน การถายโอนยีนจากจุลินทรีย

omonas โดยวีธี Conjugation, Transformantion การใชพันธุวิศวกรรม การทําให
เกิดการกลายพันธุโดยการใชสารเคมีหรือใชรังสีไวโอเลตซึ่ง Zymomonas สายพันธุกลายเหลานี้
นอกจากสามารถใชสารอาหาร

ี่สําคัญคือ เพิ่มการผลิตเอทานอลใหมีปริมาณสูงขึ้นได (เจ
ดังนั้น ในปจจุบัน มีผูสนใจใช  Zymomonas sp. ในกระบวนการผลิตเอทานอล

โดยเฉพาะ Z. mobilis กันมาก โดยมีเปาหมายคือ เพื่อตองการพัฒนากระบวนการผลิตเอทานอลให
มีปริมาณและศักยภาพสูงที่สุด 

1.4.1 ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรีย Zymomonas  mobilis
          Zymomonas เปนแบคทีเรียจัดจําแน

B
ป
ร
อ
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ตารางที่ 1.1 องคประกอบของเซลลแบคทีเรีย Zymomonas 

 ปริมาณที่ตรวจพบ (เปอ โดยมวลน้าํหนักแหง)องคประกอบ รเซ็นต  

Proteins  

 
         Growth phase  
          Stationary phase 

65-69 
54 

17-22 

ate 

xybutyrate 

TP 
          Exponenti

0.02-0.2 ไมโครโมลตอมิลลิกรัม 
 

RNA 
DNA 2.7 

4-5 Carbohydr
 

Poly-β-hydro 0 
Polyphosphate 
Sulfur 

0 
0.5 

Ammonia 0.1–0.5 ไมโครโมลตอมิลลิกรัม 
Amino acids 
A

al phase 
          Starvation 

1-5 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม 
0-0.04 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม 

ที่มา : Swings and De Ley (1977) 
 

เมื่อทําการทดสอบ Catalase ใหผลบวก และ Oxidase ใหผลลบ เติบโตไดดีที่
อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส pH 3.5-4.0 ไมเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Nutrient agar หรือ  
Nutrient broth ไมตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต แตสามารถเจริญเติบโตไดในที่มีออกซิเจน 
สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสและฟรุคโตส ไดเอทานอล และกาซคารบอนไดออกไซด สามารถที่จะ
แบงแบคทีเรีย Zymomonas ออกไดเปน 2 สปชีส คือ Z. mobilis และ Z. anaerobia โดยอาศัย
ความสามารถในการหมักน้ําตาลของแบคทีเรีย  Z. mobilis  ที่สามารถหมักน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส 
และซูโครส ไดโดย Entner-Doudoroff parthway  ดังภาพที่ 1.3 ไดผลผลิตเปนเอทานอลและ
คารบอนไดออกไซด (Lindner, 1924 อางใน ธนาสิน สุทธิรักษ, 2526) ดังสมการที่ (5)  

 
1 Glucose         (1.58-1.93) ethanol + (1.7-1.9) CO2 + (0.02-0.2) lactate + (0.011) cell material  (5) 



 25 

  สวนแบคทีเรีย Z. anaerobia จะหมักน้ําตาลไดเพียง 2 ชนิดเทานั้น คือ กลูโคส 
และฟรุคโตส แตไมสามารถหมักน้ําตาลซูโครสได (Buchanan, 1974) วิถีการสลายกลูโคสโดยผาน  
Entner-Doudoroff pathway ซ่ึงเกิดไดทั้งในสภาพมีอากาศและไรอากาศของพวกโปรคารีโอท 
โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ แตไมพบในพวกยูคารีโอท วิถีนี้พบในหลายๆ species ของ 
Pseudomonas ตลอดจนพวก Gram-negative rods อยางไรก็ตาม Z. mobilis สกุลเดียวเทานั้นที่ใชวิถี
นี้ในสภาพไรอากาศ เพราะเชื้อนี้ขาด oxidative transport system ดังนั้นจึงเปนพวก obligate

   

ly 
fermentation ซ่ึงเปนวิถีที่ขาดประสิทธิภาพเพราะมีเพียง 1 โมลของ ATP เกิดขึ้นตอการหมัก               
1 โมลของน้ําตาล C6 (hexose) แตเปนที่สนใจสําหรับการประยุกตใชทางอุตสาหกรรมเพราะให     
2 โมลเอทานอลตอโมลสับสเตรท จึงสามารถผลิตเอทานอลไดรวดเร็ว ซ่ึงเปนผลจากการที่เชื้อมี      
pyruvate decarboxylase ซ่ึงเปนเอนไซมที่ไมคอยพบในแบคทีเรียอ่ืนๆ (ดวงพร คันธโชติ, 2546) 

 
Net reaction : Glucose                2Ethanol + 2CO2 + ATP 

ภาพที ่1.3 แสดงวิถี Entner-Doudoroff pathway 
ที่มา : http//www.textbookofbacteriology.net
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ภาพที่ 1.4  แสดงลักษณะรูปรางของ Zymomonas sp. 
ที่มา : http// www.scielo.cl
 
 1.4.2 ประวัติการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรีย Zymomonas sp. 
                          Barker and Hillier (1912) เปนกลุมแรกที่ศึกษาเกี่ยวกับ cider sickness เพิ่มเติม
และไดบรรยายเกี่ยวกับแบคทีเรียที่ทําใหกล่ินและรสของไซเดอรเปล่ียนไป โดยพบวาลักษณะ
เร่ิมแรกที่สังเกตไดคือ มีฟองกาซเกิดขึ้น และมีการสะสมมากขึ้นในชวงเวลา 2-3 วัน ซ่ึงหลังจากนั้น
ตอมาแรงดันของกาซที่เพิ่มขึ้นจะทําใหขวดทดลองระเบิดได ในขณะเดียวกันพบวาแบคทีเรียที่
กําลังมีการเจริญเติบโตอยูจะทําใหกล่ิน และรสของไซเดอรเปลี่ยนไปจากเดิม และทําใหความหวาน
ของไซเดอรลดลง นอกจากนี้ยังพบวาไซเดอรจะมีสีขุนสังเกตไดอยางชัดเจน ซ่ึงหลังจากนั้นตอมา     
ไซเดอรจะเริ่มใสและมีตะกอนของแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้น จากการศึกษาสภาวะที่ทําใหเกิด         
cider sickness พบวาขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน ไซเดอรมีความเปนกรดต่ํา มีน้ําตาลในไซเดอร 
และการเก็บไซเดอรไวในที่มีอุณหภูมิสูง เมื่อทําการแยกเชื้อและทําการศึกษาแบคทีเรียที่พบใน           
cider sickness พบวาแบคทีเรียมีลักษณะเซลลรูปแทง เคล่ือนที่ได มักอยูเดี่ยวๆ หรือเปนคู มีขนาด
กวาง 1 ไมครอน และยาว 2 ไมครอน บริเวณสวนปลายของเซลลจะโคงมน สําหรับเซลลที่เก็บไว
ในอาหารเลี้ยงเชื้อนาน ๆ พบวาจะมีความยาวเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงในระยะ involution form จะมีความ
ยาวถึง 200 ไมครอน และสวนปลายเซลลจะมีรูปรางกลม หรือมีลักษณะเปน dumb–bell มีขนาด
เสนผาศูนยกลางมากถึง 25 ไมครอน เซลลไมสรางสปอร สามารถเจริญเติบโตไดทั้งที่มีและไมมี
ออกซิเจน จะเจริญเติบโตไดชาบนอาหารแข็ง โคโลนีจะมีสีขาวขุน และเปนเมือกเหลว แบคทีเรีย
สามารถหมักน้ําตาลกลูโคส และฟรุคโตสไดอยางรวดเร็ว ไดผลิตภัณฑเปนเอทานอลและ           
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กาซคารบอนไดออกไซด แตไมสามารถที่จะหมักน้ําตาลซูโครส มอลโตสและ แลคโตสได 
แบคทีเรียที่คนพบใหมนี้ยังไมไดมีการตั้งชื่อใหม จึงใหช่ือวาสายพันธุ A (strian A) 
  Lindner (1931) ไดศึกษาเกี่ยวกับ aguamiel fermentation (aguamiel เปนน้ําหวาน     
ที่ไดจากตน agave) ซ่ึงภายหลังจากการหมักจะไดเครื่องดื่มประเภทแอลกอฮอลช่ือ “ Pulque ” ที่มี
แอลกอฮอลประมาณ 4–6 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร การหมักดังกลาวนี้เกิดจากแบคทีเรียที่ Lindner 
ไดตั้งชื่อวา “Termobacterium mobile” ซ่ึงปจจุบันคือ Z. mobilis subsp. mobilis แบคทีเรีย T. mobile 
เปนแบคทีเรียที่เคลื่อนที่ไดอยางรวดเร็ว สามารถหมักน้ําตาลซูโครส ฟรุคโตส และกลูโคส ได
ผลิตภัณฑเปนเอทานอล กาซคารบอนไดออกไซดและกรดแลกติค เกิดขึ้นเพียงเล็กนอย แตไม
สามารถหมักน้ําตาลมอลโตส และแลคโตส อยางไรก็ตาม Lindner ไดรายงานวาแบคทีเรียชนิดนี้จะ
พบไดเฉพาะในพื้นที่เขตรอน ซ่ึงไดมีการนํามาใชในการหมักปาลมไวนและชิคาเบียร เปนตน 
รวมทั้งไดนํามาใชในโรงงานผลิตขนมปง 
  Shimwell (1937 and 1950) สามารถที่จะแยกเชื้อแบคทีเรีย Zymomonas ไดจาก
เบียรเปนครั้งแรก โดยแยกเชื้อไดจากบริเวณผิวหนาของเบียรในถังหมัก และจากเครื่องมือท่ีใชใน
การทําความสะอาดถังหมักเบียร โดยแบคทีเรียที่แยกได เซลลจะมีลักษณะเปนแทงอวนๆ ยอมติดสี        
แกรมลบ เซลลที่มีอายุไมมาก จะมีขนาดกวาง 1–1.5 ไมครอน และยาว 2–3 ไมครอน แตเซลลที่มี
อายุมากจะมีความยาวมากขึ้น ไมสรางสปอรมีทั้งสายพันธุที่เคล่ือนที่ไดและเคลื่อนที่ไมไดจากเบียร
แหลงเดียวกัน สําหรับสายพันธุที่เคล่ือนที่ไมได มีการตั้งชื่อใหวา “Saccharomonas anaerobia var. 
immobilis” โดยที่ความสามารถในการเคลื่อนที่ไดของแบคทีเรียสายพันธุนี้จะหายไปภายใน 3 วัน 
และเซลลจะมีการรวมตัวกันเปนกลุมกอนเล็ก ๆ (rosette-like clusters) เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร glucose beer agar ในสภาวะที่มีกาซคารบอนไดออกไซด พบวาโคโลนีจะมีลักษณะ
กลมไมสม่ําเสมอ มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 มิลลิเมตร มีสีครีม บางโคโลนีจะมีผิวหนานูนโคงขึ้น
เพียงเล็กนอยจากอาหาร โคโลนีจะมีขอบเรียบ ไมมีรอยหักเวา เนื้อโคโลนีจะคลายเนยเหลว และมี
เม็ดแข็ง ๆ ปะปนอยูภายในเนื้อโคโลนี สําหรับโคโลนีที่ฝงอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีลักษณะกลม
นูน สําหรับการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Glucose beer agar พบวาการเจริญเติบโตจะเกิดขึ้น
อยางสม่ําเสมอตามรอยแทง แตเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร nutrient broth yeast extract 
sugar-free beer หรือในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมน้ําตาลกลูโคสหรือฟรุคโตส พบวาแบคทีเรียจะไม
สามารถเจริญเติบโตได สําหรับการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร glucose yeast extract broth 
พบวาแบคทีเรียจะเจริญเติบโตโดยรวมกลุมกันบริเวณผนังและสะสมรวมตัวกันหนาแนนบรเิวณกน
หลอดทดลอง เมื่อเพาะเลี้ยงใน agar slant ในสภาวะที่มีออกซิเจน พบวาแบคทีเรียจะไมสามารถ
เจริญเติบโตได สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเจริญเติบโตคือ 30 องศาเซลเซียส          
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สวนคา thermal death time พบวาจะใชอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที สําหรับคาความ
เปนกรด-ดาง ที่แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตไดดี พบวาจะมีคาระหวาง 3.4 – 7.5 
  Goncalves และคณะ (1970)ไดแยกเชื้อแบคทีเรีย Zymomonas จากน้ําออยหมักใน
ประเทศบราซิล พบวาแบคทีเรียที่สามารถแยกไดเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง มีขนาดกวาง                   
1–2 ไมครอน และยาว 2–6 ไมครอน เซลลมักอยูเดี่ยว ๆ หรือเปนคู ซ่ึงบางครั้งจะมีการตอกันเปน
สายยาว แบคทีเรียสามารถเคลื่อนที่ไดอยางรวดเร็วโดยใชแฟลกเจลลาที่ขั้วเซลล โคโลนีที่ไดจะมี
ลักษณะเปนเมือก แบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตและแบงเซลลอยางรวดเร็วในอาหารเหลว โดยจะมี
ลักษณะเปนกอนฟอลคเล็ก ๆ (flocculent deposit) แบคทีเรียสามารถที่จะทนตออุณหภูมิไดสูงถึง 
42 องศาเซลเซียส สําหรับการเจริญของแบคทีเรียจะเกิดขึ้นภายหลังจากเพาะเลี้ยงเชื้อเปนเวลา                 
15–18 ช่ัวโมง ทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน แบคทีเรียสามารถหมักน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส 
และแซคคาโรสได แตไมสามารถหมักน้ําตาลแลคโตส มอลโตส ไซโลส แรฟฟโนส แรมโนส     
อินโนซิทอล อะราบิโนส กาแลคโตส แมนนิทอล และแมนโนสได แบคทีเรียจะไมผลิตอะเซทิล
เมทิลคารบินอล อินโดล ยูรีเอส และกาซไฮโดรเจนซัลไฟด 
 1.4.3 คุณสมบัติของ Zymomonas sp. ในการผลิตเอทานอลไดอยางมีประสิทธิภาพ 
  1.4.3.1 ความสามารถสรางแอลกอฮอลไดในปริมาณสูง 
  จากการรายงานพบวา Zymomonas สามารถสรางเอทานอลไดสูงถึง 1.5-1.9 โมล
ตอกลูโคส 1 โมล โดยใชน้ําตาล 98เปอรเซ็นต เพื่อสรางแอลกอฮอล สวนอีก 2เปอรเซ็นต ที่เหลือ
ใชสําหรับเจริญเติบโต (Swings and De Lay, 1984) ปริมาณเซลลที่สรางขึ้นนอยกวายีสต ดังนั้น
น้ําตาล    ที่ใชจึงนําไปแปรเปลี่ยนเปนแอลกอฮอลไดสูงกวาการใชยีสต 

  1.4.3.2  คุณภาพของเอทานอลที่ได 
 เอทานอลที่ผลิตจาก Zymomonas มี higher alcohol (แอลกอฮอลที่มีโมเลกุลสูง 

เชน โพรพานอล เพนทานอล) เจือปนอยูเพียง 0.6 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตอน้ําตาล 1 กรัม ซ่ึงนอยกวา
ยีสต Saccharomyces ที่หมักในสภาพเดียวกันถึง 40 เทา ดังนั้นคุณภาพของเอทานอลที่ผลิตไดจาก 
Zymomonas ดีกวาการหมักดวยยีสตในสภาพเดียวกัน ซ่ึงการหมักของ Zymomonas ใชน้ําตาล
กลูโคสและผลิตเอทานอล โดยผาน Entner-Doudoroff   parthway ในขณะที่ยีสตจะใชน้ําตาลและ
ผลิตเอทานอลโดยผาน Embden-Meyerhof Parnas parthway (Michael et al., 2001) 

  1.4.3.3  ความสามารถเจริญในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูง 
             Zymomonas สวนใหญสามารถเจริญและหมักใหแอลกอฮอลในสภาพที่มีน้ําตาล

เขมขนถึง 25 เปอรเซ็นต และบางสายพันธุสูงถึง 30 เปอรเซ็นต (De Ley and Swing, 1977 อางใน
วิเชียร กิจปรีชาวนิช, 2522) 
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  1.4.3.4  ความสามารถเจริญในที่มีแอลกอฮอลสูง 
             ความสามารถเจริญในทุกสายพันธุสามารถเจริญไดในที่มีแอลกอฮอลสูง                  

5.5 เปอรเซ็นต และมีบางสายพันธุที่สามารถทนตอความเขมขนของแอลกอฮอลไดสูงถึง                     
10-16 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับความสามารถเจริญและการหมักใหแอลกอฮอลในสภาพที่มี
ความเขมขนสูง (ธนาสิน สุทธิรักษ, 2526) 
  1.4.3.5  ความสามารถเจริญในที่มีอุณหภูมิสูง 

            โดยทั่วไป Zymomonas สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 30-38 องศาเซลเซียส แต
มีบางสายพันธุสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 40-42 องศาเซลเซียส สวนระดับของอุณหภูมิที่มี    
ผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย พบวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แบคทีเรียมีการเจริญเติบโต
ไดดีที่สุด (ตารางที่ 1.1) แตเมื่อมีระดับอุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้นความสามารถในการเจริญเติบโต              
จะเริ่มลดลง 

