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บทคัดย่อ 

 น ้าหวานจากเป็นวัตถุดิบที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล เนื่องจากมีสารอาหาร 
น ้าตาลเบื องต้น แร่ธาตุ วิตามินและยีสต์ ในน ้าหวาน งานวิจัยนี จึงศึกษาการผลิตเอทานอลจาก
น ้าหวานจากสดโดยหาสภาวะที่เหมาะสมในการอุ่นน ้าหวานจากก่อนน้าไปหมักเป็นเอทานอล และ
เปรียบเทียบการหมักน ้าหวานจากด้วยยีสต์สองชนิด คือ ยีสต์ขนมปังและยีสต์คัดแยกจากน ้าหวาน
จาก 
 การอุ่นน ้าหวานจากนั นศึกษาโดยพิจารณาทั งน ้าตาลทั งหมดและปริมาณยีสต์ที่มีอยู่แล้วใน
น ้าหวานจากหลังอุ่น การพิจารณาน ้าตาลทั งหมดนั นท้าการศึกษาโดยปรับพีเอชเริ่มต้นให้อยู่ในช่วง 
4.5-6.5 แล้วน้าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5-30 นาที ส้าหรับ
การศึกษาปริมาณยีสต์ที่มีอยู่แล้วในน ้าหวานจากหลังอุ่นนั น ท้าการศึกษาโดยน้าน ้าหวานหลังการอุ่น
ของทุกสภาวะมาท้าการหมักเบื องต้นโดยการผสมกับน ้าสะอาดในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 แล้วใส่ยีสต์ขนม
ปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม (0.1 กรัมต่อสารละลาย 100 กรัม) หลังจากนั นหมักที่
อุณหภูมิห้อง (28-33 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากการศึกษาพบว่าสภาวะที่พีเอชเริ่มต้น
เป็น 4.9 ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 25 นาทีเป็นสภาวะที่เหมาะสมเพราะได้
ค่าน ้าตาลทั งหมด 410.58 กรัมต่อลิตร และเอทานอลร้อยละ 10.34 โดยปริมาตร ซึ่งทั งสองค่านั น
เป็นค่าที่สูงที่สุดจากทุกสภาวะการทดลอง 
 หลังจากนั นน้าสภาวะการอุ่นน ้าหวานจากที่เหมาะสม มาศึกษาการหมักด้วยยีสต์ขนมปัง
และยีสต์คัดแยกจากน ้าหวานจาก ด้วยความเข้มข้นน ้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 10-30 โดยน ้าหนัก พีเอช
เริ่มต้น 4.5-6.5 ปริมาณยีสต์ 108-1010 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม หมักที่อุณหภูมิ 28-40 องศา-
เซลเซียสเป็นเวลา 10-144 ชั่วโมง ผลการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการหมักน ้าหวานจากด้วย
ยีสต์ขนมปังคือ ความเข้มข้นน ้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 25 โดยน ้าหนัก พีเอชเริ่มต้น 6 ปริมาณยีสต์ขนม-
ปัง 108 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม หมักที่อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 111 ชั่วโมงจะท้า
ให้ได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 16.87 โดยปริมาตร ส้าหรับสภาวะที่เหมาะสมในการหมักน ้าหวานจาก
ด้วยยีสต์คัดแยกจากน ้าหวานจากคือ ความเข้มข้นน ้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 25 โดยน ้าหนัก พีเอชเริ่มต้น 
6 ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน ้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม หมักที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียสเป็นเวลา 111 ชั่วโมง ซึ่งจะท้าให้ได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 26.91 โดยปริมาตร  
 เมื่อท้าการประเมินค่าใช้จ่ายในการผลิตเอทานอลจากน ้าหวานจาก พบว่าการหมักน ้าหวาน
จากด้วยยีสต์ขนมปังมีค่าใช้จ่ายในการผลิต 18.37 บาทต่อลิตร และผลผลิตเอทานอล 229 ลิตรต่อตัน
น ้าหวานจาก ส้าหรับการหมักน ้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน ้าหวานจาก มีค่าใช้จ่ายในการผลิต 
เอทานอล 33.39 บาทต่อลิตรและผลผลิตเอทานอล 384 ลิตรต่อตันน ้าหวานจาก 



(6) 
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Abstract 
 Nipa sap is efficient feedstock for ethanol production due to nutrient, sugar, 
vitamin, mineral and yeast in the sap. The aim of this work is ethanol production 
from nipa sap. The nipa sap preparation was studied. Then the fermentation by using 
Baker’s yeast and isolated yeast were compared. 
 Total sugar and quantities of yeast after preparation were considered to 
select optimum condition of nipa sap preparation. The pH of the sap was adjusted to 
be 4.5-6.5. Then the sap was warming under controlled temperature of 30-60°C for 
studied time of 5-30 min. After that the mixed solution, prepared sap and distilled 
water with a ratio of 1:1, was fermented at room temperature (28-33°C) for 48 h using 
109 CFU/100 g solution (0.1 g/100 g solution) of Baker’s yeast. The results indicated 
that  initial pH of 4.9 at 54°C of warming temperature for 25 min was optimum 
condition because this condition provided maximum total sugar (410.58 g/L) and 
maximum ethanol (10.34 %v). 
 After that the optimum prepared products were fermented by using Baker’s 
yeast and isolated yeast. Significant factors were 10-30 %w of sugar concentration, 
pH of 4.5-6.5, 108-1010 CFU/100 g solution of yeast load at temperature of 28-40°C for 
10-144 h. The optimum condition of fermentation using Baker’s yeast was 25 %w of 
sugar concentration, pH of 6 with 108 CFU/100 g solution of Baker’s yeast load at 
31°C for 111 h which providing 16.87 %v ethanol. The optimum ethanol (26.91 %v) 
of fermentation using isolated yeast was obtained at 25 %w of sugar concentration, 
pH of 6, 109 CFU/100 g solution of isolated yeast under 37°C for 111 h. 
 The production cost of two methods was estimated. They were found that 
the ethanol production using Baker’s yeast expended 18.37 Baht/L and yielded 229 
L/ton (L ethanol to ton peel). While the ethanol production using isolated yeast 
priced 33.39 Baht/L and yield 384 L/ton.  
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 3.1 วัสด ุ        17 
 3.2 อุปกรณ ์        18 
 3.3 วิธีการทดลอง       20 
    3.3.1 วิเคราะห์องค์ประกอบของน้ าหวานจาก     20 
    3.3.2 ศึกษาการเตรียมวัตถุดิบน้ าหวานจาก    20 

