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บทที�  3 
 
 

วธีิดาํเนินการศึกษา 
 

 

3.1 วสัดุ  อปุกรณ์ และสารเคมี 

3.1.1 วสัดุ 

3.1.1.1 กากนํ	าตาล  จากร้านขายของชาํ  ต.บอ่ทอง  อ.หนองจิก  จ.ปัตตานี  รับมา
จากโรงงานผลิตนํ	าตาล  จ.นครราชสีมา  และ จ.ลพบุรี 

3.1.1.2 เชื	อ Saccharomyces carlsbergensis TISTR 5195  จากศูนยจุ์ลินทรีย ์ 
สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย 

3.1.1.3 อาหารเลี	ยงเชื	อแขง็ YM agar 
3.1.1.4 อาหารเลี	ยงเชื	อเหลว YM 

 
3.1.2 อปุกรณ์ 

3.1.2.1 ถงัหมกัตน้แบบที;ผลิตจากสแตนเลส  ขนาด 25 ลิตร 
3.1.2.2 ชุดใบกวนสาํหรับถงัหมกัตน้แบบ 
3.1.2.3 มอเตอร์ไฟฟ้า  1 HP (0.75 kW) ยี;หอ้  Hitachi  รุ่น  TFO-K 
3.1.2.4 เครื;องควบคุมความเร็วรอบมอเตอร์ไฟฟ้า  1 HP,  0.75 kW,  220 V   

ยี;หอ้  Novem Inverter  รุ่น  NSI-2-001 
3.1.2.5 เครื;องทาํนํ	าเยน็ (Water Chilling) 
3.1.2.6 อ่างนํ	าร้อน (Water Bath) 
3.1.2.7 ปั[มสูญญากาศ  ยี;หอ้  Lifetech AP 1600 Liquid Filter 
3.1.2.8 เครื;องเกบ็ขอ้มูลอุณหภูมิ DataLogger  
3.1.2.9 เครื;องวดัความเป็นกรด-ด่าง pH meter  ยี;หอ้  Cyberscan 500 

3.1.2.10 Hand Refractometer 0-32 °Brix ยี;หอ้ ATAGO(Japan) 
3.1.2.11 เครื;อง Ebulliometer ยี;หอ้ Dujardin-Sallerron 75012 Paris France 
3.1.2.12 เครื;องชั;ง 2 ตาํแหน่ง ยี;ห้อ Matte-Toledo-GMOH รุ่น PG5002-5 
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3.1.3 สารเคมี 

3.1.3.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์
3.1.3.2 สารละลายไฮโดรคลอริก 
3.1.3.3 นํ	ากลั;น 
3.1.3.4 สารฆ่าเชื	อ KMS 

 
3.2 วธีิการทดลอง 

3.2.1 ศึกษาการออกแบบและสร้างถังหมักสําหรับผลติเอทานอล 

รวบรวมขอ้มูลสําหรับการออกแบบถงัหมกัขนาด 25 ลิตร  เขียนแบบและส่งแบบให้ผูผ้ลิต
และแปรรูปงานเหล็กสําหรับโรงงานอุตสาหกรรมพิจารณาสร้างถงั  ติดตั	งอุปกรณ์กวนผสม  
จดัหาอุปกรณ์อื;นๆ สาํหรับการควบคุมสภาวะการหมกั 
 
3.2.2 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของกากนํ*าตาล 

3.2.2.1 ปริมาณของแขง็ทั	งหมดที;ละลายไดโ้ดยใช ้Hand refractometer 0-32 °Brix 
3.2.2.2 ปริมาณความชื	น (A.O.A.C, 2000) 
3.2.2.3 ปริมาณโปรตีนโดยวธีิ Kjeldahl Method (A.O.A.C, 2000) 
3.2.2.4 ปริมาณเถา้ (A.O.A.C, 2000) 
3.2.2.5 ปริมาณนํ	าตาลทั	งหมด(ดดัแปลงจาก Somogyi, 1951  

และสารละลายกลูโคสออกซิเดส) 
3.2.2.6 ปริมาณนํ	าตาลรีดิวซ์ (ดดัแปลงจาก Somogyi, 1951  

และสารละลายกลูโคสออกซิเดส) 
 

3.2.2 ศึกษาผลของอุณหภูมิการหมักต่อปริมาณเอทานอล  ในการหมักแบบกะโดยไม่มีการ

กวนผสม 

3.2.2.1 ฆ่าเชื	อถงัหมกัดว้ยการเติมนํ	 าตม้เดือดอุณหภูมิ 100 °C  ในถงัเป็นเวลา 30 วินาที  
แลว้เททิ	ง 