 
ตารางที่ 1.2  การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Zymomonas เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร
standard medium ที่ระดับอุณหภูมิตาง ๆ 

อุณหภูมิของการเพาะเลี้ยงเชือ้ (องศาเซลเซียส ) เปอรเซ็นตของการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

30 100 
34 97 
36 97 
38 74 
40 5 

ที่มา : Swings and De Ley (1977) 
 

 พรรณวิไล กิ่งสุวรรณรัตน (2545) ไดทําการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลรีดิวสที่ได
จากการไฮโดรไลซีสเหงามันสําปะหลัง ดวยเชื้อ Z. mobilis TISTR 405 โดยใชน้ําตาลรีดิวสเร่ิมตน           
25 กรัมตอลิตร อุณหภูมิการหมัก 30 องศาเซลเซียส pH เร่ิมตน 5.0 พบวาภายในเวลา 60 ช่ัวโมง               
ไดเอทานอล 10.60 กรัมตอลิตร และมีคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตนเทากับ 69.84 เปอรเซ็นต    

1.4.3.6  ความสามารถเจริญในที่มีกรดสูง 
             โดยสามารถทนกรดในสภาพ pH 3.5-4.0 ซ่ึงจัดวาเปน pH ที่ต่ํามากลักษณะเชนนี้

ดีเพราะสามารถ ปองกันการปนเปอนของเชื้ออ่ืนๆ 
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  1.4.3.7 ความสามารถเจริญในการทนตอ KMS (Potassium metabisulfite)  
              สามารถทน Potassium metabisulfite ถึง 500 ppm ซ่ึงเปนปริมาณที่จุลินทรียชนิด

อ่ืนๆถูกยับยั้ง ลักษณะเชนนี้เปนประโยชนเมื่อใช Potassium metabisulfite เปนตัวทําลายเชื้อที่
ปนเปอนมาและ Potassium metabisulfite ที่ตกคางอยูจะไมมีผลตอการเจริญของ Zymomonas  

             สําหรับ Potassium metabisulfite (K2S2O5) เปนสารที่ใชในการยับยั้งการเจริญของ   
จุลินทรียที่ไมตองการใหเกิดขึ้น ซ่ึงคลายกับ Sodium metabisulfite นิยมใชเปนสารปรุงแตงใน
อุตสาหกรรมไวนและเบียร 

  1.4.3.8  ลักษณะการตกตะกอนของเซลล 
             การตกตะกอนของเซลลจะจับตัวตกตะกอน เรียกลักษณะนี้วา Flocculation ซ่ึง

เหมาะและสะดวกในการแยกเซลลหลังการหมักไดงายตอไป 
  1.4.3.9  ความสามารถเจริญในสภาพที่ปราศจากออกซิเจน 

             สามารถเจริญในสภาพที่ปราศจากออกซิเจนไดดีกวายีสต  จึงไมตองการการ
ควบคุมออกซิเจนเหมือนยีสตที่ตองมีการควบคุมปริมาณออกซิเจน เพื่อรักษาปริมาณเซลลใหมาก
เพียงพอสําหรับการผลิตเอทานอล 

Bringer และคณะ (1984) ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการหมักเพื่อผลิต       
เอทานอลโดยใชแบคทีเรีย Z. mobilis ATCC 29191 ทําการหมักแบบตอเนื่องในถังปฏิกรณชีวภาพ 
ขนาด 2 ลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-ดาง (pH) คงที่ 5.0 อัตราเจือจาง      
0.08 ตอช่ัวโมง โดยทําการเปรียบเทียบการหมักในสภาวะที่ไรออกซิเจนซึ่งใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน          
3 ระดับ คือ 11.1, 100.2 และ 140.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนในสภาวะที่มีออกซิเจน                 
(10 เปอรเซ็นตของ air saturation) ใชน้ําตาลกลูโคสความเขมขนเริ่มตน 3 ระดับคือ 10.4, 100.2 
และ 144.3 กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวาการหมักในสภาวะไรออกซิเจนจะผลิตเอทานอลเทากับ 
5.4, 47.8 และ 63.4 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และในสภาวะที่มีออกซิเจนจะมีคาเทากับ 4.4, 18.9 และ 
20.1 กรัมตอลิตร ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาการหมักในสภาวะที่มีออกซิเจนจะมีการสะสม
ของอะเซตัลดีไฮดเพิ่มสูงขึ้นตามความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงอะเซตัลดีไฮดจะเปน
พิษตอแบคทีเรียและทําใหแบคทีเรียไมสามารถใชน้ําตาลกลูโคสได สําหรับการหมักในสภาวะที่ไร
ออกซิเจน พบวาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะถูกยับยั้งโดยความเขมขนของเอทานอลเปนสําคัญ 
อยางไรก็ตามแบคทีเรีย Z. mobilis ATCC 29191 จะเจริญเติบโตไดดีกวาเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะ
ไรออกซิเจน 

 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_metabisulfite
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      1.4.3.10 สามารถใชเทคนิคทางดานพันธุกรรมมาประยุกตใชกับ Zymomonas 
             เพื่อที่จะไดตัวผาเหลาที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลไดสูง หรือทนตอ

ความเขมขนของเอทานอลไดสูงขึ้น เชน มีการตัดตอพันธุกรรมของแบคทีเรียหรือ Genetically 
Modified Bacteria (GMB) ขึ้นมาโดยใชแบคทีเรียแกรมลบคือ Escherichia coli กับยีนในการผลิต
เอทานอลจากแบคทีเรีย Zymomonas  mobilis (pdc และ adh) เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพ
ในการเปลี่ยนน้ําตาลทั้งจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนเอทานอลได (Dien et al., 2003)  หรือ
อาจใชส่ิงกอกลายพันธุทางเคมี เชน Nitrosoguanidine (NTG) , Phenol เปนตน 

Ingram and Doran (1995) ไดตัดตอพันธกุรรมโดยการรวมสายพันธุของแบคทีเรีย
แกรมลบ (Escherichia coli or Klebsiella oxytoca or Erwinia sp) กับยีนในการผลิตเอทานอลจาก            
Z. mobilis (pdc และ adh) ซ่ึงสายพันธุที่ไดมีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลจากเซลลูโลสและ  
เฮมิเซลลูโลสเปนเอทานอลได และเมื่อใชสายพันธุนี้ในการผลิตเอทานอลโดยใชผลึกของเซลลูโลส 
( Sigmacell 50, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) เปนสารตั้งตนสามารถผลิตเอทานอล
ได 47 กรัมตอลิตร มีคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมเซลลูโลส ในเวลา    
144 ช่ัวโมง 

Kannan และคณะ (1998) ไดทําการทดลองผลิตเอทานอลจากน้ําตาลซูโครส โดย
ใชการตรึงเซลล Z. mobilis LS1A ที่กลายพันธุจากสายพันธุเดิม(B-806)โดยไมใหมี levansucrase   
(Sac B) และ intracellular sucrase (Sac A) พบวา สามารถผลิตเอทานอลไดสูงถึง 73.5 กรัมตอลิตร
โดยใชระยะเวลาในการหมักเพียง 18 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิมที่ผลิตเอทานอลได
เพียง  65.2 กรัมตอลิตร เนื่องจากผูวิจัยพบวา การที่ไมมี levansucrase (Sac B)และ intracellular 
sucrase (Sac A) จะชวยลดการเกิด by-product 2 ชนิด คือ levan และ sorbitol ซ่ึงเปนสาเหตุที่ทําให
ประสิทธิภาพในการหมักลดลง 

 
1.5 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

การผลิตเอทานอลโดยเชื้อแบคทีเรีย Zymomonas mobilis นั้นไดมีการทดลองใช
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลหลายชนิด เชน การใช fish soluble จากโรงงานแปรรูปปลาทูนา           
brewer's yeast จากโรงงานผลิตเบียร Ami-Ami solution จากโรงงานทําผงชูรส และเปลือกหรือ  
แกนสัปปะรดจากโรงงานผลิตสัปปะรดกระปอง เปนตน (Tripetchkul et .al., 1993) ซ่ึงของเหลอืทิง้
เหลานี้มีสารอาหารอยูมากมายโดยเฉพาะแหลงไนโตรเจน โดยในขั้นตอนการผลิตเอทานอลมี
การศึกษาปจจัยที่มีผลตอกระบวนการหมัก เชน สําหรับวัตถุดิบที่เปนกากน้ําตาลพบวามีอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการหมักเอทานอลอยูที่ 30 องศาเซลเซียส ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 200 กรัมตอลิตร      
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มีระยะเวลาในการหมัก 48 ช่ัวโมง ที่สภาวะดังกลาว Z. mobilis สามารถผลิตเอทานอลได             
55.8 กรัมตอลิตร (Cazetta et al.,2007) และ pH ที่เหมาะสมสําหรับเชื้อ Z. mobilis ในการหมักจะอยู
ในชวง 5.5-6.5 (Lawford et al., 1988) นอกจากนั้นยังมีการทดลองเติมแหลงไนโตรเจนตางๆใหแก
เชื้อเพื่อชวยในการเจริญเติบโต เชน การเติมยูเรียในปริมาณ 0.5 กรัมตอลิตร (Ruanglek et al., 2006)  
หรือการเติมกลูตาเมท 0.2 กรัมตอลิตร (Jutta and Reinhard, 1992) ซ่ึงก็สามารถใชเปนแหลง
ไนโตรเจนได แตในทางอุตสาหกรรมการหมักมักจะนิยมใชจําพวก แอมโมเนีย เกลือแอมโมเนียม 
และไนเตรท เปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ (สมใจ ศิริโภค, 2550) 
  

วัตถุประสงค 
1. เพื่อศึกษาสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ เหมาะสมตอแบคทีเ รีย              

Z. mobilis ในการผลิตเอทานอลโดยมีน้ําอัดลมหมดอายุเปนแหลงคารบอน 
2. เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis โดยมี

น้ําอัดลมหมดอายุเปนแหลงคารบอน 
 



บทที่ 2 
 

วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย 
 

2.1 วัสดุ 
 2.1.1 น้ําอัดลมหมดอาย ุ

น้ําอัดลมหมดอายุที่ใชในการศึกษาเปนน้ําอัดลมที่ไมผานเกณฑควบคุมคุณภาพจาก
กระบวนการผลิตและเก็บคืนจากตัวแทนจําหนายของบริษัทหาดทิพย จํากัด (มหาชน)โดยเปน
น้ําอัดลมผสม ไมแยกชนิดในสัดสวนที่เทากัน ไดแก โคก สไปรท สม แดงและ เขียว นําไปไล    
กาซคารบอนไดออกไซดดวยเครื่อง sonicator เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.1.2  เชื้อจุลินทรีย 
จุลินทรียที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้คือ แบคทีเรีย Zymomonas mobilis Z4 จากความ

อนุเคราะหของ รศ.ดร.ดวงพร คันธโชติ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
นํามาเลี้ยงใน Zymomonas surose media ที่ผานการฆาเชื้อดวยความรอนแลว โดยบมที่อุณหภูมิ    
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  

2.1.3  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 - สูตรอาหารสําหรับเก็บรักษาเชื้อ Z. mobilis (Zymomonas sucrose media) ประกอบดวย 
   Yeast extract  10.0 กรัมตอลิตร 
    Bacto peptone  10.0 กรัมตอลิตร  
   Sucrose  20.0 กรัมตอลิตร  
    Agar   15.0 กรัมตอลิตร 
 - สูตรอาหารสําหรับเตรียมเชือ้ Z. mobilis เร่ิมตน ประกอบดวย 
   Sucrose  20.0 กรัมตอลิตร  
   Yeast extract  10.0 กรัมตอลิตร 
   (NH4)2SO4        1.0  กรัมตอลิตร 
    MgSO4.7H2O    0.5 กรัมตอลิตร 
    KH2PO4      1.0    กรัมตอลิตร 
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  - สูตรอาหารที่ใชสําหรับการผลิตเอทานอล ประกอบดวย 
   Yeast extract  10.0 กรัมตอลิตร 
   MgSO4.7H2O    0.5    กรัมตอลิตร 
   KH2PO4      1.0      กรัมตอลิตร 
   (NH4)2SO4     (ปริมาณที่เหมาะสมจากการทดสอบ) 
   น้ําอัดลมหมดอาย ุ    1.0      ลิตร 
 
2.2 สารเคมีและอุปกรณ 
 2.2.1 สารเคมีและอุปกรณสําหรับการเก็บตัวอยางน้ําอดัลม 
 1) ถังเก็บตัวอยางน้ํา 
 2) ปากกาเขยีนฉลาก 
 3) ฉลากสําหรับปดขวด 

2.2.2 สารเคมีและอุปกรณสําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 1) plate 
 2) Duran bottom 
 3) loop 
 4) pipette 
 5) Incubator 
 6) Autoclave 
 7) erlenmeyer flask 
 8) เครื่องชั่ง 
 9) เครื่องเขยา 

2.2.3 สารเคมีและอุปกรณสําหรับตรวจวิเคราะห pH 

1) pH meter 
 2) น้ํากลั่น 
 3) beaker 
 4) 2N NaOH 
 5) 2N H2SO4
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2.2.4 สารเคมีและอุปกรณสําหรับการตรวจวิเคราะหน้ําตาล 
 1) conc. sulfuric acid 
 2) 5% phenol 
 3) สารละลายซูโครสมาตรฐาน 
 4) Spectrophotometer 

5) น้ํากลั่น 
2.2.5 สารเคมีและอุปกรณสําหรับตรวจวิเคราะหเอทานอล 

 1) Ebulliometer 
 2) เครื่อง GC (Gas Chromatography) 

2.2.6 สารเคมีและอุปกรณสําหรับตรวจวิเคราะหมวลชีวภาพ 
 1) กระดาษกรอง cellulose nitrate filter (Sartorius) ขนาด  0.45 μm 
 2) เครื่องกรอง 
 3) Hot-air oven 

4) Dasicator 
5) เครื่องชั่ง 
 

2.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
2.3.1 ศึกษาสมบัติน้ําอดัลมหมดอาย ุ
นําน้ําอัดลมผสมหมดอายุในสัดสวนที่เทากัน ซ่ึงผานการไลกาซคารบอนไดออกไซดดวย

เครื่อง sonicator แลว นําไปฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลเริ่มตน คา pH  คา COD และ 
BOD โดยทําการตรวจวัดทั้งกอนและหลังการฆาเชื้อ 

2.3.2 ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 
 2.3.2.1 ศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ

แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยแหลงไนโตรเจนที่เติมในอาหาร คือ (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 0, 0.5, 
1, 1.5, 3 และ 4.5 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความ
เขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย 2N NaOH 
ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5)  
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ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา      
150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล 
มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.2.2 ศึกษา pH ท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 

โดยปรับ pH เร่ิมตนของอาหารใหมีคาเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ดวย 2N NaOH โดยใช
อาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 ที่ไดจากขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลม
หมดอายุในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวย ความรอน ที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน  
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm    
เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส ดวยอัตราการ
เขยา 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล           
ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

2.3.3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
 2.3.3.1 ศึกษาอัตราการเขยาท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาอัตราการเขยาที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย            

Z. mobilis Z4 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี (NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรดวย
น้ําอัดลมหมดอายุ เปน 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับที่
ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.2 ดวย 2N NaOH ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส 
ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที กอนเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm 
เทากับ 0.5) จํานวน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ที่อัตราการ
เขยา 0, 50, 100 และ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณ  
เอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.3.2 ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 

โดยทําการศึกษาอุณหภูมิที่ใชบมที่ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ดวยสูตรอาหารที่มีแหลงไนโตรเจน 
(NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลม
หมดอายุ ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับที่ไดจากการขอ 2.3.2.2 ดวย 2N NaOH ในฟลาสก    
250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร               
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5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมดวยอัตราการเขยาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
กอนนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.3.3 ศึกษาระยะเวลาในการหมักท่ีเหมาะสม 
   ทําการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis 
Z4 โดยทําการหมักเปนระยะเวลา 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง โดยใชสูตรอาหารที่มีการเติม 
(NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลม
หมดอายุ ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับปริมาณที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.2 ดวย 2N NaOH 
ในฟลาสก  250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) 
ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.2  ดวยอัตราการเขยา
ที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 แลวนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล  
มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
  2.3.4 ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
เม่ือมีการปรับเปล่ียนปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ 
   2.3.4.1 ศึกษาปริมาณน้ําตาลเริ่มตน (น้ําอัดลมหมดอายุ) ท่ีเหมาะสม 

 ทําการศึกษาผลของความเขมขนของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่เหมาะสมตอการผลิต
เอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ (NH4)2SO4  ปริมาณที่
ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความ
เขมขนของน้ําตาลเริ่มตนตางๆ คือ 10, 20, 30, 40, 60, 80 และ100 กรัมตอลิตร ดวยการเจือจาง
น้ําอัดลมหมดอายุดวยน้ํากล่ัน ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับปริมาณที่ไดจากการทดลอง        
ขอ 2.3.2.2 ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm    
เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.2 
ดวยอัตราการเขยาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนระยะเวลาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.3  นํา
ตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.4.2 ศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ

แบคทีเรีย Z. mobilis Z4  โดยแหลงไนโตรเจนที่เติมในอาหาร คือ (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 0, 0.5, 
1 และ1.5 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของ
น้ําตาลเริ่มตนที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.4.1 ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับปริมาณที่ไดจากการ