   3.3.3 ศึกษาการหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปัง    21 
    3.3.4 ศึกษาการหมักเอทานอลด้วยยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก  22 
   3.3.5 ศึกษาการเพิ่มขนาดการหมักโดยใช้ถังปฏิกรณ์   23 
   3.3.6 ศึกษาสภาวะในการกลั่นเอทานอล     23 
   3.3.7 ประมาณต้นทุนการผลิตเอทานอล     24 

บทที่ 4 ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง     25 
 4.1 องค์ประกอบของน้ าหวานจาก      25 
 4.2 การเตรียมวัตถุดิบน้ าหวานจาก        26 
 4.3 การหมักเอทานอลจากน้ าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง  
     (Baker’s yeast)       33 
 4.4 การหมักเอทานอลจากน้ าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยก 
     จากน้ าหวานจาก (Isolated yeast)     43 
 4.5 การเพ่ิมขนาดการหมักโดยใช้ถังปฏิกรณ์    52 
 4.6 การกลั่นเพ่ิมความบริสุทธิ์เอทานอล     53 
 4.7 ผลการประเมินต้นทุนการผลิตเบ้ืองต้น     54 
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สารบญั (ต่อ) 

เรื่อง          หน้า 

บทที่ 5 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ     60 
 5.1 สรุปผลการทดลอง       60 
 5.2 ข้อเสนอแนะในการท าวิจัยเพิ่มเติม     61 
เอกสารอ้างอิง         62 
ภาคผนวก         67 
 ภาคผนวก ก การเตรียมสารเคมีและวิธีการวิเคราะห์    68 
 ภาคผนวก ข ข้อมูลที่ได้จากการทดลอง     76 
ประวัติผู้เขียน         89 
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รายการตาราง 
ตารางที ่         หน้า 

4-1 แสดงองค์ประกอบของน้ าหวานจาก     25 
4-2 แสดงน้ าตาลทั้งหมดของวัตถุดิบน้ าตาล     26 
4-3 สภาวะการทดลองจากโปรแกรม RSM ผลน้ าตาลรีดิวซ์  
 น้ าตาลทั้งหมดหลังการอุ่นน้ าหวานจากและเอทานอลหลังการหมัก  27 
4-4 สภาวะการทดลองจากโปรแกรม RSM และผลเอทานอล 
 หลังการหมักด้วยยีสต์ขนมปัง      34 
4-5 สภาวะการทดลองจากโปรแกรม RSM และผลเอทานอล 
 หลังการหมักด้วยยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก    44 
4-6 เปรียบเทียบเอทานอลหลังการหมักด้วยขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตร 
 กับถังหมักขนาด 5 ลิตร       52 
4-7 ค่าอุณหภูมิเครื่องให้ความร้อนและเอทานอลที่ 
 อุณหภูมิไอ 76, 78 และ 80 องศาเซลเซียส     53 
4-8 สภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการผลิตเอทานอลแต่ละกระบวนการผลิต 54 
4-9 ราคาวัตถุดิบ สารเคมีและ สาธารณูปโภคที่ใช้ประมาณ 
 ค านวณค่าใช้จ่ายในการผลิต      55 
4-10 ประมาณการของปริมาณการใช้วัตถุดิบ สารเคมีต่างๆ และค่าใช้จ่าย 
 ในการผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักด้วยยีสต์ขนมปัง 
 ที่ผลผลิตเอทานอล 1 ลิตร (ความบริสุทธิ์ร้อยละ 95 โดยปริมาตร)  55 
4-11 ประมาณการของปริมาณการใช้วัตถุดิบ สารเคมีต่างๆ และค่าใช้จ่าย 
 ในการผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักด้วยยีสต์คัดแยกจากน้ าหวาน 
 จาก ที่ผลผลิตเอทานอล 1 ลิตร (ความบริสุทธิ์ร้อยละ 95 โดยปริมาตร) 56 
4-12 สรุปต้นทุนในการผลิตเอทานอลด้วยวิธีที่แตกต่างกันด้วยสภาวะ 
 การหมักที่เหมาะสมของแต่ละวิธี      56 
4-13 การเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบต่างๆ    57 
4-14 การเปรียบเทียบข้อด-ีข้อเสียของการผลิตเอทานอลโดยการหมักด้วย 
 ยีสต์ขนมปังและการหมักด้วยยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก   58 
4-15 เปรียบเทียบปริมาณยีสต์ขนมปังที่ใช้ในการผลิตเอทานอล 
 ความบริสุทธิ์ร้อยละ 95 โดยปริมาตรที่ผลผลิตเอทานอล 1 ลิตร  59 
ก-1 แสดงสภาวะที่ใช้ในการทดลอง      72 
ข-1 แสดงองค์ประกอบของน้ าหวานจากรอบวันที่ 2 เมษายน พ.ศ. 2558  76 
ข-2 แสดงองค์ประกอบของน้ าหวานจากรอบวันที่ 18 มิถุนายน พ.ศ. 2558 76 
ข-3 แสดงองค์ประกอบของน้ าหวานจากรอบวันที่ 4 กันยายน พ.ศ. 2558  77 
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รายการตาราง (ต่อ) 
ตารางที ่         หน้า 