3.2.2.2 นาํกากนํ	 าตาล 19 ลิตร ที;มีปริมาณนํ	 าตาล 20 °Brix  pH เท่ากบั 5 ไปตม้ให้เดือด

อุณหภูมิ 100 °C นาน 5 วินาที  แลว้ถ่ายลงในถงัหมกัขณะร้อน  ปิดฝาถงัแลว้ลด
อุณหภูมิลง 
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3.2.2.3 เปิดเครื;องทาํนํ	 าเยน็เพื;อหล่อเยน็  โดยปรับอุณหภูมิและอตัราการไหลของนํ	 าหล่อ

เยน็ใหอุ้ณหภูมิของการหมกัคงที;เทา่กบั 25 °C  ตลอดระยะเวลาการหมกั 

3.2.2.4 เมื;ออุณหภูมิของนํ	 าหมกัเท่ากบั 25 °C  เติมหวัเชื	อลงในนํ	 าหมกัปริมาณร้อยละ 5 
โดยปริมาตร  เริ;มจบัเวลาที; 0 ชั;วโมงของการหมกั  เก็บตวัอยา่งครั	 งละ 150 ml ที;
เวลา 0, 4, 8, 12, 24 และ 36 ชั;วโมงของการหมกั 

3.2.2.5 เติมสารฆ่าเชื	อ KMS ลงในตวัอยา่งที;เกบ็ 
3.2.2.6 นาํตวัอยา่งวเิคราะห์หาคา่ 

- ปริมาณนํ	าตาลทั	งหมดโดยใชเ้ครื;อง Hand refractometer 
- คา่ pH 
- อุณหภูมิ 
- ปริมาณแอลกอฮอลโ์ดยใชเ้ครื;อง Ebulliometer 

ทาํซํ	 าตั	งแต่ขอ้ 3.2.2.1 ถึง 3.2.2.6 โดยเปลี;ยนอุณหภูมิการหมกัจาก 25 °C เป็น 30, 35 และ
อุณหภูมิหอ้ง  โดยไมมี่การกวนผสมตามลาํดบั 

 
3.2.3 ศึกษาผลของชนิดใบกวนต่อปริมาณเอทานอลในการหมักแบบกึ�งต่อเนื�อง 

โดยใชอุ้ณหภูมิการหมกัที;ใหป้ริมาณเอทานอลสูงที;สุดจากขอ้ 3.2.2 กาํหนดให้เท่ากบั 

(Topt °C) 

3.2.3.1 ฆ่าเชื	อถงัหมกัดว้ยการเติมนํ	าเดือดอุณหภูมิ 100 °C เป็นเวลา 30 วนิาทีแลว้เททิ	ง 

3.2.3.2 นาํกากนํ	 าตาล 19 ลิตร ที;มีปริมาณนํ	 าตาล 20 °Brix  pH เท่ากบั 5 ไปตม้ให้เดือด

อุณหภูมิ 100 °C นาน 5 วินาที  แลว้ถ่ายลงในถงัหมกัขณะร้อน  ปิดฝาถงัแลว้ลด
อุณหภูมิลง 

3.2.3.3 เปิดเครื;องกวนผสมและระบบหล่อเย็น  โดยจะปรับอุณหภูมิและอตัราการไหล

ของนํ	าหล่อเยน็ให้อุณหภูมิของการหมกัคงที;เท่ากบั Topt °C ตลอดระยะเวลาการ
หมกั  และใช้ความเร็วในการกวนผสมเท่ากบั 75 rpm  โดยใช้ใบกวนผสมชนิด
ใบพดักงัหนั (Turbine) 

3.2.3.4 เมื;ออุณหภูมิของนํ	 าหมกัเท่ากบั Topt °C เติมหัวเชื	อลงในนํ	 าหมกัร้อยละ 5 โดย
ปริมาตร  เริ;มจบัเวลาเป็น 0 ชั;วโมงของการหมกั 

3.2.3.5 เก็บตวัอยา่งครั	 งละ 150 ml ที;เวลา 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 
52, 56, 60, 64, 68 และ 72 ชั;วโมงของการหมกั  
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3.2.3.6 เมื;อเวลาของการหมกัผ่านไป 24 ชั;วโมง  ก็จะมีการเติมกากนํ	 าตาลเขม้ขน้ 40 

°Brix ปริมาตร 300 ml  ที;เวลา 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68 และ 
72 ชั;วโมงของการหมกั 