   38 
 

ทดลองขอ 2.3.2.2 ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส 
ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่      
660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลอง   
ขอ 2.3.3.2 ดวยอัตราการเขยาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนระยะเวลาที่ไดจากการทดลอง   
ขอ 2.3.3.3 นําตัวอยางวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และpH หลังหมัก 

 2.3.4.3 ศึกษา pH ท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 

โดยปรับ pH เร่ิมตนของอาหารใหมีคาเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ดวย 2N NaOH โดยใช
อาหารที่มี (NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร             
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.4.1 ในฟลาสก     
250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว      
เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร              
5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.2 ดวยอัตราการเขยาที่
ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนระยะเวลาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.3 นําตัวอยางมาวิเคราะห
หาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.4.4 ศึกษาการฆาเชื้อในอาหารที่เหมาะสม 
   ทําการศึกษาการฆาเชื้อในอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย  
Z. mobilis Z4 ดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว         
เปนเวลา 15 นาที และการใช Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm ในการฆาเชื้อ       
ในอาหาร ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง ดูการปนเปอน โดยใชอาหารที่มี (NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากการ
ทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของ
น้ําตาลเริ่มตนที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.4.1 ปรับ pH เริ่มตนของอาหารเทากับ ปริมาณที่ไดจาก
การทดลองขอ 2.3.2.2 ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่    
660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลอง                   
ขอ 2.3.3.2 ดวยอัตราการเขยาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนระยะเวลาที่ไดจากการทดลอง   
ขอ 2.3.3.3 แลวนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ        
pH หลังหมัก 
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  2.3.5 การตรวจวิเคราะหและรายงานผล 
- pH  

  ตรวจวัดโดยใชเครื่อง pH meter รายงานผลจากคาที่อานไดจากจอแสดงผลของ          
เครื่องตรวจวัด 

- ปริมาณเอทานอล 
  ทํ าการวิ เ คราะหป ริมาณเอทานอลในตั วอย า งด วย เครื่ อ ง  Ebulliometer    
(ภาคผนวก ก) และสําหรับชุดการทดลองที่ใหผลการทดลองดีที่สุดจะทําการยืนยันเปรียบเทียบกับ
การวิเคราะหดวยเครื่อง GC โดยมีสภาวะการทดสอบ (ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) ดังนี้ 
 Inlet temperature: 200°C 
 Oven temperature: 50°C, hold 6 minutes 
 Detecter temperature: 200°C 
 Column: HP-Innowax, length 30 m., 250 μm I.D, 0.25 μm film thickness  
 - ปริมาณน้ําตาล 
  ทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลในตัวอยางดวยวิธี phenol sulfuric acid  total sugar 
(ภาคผนวก ก) และทําการยืนยันเปรียบเทียบกับการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC โดยมีสภาวะการ
ทดสอบ (ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) ดังนี้ 
 Column: Zorbax Carbohydrate 4.6*150 mm, 5 μm 
 Flow rate: 0.5 mL/min, Temperature 35°C 
 Mobile phase: Acetonitrile : Water (75:25) 
 Detector: Refractive  Index Detector        
 - มวลชีวภาพ 
  กรองตัวอยางดวยกระดาษกรอง cellulose nitrate filter (Sartorius) ขนาด 0.45 
ไมครอน เพื่อหาคามวลชีวภาพโดยการชั่งน้ําหนักแหง (ภาคผนวก ก) 

ทุกพารามิเตอรรายงานผลดวยคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการตรวจวดั 
3 ซํ้า 

  - การควบคุมคุณภาพการทดสอบ 

  ในแตละครั้งที่ทําการทดสอบปริมาณน้ําตาลและเอทานอลทําซํ้า 3 คร้ัง สําหรับ
ตัวอยางนั้น คาเฉลี่ยสองคาของผลที่ไดจะตองมีคา RPD ไมเกิน 10 เปอรเซ็นต สําหรับการรายงาน
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ผลการทดลองทางสถิติ  มีการหาคาเฉลี่ย ( X ) และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของผลการทดลอง
แตละอยาง และใช One-way Anova ในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางชุดการทดลอง 



บทที่ 3 

 

ผลการทดลองและอภิปราย 

 
3.1 สมบัติน้ําอดัลมหมดอาย ุ
  น้ําอัดลมหมดอายุ ที่ใชในงานวิจัยนี้เปนน้ําอัดลมหมดอายุที่ไมไดมาตรฐานจาก
การผลิต โดยมีปริมาณน้ําตาล หรือปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดนอยกวาที่ทางบริษัทกําหนด  
จึงมีปริมาณน้ําตาลไมแนนอนขึ้นกับครั้งที่ผลิต น้ําอัดลมหมดอายุที่นํามาใชในการทดลองเปน
น้ําอัดลมผสมหมดอายุในสัดสวนที่เทากัน ประกอบดวย น้ําแดง โคก สม เขียว และสไปรท          
ซ่ึงกอนที่จะนํามาใชในการทดลองตองมีการไลกาซคารบอนไดออกไซดที่เหลืออยูในน้ําอัดลม
หมดอายุออกดวยเครื่อง sonicator เนื่องจากกาซคารบอนไดออกไซดมีผลในการขัดขวางการ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย  จากนั้นนําน้ําอัดลมหมดอายุมาตรวจวิเคราะหสมบัติเบื้องตน          
ซ่ึงผลการวิเคราะหแสดงดัง ตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 สมบัติของตัวอยางน้ําอัดลมหมดอาย ุ

หลังฆาเชื้อ 
สมบัติที่ตรวจวัด กอนฆาเชื้อ 

ไมเติมสารอาหาร            เติมสารอาหาร* 
ปริมาณน้ําตาลซูโครส (g/L) 145 ± 0.064 122 ± 0.108 120 ± 0.070 

pH 3.02 ± 0.035 3.54 ± 0.021 4.72 ± 0.046 
COD (mg/L) 152,470 ± 122 - - 
BOD (mg/L) 83,541 ± 88 - - 

Nitrogen (% w/v) < 0.01 - - 
หมายเหตุ : (-) คือ ไมมีการวิเคราะห 
 * Yeast extract 10 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, KH2PO4 1 g/L, MgSO4.7H2O 0.5  g/L 
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 จากการศึกษาน้ํ าอัดลมหมดอายุ  พบว าน้ํ าอัดลมหมดอายุมีน้ํ าตาลเปน
สวนประกอบสูงและมีสภาพเปนกรด สงผลใหมีคา COD และ BOD ที่สูงมาก เมื่อมีการฆาเชื้อใน
น้ําอัดลมหมดอายุดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เวลา 15 นาที พบวาปริมาณน้ําตาลในน้ําอัดลมหมดอายุลดลงเหลือเทากับ 122  กรัมตอลิตร และเมื่อ
มีการทดลองเพิ่มสารอาหาร (Yeast extract 10 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, KH2PO4 1 g/L, MgSO4.7H2O     
0.5 g/L) ลงไปในน้ําอัดลมหมดอายุแลวทําการฆาเชื้อพบวา สูตรอาหารมีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
เทากับ 120 กรัมตอลิตร  ซ่ึงนอยกวาปริมาณน้ําตาลที่ตรวจวิเคราะหไดในน้ําอัดลมหมดอายุกอน
การฆาเชื้อ ที่มีปริมาณน้ําตาลเทากับ 145 กรัมตอลิตร อาจเนื่องจากการฆาเชื้อดวยความรอนที่สูงจะ
ไปทําลายพันธะ ของน้ําตาล ทําใหน้ําตาลในน้ําอัดลมบางสวนเสียสภาพไป สงผลใหปริมาณน้ําตาล
ลดลงจากเดิม สําหรับคา pH ของน้ําอัดลม หลังการฆาเชื้อดวยความรอนและการเติมสารอาหารลง
ไป สงผลให pH ของน้ําอัดลมเพิ่มขึ้น เนื่องจากการไลกาซคารบอนไดออกไซดและการเติม
สารอาหารที่มีความเปนดางทําใหคา pH น้ําอัดลมเพิ่มขึ้นได อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาปริมาณ
น้ําตาลในน้ําอัดลมหมดอายุ พบวาน้ําอัดลมหมดอายุมีความเปนไปไดที่จะนํามาศึกษาใชเปน
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis แตทั้งนี้น้ําอัดลมหมดอายุมีเพียงแหลง
คารบอนเปนองคประกอบหลักและมีแหลงไนโตรเจน นอยกวา 0.01 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาถึงสูตรอาหารที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล         
โดยใชแบคทีเรีย Z. mobilis ทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) และ pH เพื่อเตรียม
อาหารเลี้ยงเชื้อ ผลการศึกษาเปนดังตอไปนี้ 
 
3.2 ผลการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4   
  การศึกษาสูตรอาหารเปนกระบวนการที่มีความสําคัญตอการผลิตเอทานอล   
เพราะสารอาหารตางๆมีความจําเปนตอการเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย ทั้งนี้
การเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมก็ขึ้นอยูกับสายพันธของแบคทีเรียดวย จากการทดลองเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4  ในเบื้องตน พบวาเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถเจริญเติบโตและ
ผลิตเอทานอลในอาหารที่ใชน้ําอัดลมหมดอายุที่ไมมีการเจือจางปริมาณน้ําตาลเริ่มตนได  ดังนั้นจึง
ทําการทดลองหาปริมาณแหลงไนโตรเจนและ คา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารที่ใชในการ
ผลิตเอทานอลของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ตอไป 
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 3.2.1 ปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม  
 เนื่ อ งจากน้ํ าอั ดลมหมดอายุนั้ นมีส วนประกอบเฉพาะแหล งคารบอน                   

คือน้ําตาลซูโครส  เปนแหลงอาหารเพียงอยางเดียว  จึงจําเปนตองเติมธาตุอาหารเพิ่มเติม     
โดยเฉพาะแหลงไนโตรเจน  เพราะไนโตรเจนเปนธาตุอาหารที่มีความสําคัญตอแบคทีเรีย           
โดยแบคทีเรียมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณ 12 - 15 เปอรเซ็นตโดยมวลน้ําหนักแหง  
(สมใจ ศิริโภค, 2550 อางถึงใน Stanbury and Whitaker, 1984) ดังนั้นไนโตรเจนจึงเปนธาตุอาหารที่
จําเปน โดยทั่วไปแบคทีเรียสามารถใช ammonium ion เปนแหลงไนโตรเจนได แตแหลงไนโตรเจน
ที่นิยมใชในอุตสาหกรรมการหมักแอลกอฮอล นิยมใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนสวนใหญ 
เนื่องจากมีความสามารถในการละลายน้ําไดสูง มีราคาถูก และมีความบริสุทธ์ิสูง ทั้งยังไมมี
ผลกระทบตอกิจกรรมของเอนไซมอีกดวย    

   งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต        
เอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยแหลงไนโตรเจนที่เติมในอาหาร คือ (NH4)2SO4 ที่ความ
เขมขน 0, 0.5, 1, 1.5, 3 และ 4.5 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุ
ที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย    
2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวย ความรอน ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm     
เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการ
เขยา 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณ
น้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 ผลจากการทดลองพบวา เมื่อใชอาหารที่มีแหลงไนโตรเจน  คือ (NH4)2SO4           
ที่ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ดังตาราง   
ที่ 3.2) โดยเอทานอลที่ผลิตไดมีคาเทากับ 0.48 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร คิดเปน 0.38 เปอรเซ็นต            
โดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 3.79 กรัมตอลิตร  มีการใชน้ําตาลไปเทากับ 52.06 กรัมตอลิตร สวนที่
ความเขมขน 0, 0.5,  1.5, 3 และ 4.5 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลได
เทากับ 2.61, 2.61, 2.69, 2.61 และ 2.45 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสูตรอาหารที่มีปริมาณ 
(NH4)2SO4  1 กรัมตอลิตร ใหปริมาณเอทานอลสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับคามวลชีวภาพ พบวาทุกชุดการทดลองมีคามวลชีวภาพ
หลังการหมัก 48 ช่ัวโมง พบวาทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต โดยทุกสูตรอาหารมีคามวลชีวภาพอยูในชวง 3.01-3.25 กรัมตอลิตร 
และเมื่อคํานวณคามวลชีวภาพที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) พบวาทุกชุดการทดลองมีคาเทากับ        
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0.03 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.1) สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง ทั้งนี้
เนื่องจากเมื่อแบคทีเรียเจริญเติบโต จึงมีการผลิตกรดแลกติกขึ้น ซ่ึงหากเชื้อสรางกรดสูงแสดงวาเชื้อ
นําน้ําตาลไปใชในการสรางกรดไดมาก มีผลทําใหสรางเอทานอลไดนอยลง (มารศรี จันสี, 2548) 

 
ตารางที่ 3.2  ผลการศึกษาปรมิาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ที่เหมาะสมสําหรับเปนอาหาร
เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4  

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  (NH4)2SO4 
(g/L) % v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

0 0.33 0.26 2.61ab 0.04a 69.76 3.07a 0.03 4.98 
0.5 0.33 0.26 2.61ab 0.04a 62.14 3.01a 0.03 5.01 
1 0.48 0.38 3.79c 0.07b 52.06 3.08a 0.03 5.06 

1.5 0.34 0.27 2.69b 0.04a 63.34 3.03a 0.03 5.00 
3 0.33 0.26 2.61ab 0.04a 64.53 3.15a 0.03 4.99 

4.5 0.31 0.25 2.45a 0.03a 72.86 3.25a 0.03 4.90 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพท่ี 3.1 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ได        
ตอสารตั้งตน (Yx/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตรา
การเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

 สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)  
พบวาการหมักดวยสูตรอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน1 กรัมตอลิตร มีคา Yp/s สูงสุด
เทากับ 0.07 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ความเขมขน 0, 0.5,  1.5, 3 และ 4.5  กรัมตอลิตร  
มีคา 0.04, 0.04, 0.04, 0.04 และ0.03 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.2) โดยชุด
การทดลองที่ใชสูตรอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 เทากับ 1 กรัมตอลิตร ใหคา Yp/s สูงกวาชุดการ
ทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.3) ซ่ึงจาก
การศึกษาของ ชูศรี สุขุมาลไพบูลย (2530) พบวาการเติม (NH4)2SO4 0.5 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร เปนอาหารเสริมจะทําใหไดปริมาณเอทานอลสูงกวาการที่ไมเติม (NH4)2SO4  เปนอาหารเสริม 

   มาโนช โพธ์ิสูง (2546) ไดศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล
ของแบคทีเรีย Z.mobilis TISTR 548 โดยใช (NH4)2SO4 และ NH4Cl ที่ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร 
พบวาการใช NH4Cl จะใหคา Yp/s สูงกวา การใช (NH4)2SO4 เล็กนอย (0.419 และ 0.412 กรัมเอทานอล
ตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ) แมวาการเลือกใช NH4Cl จะใหผลไดของ เอทานอลสูงกวาการเลือกใช 
(NH4)2SO4 แต เมื่อพิจารณาแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมในการนําไปใช  พบวาโดยทั่วไป            
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นิยมใช (NH4)2SO4 เนื่องจากมีความสามารถในการละลายน้ําไดสูง มีราคาถูก และมีความ      
บริสุทธิ์สูง (สมใจ ศิริโภค, 2550)  
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ภาพท่ี 3.2 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน(NH4)2SO4 ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ได        
ตอสารตั้งตน (Yp/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตรา
การเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักดวยคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)   
ทุกชุดการทดลองกับคาทางทฤษฎี (0.50) (ภาพที่ 3.3) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิต       
เอทานอลในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี (NH4)2SO4 ที่มีความเขมขน 1 กรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพ      
ดีที่สุด คือ 14 เปอรเซ็นต ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช (NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร สําหรับ
เตรียมสูตรอาหารเพื่อศึกษาการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 ในขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.3 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักดวยปริมาณ (NH4)2SO4 แตกตางกัน ในสูตรอาหารที่
เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 
บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
 3.2.2 pH ท่ีเหมาะสม 
  การปรับ pH ของอาหารมีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะการผลิตเอทานอลใน
ระดับอุตสาหกรรม การเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกรดหรือดางขึ้นอยูกับสปชีสของจุลินทรียที่ใช 
(Walker, 1998) pH ของอาหารมีผลตออัตราการหมัก อีกทั้งมีบทบาทในการควบคุมการปนเปอน
ของจุลินทรียอ่ืนอีกดวย เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร standard medium สําหรับการหมัก      
เอทานอล แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถทํางานไดดีในสภาวะที่มีคา pH อยูในชวง 4.9-6.5         
(Beckers et al., 2000)  

 งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย             
Z. mobilis Z4 โดยปรับ pH เร่ิมตนของอาหารใหมีคาเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ดวย           
2N NaOH ใชอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 เทากับ 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อดวย ความรอน ที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 
จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นต            
โดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะห  ปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
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 ผลจากการทดลองพบวา ที่คา pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 และ 6 แบคทีเรีย  
Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดเทากัน (ดังตารางที่ 3.3) โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ    
0.65 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.51 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 5.14 กรัมตอลิตร     
มีการใชน้ําตาลไปเทากับ 60.25 และ 61.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวาชุดการทดลองที่มีคา 
pH เร่ิมตนเทากับ 4.5, 5.0 และ 6.5 (1.58, 3.16 และ 4.74 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยคาเอทานอลที่
ผลิตไดจากชุดการทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มีคา pH เร่ิมตน
เทากับ  6 แตมีความแตกตางจากชุดการทดลองอื่น อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอรเซ็นต สําหรับผลของคา pH เร่ิมตนตอมวลชีวภาพ พบวาทุกชุดการทดลองมีคามวลชีวภาพ
หลังการหมัก 48 ชั่วโมง อยูในชวง 2.95-3.16 กรัมตอลิตร มีคา Yx/s อยูในชวง 0.02-0.03 กรัมเซลล
ตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.4) เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวามีคาไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับ pH ของอาหารหลังการหมักนั้นพบวาคา pH ของอาหารลดลงซึ่งอาจ
เกิดจากกาซคารบอนไดออกไซดและกรดที่เกิดขึ้นระหวางหมัก (Swings and De Ley, 1977) 
 
ตารางที่ 3.3  ผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  
pH เร่ิมตน 

% v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

4.5 0.2 0.16 1.58a 0.03a 63.10 2.95a 0.02 4.16 
5 0.4 0.32 3.16b 0.05a 60.42 3.04a 0.03 4.79 

5.5 0.65 0.51 5.14d 0.09c 60.25 3.11a 0.03 4.85 
6 0.65 0.51 5.14d 0.08bc 61.05 3.06a 0.03 5.08 

6.5 0.6 0.47 4.74c 0.06ab 75.21 3.16a 0.03 5.21 
หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.4 ผลของคา pH เร่ิมตน ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของ
เชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 
35  องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาที่คา pH เริ่มตน
เทากับ 5.5 มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ pH เร่ิมตนเทากับ    
4.5, 5.0, 6.0 และ 6.5 มีคา 0.03, 0.05, 0.08 และ 0.06 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ      
โดยคา Yp/s ของชุดการทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5.5ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มี pH 
เร่ิมตนเทากับ 6 (ภาพที่ 3.5) แตมีคาสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.4) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาคา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมในการ
หมักเอทานอลดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 โดย มาโนช โพธ์ิสูง (2546) ที่พบวาการ
เลือกใชคา pH เร่ิมตนของอาหารในชวง 5.5-6.5 จะไดผลเอทานอลสูงที่สุด 
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ภาพที่ 3.5 ผลของคา pH เร่ิมตน ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) ของเชื้อ
แบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในรูปรอยละของผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน 
(Yp/s) ของผลการทดลองตอคาทางทฤษฎี (0.50) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิต          
เอทานอลในสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีการปรับ pH เริ่มตนเทากับ 5.5 มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ                
18 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.6) โดย Swings and De Ley (1977) ไดรายงานวาคา pH เร่ิมตนที่เหมาะสม
ตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  Z. mobilis  มีคาอยูในชวง 5-7 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกการปรับ           
คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.5 สําหรับการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
 
 
 



 51 

12
1618

10
6

0

5

10

15

20

4.5 5 5.5 6 6.5

pH เร่ิมตนในอาหาร

ปร
ะส

ิทธิ
ภา
พก

าร
ผล

ิตเ
อท

าน
อล

(%
)

 
ภาพที่ 3.6 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีคา pH เร่ิมตนของอาหารแตกตางกัน ในสูตร
อาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร                 
เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 150 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  จากผลการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย         
Z. mobilis Z4 ขางตนนั้น สรุปไดวา สูตรอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุโดยมีการเติมแหลง
ไนโตรเจน คือ (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร และการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  กอนทําการ
หมักดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 5.14 กรัมตอลิตร              
มีคา Yp/s เทากับ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล โดยใชน้ําตาลไป 60.25 กรัมตอลิตร มีคา pH 
หลังการหมักเทากับ 4.85 มีมวลชีวภาพเทากับ 3.11 กรัมตอลิตร และเมื่อคํานวณหาคา Yx/s มีคา
เทากับ 0.03 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล  
  สําหรับการผลิตเอทานอลนอกจากการเลือกใชสูตรอาหารที่มีความเหมาะสมตอ
กระบวนการผลิตเอทานอลแลว ยังพบวาสภาวะในการผลิตเอทานอลก็มีความสําคัญดวย ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
โดยศึกษาอัตราการเขยา อุณหภูมิที่ใชในการหมัก และระยะเวลาในการหมัก  
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3.3 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4  
   3.3.1 อัตราการเขยาท่ีเหมาะสม 

  เนื่องจากการเขยาชวยใหแบคทีเรียไดสัมผัสกับอาหารไดอยางทั่วถึง ทําใหสงเสรมิ
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียเพื่อการผลิตเอทานอลไดมากขึ้น 

 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวย
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตร
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร เปน 100 มิลลิลิตร 
ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย 2N NaOH ฆาเชื้อดวย        
ความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที กอนเติม
แบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) จํานวน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบม
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 0, 50, 100 และ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
กอนนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 ผลจากการทดลองพบวา ที่อัตราการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที แบคทีเรีย         
Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด และเมื่อเพิ่มอัตราการเขยาจากที่ 0 รอบตอนาที       
เปน 50 รอบตอนาที และ 100 รอบตอนาที ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดมีคาเพิ่มขึ้นตามลําดับ แตเมื่อ
เพิ่มอัตราการเขยาเปน 150 รอบตอนาที พบวาแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 กลับผลิตเอทานอลไดลดลง 
(ตารางที่ 3.4) โดยที่อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอล
ไดเทากับ 0.83 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.66 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 6.56 กรัม
ตอลิตร ซ่ึงมีคามากกวาเอทานอลที่ผลิตไดจากชุดการทดลองที่ใชอัตราการเขยาเทากับ 50 รอบตอ
นาที (0.80 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.63 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 6.32 กรัม
ตอลิตร) และที่ 0 รอบตอนาที (0.75 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.59 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก
ตอปริมาตร หรือ 5.93 กรัมตอลิตร) ตามลําดับ แตเมื่อวิเคราะหทางสถิติ พบวาทั้ง 3 ชุดการทดลองมี
คาไมแตกตางกันทางสถิติ แตสูงกวาคาเอทานอลที่ผลิตไดจากชุดการทดลองที่ใชอัตราการเขยา 150 
รอบตอนาที อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับมวลชีวภาพ 
พบวาที่อัตราการเขยาเทากับ 0, 50, 100 และ 150 รอบตอนาที มีมวลชีวภาพเทากับ 2.65, 2.67, 3.02 
และ 3.16 กรัมตอลิตร เมื่อคํานวณคา Yx/s พบวามีคา 0.02, 0.02, 0.03 และ 0.03 กรัมเซลลตอ    
กรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.7) ใกลเคียงกับผลการศึกษาของ Siva และคณะ (1995)     ที่ไดคา 
Yx/s เทากับ 0.04 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล เมื่อใชอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที ซ่ึงคามวลชีวภาพ
จากทุกชุดการทดลองไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.5) 
เมื่อพิจารณาแลวพบวาการเพิ่มอัตราการเขยาจะทําใหปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้น แตทั้งนี้เมื่อเพิ่ม
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อัตราการเขยาเปน 150 รอบตอนาที คาเอทานอลที่ไดกลับลดลง เนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis  
เปนพวก facultative anaerobe เมื่อมีการเขยาในอัตราเร็วสูง สงผลใหมีกาซออกซิเจนละลายมากทํา
ใหเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis ผลิตเอทานอลไดนอยลง และการใชน้ําตาลของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis 
โดยผาน Entner-Doudoroff parthway ไดผลผลิตเปนกาซคารบอนไดออกไซดและเอทานอล ทําให 
pH อาหารหลังการหมักมีคาลดลง อยางไรก็ตามการศึกษาของ วนิดา พรมขาวทอง (2547) ในการ
หาอัตราเร็วที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ใชอัตราเร็วที่ 0, 100, 120 
และ 200 รอบตอนาที พบวาเมื่อมีการเขยาเชื้อสามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดดีกวาสภาวะที่ไม
มีการเขยา 
 
ตารางที่ 3.4  ผลการศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอลของเชื้อแบคทีเรีย      
Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  อัตราการเขยา 
(rpm) % v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

0 0.75 0.59 5.93a 0.09a 69.29 2.65a 0.02 4.88 
50 0.80 0.63 6.32a 0.09a 70.48 2.67a 0.02 4.98 
100 0.83 0.66 6.56a 0.11a 61.10 3.02a 0.03 5.20 
150 0.49 0.39 3.87b 0.06a 70.00 3.16a 0.03 4.83 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.7 ผลของอัตราการเขยา ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของ
เชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ   
1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

 สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาที่อัตราการเขยา
เทากับ 100 รอบตอนาที มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่อัตราการ
เขยาเทากับ 0 และ 50 รอบตอนาที มีคาเทากันคือ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล และที่อัตราการ
เขยาเทากับ 0 และ 50 รอบตอนาที มีคา 0.06 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.8) แตคา Yp/s 
ทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.5)          
ซ่ึงจากผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาของ มาโนช โพธิ์สูง (2546) ที่ทําการศึกษาอัตราการเขยา         
ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 โดยใชน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 
100 กรัมตอลิตร ที่คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.5 พบวาการใชอัตราการเขยาเทากับ 
100 รอบตอนาที เปนอัตราการเขยาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 โดยใหคา Yp/s ของการผลิตเอทานอลเทากับ 0.463 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล  
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ภาพที่ 3.8 ผลของอัตราการเขยา ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) ของเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เริ่มตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ               
1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองเปรียบเทียบกับคาทางทฤษฎี พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอล
ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ 22 
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.9) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกอัตราการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที เปนอัตรา
การเขยาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 และใชในการศึกษา ขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.9 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีอัตราการเขยาแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียม
จากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5           
เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

3.3.2 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 โดยทั่วไป Zymomonas สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 30-38 องศาเซลเซียส   

ในขั้นตอนระหวางการหมักจะมีพลังงานความรอนเกิดขึ้น ซ่ึงเปนผลจากการที่จุลินทรียใชน้ําตาล
ในการหมักเอทานอล ความรอนนี้มีผลกระทบตอการเจริญของจุลินทรีย ทั้งดานสรีระวิทยาของ
เซลล การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของน้ําหมักและอัตราการหมักเอทานอล นอกจากนี้ยังมีการ
ระเหยของเอทานอลและการเกิดฟองมากในน้ําหมัก   

 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย              
Z. mobilis Z4 โดยทําการศึกษาอุณหภูมิที่ใชบมที่ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ดวยสูตรอาหารที่มี
แหลงไนโตรเจนคือ (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร            
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของ
อาหารเทากับ 5.5 ดวย 2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ         
115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย                  
Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมดวยอัตราการเขยาที่  
100 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณ
น้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
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  ผลจากการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ดังตารางที่ 3.5) โดยเอทานอลที่ผลิตไดมีคาเทากับ 0.83 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร คิดเปน 0.66 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 6.56 กรัมตอลิตร มีการใชน้ําตาล
ไปเทากับ 61.10 กรัมตอลิตร สวนที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดเทากับ 0.54 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.43 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร หรือ 4.27 กรัมตอลิตร โดยที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดมากกวาชุดการทดลองที่บมดวยอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  สําหรับมวลชีวภาพทั้ง 2 ชุดการทดลอง มีคามวลชีวภาพหลัง
การหมัก 48 ช่ัวโมง ใกลเคียงกันคือ ชุดการทดลองที่บมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีคามวลชีวภาพ
เทากับ 3.02 กรัมตอลิตร คิดเปนคา Yx/s เทากับ 0.03 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ 35 องศาเซลเซียส 
มีคามวลชีวภาพเทากับ 2.89 กรัมตอลิตร คิดเปนคา Yx/s ไดเทากับ 0.02 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล   
(ภาพที่ 3.10) โดยไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.5) 
สําหรับ pH ของอาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง โดยที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แบคทเีรยี 
Z. mobilis Z4 มีการผลิตกรดมากกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทําใหคา pH ของอาหารหลังการ
หมักลดลงมากทําใหมีการผลิตเอทานอลไดลดลง เชนเดียวกับการศึกษาของ  มาโนช โพธ์ิสูง (2546) 
รายงานวาคา pH หลังหมักจะอยูในชวง 4.8-5.2 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเมื่อทํา  
การหมักที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส pH ของอาหารหลังหมักลดลงถึง 4 (pH เร่ิมตนเทากับ 6.1) 
ทั้งนี้การใชอุณหภูมิที่สูงเกินไป ทําใหการเจริญของจุลินทรียและอัตราการผลิตเอทานอลต่ํากวาที่
อุณหภูมิการหมักปกติได (Amerine et al., 1980) 
 
ตารางที่ 3.5 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอลของเชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใชไป  มวลชีวภาพ  อุณหภูมิ 
(°C) % v/v %w/v  g/L Yp/s (g/L) g/L Yx/s 

pH หลังหมัก 

30 0.83 0.66 6.56a 0.11a 61.10 3.02a 0.03 5.20 
35 0.54 0.43 4.27b 0.09a 42.86 2.89a 0.02 4.63 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.10 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของเชื้อ
แบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5   เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 
1 กรัมตอลิตร ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาชุดการทดลองที่บม
ดวยอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีคา Yp/s เทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ซ่ึงสูงกวาชุด
การทดลองที่บมดวยอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เล็กนอย โดยที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส มีคา 
Yp/s เทากับ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.11) แตทั้ง 2 ชุดการทดลองไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.5) โดยสอดคลองกับการ
รายงานของ Skotnicki และคณะ (1981) วาการผลิตเอทานอลดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis จะลดลง 
เมื่ออุณหภูมิของการหมักมีคาเพิ่มสูงขึ้นเกินกวา 30 องศาเซลเซียส  
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ภาพที่ 3.11 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณเอทานอลและผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) ของเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร 
ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองกับคาทางทฤษฎี พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลของชุดการ
ทดลองที่บมดวยอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ 22 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.12)  
โดยสอดคลองกับรายงานของ Ohta และคณะ (1981) ซ่ึงไดรายงานผลของสภาวะแวดลอมตอการ
ผลิตเอทานอลของ Z. mobilis  วาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรียชนิดนี้    
คือ 30 องศาเซลเซียส ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิสําหรับ
การศึกษาการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 และใชในการศึกษาขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.12 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีอุณหภูมิแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก
น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม 
(NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  3.3.3 ระยะเวลาในการหมักท่ีเหมาะสม 
   การผลิตเอทานอลที่ดีจะตองใชระยะเวลาในการหมักที่ส้ันและใหผลผลิตสูง      
ซ่ึงระยะเวลาในการหมักก็จะขึ้นอยูกับชนิดของสับสเตรต ชนิดของจุลินทรีย และสภาวะแวดลอม
ตางๆดวย งานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย         
Z. mobilis Z4 โดยทําการหมักเปนระยะเวลา 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง โดยใชสูตรอาหารที่มีการ
เติม (NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุ
ที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย     
2N NaOH ในฟลาสก  250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm    
เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบ
ตอนาที แลวนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลัง
หมัก 
  ผลจากการทดลองพบวา ที่ระยะเวลา 36 ช่ัวโมง แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ดังตารางที่ 3.6) โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 0.85 เปอรเซ็นต               
โดยปริมาตร คิดเปน 0.67 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 6.72 กรัมตอลิตร มีการใช
น้ําตาลไปเทากับ 64.60 กรัมตอลิตร สําหรับที่ระยะเวลา 12, 24  และ 48 ช่ัวโมง มีคาเอทานอล
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เทากับ 4.19, 4.42 และ 6.56 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงคาเอทานอลที่ผลิตไดที่ระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
มีคาไมแตกตางกับปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แตมีคาแตกตางจากชุดการ
ทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับมวลชีวภาพที่ผลิต
ไดจากการหมัก พบวาเมื่อเพิ่มระยะเวลาการหมักแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 มีคามวลชีวภาพเพิ่มขึ้น
เล็กนอย โดยที่ระยะเวลาการหมักเทากับ 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง มีคามวลชีวภาพเทากับ 2.85, 
2.89, 2.96 และ 3.02 กรัมตอลิตร และคิดเปนคา Yx/s เทากับ 0.02, 0.02, 0.02 และ 0.03 กรัมเซลล                 
ตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.13) โดยทุกชุดการทดลองมีคามวลชีวภาพไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับ pH ของอาหารหลังการหมักนั้น 
พบวาเมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้นคา pH ลดลงเล็กนอยตามลําดับ 
 
ตารางที่ 3.6  ผลการศกึษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมสําหรับการผลติเอทานอลของเชื้อแบคทเีรีย  Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง) % v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