ข-4 แสดงองค์ประกอบของน้ าหวานจากรอบวันที่ 6 พฤศจิกายน พ.ศ. 2558 77 
ข-5 แสดงปริมาณน้ าตาลทั้งหมดหลังการอุ่นน้ าหวานจาก    78 
ข-6 แสดงปริมาณเอทานอลหลังหมักเบื้องต้นน้ าหวานจากที่ผ่านการอุ่นแล้ว 80  
ข-7 แสดงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์และน้ าตาลทั้งหมดหลังหมักน้ าหวานจาก 
 ที่ผ่านการอุ่นแล้ว        82 
ข-8 แสดงปริมาณเอทานอลหลังหมักที่ได้จากการหมักน้ าหวานจาก 
 ด้วยยีสต์ขนมปัง        83 
ข-9 แสดงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ น้ าตาลทั้งหมด และพีเอชหลงัหมักที่ได้จาก 
 การหมักน้ าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง     85 
ข-10 แสดงปริมาณเอทานอลหลังหมักที่ได้จากการหมักน้ าหวานจาก 
 ด้วยยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก      86 
ข-11 แสดงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ น้ าตาลทั้งหมดและพีเอชหลังหมัก 
 ที่ได้จากการหมักน้ าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก  88 
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รายการภาพประกอบ 
ภาพประกอบที ่        หน้า 

1-1 การผลิตสุราพืน้บ้านจากน้ าหวานจาก     2 
1-2 แผนผังสรุปขอบเขตของงานวิจัย      4 
2-1 ส่วนประกอบของต้นจาก       5 
2-2 การเก็บน้ าหวานจาก       6 
2-3 การโซมน้ าหวานจากเพื่อท าน้ าตาลปี๊บ     6 
3-1 น้ าหวานจากสด        17 
3-2 ตู้ควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Shaking incubator)    19 
3-3 UV Visible Spectrophotometer (UV) รุ่น HP 8453   19 
3-4  Gas chromatography (GC) รุ่น 6890 flame ionization ยี่ห้อ Agilent   20   
3-5 ขั้นตอนการศึกษาการเตรียมน้ าหวานจาก     21 
3-6 ชุดขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตร      21 
3-7 ขั้นตอนการศึกษาการหมักน้ าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง 
 และยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก      22 
3-8 ยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก      22 
3-9 ถังปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร (สร้างจากงานวิจัย ผศ. ดร. สินินาฏ จงคง 
  ทุนงบประมาณแผ่นดินปี 2554)      23 
3-10 ชุดเครื่องกลั่น (สร้างจากงานวิจัย ผศ. ดร. สินินาฏ จงคง  
 ทุนงบประมาณแผ่นดินปี 2554)      23 
4-1 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูม ิ
 ต่อน้ าตาลทั้งหมดที่ระยะเวลาในการอุ่น 18 นาท ี    28 
4-2 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและระยะเวลาในการอุ่น 
 ต่อน้ าตาลทั้งหมดที่อุณหภูมิในการอุ่น 45 องศาเซลเซียส   28  
4-3 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการอุ่น 
 ต่อน้ าตาลทั้งหมดที่พีเอชเท่ากับ 5.5     29 
4-4 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูมิตอ่เอทานอล  
 ที่ระยะเวลาในการอุ่น 18 นาที      30 
4-5 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและระยะเวลาในการอุ่นต่อ 
 เอทานอลที่อุณหภูมิในการอุ่น 45 องศาเซลเซียส    31 
4-6 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการอุ่น 
 ต่อเอทานอลที่พีเอชเท่ากับ 5.5      31 
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
ภาพประกอบที ่        หน้า 

4-7 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 และพีเอชต่อเอทานอล ที่ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย  
 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง  35 
4-8 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 และปริมาณยสีต์ขนมปังต่อเอทานอลที่พีเอช 5.5 อุณหภูมิการหมัก 34  
 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง     36 
4-9 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 และอุณหภูมิตอ่เอทานอลที่พเีอช 5.5 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU  
 ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง    36 
4-10 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 และระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์ขนมปัง  
 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมกิารหมกั 34 องศาเซลเซียส 37 
4-11 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและปริมาณยสีต์ขนมปังต่อ         
 เอทานอล ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก  
 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง   38 
4-12 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูมิตอ่เอทานอล 
 ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก ปริมาณยีสต์ขนมปงั  
 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง   38 
4-13 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและระยะเวลาในการหมักต่อ      
 เอทานอล ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก  
 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม  
 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส     39 
4-14 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณยีสต์ขนมปงัและอุณหภูมิต่อ     
 เอทานอล ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก พีเอช 5.5  
 เป็นเวลา 77 ชั่วโมง       40 
4-15 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณยีสต์ขนมปังและระยะเวลา 
 ในการหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20  
 โดยน้ าหนัก พีเอช 5.5 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส   40 
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
ภาพประกอบที ่        หน้า 