3.2.3.7 เติมสารฆ่าเชื	อ KMS 
3.2.3.8 นาํตวัอยา่งวเิคราะห์หาคา่ 

- ปริมาณนํ	าตาลทั	งหมดโดยใชเ้ครื;อง Hand refractometer 
- คา่ pH 
- อุณหภูมิ 
- ปริมาณแอลกอฮอลโ์ดยใชเ้ครื;อง Ebulliometer 
- จาํนวนเชื	อเริ;มตน้และสุดทา้ยโดยวิธี Plate counting ในอาหารเลี	ยงเชื	อ YM 

agar 
ทาํซํ	 าตั	งแต่ขอ้ 3.2.3.1 ถึง 3.2.3.8 โดยเปลี;ยนชนิดของใบกวนผสมเป็นใบกวนผสมชนิดใบพดั
กงัหนัแบบเฉียง (Open turbine) และใบพดัเรือ (Marine propeller) โดยทาํ 2 ซํ	 า 
 

3.2.4 ศึกษาผลของความเร็วใบกวนต่อปริมาณเอทานอลในการหมักแบบกึ�งต่อเนื�อง 
โดยใชอุ้ณหภูมิการหมกัที;ใหป้ริมาณเอทานอลสูงที;สุดจากขอ้ 3.2.2 กาํหนดให้เท่ากบั 

(Topt °C)  และชนิดใบกวนที;ให้ปริมาณเอทานอลสูงที;สุดจากขอ้ 3.2.3 กาํหนดให้
เป็นชนิด A 

3.2.4.1 ฆ่าเชื	อถงัหมกัดว้ยการเติมนํ	าเดือดอุณหภูมิ 100 °C เป็นเวลา 30 วนิาทีแลว้เททิ	ง 

3.2.4.2 นาํกากนํ	 าตาล 19 ลิตร ที;มีปริมาณนํ	 าตาล 20 °Brix  pH เท่ากบั 5 ไปตม้ให้เดือด

อุณหภูมิ 100 °C นาน 5 วินาที  แลว้ถ่ายลงในถงัหมกัขณะร้อน  ปิดฝาถงัแลว้ลด
อุณหภูมิลง 

3.2.4.3 เปิดเครื;องกวนผสมและระบบหล่อเย็น  โดยจะปรับอุณหภูมิและอตัราการไหล

ของนํ	าหล่อเยน็ให้อุณหภูมิของการหมกัคงที;เท่ากบั Topt °C ตลอดระยะเวลาการ
หมกั  และใชค้วามเร็วในการกวนผสมเท่ากบั 0 rpm  และใชใ้บกวนชนิด A 

3.2.4.4 เมื;ออุณหภูมิของนํ	 าหมกัเท่ากบั Topt °C เติมหัวเชื	อลงในนํ	 าหมกัร้อยละ 5 โดย
ปริมาตร  เริ;มจบัเวลาเป็น 0 ชั;วโมงของการหมกั 

3.2.4.5 เก็บตวัอยา่งครั	 งละ 150 ml ที;เวลา 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 
52, 56, 60, 64, 68 และ 72 ชั;วโมงของการหมกั  
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3.2.4.6 เมื;อเวลาของการหมกัผ่านไป 24 ชั;วโมง  ก็จะมีการเติมกากนํ	 าตาลเขม้ขน้ 40 

°Brix ปริมาตร 300 ml  ที;เวลา 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68 และ 
72 ชั;วโมงของการหมกั 

3.2.4.7 เติมสารฆ่าเชื	อ KMS 
3.2.4.8 นาํตวัอยา่งวเิคราะห์หาคา่ 

- ปริมาณนํ	าตาลทั	งหมดโดยใชเ้ครื;อง Hand refractometer 
- คา่ pH 
- อุณหภูมิ 
- ปริมาณแอลกอฮอลโ์ดยใชเ้ครื;อง Ebulliometer 
- จาํนวนเชื	อเริ;มตน้และสุดทา้ยโดยวิธี Plate counting ในอาหารเลี	ยงเชื	อ YM 

agar  
ทาํซํ	 าตั	งแต่ขอ้ 3.2.4.1 ถึง 3.2.4.8 โดยเปลี;ยนชนิดของใบกวนผสมเป็นชนิด Open turbine และ
Marine propeller โดยทาํ 2 ซํ	 า 
 
3.3 วธีิการวเิคราะห์ข้อมูล 

วิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) วิเคราะห์ความ
แปรปรวนโดยใช้ One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี;ยดว้ยวิธี Duncan’s New Multiple 
Range Test เพื;อหาผลของปัจจยัที;ศึกษา 