12 0.53 0.42 4.19a 0.08a 54.05 2.85a 0.02 5.41 
24 0.56 0.44 4.42a 0.07a 61.43 2.89a 0.02 5.35 
36 0.85 0.67 6.72b 0.11a 64.60 2.96a 0.02 5.15 
48 0.83 0.66 6.56b 0.09a 70.48 3.02a 0.03 5.20 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.13 ผลของระยะเวลาการหมักน้ําอัดลมหมดอายุตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอ
สารตั้งตน (Yx/s) ของเชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจาก
น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม 
(NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาที่ระยะเวลา 36 ช่ัวโมง  
มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ระยะเวลา 12, 24  และ 48 ช่ัวโมง 
มีคา 0.08, 0.07 และ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.14) โดยทุกชุดการ
ทดลองมีคา Yp/s ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต   
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ภาพที่ 3.14 ผลของระยะเวลาการหมักน้ําอัดลมหมดอายุตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอ
สารตั้งตน (Yp/s) ของเชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจาก
น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม 
(NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองกับคาทางทฤษฎี (0.50) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการหมักเปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ 22 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่ 3.15)  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกระยะเวลา 36 ช่ัวโมง เปนระยะเวลาสําหรับการศึกษาการผลติ
เอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 และใชในการศึกษาขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.15 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีระยะเวลาหมักแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียม
จากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5           
เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  ดวยอัตราการเขยา         
100 รอบตอนาที 
 
  จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุที่ไม
เจือจาง (ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร) โดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถสรุป
ไดวา สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 คือการบมในสภาวะ
เขยาดวยอัตราเร็ว 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง โดยที่
สภาวะดังกลาวแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 ผลิตเอทานอลไดเทากับ 6.72 กรัมตอลิตร ใหคาผลผลิต   
เอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล โดยแบคทีเรียใช
น้ําตาลไป 64.60 กรัมตอลิตร มีคา pH หลังการหมักเทากับ 5.15 มีมวลชีวภาพเทากับ 2.96 กรัมตอลิตร 
และ เมื่อคํานวณหาคาผลผลิตเซลลที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) มีคาเทากับ 0.02 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล 

  เมื่อพิจารณาผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลแลว พบวา      
คาเอทานอลที่ไดมีคานอยกวาคาทฤษฏี (0.50) มาก ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลม
หมดอายุที่ใชในการทดลองมีความเขมสูง แมวาในน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
เทากับ 120 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 จะสามารถเจริญได แตอาจมีผลตอการผลิต         
เอทานอลของจุลินทรีย เพื่อใหแนใจถึงความเปนไปไดของการนําน้ําอัดลมหมดอายุมาเปน      
แหลงสารอาหารและพลังงานสําหรับการผลิตเอทานอล ทางผูวิจัยจึงไดทําการทดลองปรับปริมาณ



 65 

น้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุใหลดลง เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4  
ในการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุในสภาวะที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนต่ํากวา 
 
3.4 ผลการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
เม่ือมีการปรับเปล่ียนปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ 

3.4.1 ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน (น้ําอัดลมหมดอายุ) ท่ีเหมาะสม  
 น้ําตาลหรือแหลงคารบอนมีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและการผลิต        

เอทานอล การใชน้ําตาลที่มีความเขมขนสูงๆ ในการหมักเอทานอลมีผลชวยลดการปนเปอนของ            
จุลินทรียชนิดอ่ืนๆ แตการใชน้ําตาลความเขมขนสูงๆ ก็มีผลยับยั้งการเจริญและการหมักเอทานอล
ดวยเชนกัน ซ่ึงเกิดจากแรงดันออสโมซิสทําใหเซลลเกิดพลาสโมไลซิสเมื่ออยูในน้ําตาลที่มีความ
เขมขนสูงและมีผลยับยั้งเอนไซมในกระบวนการไกลโคไลซิส สงผลใหประสิทธิภาพการผลิต      
เอทานอลลดลง (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540)  

 ในงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาผลของความเขมขนของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่
เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ 
(NH4)2SO4 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขน
ของน้ําตาลเริ่มตนตางๆ คือ 10, 20, 30, 40, 60, 80 และ100 กรัมตอลิตร ดวยการเจือจางน้ําอัดลม
หมดอายุดวยน้ํากลั่น ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย 2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 
จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไป
บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง นําตัวอยาง
มาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 ผลการทดลองพบวาที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ตารางที่ 3.7) โดยคาเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 1.60 เปอรเซ็นต 
โดยปริมาตร คิดเปน 1.26 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 12.64 กรัมตอลิตร มีการใช
น้ําตาลไปเทากับ 33.86 กรัมตอลิตร ซ่ึงสูงกวาชุดการทดลองที่มีน้ําตาลเริ่มตน 10, 20, 30, 40, 60 
และ 100 กรัมตอลิตร (3.24, 5.93, 7.51, 9.48, 12.25 และ 6.32 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยคา        
เอทานอลที่ผลิตไดจากชุดการทดลองที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร ไมแตกตางจากชุด
การทดลองที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร แตมีความแตกตางจากชุดการทดลอง
อ่ืนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต ซ่ึงเมื่อมีการเพิ่มปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนมากขึ้น ทําใหการผลิตเอทานอลสูงขึ้นไดในระดับหนึ่ง สําหรับผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
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ตอมวลชีวภาพ พบวาที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร มีมวลชีวภาพเทากับ 2.87 กรัมตอลิตร 
สวนชุดการทดลองอื่น มีมวลชีวภาพเทากับ 1.41, 1.43, 2.23, 1.92, 2.54 และ 3.01 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ เมื่อคํานวณคา Yx/s พบวามีคา 0.14, 0.07, 0.07, 0.05, 0.05,0.04 และ 0.03 กรัมเซลลตอ
กรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.16) โดยที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร ใหคามวลชีวภาพ
ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 และ 100 กรัมตอลิตร แตมีความ
แตกตางจากชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต ทั้งนี้
พบวาที่ปริมาณของน้ําตาลเริ่มตนต่ําเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 นําน้ําตาลไปใชในการเจริญเติบโต
มากกวาการผลิตเอทานอล  สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง สําหรับความ
เขมขนของน้ําตาลเริ่มตนนั้น ชูศรี สุขุมาลไพบูลย (2530) ไดทําการศึกษาความเขมขนของน้ําตาล
เร่ิมตน 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ในการผลิตเอทานอลดวย
แบคทีเรีย Z. mobilis IFO 13756 และ CM 141 พบวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนในอาหาร
เพิ่มขึ้น สงผลใหอัตราการหมักเอทานอลลดลง 

 
ตารางที่ 3.7  ผลการศึกษาปรมิาณน้ําตาลเริม่ตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  น้ําตาล
เร่ิมตน (g/L) % v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

10 0.41 0.32 3.24a 0.39a 8.25 1.41a 0.14 4.83 

20 0.75 0.59 5.93b 0.39a 15.10 1.43a 0.07 4.94 
30 0.95 0.75 7.51c 0.38a 19.69 2.23bd 0.07 5.01 
40 1.20 0.95 9.48d 0.33a 28.36 1.92ab 0.05 4.82 
60 1.55 1.22 12.25e 0.40a 30.52 2.54cd 0.05 4.95 
80 1.60 1.26 12.64e 0.37a 33.86 2.87c 0.04 5.48 
100 0.80 0.63 6.32b 0.11b 58.21 3.01c 0.03 4.89 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.16 ผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิต   
ที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติม 
(NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส     
ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง  
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาการใชปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนที่ความเขมขน 60 กรัมตอลิตร มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.40 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
สวนที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนความเขมขน10, 20, 30, 40, 80 และ 100 กรัมตอลิตร มีคา 0.39, 0.39, 
0.38, 0.33, 0.37 และ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ โดยคา Yp/s ของชุดการทดลอง
ที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร แตกตางจากชุดการทดลองที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 
100 กรัมตอลิตร แตไมแตกตางจากชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.17) จากผลการทดลองเห็นไดวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลสงผลให   
เอทานอลที่ไดมีคาเพิ่มขึ้น แตจะเพิ่มขึ้นไดในระดับหนึ่ง ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Siva และ
คณะ (1995) ที่รายงานวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนจาก 50 เปน 150 กรัมตอลิตร        
คา Yp/s จะเพิ่มขึ้นจาก 0.45 เปน 0.50 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
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 ภาพท่ี 3.17 ผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน 
(Yp/s) ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี (NH4)2SO4 ปริมาณ    
1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา       
100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองตอคาทางทฤษฎี (100%) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ       
80 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.18)  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร 
เปนปริมาณน้ําตาลเริ่มตนสําหรับการศึกษาการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 และ    
ใชในการศึกษาขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.18 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุที่
แตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  จากผลการทดลองขางตน พบวาปริมาณเอทานอลที่ไดมีคาสูงขึ้นจากการศึกษา
สูตรอาหารกอนหนานี้ โดยเมื่อทําการปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุเทากับ         
60 กรัมตอลิตร ดังนั้นเพื่อใหไดสูตรอาหารที่เหมาะสม และเพื่อใหแนใจวาน้ําตาลเริ่มตนที่
เปลี่ยนไปมีผลตอปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลหรือไม จึงทําการศึกษา
ปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมดวย 
 3.4.2 ปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม  

 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมตอการผลิต            
เอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยแหลงไนโตรเจนที่เติมในอาหาร คือ (NH4)2SO4 ที่ความ
เขมขน 0, 0.5, 1และ 1.5 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย            
2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอน ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm   
เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยาที่ 
100 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล 
มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
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 ผลจากการทดลองพบวา เมื่อใชอาหารที่มีการเติมแหลงไนโตรเจน คือ (NH4)2SO4 
ความเขมขนเทากับ 1 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด                    
(ดังตารางที่ 3.8) โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 1.55 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน                   
1.23 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 12.25 กรัมตอลิตร  มีการใชน้ําตาลไปเทากับ       
30.52 กรัมตอลิตร สวนที่ความเขมขน 0, 0.5 และ 1.5 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดเทากับ 11.06, 10.67 และ 10.90 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสูตรอาหารที่มีปริมาณ 
(NH4)2SO4 1 กรัมตอลิตร ใหปริมาณเอทานอลสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  สําหรับคามวลชีวภาพ พบวาทุกชุดการทดลองมีคามวลชีวภาพ
หลังการหมัก 36 ช่ัวโมง ไมแตกตางกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต โดยทุกสูตรอาหารมีคา
มวลชีวภาพอยูในชวง 2.67-3.17 กรัมตอลิตร และเมื่อคํานวณคา Yx/s พบวาทุกชุดการทดลองมีคา
อยูในชวง 0.04 -0.05 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล (ภาพท่ี 3.19) สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้น
พบวามีคาลดลง ในทุกชุดการทดลอง 
 
ตารางที่ 3.8  ผลการศึกษาปรมิาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 )ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4  

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  (NH4)2SO4 
(g/L) % v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

0 1.40 1.11 11.06a 0.31a 35.76 3.17a 0.05 4.90 
0.5 1.35 1.07 10.67a 0.33a 32.31 2.62a 0.04 4.95 
1 1.55 1.23 12.25a 0.40a 30.52 3.07a 0.05 4.94 

1.5 1.38 1.09 10.90a 0.29a 37.31 3.01a 0.05 5.02 
หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพท่ี 3.19 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ได        
ตอสารตั้งตน (Yx/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการ
เขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาการหมักดวย       
สูตรอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 ที่มีความเขมขน 1 กรัมตอลิตร มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ                  
0.40 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ความเขมขน 0, 0.5 และ 1.5 กรัมตอลิตร มีคา 0.31, 0.33 
และ 0.29 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.20) โดยชุดการทดลองที่ใชสูตรอาหาร
ที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 เทากับ 1 กรัมตอลิตร ใหคา Yp/s สูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต   
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ภาพท่ี 3.20 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ได        
ตอสารตั้งตน (Yp/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการ
เขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)  
ทุกชุดการทดลองกับคาทางทฤษฎี (0.50) (ภาพที่ 3.21) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิต            
เอทานอลในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี (NH4)2SO4 ที่มีความเขมขน 1 กรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพ      
ดีที่สุด คือ 80 เปอรเซ็นต ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช (NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร สําหรับ
เตรียมสูตรอาหารเพื่อศึกษาการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 ในขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.21 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักดวยปริมาณ (NH4)2SO4 แตกตางกัน ในสูตรอาหารที่
เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 
บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  แมวาปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุจะเปลี่ยนเปน 60 กรัมตอลิตร         
แตปริมาณ (NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ก็ยังเปนปริมาณที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล
ของแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในกอนหนาที่ไมมี
การปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ แตทั้งนี้คาเอทานอลที่ไดจากการปรับปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุเทากับ 60 กรัมตอลิตร มีคาที่สูงกวาเนื่องจากคาอัตราสวนของ
คารบอนตอไนโตรเจนที่นอยกวานั้น (C/N = 60/1) สงผลใหจุลินทรียสามารถใชสารอาหารในการ
ผลิตเอทานอลไดดีขึ้น  
  ดังนั้นเพื่อใหไดสูตรอาหารที่เหมาะสม และเพื่อใหแนใจวาน้ําตาลเริ่มตนที่
เปลี่ยนไปมีผลตอคา pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลหรือไม               
จึงทําการศึกษาหาคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมดวย 
 3.4.3 pH เร่ิมตนท่ีเหมาะสม  

 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย   
Z. mobilis Z4 โดยปรับ pH เร่ิมตนของอาหารใหมีคาเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ดวย           
2N NaOH ใชอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 เทากับ 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 
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จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง   
นําตัวอยางมาวิเคราะหปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 ผลจากการทดลองพบวาที่คา pH เริ่มตนเทากับ 5.5 แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ดังตารางที่ 3.9) โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 1.35 เปอรเซ็นต 
โดยปริมาตร คิดเปน 1.07 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 10.67 กรัมตอลิตร มีการใช
น้ําตาลไปเทากับ 30.25 กรัมตอลิตร ซ่ึงสูงกวาชุดการทดลองที่มีคา pH เร่ิมตนเทากับ 4.5, 5.0, 6.0 
และ 6.5 (5.93, 9.48, 10.51 และ 7.35 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยคาเอทานอลที่ผลิตไดจากชุดการ
ทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5 และ 6 แตมี
ความแตกตางจากชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  
สําหรับผลของคา pH เร่ิมตนตอมวลชีวภาพหลังการหมัก 36 ช่ัวโมง อยูในชวง 2.52 - 3.01 กรัม     
ตอลิตร เมื่อคํานวณหาคา Yx/s อยูในชวง 0.04 - 0.05 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.22)                       
เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวามีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น        
95 เปอรเซ็นต สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง ทั้งนี้เนื่องจากกาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นระหวางการหมัก  

 
ตารางที่ 3.9  ผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  
pH เร่ิมตน 

% v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

4.5 0.75 0.59 5.93a 0.18a 33.10 2.80a 0.05 4.36 
5 1.20 0.95 9.48b 0.31b 30.82 2.52a 0.04 4.79 

5.5 1.35 1.07 10.67b 0.35b 30.25 2.59a 0.04 4.74 
6 1.33 1.05 10.51b 0.32b 31.95 2.63a 0.04 4.98 

6.5 0.93 0.74 7.35c 0.21a 35.25 3.01a 0.05 5.15 
หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.22 ผลของคา pH เร่ิมตน ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของ
เช้ือแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาที่คา pH เริ่มตน
เทากับ 5.5 มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ pH เร่ิมตนเทากับ    
4.5, 5.0, 6.0 และ 6.5 มีคา 0.18, 0.31, 0.32 และ 0.21 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ      
โดยคา Yp/s ของชุดการทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มี pH 
เร่ิมตนเทากับ 5 และ 6 แตมีคาสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.23)   
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ภาพที่ 3.23 ผลของคา pH เริ่มตน ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)       
ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองตอคาทางทฤษฎี (0.50) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ 70 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่ 3.24)  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกการปรับคา pH เริ่มตนเทากับ 5.5 สําหรับการศึกษาใน       
ขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.24 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีคา pH เร่ิมตนของอาหารแตกตางกัน ในสูตร
อาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร                    
เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 100 รอบ    
ตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  ซ่ึงจากการศึกษา pH เริ่มตนของอาหาร พบวาเมื่อปริมาณน้ําตาลเริ่มตนใน
น้ําอัดลมหมดอายุเปลี่ยนเปน 60 กรัมตอลิตร คา pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ก็ยังเปนคา pH ที่เหมาะสม
ตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสม
ในกอนหนาที่ไมมีการปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ  เชนเดียวกับการศึกษาของ    
ทัศนพร แกวทองมา (2544) ที่พบวา แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถผลิตเอทานอลไดดีที่สุดที่คา pH 
เร่ิมตนเทากับ 5.5 
 3.4.4 การฆาเชื้อในอาหาร 
   การฆา เชื้อในอาหารที่ ใชหมัก เอทานอลนั้น  นอกจากการใชความรอน               
โดยความรอน ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาทีแลว      
ยังมีการฆาเชื้อดวยสารเคมี ซ่ึงในงานวิจัยนี้ไดเลือกใช Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ   
500 ppm สําหรับการฆาเชื้อในอาหารแทนการใชความรอน โดยใชอาหารที่มีแหลงไนโตรเจน 
(NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เริ่มตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย            
2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm    
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เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง
แลวนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
  ผลจากการทดลองพบวาการฆาเชื้อในอาหาร  โดยใชความรอนที่ อุณหภูมิ          
115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงกวา การเติม Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm          
โดยการฆาเชื้อดวยความรอนมีคาเอทานอลเทากับ 1.35 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 1.07 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 10.67 กรัมตอลิตร ใชน้ําตาลไปเทากับ 30.25 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 3.10) 
สวนที่การฆาเชื้อในอาหารดวยการเติม Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm  แบคทีเรีย 
Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลได 7.90 กรัมตอลิตร เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับมวลชีวภาพพบวา 
การฆาเชื้อดวยความรอนมีมวลชีวภาพเทากับ 2.59 กรัมตอลิตร สวนการเติม Potassium 
metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm มีคาของมวลชีวภาพเทากับ 3.24 กรัมตอลิตร (ภาพที่ 3.25)      
เมื่อวิเคราะหคาทางสถิติพบวามีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น    
95 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาจากคา Yx/s พบวาทั้งสองชุดการทดลอง มีคาเทากันคือ 0.04 กรัมเซลล
ตอกรัมน้ําตาล สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง  
 