4-16 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาใน 
 การหมักต่อเอทานอลที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก  
 พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม  41 
4-17 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 และพีเอชต่อเอทานอล ที่ปริมาณ ยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก 109 CFU  
 ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส  
 เป็นเวลา 77 ชั่วโมง       45 
4-18 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 และปริมาณ ยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจากต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5  
 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง   46 
4-19 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 และอุณหภูมิตอ่เอทานอลที่ พีเอช 5.5 ปรมิาณ ยีสต์คัดแยกจาก 
 น้ าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง  46 
4-20 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 และระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์คัดแยก 
 จากน้ าหวานจาก109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก  
 34 องศาเซลเซียส       47 
4-21 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและปริมาณยีสต์คัดแยก 
 จากน้ าหวานจากต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20  
 โดยน้ าหนัก อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง  47 
4-22 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล  
 ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก ปริมาณยีสต์คัดแยก 
 จากน้ าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 48 
4-23 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและระยะเวลาในการหมักต่อ       
 เอทานอลที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก ปริมาณ 
 ยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม  
 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส     49 
4-24 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ ยีสต์คัดแยกจาก 
 น้ าหวานจากและอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 ร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก พีเอช 5.5 เป็นเวลา 77 ชั่วโมง   49 
 

 



(16) 
 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
ภาพประกอบที ่        หน้า 

4-25 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก 
 และระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 
 ร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก พีเอช 5.5 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส 50 
4-26 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการหมกั  
 ต่อเอทานอลที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก พีเอช 5.5  
 ปริมาณยีสต์คดัแยกจากน้ าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม 51 
ก-1 กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสส าหรับวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 69 
ก-2 กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสส าหรับวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 70 
ก-3 กราฟมาตรฐานเอทานอล       72 
ก-4 การเจือจางแบบ serial number      74 
ก-5 วิธีการ spread plate       75 
ข-1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ได้จากการทดลอง 
 และค่าที่ได้จากการท านายด้วยโปรแกรม Essential regression  
 ของกระบวนการอุ่นน้ าหวานจาก      79 
ข-2 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากการทดลอง 
 และค่าที่ได้จากการท านายด้วยโปรแกรม Essential regression  
 ของกระบวนการอุ่นน้ าหวานจาก      81 
ข-3 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากการทดลอง 
 และค่าที่ได้จากการท านายด้วยโปรแกรม Essential regression  
 ของกระบวนการหมักน้ าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง    84 
ข-4 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากการทดลอง 
 และค่าที่ได้จากการท านายด้วยโปรแกรม Essential regression  
 ของกระบวนการหมักน้ าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน้ าหวานจาก  87 
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 บทที่ 1  

บทน า 

1.1 ความส าคญัและที่มาของงานวิจัย 

 พลังงานเป็นปัจจัยที่ส้าคัญในการขับเคลื่อนเศรษฐกิจ ปัจจุบันวิกฤตการณ์ด้านน้้ามัน
ปิโตรเลียมได้เพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง ส่งผลให้เอทานอลซึ่งเป็นพลังงานทดแทนที่สะอาดได้รับความนิยม
เพิ่มมากขึ้น โดยประเทศที่เป็นทั้งผู้ผลิตและบริโภครายใหญ่ของโลกคือ สหรัฐอเมริกาและบราซิล 
ในขณะที่ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตเอทานอลอันดับ 9 และการบริโภคอยู่ที่อันดับ 11 ของโลก         
(คมสันติ์, 2555) ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมจึงมีวัตถุดิบที่เอื้อต่อการผลิตเอทานอล
มากมาย เช่น อ้อย กากน้้าตาล มันส้าปะหลัง เป็นต้น แต่พบว่าต้นทุนการผลิตเอทานอลของประเทศ
ไทยยังคงสูงอยู่เนื่องจากวัตถุดิบที่ใช้ผลิตระดับพาณิชย์มีราคาสูง ส่งผลให้ผู้ประกอบการบางรายของ
ประเทศไทยต้องชะลอการผลิตลง ซึ่งสวนทางกับความต้องการเอทานอลที่สูงขึ้นที่ใช้เพื่อการผลิต 
แก๊สโซฮอล์ (เบนซินผสมกับเอทานอล) เช่น E10, E20 และ E85 และใช้เพื่อการตอบสนองนโยบาย
ของรัฐบาลที่กระทรวงพลังงานจัดท้าแผนให้มีการใช้พลังงานทางเลือกร้อยละ 25 ใน 10 ปี (พ.ศ. 
2555-2564) (Alternative Energy Development Plan : AEDP 2012-2021) โดยก้าหนด
เป้าหมาย 3,285 ล้านลิตรในปี 2564 ขณะที่ปัจจุบันไทยผลิตเอทานอลจากกากน้้าตาลและมัน-
ส้าปะหลังได้รวมกัน 817.5 ล้านลิตรต่อปี ดังนั้นไทยจะต้องเพิ่มผลผลิตเอทานอลร้อยละ 13.6 ต่อป ี
ภายใน 10 ปี จึงจะได้ตามแผนที่ตั้งไว้ (คมสันติ์, 2555) 
 แนวทางการแก้ไขปัญหาราคาวัตถุดิบที่สูง (เนื่องจากอ้อยและมันส้าปะหลังเป็นวัตถุดิบเพื่อ
การบริโภคและสามารถแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ที่จ้าเป็นได้อีกมากมาย) และตอบสนองนโยบายของ
รัฐบาล เราจึงต้องสร้างทางเลือกด้านวัตถุดิบที่มีศักยภาพเพียงพอในการผลิตเอทานอลนั่นคือ 
น้้าหวานจากสด จากการศึกษาหาข้อมูลเบื้องต้นพบว่าต้นจากเป็นพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจ 
เนื่องจากเป็นพืชที่สามารถน้ามาใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วน สามารถสร้างงาน สร้างรายได้จากภูมิปัญญา
ท้องถิ่นมาตั้งแต่รุ่นบรรพบุรุษ นอกจากนี้การปลูกจากนั้นเป็นการพัฒนาตามแนวพระราชด้าริของ   
ในหลวงฯ ซึ่งจะช่วยลดปัญหาดินเค็มในพื้นที่นากุ้งร้างได้ และต้นจากยังเป็นวัตถุดิบที่มีข้อได้เปรียบ
กว่าอ้อย คือ สามารถเติบโตได้เองตามธรรมชาติ ไม่ต้องใช้ยาก้าจัดวัชพืชหรือยาฆ่าแมลง ไม่ต้องใช้
เครื่องจักรในการรีดเอาน้้าหวานและสามารถให้ปริมาณน้้าตาลมากอีกด้วย แม้ว่าจะมีการผลิตเอทา-
นอลจากน้้าหวานจากเป็นสุราพื้นบ้านมานานแล้ว แต่ยังไม่มีการน้าน้้าหวานจากมาพัฒนาเป็น
พลังงานทดแทนในเชิงพาณิชย์ได้ อาจเป็นเพราะในน้้าหวานจากมีจุลินทรีย์หลายชนิดส่งผลให้เกิดการ
บูดได้ง่าย การผลิตสุราพื้นบ้านแสดงดังภาพประกอบที่ 1-1 โดยน้าน้้าหวานจากไปให้ความร้อนจน
กลายเป็นน้้าหวานเข้มข้นเพื่อป้องกันการบูดก่อนน้าไปเป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล แล้วหมักด้วย
ยีสต์ที่ต่อกันมาเป็นทอดๆ ไม่มีความเข้มข้นที่แน่นอนเป็นเวลาประมาณ 21 วันแล้วท้าการกลั่นเอทา-
นอลแบบภูมิปัญญาชาวบ้านท้าให้สิ้นเปลืองพลังงาน เวลาและทรัพยากร ส่งผลให้ค่าด้าเนินการผลิต
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สูง และการผลิตสุราพื้นบ้านยังมีวัตถุดิบอื่นอีกมากมาย ในขณะที่พลังงานทดแทนนั้นหาวัตถุดิบที่
คุ้มค่าและมีศักยภาพได้ยาก 
 งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากสดโดยใช้จุลินทรีย์ที่มีอยู่ใน
น้้าหวานจากให้เกิดประโยชน์ ท้าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมน้้าหวานจาก และ
ท้าการศึกษาหาสภาวะในการหมักเอทานอลโดยเปรียบเทียบระหว่างยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) 
และยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก (Isolated yeast) มุ่งเน้นการด้าเนินการผลิตและเทคโนโลยีการ
พึ่งพาตนเองอย่างง่าย เพื่อสามารถถ่ายทอดให้แก่ชุมชนได ้

 
ภาพประกอบที่ 1-1 การผลติสุราพ้ืนบ้านจากน้้าหวานจาก 

1.2 วัตถุประสงคข์องโครงการ 
  1. เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมน้้าหวานจากสดส้าหรับใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิต  
เอทานอล 
  2. เพื่อศึกษาหากระบวนการและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอเอทานอลจากน้้าหวานจากสด
โดยใช้ยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) เปรียบเทียบกับการใช้ยีสตค์ัดแยกจากน้้าหวานจากสด ด้วย
กระบวนการแบบกะ (Batch)                                                                                   

1.3 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะไดร้ับ 
  1. สร้างมูลค่าเพ่ิมให้ผลผลิตจากต้นจาก 
  2. ได้องค์ความรู้ใหม่ส้าหรับการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากสด 

1.4 ขอบเขตการวิจัย 
  1. ใช้น้้าหวานสดจากต้นจาก (ในเขตชุมชนป่าจาก ต.ขนาบนาก อ.ปากพนัง จ.นครศรีธรรมราช) 
เป็นวัตถุดิบ 
  2. ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมวัตถุดิบน้้าหวานจากโดยชะลอการท้างานของจุลินทรีย์ 
โดยการให้ความร้อนและปรับพีเอช 
  3. ศึกษาเปรียบเทียบการหมักไบโอเอทานอลจากน้้ าหวานจากสดโดยใช้ยีสต์ขนมปัง          
(Baker’s yeast) และ ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก (โดยภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์) 



3 

 