ตารางที่ 3.10  ผลการศึกษาการฆาเชื้อในอาหารตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใชไป  มวลชีวภาพ  การฆาเชื้อ
ในอาหาร % v/v %w/v  g/L Yp/s (g/L) g/L Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

KMS 500 
ppm 

1.00 0.79 7.90a 0.26a 30.95 3.24a 0.04 4.76 

ความรอน 
115oC 

1.35 1.07 10.67b 0.35b 30.25 2.59a 0.04 4.74 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.25 ผลของการฆาเชื้อในอาหาร ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน         
(Yx/s) ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลม
หมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร 
ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  
เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาการฆาเชื้อดวยการใช
ความรอนในการฆาเชื้อมีคา Yp/s สูงกวาเทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนการเติม 
Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm มีคา Yp/s เทากับ 0.26 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
โดยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.26)   
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ภาพท่ี 3.26 ผลของฆาเชื้อในอาหาร ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)   
ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 
5.5  อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
 

 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองกับคาทางทฤษฎี (0.50) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm คือ 52 เปอรเซ็นต 
สวนประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลในสูตรอาหารเลี้ยงที่ใชความรอนฆาเชื้อเทากับ 
70 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.27) เมื่อพิจารณาแลวการฆาเชื้อในอาหารโดยใชความรอนมีประสิทธิภาพ 
ที่ดีกวา การเติม Potassium metabisulfite (KMS) ที่ความเขมขน 500 ppm แมวาการเติม Potassium 
metabisulfite (KMS) สามารถใชเปนวิธีการฆาเชื้อในอาหารได เนื่องจากแบคทีเรียสามารถ
เจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดเชนกัน แตอยางไรก็ตามคาการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย        
Z. mobilis Z4 ดวยวิธีนี้ใหคาเอทานอลนอยกวาการใชความรอน แมมีการรายงานวาเชื้อ Z. mobilis 
สามารถทนตอสารฆาเชื้อไดดี แตก็ขึ้นอยูกับสายพันธุของเชื้อท่ีนํามาใชในการทดลองดวย โดยการ
ทดลองนี้มีความสอดคลองกับการศึกษาของ ศุภนิต หิรัญประดิษฐ (2530) ที่พบวาการฆาเชื้อดวย
ความรอนอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 20 นาที ทําใหไดเอทานอลสูงกวาการใช 
Actidione (Cycloheximind) เทากับ 0.1 กรัมตอลิตร เปนสารฆาเชื้อในน้ําออยเพื่อใชในการหมักเอ
ทานอลดวย Z. mobilis  
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ภาพที่ 3.27 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (0.50) สําหรับการหมักดวยสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม Potassium 
metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm และการใชความรอนอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน  
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ในสูตรอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4   ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 
5.5  อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  จากผลการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ขางตนนั้น สรุปไดวา สูตรอาหารที่ใชตองมีการเจือจางปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนในน้ําอัดลมหมดอายุเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ทําการ
ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  และใชความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนด    
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ในการฆาเชื้อ พบวาการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
ดวยสูตรอาหารนี้สามารถผลิตเอทานอลไดเทากับ 10.67 กรัมตอลิตร ใหคาผลผลิตเอทานอลที่ได 
ตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล โดยใชน้ําตาลไป 30.25 กรัมตอลิตร     
มีคา pH หลังการหมักเทากับ 4.74 มีมวลชีวภาพเทากับ 2.59 กรัมตอลิตร และเมื่อคํานวณหา         
คาผลผลิตเซลลที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) มีคาเทากับ 0.04 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล               
เปนสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 และทําให   
คาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เพิ่มขึ้นจนใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี (0.50) 
 



บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

  จากการศึกษาการผลิตเอทานอลดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 พบวาน้ําอัดลม
หมดอายุซ่ึงเปนแหลงคารบอน มีความเปนไปไดในการใชผลิตเอทานอล โดยมีสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่ประกอบดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร เติมแหลง
ไนโตรเจน คือ (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร และการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 สามารถผลิต
เอทานอลไดสูงสุดเทากับ 5.14 กรัมตอลิตร  มีคาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 
0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
  การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุ        
พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 คือ ที่ (NH4)2SO4 
ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ          
30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 6.72 กรัมตอลิตร  
มีคาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล             
เมื่อพิจารณาแลว พบวาคาเอทานอลที่ได มีคานอยกวาคาทฤษฏี (0.50) มาก ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุที่ใชในการทดลองมีความเขมขนสูง แมวาในน้ําอัดลมหมดอายุ 
ที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 จะสามารถเจริญและผลิต
เอทานอลไดก็ตาม  
  เมื่อทดลองปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ พบวาสูตรอาหาร       
ที่ใชตองมีการเจือจางปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร โดยเติม (NH4)2SO4 ปริมาณ                     
1 กรัมตอลิตร ทําการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ                  
30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง และใชความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส     
ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ในการฆาเชื้อ ทําใหการผลิตเอทานอลโดย
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ดวยสูตรอาหารนี้สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 10.67 กรัมตอลิตร  
ใหคาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เพิ่มขึ้นเทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
จนใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี (0.50) และพบวาเมื่อใชโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต (KMS) 500 ppm 
ในการฆาเชื้อในอาหาร ทําใหปริมาณเอทานอลที่เชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ผลิตไดลดลงเทากับ 
7.90 กรัมตอลิตร มีผลผลิตเอทานอลตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 0.26 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
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  แมวาเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 จะสามารถเจริญเติบโตที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
ในน้ําอัดลมหมดอายุที่สูงได แตปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นมีปริมาณนอย ซ่ึงการปรับปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนใหลดลง จะทําใหเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงขึ้น สําหรับการ
ใช KMS 500 ppm เพื่อฆาเชื้อในอาหาร พบวาเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถเจริญเติบโตและ
ผลิตเอทานอลได แมวามีผลยับยั้งการผลิตเอทานอลจากเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ทําใหปริมาณ
เอทานอลลดลง แตสําหรับจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ จะถูกยับยั้ง ทําใหไมสามารถเจริญเติบโตและผลิต            
เอทานอลได  
 

ขอเสนอแนะ 
 

  1. การใชน้ําอัดลมหมดอายุเปนแหลงคารบอนในอาหารเพื่อผลิตเอทานอล        
ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงผลกระทบของวัตถุกันเสีย และสารปรุงแตงรสและกลิ่นที่มีอยูใน
น้ําอัดลม ตอเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ในการผลิตเอทานอล 
  2. ควรทดลองหมักแบบกึ่งกะ เพื่อดูประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของ           
เชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 วามีความแตกตางกับการหมกัแบบครั้งคราวที่ใชในการทดลองหรือไม 
  3. ควรทดลองเติม KMS ที่มีความเขมขนลดลงเพื่อหาปริมาณที่เหมาะสมและ    
ไมสงผลกระทบตอเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ในการผลิตเอทานอล 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการวิเคราะห 
 

1. การวิเคราะหหาปริมาณแอลกอฮอลโดยใชเคร่ืองวัดแอลกอฮอล (Ebulliometer) ตามวิธีของ 
Zoecklein และคณะ (1995) 
  Ebulliometer เปนเครื่องมือที่ใชหาปริมาณแอลกอฮอลโดยการหาจุดเดือดแลวเปด
เทียบกับแผนสเกลไว สําหรับอานคาอุณหภูมิและเปอร เ ซ็นตแอลกอฮอล  (DUJARDIN-
SALLERON scale) เครื่องมือประกอบดวยโลหะทรงกระบอก 2 สวนคือ สวน A และ B ตอกัน 
ทรงกระบอกสวน A จะเปนที่บรรจุสารละลายที่ตองการหาปริมาณแอลกอฮอล โดยบรรจุ
สารละลายที่ตองการวัดลงในชอง C และเสียบเทอรโมมิเตอรปดไว สําหรับอานคาอุณหภูมิ ใสน้ํา
สําหรับหลอเย็นลงในชอง D จากนั้นสวมตอทรงกระบอก A และ B ตรงชอง E สวน F เปนที่ใช
สําหรับเปดถายสารละลายออก และทอ G เปนตําแหนงสําหรับรวมเปลวไฟจากตะเกียง แสดงใน
ภาพที่ 2ก 
  
วิธีการวิเคราะห 
 1.1 การหาจุดเดือดของน้ํากลัน่ 
 ก. เติมน้ํากลั่นปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงในชอง C และเสียบเทอรโมมิเตอรปดไว 
 ข. เติมน้ําหลอเย็นลงในชอง D จากนั้นสวมตอทรงกระบอก A และ B ตรงชอง E 
 ค. จุดตะเกียงแลววางใตทอ G 
 ง. เมื่อน้ําเดือดแลวอานคาอุณหภูมิที่คงที่ (ประมาณ 15-30 วินาที) 
 จ. นําคาของอุณหภูมิที่ไดไปปรับสเกล โดยใหขีดศูนยของสเกลวงนอกตรงกับคา      
  อุณหภูมิ จุดเดือดของน้ํากลั่น 
 1.2 การหาจุดเดือดของตัวอยาง 
   เติมสารละลายตัวอยางปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในชอง C และเสียบเทอรโมมิเตอร
ปดไว จากนั้นนําไปวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 1.1 ตั้งแตขอ ข. ถึง ง. การอานคาปริมาณแอลกอฮอล
อานคาจากสเกลวงนอกที่ตรงกับคาอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลายตัวอยางที่ได หนวยของปริมาณ
แอลกอฮอลที่ไดคือ เปอรเซ็นต ปริมาตรตอปริมาตร 
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ภาพที่ ก-1 แผนสเกลสําหรับอานคาอุณหภูมิและเปอรเซ็นตแอลกอฮอล 
ที่มา : http//www.dujardin-salleron.net
 

 
 
ภาพที่ ก-2 เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล Ebulliometer 
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2. การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาล โดยวิธี Phenol sulfuric acid  total sugar (Dubois et al., 1956) 
วิธีการวิเคราะห 

1. ดูดสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง(แชในน้ําแข็ง)            
เติมสารละลายฟนอล 5% ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไว 2-3 นาที                 
ที่อุณหภูมิหอง 

2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 5 มิลลิลิตร ลงไปแลวเขยาใหเขากัน 
3. ตั้งทิ้งไว 10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง Spectrophotometer 

(ยี่หอ Shimadzu รุน UV-1601) ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
4. นําคา OD ที่ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลใน

สารละลายตัวอยาง  
การคํานวณ 

 ความเขมขนของน้ําตาล (กรัมตอลิตร) = (คา OD490 nm) - (0.0282)
                    (0.0042)  
 
กราฟมาตรฐานน้ําตาลซูโครส 
 เตรียมสารละลายซูโครสใหมีระดับความเขมขนเทากับ 10, 35, 50 และ 70 กรัมตอลิตร  
แลวทําการวิเคราะหเชนเดียวกับการวิเคราะหตัวอยาง นําคา OD ที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน 
 

y = 0.0042x + 0.0282

R2 = 0.9943
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ภาพที่ ก-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายซูโครสที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
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3. การวิเคราะหหามวลชีวภาพ 
วิธีการวิเคราะห 
   1. นํากระดาษกรอง cellulose nitrate filter (Sartorius) ขนาด  0.45 μm ไปอบไล
ความชื้นที่อุณหภูมิ 105  ํC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งใหเยน็ในโถดูดความชื้น (Dasicater) ช่ังน้ําหนัก
กระดาษกอนนําไปกรอง (W1) 
   2. กรองตัวอยางปริมาณ 10 มิลลิลิตร ผานกระดาษกรอง โดยใชแรงดึงสุญญากาศ
จากเครื่องกรอง (Vaccuum filter)  
   3. นํากระดาษกรองที่มีตัวอยางไปอบที่อุณหภูมิ 105  ํC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทิ้งให
เย็นในโถดูดความชื้น (Dasicater) แลวนํากระดาษกรองไปชั่งน้ําหนกัหามวลชีวภาพของตัวอยาง 
(W2) หนวยทีไ่ดคือ กรัมตอลิตร 
 
การคํานวณ 
 มวลชีวภาพ = (W2 - W1) * 100 
 

 
 

ภาพที่ ก-4 การกรองตัวอยางดวยเครื่องกรองแบบสุญญากาศ 
ที่มา : http//www. chemsci.kku.ac.th
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ภาคผนวก ข 

 

การคํานวณ 
 

1. ปริมาณผลผลิตท่ีไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
 Yp/s = ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร)
                    ปริมาณน้ําตาลซูโครส (กรัมตอลิตร) 
 
2. ปริมาณมวลชีวภาพทีไ่ดตอสารตัง้ตน (Yx/s) 
 Yx/s = ปริมาณมวลชวีภาพ (กรัมตอลิตร)
                    ปริมาณน้ําตาลซูโครส (กรัมตอลิตร) 
 
3. ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล 
 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล  =  ปริมาณผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  *  100 
    ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลทางทฤษฎี (0.50)  
 
4.ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) 
 ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) =     ปริมาณเอทานอล (v/v)   *  (10)  *  (0.79) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 96 

ภาคผนวก ค 
 

ขอมูลทางสถติ ิ
 

1. ผลการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4   
  1.1 ปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม 
 
ตารางที่ ค-1 การศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4) ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 3.550 5 .710 78.889 .000 
Within Groups .108 12 .009   ethanol 

Total 3.658 17    
Between Groups .003 5 .001 23.726 .000 
Within Groups .000 12 .000   yield 

Total .003 17    
Between Groups .010 5 .002 .201 .956 
Within Groups .117 12 .010   biomass 

Total .127 17    
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Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

(J) 
ammonium 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

ethanol .00 .50 -.00183 .07746 .982 -.1706 .1669 
  1 -1.18500(*) .07746 .000 -1.3538 -1.0162 
  1.50 -.10750 .07746 .190 -.2763 .0613 
  3 .00000 .07746 1.00 -.1688 .1688 
  4.50 .09217 .07746 .257 -.0766 .2609 
 .50 .00 .00183 .07746 .982 -.1669 .1706 
  1 -1.18317(*) .07746 .000 -1.3519 -1.0144 
  1.50 -.10567 .07746 .198 -.2744 .0631 
  3 .00183 .07746 .982 -.1669 .1706 
  4.50 .09400 .07746 .248 -.0748 .2628 
 1 .00 1.18500(*) .07746 .000 1.0162 1.3538 
  .50 1.18317(*) .07746 .000 1.0144 1.3519 
  1.50 1.07750(*) .07746 .000 .9087 1.2463 
  3 1.18500(*) .07746 .000 1.0162 1.3538 
  4.50 1.27717(*) .07746 .000 1.1084 1.4459 
 1.50 .00 .10750 .07746 .190 -.0613 .2763 
  .50 .10567 .07746 .198 -.0631 .2744 
  1 -1.07750(*) .07746 .000 -1.2463 -.9087 
  3 .10750 .07746 .190 -.0613 .2763 
  4.50 .19967(*) .07746 .024 .0309 .3684 
 3 .00 .00000 .07746 1.00 -.1688 .1688 
  .50 -.00183 .07746 .982 -.1706 .1669 
  1 -1.18500(*) .07746 .000 -1.3538 -1.0162 
  1.50 -.10750 .07746 .190 -.2763 .0613 
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Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

(J) 
ammonium 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  4.50 .09217 .07746 .257 -.0766 .2609 
 4.50 .00 -.09217 .07746 .257 -.2609 .0766 
  .50 -.09400 .07746 .248 -.2628 .0748 
  1 -1.27717(*) .07746 .000 -1.4459 -1.1084 
  1.50 -.19967(*) .07746 .024 -.3684 -.0309 
  3 -.09217 .07746 .257 -.2609 .0766 

yield .00 .50 -.00455 .00408 .287 -.0134 .0044 
  1 -.03572(*) .00408 .000 -.0446 -.0268 
  1.50 -.00540 .00408 .211 -.0143 .0035 
  3 -.00302 .00408 .473 -.0119 .0059 
  4.50 .00269 .00408 .523 -.0062 .0116 
 .50 .00 .00455 .00408 .287 -.0044 .0134 
  1 -.03117(*) .00408 .000 -.0401 -.0223 
  1.50 -.00086 .00408 .837 -.0098 .0080 
  3 .00152 .00408 .716 -.0074 .0104 
  4.50 .00724 .00408 .102 -.0017 .0161 
 1 .00 .03572(*) .00408 .000 .0268 .0446 
  .50 .03117(*) .00408 .000 .0223 .0401 
  1.50 .03032(*) .00408 .000 .0214 .0392 
  3 .03270(*) .00408 .000 .0238 .0416 
  4.50 .03841(*) .00408 .000 .0295 .0473 
 1.50 .00 .00540 .00408 .211 -.0035 .0143 
  .50 .00086 .00408 .837 -.0080 .0098 
  1 -.03032(*) .00408 .000 -.0392 -.0214 
  3 .00238 .00408 .571 -.0065 .0113 
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Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