  4. การเพิ่มขนาดการหมักจากชุดขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นชุดเครื่องมือผลิตเอทานอลถัง
ปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร 
  5. ศึกษาการเพิ่มความบริสุทธิ์เอทานอลโดยการกลั่น 
  6. ประมาณค่าใช้จ่ายเบื้องต้นในการผลิตเอทานอล 
แผนผังสรุปขอบเขตของงานวิจัยแสดงดังภาพประกอบที่ 1-2 
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แผนผงัสรุปขอบเขตของงานวิจัย 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบที่ 1-2 แผนผังสรุปขอบเขตของงานวิจัย 

 

การเตรียมน้้าหวานจากโดยการปรับ 
พีเอชเริ่มต้นและให้ความร้อน 

การหมักเอทานอล 
 

ด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก
(Isolated yeast) 

 

เพิ่มขนาดการหมักจากชุดขวดหมักขนาด  
250 มิลลิลิตร เป็นชุดเครื่องมือผลิตเอทานอล

ขนาดถังหมัก 5 ลิตร 

การเพิ่มความบริสุทธ์เอทานอลโดยการกลั่น 
 

การประมาณค่าใช้จ่ายเบือ้งต้น 
 

ด้วยยีสตข์นมปัง  
(Baker’s yeast) 
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บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 

2.1 ต้นจาก 

 จากมีชื่อสามัญ คือ Nipa Palm หรือ Atap Palm มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Nipa fructicans 
Wurmb. เป็นพืชในตระกูล Arecaceae ที่เจริญเติบโตในบริเวณป่าชายเลน ชายฝั่งคูคลองที่ออก
ทะเล แช่น้้าอยู่ตลอดเวลา (หัสชัย, 2552) จากเป็นต้นไม้ที่ล้าต้นเป็นกออยู่ใต้ดิน เรียกว่า หินจาก มีใบ
แทงขึ้นจากกอ เป็นใบประกอบขนาดใหญ่แบบขนนก มีช่อดอกแทงเป็นงวงออกมาจากกาบใบ (พอน
จาก) ที่อยู่ใต้ดินเรียกว่า นกจาก ดอกสีเหลืองแสด เมื่อดอกกลายเป็นผลจะกระจุกกันเป็นทะลาย ผล
สีน้้าตาลเข้มเบียดกัน เรียกว่า โหม่งจาก เมื่อจากโตอายุได้ 4-5 ปี จึงจะออกผล (ผลไม้ไทย, 2556) 
แสดงดังภาพประกอบที่ 2-1 

 
ภาพประกอบที่ 2-1 ส่วนประกอบของต้นจาก 

 ต้นจากเป็นพืชที่มีคุณค่าทางนิเวศวิทยาเนื่องจากเป็นที่วางไข่และเป็นที่อยู่ของสัตว์น้้า อีกทั้ง
ยังช่วยป้องกันการกัดเซาะชายฝั่งด้วย และคุณสมบัติที่น่าสนใจของน้้าหวานจากคือ สามารถปรับดิน
เค็มจากพื้นที่นากุ้งร้างมาเป็นดินที่ใช้ประโยชน์ได้อีกครั้ง  
 การเก็บน้้าหวานของต้นจากนั้นสามารถเริ่มเก็บได้เมื่อต้นจากมีอายุประมาณ 6-7 ปี (นิดดา
และทวีทอง, 2550) จนกระทั่งอายุประมาณ 100 ปี โดยไม่ต้องมีการปลูกต้นจากใหม่ ซึ่งสามารถเก็บ
น้้าหวานได้จากงวงจากโดยใช้ไม้ตีหรือเคาะเพื่อกระตุ้นให้น้้าหวานออกมาแล้วนวดเพื่อขยายเส้น
น้้าหวานหลังจากนั้นใช้ทับปาดปลายช่อดอกแล้วน้ากระบอกไม้ไผ่ไปรองรับน้้าหวานและไปเก็บ
น้้าหวานมาทุกวันตอนเช้าดังภาพประกอบที่ 2-2 แต่การเก็บน้้าหวานจากต้นอ้อยต้องรอให้ต้นอ้อย
เจริญเติบโตเต็มที่จึงท้าการเก็บอ้อยมาเข้าเครื่องบีบอัดน้้าหวาน โดยระยะเวลาการเจริญเติบโตก่อน
เก็บเก่ียวอ้อยประมาณ 17 เดือน การปลูกอ้อยส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศเนื่องจากการใช้ยาฆ่าแมลง
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และยาก้าจัดวัชพืช อีกทั้งอาจส่งผลต่อสิ่งแวดล้อมหากมีการลักลอบเผาไร่อ้อยเพื่อก้าจัดใบอ้อยก่อน
การเก็บเกี่ยว เห็นได้ชัดว่าต้นจากนั้นมีข้อได้เปรียบเมื่อเทียบกับอ้อยคือ สามารถเจริญเติบโตได้เอง
ตามธรรมชาติ ไม่ต้องรดน้้า ไม่ต้องใช้ยาก้าจัดวัชพืชและยาฆ่าแมลง สามารถเก็บน้้าหวานได้ในขณะที่
ต้นจากก้าลังเจริญเติบโตอยู่โดยไม่ต้องใช้เครื่องจักรในการรีดน้้าหวานและไม่มีของเหลือทิ้งหลังการ
เก็บน้้าหวาน 
 ต้นจากเป็นพืชเศรษฐกิจที่สามารถใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วน โดยการน้าน้้าหวานจากสดไปเคี่ยว
ในกระทะก็จะได้น้้าหวานเข้มข้น หรือเคี่ยวจนเกือบแห้งแล้วโซมท้าเป็นน้้าตาลปี๊บดังภาพประกอบที่ 
2-3  หรือน้าไปหมักเพื่อเป็นน้้าส้มจากก็ได้เช่นกัน โดยน้้าส้มจากเมื่อน้าไปหมักผสมกับอาหารกุ้งก็จะ
ช่วยท้าให้น้้าในบ่อกุ้งไม่เน่าเสีย และยังใช้น้้าหวานจากผลิตเป็นสุราพื้นบ้านได้อีกด้วย (ฟรินน์
ดอทคอม, 2558) 

 
ภาพประกอบที่ 2-2 การเก็บน้้าหวานจาก 

 

 

ภาพประกอบที่ 2-3 การโซมน้้าหวานจากเพื่อท้าน้้าตาลปี๊บ 
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 ต้นจากเป็นพืชที่ให้แอลกอฮอล์ต่อไร่สูง เมื่อเปรียบเทียบกับพืชอื่น เช่น มะพร้าว   มัน
ส้าปะหลังและอ้อย หากได้รับการพัฒนาที่เหมาะสมอาจใช้เป็นเชื้อเพลิงยามขาดแคลนได้ มีการ
ประเมินว่าต้นจากสามารถให้น้้าตาลได้ถึง 20 ตันต่อเฮกตาร์ หรือ 3,200 กิโลกรัมต่อไร่ และคิดเป็น
แอลกอฮอล์ 90 บาร์เรล หรือ 14,300 ลิตรต่อเฮกตาร์ หรือ 2,288 ลิตรต่อไร่ ซึ่งมากกว่าอ้อยถึงสอง
เท่า (นพรัตน,์ 2551) 

2.2 เอทานอล 
 เอทานอล คือ แอลกอฮอล์ชนิดหนึ่ง ที่มีสูตรเคมี C2H5OH มีลักษณะเป็นของเหลวใส ไม่มีสี 
ติดไฟง่าย มีความไวไฟและค่าออกเทนสูง สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ได้มากมาย เช่น ใช้เป็นสารตั้งต้น
หรือตัวท้าละลายในอุตสาหกรรมต่างๆ เป็นส่วนผสมในเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ ใช้ส้าหรับฆ่าเชื้อหรือ
ล้างแผล และที่ส้าคัญที่สุด คือสามารถใช้เพื่อเพิ่มค่าออกเทนและลดปริมาณเชื้อเพลิง โดยน้าไปผสม
กับน้้ามันเบนซีนเป็นแก๊สโซฮอล ์(สมาคมการค้าผู้ผลิตเอทานอล, 2557) 

   2.2.1 เทคโนโลยีการผลิตเอทานอล (สยามเคมี, 2557) 
 แบ่งออกได้เป็น 2 วิธี ดังนี ้
    2.2.1.1 การสังเคราะห์เอทานอลจากกระบวนการทางเคมีโดยสังเคราะห์เอทานอลจากเอทิลีน 
สามารถแบ่งได้เป็น 2 วิธี คือ  
 1). ไดเรคไฮเดรชันเอทิลีน (Direct hydration ethylene) แสดงดังปฏิกิริยาที่ (1) 
  C2H4 (g)  + H2O (g)      C2H5OH   (1) 
   เอทิลีน                  ไอน้้า              เอทานอล  
 2). อินไดเรคไฮเดรชันเอทิลีน (Indirect hydration ethylene) แสดงดังปฏิกิริยาที่ (2-3) 
และ (4-5) 

  C2H4   + H2SO4       C2H5OSO3H   (2)
  เอทิลีน                   กรดซัลฟูริก          เอทิลเอซิดซัลเฟต  

  C2H5OSO3H + H2O     C2H5OH     +     H2SO4   (3) 

  เอทิลเอซดิซัลเฟต  น้้า   เอทานอล        กรดซัลฟูริก 

  2C2H4    + H2SO4       (C2H5O)2SO2   (4)
  เอทิลีน                   กรดซัลฟูริก            ไดเอทิลซัลเฟต 

  (C2H5O)2SO2 + H2O     2C2H5OH     +    H2SO4   (5) 

  ไดเอทิลซัลเฟต          น้้า   เอทานอล กรดซัลฟูริก 

แต่ปัจจุบันน้ีไม่นิยมผลิตเอทานอลด้วยวิธีการสังเคราะห์เนื่องจากมีต้นทุนสูงและไม่คุ้มค่าต่อการลงทุน 
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    2.2.1.2 การหมักเอทานอล (Ethanol Fermentation) (อัสมา, 2551) ขั้นตอนการหมักเป็น
กระบวนการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกิดจากการท้างานของเชื้อยีสต์ในการเปลี่ยนน้้าตาลกลูโคส
ภายใต้สภาพที่ปราศจากออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเพียงเล็กน้อยให้เป็นแอลกอฮอล์และ
คาร์บอนไดออกไซด์ โดยทั่วไปการหมักจะให้เวลาประมาณ 2-3 วันเพื่อให้ได้แอลกอฮอล์ที่มีความ
เข้มข้นประมาณร้อยละ 8-12 โดยปริมาตร โดยเฉพาะสายพันธุ์ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งมี
ความสามารถในการเจริญได้อย่างรวดเร็ว มีความคงทนต่อแอลกอฮอล์ได้ในปริมาณสูง รวมถึง
สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้ในปริมาณสูงด้วย สามารถแสดงดังปฏิกิริยาที่ (6) 

 C6H12O6       2C2H5OH    +    2CO2    (6) 