(J) 
ammonium 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  4.50 .00809 .00408 .071 -.0008 .0170 
 3 .00 .00302 .00408 .473 -.0059 .0119 
  .50 -.00152 .00408 .716 -.0104 .0074 
  1 -.03270(*) .00408 .000 -.0416 -.0238 
  1.50 -.00238 .00408 .571 -.0113 .0065 
  4.50 .00571 .00408 .187 -.0032 .0146 
 4.50 .00 -.00269 .00408 .523 -.0116 .0062 
  .50 -.00724 .00408 .102 -.0161 .0017 
  1 -.03841(*) .00408 .000 -.0473 -.0295 
  1.50 -.00809 .00408 .071 -.0170 .0008 
  3 -.00571 .00408 .187 -.0146 .0032 

biomass .00 .50 .06000 .08076 .472 -.1160 .2360 
  1 -.01000 .08076 .904 -.1860 .1660 
  1.50 .04000 .08076 .629 -.1360 .2160 
  3 .02000 .08076 .809 -.1560 .1960 
  4.50 .02000 .08076 .809 -.1560 .1960 
 .50 .00 -.06000 .08076 .472 -.2360 .1160 
  1 -.07000 .08076 .403 -.2460 .1060 
  1.50 -.02000 .08076 .809 -.1960 .1560 
  3 -.04000 .08076 .629 -.2160 .1360 
  4.50 -.04000 .08076 .629 -.2160 .1360 
 1 .00 .01000 .08076 .904 -.1660 .1860 
  .50 .07000 .08076 .403 -.1060 .2460 
  1.50 .05000 .08076 .547 -.1260 .2260 
  3 .03000 .08076 .717 -.1460 .2060 
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Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

(J) 
ammonium 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  4.50 .03000 .08076 .717 -.1460 .2060 
 1.50 .00 -.04000 .08076 .629 -.2160 .1360 
  .50 .02000 .08076 .809 -.1560 .1960 
  1 -.05000 .08076 .547 -.2260 .1260 
  3 -.02000 .08076 .809 -.1960 .1560 
  4.50 -.02000 .08076 .809 -.1960 .1560 
 3 .00 -.02000 .08076 .809 -.1960 .1560 
  .50 .04000 .08076 .629 -.1360 .2160 
  1 -.03000 .08076 .717 -.2060 .1460 
  1.50 .02000 .08076 .809 -.1560 .1960 
  4.50 .00000 .08076 1.000 -.1760 .1760 
 4.50 .00 -.02000 .08076 .809 -.1960 .1560 
  .50 .04000 .08076 .629 -.1360 .2160 
  1 -.03000 .08076 .717 -.2060 .1460 
  1.50 .02000 .08076 .809 -.1560 .1960 
  3 .00000 .08076 1.000 -.1760 .1760 

*  The mean difference is significant at the .05 level. 
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  1.2 pH ท่ีเหมาะสม 

 
ตารางที่ ค-2 การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 19.387 4 4.847 433.517 .000 
Within Groups .056 5 .011   ethanol 

Total 19.443 9    
Between Groups .005 4 .001 9.036 .016 
Within Groups .001 5 .000   yield 

Total .006 9    
Between Groups .054 4 .014 .156 .952 
Within Groups .434 5 .087   biomass 

Total .489 9    

 
Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

ethanol 4.50 5.00 -1.57000(*) .10574 .000 -1.8418 -1.2982 
  5.50 -3.55500(*) .10574 .000 -3.8268 -3.2832 
  6.00 -3.56000(*) .10574 .000 -3.8318 -3.2882 
  6.50 -3.15500(*) .10574 .000 -3.4268 -2.8832 
 5.00 4.50 1.57000(*) .10574 .000 1.2982 1.8418 
  5.50 -1.98500(*) .10574 .000 -2.2568 -1.7132 
  6.00 -1.99000(*) .10574 .000 -2.2618 -1.7182 
  6.50 -1.58500(*) .10574 .000 -1.8568 -1.3132 



 102 

Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

 5.50 4.50 3.55500(*) .10574 .000 3.2832 3.8268 
  5.00 1.98500(*) .10574 .000 1.7132 2.2568 
  6.00 -.00500 .10574 .964 -.2768 .2668 
  6.50 .40000(*) .10574 .013 .1282 .6718 
 6.00 4.50 3.56000(*) .10574 .000 3.2882 3.8318 
  5.00 1.99000(*) .10574 .000 1.7182 2.2618 
  5.50 .00500 .10574 .964 -.2668 .2768 
  6.50 .40500(*) .10574 .012 .1332 .6768 
 6.50 4.50 3.15500(*) .10574 .000 2.8832 3.4268 
  5.00 1.58500(*) .10574 .000 1.3132 1.8568 
  5.50 -.40000(*) .10574 .013 -.6718 -.1282 
  6.00 -.40500(*) .10574 .012 -.6768 -.1332 

yield 4.50 5.00 -.02000 .01183 .152 -.0504 .0104 
  5.50 -.06000(*) .01183 .004 -.0904 -.0296 
  6.00 -.05500(*) .01183 .006 -.0854 -.0246 
  6.50 -.02500 .01183 .088 -.0554 .0054 
 5.00 4.50 .02000 .01183 .152 -.0104 .0504 
  5.50 -.04000(*) .01183 .020 -.0704 -.0096 
  6.00 -.03500(*) .01183 .032 -.0654 -.0046 
  6.50 -.00500 .01183 .690 -.0354 .0254 
 5.50 4.50 .06000(*) .01183 .004 .0296 .0904 
  5.00 .04000(*) .01183 .020 .0096 .0704 
  6.00 .00500 .01183 .690 -.0254 .0354 
  6.50 .03500(*) .01183 .032 .0046 .0654 
 6.00 4.50 .05500(*) .01183 .006 .0246 .0854 
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Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  5.00 .03500(*) .01183 .032 .0046 .0654 
  5.50 -.00500 .01183 .690 -.0354 .0254 
  6.50 .03000 .01183 .052 -.0004 .0604 
 6.50 4.50 .02500 .01183 .088 -.0054 .0554 
  5.00 .00500 .01183 .690 -.0254 .0354 
  5.50 -.03500(*) .01183 .032 -.0654 -.0046 
  6.00 -.03000 .01183 .052 -.0604 .0004 

biomass 4.50 5.00 -.08000 .29472 .797 -.8376 .6776 
  5.50 -.16500 .29472 .600 -.9226 .5926 
  6.00 -.10000 .29472 .748 -.8576 .6576 
  6.50 -.21500 .29472 .498 -.9726 .5426 
 5.00 4.50 .08000 .29472 .797 -.6776 .8376 
  5.50 -.08500 .29472 .785 -.8426 .6726 
  6.00 -.02000 .29472 .949 -.7776 .7376 
  6.50 -.13500 .29472 .666 -.8926 .6226 
 5.50 4.50 .16500 .29472 .600 -.5926 .9226 
  5.00 .08500 .29472 .785 -.6726 .8426 
  6.00 .06500 .29472 .834 -.6926 .8226 
  6.50 -.05000 .29472 .872 -.8076 .7076 
 6.00 4.50 .10000 .29472 .748 -.6576 .8576 
  5.00 .02000 .29472 .949 -.7376 .7776 
  5.50 -.06500 .29472 .834 -.8226 .6926 
  6.50 -.11500 .29472 .712 -.8726 .6426 
 6.50 4.50 .21500 .29472 .498 -.5426 .9726 
  5.00 .13500 .29472 .666 -.6226 .8926 
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Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  5.50 .05000 .29472 .872 -.7076 .8076 
  6.00 .11500 .29472 .712 -.6426 .8726 

*  The mean difference is significant at the .05 level. 
 

2. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4  
   2.1 อัตราการเขยาท่ีเหมาะสม 

 
ตารางที่ ค-3 การศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 9.012 3 3.004 21.079 .007 
Within Groups .570 4 .143   ethanol 

Total 9.582 7    
Between Groups .001 3 .000 .596 .650 
Within Groups .002 4 .000   yield 

Total .002 7    
Between Groups .279 3 .093 3.093 .152 
Within Groups .120 4 .030   biomass 

Total .399 7    
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Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
rpm 

(J) 
rpm 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

ethanol 50.00 -.39000 .37751 .360 -1.4381 .6581 
 100.00 -.59000 .37751 .193 -1.6381 .4581 
 

0.00 
150.00 2.07500(*) .37751 .005 1.0269 3.1231 

 .00 .39000 .37751 .360 -.6581 1.4381 
 100.00 -.20000 .37751 .624 -1.2481 .8481 
 

50.00 
150.00 2.46500(*) .37751 .003 1.4169 3.5131 

 .00 .59000 .37751 .193 -.4581 1.6381 
 50.00 .20000 .37751 .624 -.8481 1.2481 
 

100.00 
150.00 2.66500(*) .37751 .002 1.6169 3.7131 

 .00 -2.07500(*) .37751 .005 -3.1231 -1.0269 
 50.00 -2.46500(*) .37751 .003 -3.5131 -1.4169 
 

150.00 
100.00 -2.66500(*) .37751 .002 -3.7131 -1.6169 

yield 0.00 50.00 -.01000 .02031 .648 -.0664 .0464 
  100.00 -.01500 .02031 .501 -.0714 .0414 
  150.00 .01000 .02031 .648 -.0464 .0664 
 50.00 .00 .01000 .02031 .648 -.0464 .0664 
  100.00 -.00500 .02031 .818 -.0614 .0514 
  150.00 .02000 .02031 .381 -.0364 .0764 
 100.00 .00 .01500 .02031 .501 -.0414 .0714 
  50.00 .00500 .02031 .818 -.0514 .0614 
  150.00 .02500 .02031 .286 -.0314 .0814 
 150.00 .00 -.01000 .02031 .648 -.0664 .0464 
  50.00 -.02000 .02031 .381 -.0764 .0364 
  100.00 -.02500 .02031 .286 -.0814 .0314 
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Dependent 
Variable 

(I) 
rpm 

(J) 
rpm 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

biomass 0.00 50.00 .40500 .17342 .080 -.0765 .8865 
  100.00 .05000 .17342 .787 -.4315 .5315 
  150.00 -.08500 .17342 .650 -.5665 .3965 
 50.00 .00 -.40500 .17342 .080 -.8865 .0765 
  100.00 -.35500 .17342 .110 -.8365 .1265 
  150.00 -.49000(*) .17342 .048 -.9715 -.0085 
 100.00 .00 -.05000 .17342 .787 -.5315 .4315 
  50.00 .35500 .17342 .110 -.1265 .8365 
  150.00 -.13500 .17342 .480 -.6165 .3465 
 150.00 .00 .08500 .17342 .650 -.3965 .5665 
  50.00 .49000(*) .17342 .048 .0085 .9715 
  100.00 .13500 .17342 .480 -.3465 .6165 

*  The mean difference is significant at the .05 level. 
 

2.2 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 

ตารางที่ ค-4 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5.153 1 5.153 103.058 .010 
Within Groups .100 2 .050   ethanol 

Total 5.253 3    
Between Groups .001 1 .001 .309 .634 
Within Groups .004 2 .002   yield 

Total .005 3    
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Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups .002 1 .002 .028 .883 
Within Groups .145 2 .072   biomass 

Total .147 3    
 

 
  2.3 ระยะเวลาในการหมักท่ีเหมาะสม 
 
ตารางที่ ค-5 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 10.890 3 3.630 9.200 .029 
Within Groups 1.578 4 .395   ethanol 

Total 12.468 7    
Between Groups .002 3 .001 .572 .663 
Within Groups .005 4 .001   yield 

Total .007 7    
Between Groups .034 3 .011 .452 .730 
Within Groups .100 4 .025   biomass 

Total .134 7    
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Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
time 

(J) 
time 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

ethanol 12.00 24.00 -.29500 .62815 .663 -2.0390 1.4490 
  36.00 -2.56500(*) .62815 .015 -4.3090 -.8210 
  48.00 -2.37000(*) .62815 .020 -4.1140 -.6260 
 24.00 12.00 .29500 .62815 .663 -1.4490 2.0390 
  36.00 -2.27000(*) .62815 .022 -4.0140 -.5260 
  48.00 -2.07500(*) .62815 .030 -3.8190 -.3310 
 36.00 12.00 2.56500(*) .62815 .015 .8210 4.3090 
  24.00 2.27000(*) .62815 .022 .5260 4.0140 
  48.00 .19500 .62815 .772 -1.5490 1.9390 
 48.00 12.00 2.37000(*) .62815 .020 .6260 4.1140 
  24.00 2.07500(*) .62815 .030 .3310 3.8190 
  36.00 -.19500 .62815 .772 -1.9390 1.5490 

yield 12.00 24.00 .02000 .03446 .593 -.0757 .1157 
  36.00 -.02500 .03446 .508 -.1207 .0707 
  48.00 .00000 .03446 1.000 -.0957 .0957 
 24.00 12.00 -.02000 .03446 .593 -.1157 .0757 
  36.00 -.04500 .03446 .262 -.1407 .0507 
  48.00 -.02000 .03446 .593 -.1157 .0757 
 36.00 12.00 .02500 .03446 .508 -.0707 .1207 
  24.00 .04500 .03446 .262 -.0507 .1407 
  48.00 .02500 .03446 .508 -.0707 .1207 
 48.00 12.00 .00000 .03446 1.000 -.0957 .0957 
  24.00 .02000 .03446 .593 -.0757 .1157 
  36.00 -.02500 .03446 .508 -.1207 .0707 
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Dependent 
Variable 

(I) 
time 

(J) 
time 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

biomass 12.00 24.00 -.04000 .15827 .813 -.4794 .3994 
  36.00 -.11000 .15827 .525 -.5494 .3294 
  48.00 -.17000 .15827 .343 -.6094 .2694 
 24.00 12.00 .04000 .15827 .813 -.3994 .4794 
  36.00 -.07000 .15827 .681 -.5094 .3694 
  48.00 -.13000 .15827 .458 -.5694 .3094 
 36.00 12.00 .11000 .15827 .525 -.3294 .5494 
  24.00 .07000 .15827 .681 -.3694 .5094 
  48.00 -.06000 .15827 .724 -.4994 .3794 
 48.00 12.00 .17000 .15827 .343 -.2694 .6094 
  24.00 .13000 .15827 .458 -.3094 .5694 
  36.00 .06000 .15827 .724 -.3794 .4994 

*  The mean difference is significant at the .05 level. 
 
3. การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เม่ือมี
การปรับเปล่ียนปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ 

3.1 ปริมาณน้าํตาลเริ่มตน (น้าํอัดลมหมดอายุ) ท่ีเหมาะสม  
 

ตารางที่ ค-6 การศึกษาปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 142.524 6 23.754 500.688 .000 
Within Groups .332 7 .047   ethanol 

Total 142.857 13    
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Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups .137 6 .023 26.556 .000 
Within Groups .006 7 .001   yield 

Total .143 13    
Between Groups 5.033 6 .839 14.247 .001 
Within Groups .412 7 .059   biomass 

Total 5.445 13    

 
Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
sucrose 

type 

(J)  
sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

ethanol 10.00 20.00 -2.67000(*) .21781 .000 -3.1850 -2.1550 
  30.00 -4.25000(*) .21781 .000 -4.7650 -3.7350 
  40.00 -6.22000(*) .21781 .000 -6.7350 -5.7050 
  60.00 -8.98500(*) .21781 .000 -9.5000 -8.4700 
  80.00 -9.38000(*) .21781 .000 -9.8950 -8.8650 
  100.00 -3.06500(*) .21781 .000 -3.5800 -2.5500 
 20.00 10.00 2.67000(*) .21781 .000 2.1550 3.1850 
  30.00 -1.58000(*) .21781 .000 -2.0950 -1.0650 
  40.00 -3.55000(*) .21781 .000 -4.0650 -3.0350 
  60.00 -6.31500(*) .21781 .000 -6.8300 -5.8000 
  80.00 -6.71000(*) .21781 .000 -7.2250 -6.1950 
  100.00 -.39500 .21781 .113 -.9100 .1200 
 30.00 10.00 4.25000(*) .21781 .000 3.7350 4.7650 
  20.00 1.58000(*) .21781 .000 1.0650 2.0950 
  40.00 -1.97000(*) .21781 .000 -2.4850 -1.4550 
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Dependent 
Variable 

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  60.00 -4.73500(*) .21781 .000 -5.2500 -4.2200 
  80.00 -5.13000(*) .21781 .000 -5.6450 -4.6150 
  100.00 1.18500(*) .21781 .001 .6700 1.7000 
 40.00 10.00 6.22000(*) .21781 .000 5.7050 6.7350 
  20.00 3.55000(*) .21781 .000 3.0350 4.0650 
  30.00 1.97000(*) .21781 .000 1.4550 2.4850 
  60.00 -2.76500(*) .21781 .000 -3.2800 -2.2500 
  80.00 -3.16000(*) .21781 .000 -3.6750 -2.6450 
  100.00 3.15500(*) .21781 .000 2.6400 3.6700 
 60.00 10.00 8.98500(*) .21781 .000 8.4700 9.5000 
  20.00 6.31500(*) .21781 .000 5.8000 6.8300 
  30.00 4.73500(*) .21781 .000 4.2200 5.2500 
  40.00 2.76500(*) .21781 .000 2.2500 3.2800 
  80.00 -.39500 .21781 .113 -.9100 .1200 
  100.00 5.92000(*) .21781 .000 5.4050 6.4350 
 80.00 10.00 9.38000(*) .21781 .000 8.8650 9.8950 
  20.00 6.71000(*) .21781 .000 6.1950 7.2250 
  30.00 5.13000(*) .21781 .000 4.6150 5.6450 
  40.00 3.16000(*) .21781 .000 2.6450 3.6750 
  60.00 .39500 .21781 .113 -.1200 .9100 
  100.00 6.31500(*) .21781 .000 5.8000 6.8300 
 100.00 10.00 3.06500(*) .21781 .000 2.5500 3.5800 
  20.00 .39500 .21781 .113 -.1200 .9100 
  30.00 -1.18500(*) .21781 .001 -1.7000 -.6700 
  40.00 -3.15500(*) .21781 .000 -3.6700 -2.6400 
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Dependent 
Variable 

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  60.00 -5.92000(*) .21781 .000 -6.4350 -5.4050 
  80.00 -6.31500(*) .21781 .000 -6.8300 -5.8000 

yield 10.00 20.00 -.00500 .02928 .869 -.0742 .0642 
  30.00 .01500 .02928 .624 -.0542 .0842 
  40.00 .06000 .02928 .080 -.0092 .1292 
  60.00 -.00500 .02928 .869 -.0742 .0642 
  80.00 .02000 .02928 .516 -.0492 .0892 
  100.00 .29000(*) .02928 .000 .2208 .3592 
 20.00 10.00 .00500 .02928 .869 -.0642 .0742 
  30.00 .02000 .02928 .516 -.0492 .0892 
  40.00 .06500 .02928 .062 -.0042 .1342 
  60.00 .00000 .02928 1.000 -.0692 .0692 
  80.00 .02500 .02928 .421 -.0442 .0942 
  100.00 .29500(*) .02928 .000 .2258 .3642 
 30.00 10.00 -.01500 .02928 .624 -.0842 .0542 
  20.00 -.02000 .02928 .516 -.0892 .0492 
  40.00 .04500 .02928 .168 -.0242 .1142 
  60.00 -.02000 .02928 .516 -.0892 .0492 
  80.00 .00500 .02928 .869 -.0642 .0742 
  100.00 .27500(*) .02928 .000 .2058 .3442 
 40.00 10.00 -.06000 .02928 .080 -.1292 .0092 
  20.00 -.06500 .02928 .062 -.1342 .0042 
  30.00 -.04500 .02928 .168 -.1142 .0242 
  60.00 -.06500 .02928 .062 -.1342 .0042 
  80.00 -.04000 .02928 .214 -.1092 .0292 



 113 

Dependent 
Variable 

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  100.00 .23000(*) .02928 .000 .1608 .2992 
 60.00 10.00 .00500 .02928 .869 -.0642 .0742 
  20.00 .00000 .02928 1.000 -.0692 .0692 
  30.00 .02000 .02928 .516 -.0492 .0892 
  40.00 .06500 .02928 .062 -.0042 .1342 
  80.00 .02500 .02928 .421 -.0442 .0942 
  100.00 .29500(*) .02928 .000 .2258 .3642 
 80.00 10.00 -.02000 .02928 .516 -.0892 .0492 
  20.00 -.02500 .02928 .421 -.0942 .0442 
  30.00 -.00500 .02928 .869 -.0742 .0642 
  40.00 .04000 .02928 .214 -.0292 .1092 
  60.00 -.02500 .02928 .421 -.0942 .0442 
  100.00 .27000(*) .02928 .000 .2008 .3392 
 100.00 10.00 -.29000(*) .02928 .000 -.3592 -.2208 
  20.00 -.29500(*) .02928 .000 -.3642 -.2258 
  30.00 -.27500(*) .02928 .000 -.3442 -.2058 
  40.00 -.23000(*) .02928 .000 -.2992 -.1608 
  60.00 -.29500(*) .02928 .000 -.3642 -.2258 
  80.00 -.27000(*) .02928 .000 -.3392 -.2008 

biomass 10.00 20.00 -.02500 .24265 .921 -.5988 .5488 
  30.00 -.82000(*) .24265 .012 -1.3938 -.2462 
  40.00 -.51500 .24265 .071 -1.0888 .0588 
  60.00 -1.13500(*) .24265 .002 -1.7088 -.5612 
  80.00 -1.46500(*) .24265 .001 -2.0388 -.8912 
  100.00 -1.60000(*) .24265 .000 -2.1738 -1.0262 
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Dependent 
Variable 

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

 20.00 10.00 .02500 .24265 .921 -.5488 .5988 
  30.00 -.79500(*) .24265 .014 -1.3688 -.2212 
  40.00 -.49000 .24265 .083 -1.0638 .0838 
  60.00 -1.11000(*) .24265 .003 -1.6838 -.5362 
  80.00 -1.44000(*) .24265 .001 -2.0138 -.8662 
  100.00 -1.57500(*) .24265 .000 -2.1488 -1.0012 
 30.00 10.00 .82000(*) .24265 .012 .2462 1.3938 
  20.00 .79500(*) .24265 .014 .2212 1.3688 
  40.00 .30500 .24265 .249 -.2688 .8788 
  60.00 -.31500 .24265 .235 -.8888 .2588 
  80.00 -.64500(*) .24265 .033 -1.2188 -.0712 
  100.00 -.78000(*) .24265 .015 -1.3538 -.2062 
 40.00 10.00 .51500 .24265 .071 -.0588 1.0888 
  20.00 .49000 .24265 .083 -.0838 1.0638 
  30.00 -.30500 .24265 .249 -.8788 .2688 
  60.00 -.62000(*) .24265 .038 -1.1938 -.0462 
  80.00 -.95000(*) .24265 .006 -1.5238 -.3762 
  100.00 -1.08500(*) .24265 .003 -1.6588 -.5112 
 60.00 10.00 1.13500(*) .24265 .002 .5612 1.7088 
  20.00 1.11000(*) .24265 .003 .5362 1.6838 
  30.00 .31500 .24265 .235 -.2588 .8888 
  40.00 .62000(*) .24265 .038 .0462 1.1938 
  80.00 -.33000 .24265 .216 -.9038 .2438 
  100.00 -.46500 .24265 .097 -1.0388 .1088 
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Dependent 
Variable 

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

 80.00 10.00 1.46500(*) .24265 .001 .8912 2.0388 
  20.00 1.44000(*) .24265 .001 .8662 2.0138 
  30.00 .64500(*) .24265 .033 .0712 1.2188 
  40.00 .95000(*) .24265 .006 .3762 1.5238 
  60.00 .33000 .24265 .216 -.2438 .9038 
  100.00 -.13500 .24265 .595 -.7088 .4388 
 100.00 10.00 1.60000(*) .24265 .000 1.0262 2.1738 
  20.00 1.57500(*) .24265 .000 1.0012 2.1488 
  30.00 .78000(*) .24265 .015 .2062 1.3538 
  40.00 1.08500(*) .24265 .003 .5112 1.6588 
  60.00 .46500 .24265 .097 -.1088 1.0388 
  80.00 .13500 .24265 .595 -.4388 .7088 

*  The mean difference is significant at the .05 level. 
  
  3.2 ปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม 

 
ตารางที่ ค-7 การศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 )ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4.332 3 1.444 .142 .934 
Within Groups 446.667 44 10.152   etanol 

Total 450.999 47    
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Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups .004 3 .001 .603 .617 
Within Groups .109 44 .002   yield 

Total .113 47    
Between Groups .092 3 .031 .108 .955 
Within Groups 12.465 44 .283   biomass 

Total 12.557 47    

 
Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

type 

(J) 
ammonium 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

etanol 0.00 0.50 -.51750 1.30074 .693 -3.1390 2.1040 
  1.00 -.82250 1.30074 .530 -3.4440 1.7990 
  1.50 -.30417 1.30074 .816 -2.9256 2.3173 
 0.50 0.00 .51750 1.30074 .693 -2.1040 3.1390 
  1.00 -.30500 1.30074 .816 -2.9265 2.3165 
  1.50 .21333 1.30074 .870 -2.4081 2.8348 
 1.00 0.00 .82250 1.30074 .530 -1.7990 3.4440 
  0.50 .30500 1.30074 .816 -2.3165 2.9265 
  1.50 .51833 1.30074 .692 -2.1031 3.1398 
 1.50 0.00 .30417 1.30074 .816 -2.3173 2.9256 
  0.50 -.21333 1.30074 .870 -2.8348 2.4081 
  1.00 -.51833 1.30074 .692 -3.1398 2.1031 

yield 0.00 0.50 .01750 .02031 .393 -.0234 .0584 
  1.00 -.00333 .02031 .870 -.0443 .0376 
  1.50 .01750 .02031 .393 -.0234 .0584 
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Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

type 

(J) 
ammonium 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

 0.50 0.00 -.01750 .02031 .393 -.0584 .0234 
  1.00 -.02083 .02031 .311 -.0618 .0201 
  1.50 .00000 .02031 1.000 -.0409 .0409 
 1.00 0.00 .00333 .02031 .870 -.0376 .0443 
  0.50 .02083 .02031 .311 -.0201 .0618 
  1.50 .02083 .02031 .311 -.0201 .0618 
 1.50 0.00 -.01750 .02031 .393 -.0584 .0234 
  0.50 .00000 .02031 1.000 -.0409 .0409 
  1.00 -.02083 .02031 .311 -.0618 .0201 

biomass 0.00 0.50 -.01250 .21729 .954 -.4504 .4254 
  1.00 -.05500 .21729 .801 -.4929 .3829 
  1.50 -.11167 .21729 .610 -.5496 .3263 
 0.50 0.00 .01250 .21729 .954 -.4254 .4504 
  1.00 -.04250 .21729 .846 -.4804 .3954 
  1.50 -.09917 .21729 .650 -.5371 .3388 
 1.00 0.00 .05500 .21729 .801 -.3829 .4929 
  0.50 .04250 .21729 .846 -.3954 .4804 
  1.50 -.05667 .21729 .795 -.4946 .3813 
 1.50 0.00 .11167 .21729 .610 -.3263 .5496 
  0.50 .09917 .21729 .650 -.3388 .5371 
  1.00 .05667 .21729 .795 -.3813 .4946 
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  3.3 pH ท่ีเหมาะสม 
 
ตารางที่ ค-8 การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสาํหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

ethanol Between Groups 33.990 4 8.497 36.244 .001 
 Within Groups 1.172 5 .234   
 Total 35.162 9    

yield Between Groups .045 4 .011 14.597 .006 
 Within Groups .004 5 .001   
 Total .049 9    

biomass Between Groups .375 4 .094 1.390 .357 
 Within Groups .337 5 .067   
 Total .711 9    

 

 
Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

ethanol 4.50 5.00 -3.55000(*) .48420 .001 -4.7947 -2.3053 
  5.50 -4.68500(*) .48420 .000 -5.9297 -3.4403 
  6.00 -4.54000(*) .48420 .000 -5.7847 -3.2953 
  6.50 -1.38000(*) .48420 .036 -2.6247 -.1353 
 5.00 4.50 3.55000(*) .48420 .001 2.3053 4.7947 
  5.50 -1.13500 .48420 .066 -2.3797 .1097 
  6.00 -.99000 .48420 .096 -2.2347 .2547 
  6.50 2.17000(*) .48420 .007 .9253 3.4147 
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Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

 5.50 4.50 4.68500(*) .48420 .000 3.4403 5.9297 
  5.00 1.13500 .48420 .066 -.1097 2.3797 
  6.00 .14500 .48420 .777 -1.0997 1.3897 
  6.50 3.30500(*) .48420 .001 2.0603 4.5497 
 6.00 4.50 4.54000(*) .48420 .000 3.2953 5.7847 
  5.00 .99000 .48420 .096 -.2547 2.2347 
  5.50 -.14500 .48420 .777 -1.3897 1.0997 
  6.50 3.16000(*) .48420 .001 1.9153 4.4047 
 6.50 4.50 1.38000(*) .48420 .036 .1353 2.6247 
  5.00 -2.17000(*) .48420 .007 -3.4147 -.9253 
  5.50 -3.30500(*) .48420 .001 -4.5497 -2.0603 
  6.00 -3.16000(*) .48420 .001 -4.4047 -1.9153 

yield 4.50 5.00 -.13000(*) .02775 .005 -.2013 -.0587 
  5.50 -.17000(*) .02775 .002 -.2413 -.0987 
  6.00 -.15000(*) .02775 .003 -.2213 -.0787 
  6.50 -.03500 .02775 .263 -.1063 .0363 
 5.00 4.50 .13000(*) .02775 .005 .0587 .2013 
  5.50 -.04000 .02775 .209 -.1113 .0313 
  6.00 -.02000 .02775 .503 -.0913 .0513 
  6.50 .09500(*) .02775 .019 .0237 .1663 
 5.50 4.50 .17000(*) .02775 .002 .0987 .2413 
  5.00 .04000 .02775 .209 -.0313 .1113 
  6.00 .02000 .02775 .503 -.0513 .0913 
  6.50 .13500(*) .02775 .005 .0637 .2063 
 6.00 4.50 .15000(*) .02775 .003 .0787 .2213 
  5.00 .02000 .02775 .503 -.0513 .0913 
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Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

  5.50 -.02000 .02775 .503 -.0913 .0513 
  6.50 .11500(*) .02775 .009 .0437 .1863 
 6.50 4.50 .03500 .02775 .263 -.0363 .1063 
  5.00 -.09500(*) .02775 .019 -.1663 -.0237 
  5.50 -.13500(*) .02775 .005 -.2063 -.0637 
  6.00 -.11500(*) .02775 .009 -.1863 -.0437 

biomass 4.50 5.00 .35000 .25956 .235 -.3172 1.0172 
  5.50 .30500 .25956 .293 -.3622 .9722 
  6.00 .22000 .25956 .435 -.4472 .8872 
  6.50 -.16000 .25956 .565 -.8272 .5072 
 5.00 4.50 -.35000 .25956 .235 -1.0172 .3172 
  5.50 -.04500 .25956 .869 -.7122 .6222 
  6.00 -.13000 .25956 .638 -.7972 .5372 
  6.50 -.51000 .25956 .107 -1.1772 .1572 
 5.50 4.50 -.30500 .25956 .293 -.9722 .3622 
  5.00 .04500 .25956 .869 -.6222 .7122 
  6.00 -.08500 .25956 .757 -.7522 .5822 
  6.50 -.46500 .25956 .133 -1.1322 .2022 
 6.00 4.50 -.22000 .25956 .435 -.8872 .4472 
  5.00 .13000 .25956 .638 -.5372 .7972 
  5.50 .08500 .25956 .757 -.5822 .7522 
  6.50 -.38000 .25956 .203 -1.0472 .2872 
 6.50 4.50 .16000 .25956 .565 -.5072 .8272 
  5.00 .51000 .25956 .107 -.1572 1.1772 
  5.50 .46500 .25956 .133 -.2022 1.1322 
  6.00 .38000 .25956 .203 -.2872 1.0472 
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  3.4 การฆาเชื้อในอาหาร 

 
ตารางที่ ค-9 การศึกษาการฆาเชื้อในอาหารตอการผลิตเอทานอล 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 7.317 1 7.317 36.783 .026 
Within Groups .398 2 .199   ethanol 

Total 7.715 3    
Between Groups .008 1 .008 81.000 .012 
Within Groups .000 2 .000   yield 

Total .008 3    
Between Groups .490 1 .490 10.595 .083 
Within Groups .093 2 .046   biomass 

Total .583 3    
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 122 

ภาคผนวก ง 
 

1. การเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณเอทานอลดวยเคร่ือง Ebulliometer กับ เคร่ือง Gas 
chromatography (GC) 

 
ตารางที่ ง-1  ผลการเปรียบเทยีบการตรวจวดัปริมาณเอทานอลดวยเครื่อง Ebulliometer กับ เครื่อง 
Gas chromatography ที่ระยะเวลาการหมกัที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล  

ระยะเวลาการหมัก 
(ช่ัวโมง) 

เอทานอลวัดดวยเครื่อง 
Ebulliometer %(v/v) 

เอทานอลวัดดวยเครื่อง 
Gas chromatography %(v/v) 

12 0.53 1.10 

24 0.56 1.16 

36 0.85 1.33 

48 0.83 1.35 

 
การยืนยันผลโดยการวัดคาเอทานอลที่แบคทีเรีย Z. mobilis Z4  ผลิตไดดวยเครื่อง 

Gas chromatography (GC) ที่อุณหภูมิคอลัมน 200 องศาเซลเซียส โดยการเลือกเอาตัวอยาง           
เอทานอลของการศึกษาหาระยะเวลาในการหมักที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย    
Z. mobilis Z4  ไปทําการตรวจวัด ซ่ึงผลจากการตรวจวัดคาเอทานอลที่ไดดังแสดงในตารางที่ ง-1 
พบวาการตรวจวัดดวยเครื่อง GC ใหคาเอทานอลมากกวาการตรวจวัดดวยเครื่อง Ebulliometer ของ
ทุกตัวอยางที่ทําการตรวจวัด และเมื่อเปรียบเทียบสัดสวนความตางระหวางการตรวจวัดดวยเครื่อง 
GC กับ การตรวจวัดดวยเครื่อง Ebulliometer พบวา มีคาความแตกตางเทากับ 0.54 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร 
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