          กลูโคส                    เอทานอล   คาร์บอนไดออกไซด ์

 จากปฏิกิริยาที่ (6) โดยทฤษฎีพบว่า กลูโคส 1 กรัม สามารถผลิตเอทานอลได้ 0.511 กรัม
และคาร์บอนไดออกไซด์ 0.489 กรัม แต่ในความจริงจะเกิดเอทานอลน้อยกว่า 0.511 กรัม เพราะ
ยีสต์ใช้กลูโคสในการเจริญเติบโตและยังมีการเกิดผลผลิตข้างเคียง (by product) เช่น กลีเซอรอล
และซัลนิเคท เป็นต้น (สยามเคมี, 2557) 

   2.2.2 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหมักเอทานอล 
    2.2.2.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมัก  
 1). จุลินทรีย์ธรรมชาติ ในผลไม้ต่างๆจะพบจุลินทรีย์ที่ผิวผลไม้ภายนอกโดยเฉพาะผลไม้ที่สุก
จัดมีรสหวาน เมื่อท้าการคั้นน้้าผลไม้ปล่อยทิ้งไว้ น้้าผลไม้จะเกิดการหมักเองโดยจุลินทรีย์ที่ติดมากับ
ผลไม้แต่ละชนิด ปริมาณของจุลินทรีย์ธรรมชาติไม่แน่นอนแตกต่างตามสภาวะแวดล้อม อุณหภูมิและ
ความชื้น (ลูกจันทร์, 2551) ในช่วงแรกของการหมักจะพบยีสต์สายพันธุ์ Kloeckera apiculata แต่
ยีสต์เหล่านี้สามารถทนต่อแอลกอฮอล์ได้ที่ปริมาณต่้า ดังนั้นเมื่อกระบวนการหมักด้าเนินต่อไปจะมี
ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ที่ติดอยู่บนเครื่องมือที่ใช้ผลิตซึ่งสามารถทนต่อแอลกอฮอล์
ปรมิาณสูงเจริญขึ้นแทน (พลอยใส, 2553) 
 2.) จุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่คัดเลือกแล้ว แบ่งตามสภาพการเก็บได้ 2 แบบ คือ เชื้อสดเพาะเลี้ยง
บนอาหารวุ้น (Nutrient agar) และสภาพผงแห้งซึ่งสามารถเก็บได้นานและมีประสิทธิภาพดีกว่า   
เชื้อสด (ลูกจันทร์, 2551) ในการผลิตเอทานอลเชิงอุตสาหกรรมจึงนิยมใช้ชนิดผงแห้ง (ประดิษฐ์, 
2545) 
 ยีสต์ผง Saccharomyces cerevisiae เป็นยีสต์สายพันธุ์ที่ได้รับการยอมรับในอุตสาหกรรม
การหมัก คุณสมบัติที่ส้าคัญคือ สามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาพแวดล้อมที่มีความเข้มข้นของน้้าตาล
กลูโคสสูง มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้้าตาลเป็นเอทานอลได้ดี ทนต่อเอทานอลความเข้มข้นสูง เชื้อ
ที่หมักแอลกอฮอล์จะสังเกตุได้จากการเขย่าขวดจะปรากฎฟองเกิดขึ้นเป็นจ้านวนมาก (วนัสยา, 2545) 
และยีสต์ที่สามารถหมักเอทานอลได้ดี มีราคาถูกแต่มีความบริสุทธิ์น้อยกว่าคือ ยีสต์ขนมปัง (Baker’s- 
yeast) ชนิดผง ซึ่งเป็นยีสต์ตระกูล Saccharomyces cerevisiae เช่นกัน แต่ชนิด คุณภาพ วิธีสกัด 
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และแหล่งที่มาต่างกันจึงมีราคาต่้ากว่า ซึ่งประเทศไทยสามารถผลิตได้เอง เช่น ผลิตจากน้้าอ้อย 
(ประไพศรี, 2535) และผลิตจากน้้าส่าเหล้า (สมหวัง และคณะ, 2534) โดยปัจจุบันได้มีการน้ายีสต์
ขนมปังแบบผงมาใช้ผลิตสุราชุมชนมากขึ้นเนื่องจากมีราคาต่้ากว่ายีสต์ชนิดอื่น (วุฒ,ิ 2556) 
    2.2.2.2 ปริมาณอาหารและสับสเตรท - สารอาหารที่จ้าเป็นต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ ได้แก่ 
คาร์บอน ไนโตรเจน ซัลเฟอร์ แร่ธาตุและวิตามินต่างๆ เป็นส่วนส้าคัญในการกระตุ้นการหมักเอทา-
นอลโดยสารอาหารจะใช้ในการเจริญเติบโตของยีสต์ และสับสเตรทท้าหน้าที่สังเคราะห์โปรตีนท้าให้
จ้านวนเซลล์เพิ่มขึ้น (สาวิตรี, 2549) 
    2.2.2.3 พีเอชเริ่มต้น - ยีสต์สามารถเจริญได้ดีในสภาพการหมักเอทานอลจากน้้าตาลที่ค่าพีเอชอยู่
ในช่วง 4.5-6.5 โดยมีค่าที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 4.5 ซึ่งในสภาพเป็นกรดอ่อนนี้สามารถช่วยควบคุมการ
ปนเป้ือนแบคทีเรียได้ด ี(สาวิตรี, 2549)      
    2.2.2.4 อุณหภูมิ - ยีสต์สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิปานกลาง ในช่วง 25-30 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิต่้าสุดที่จะทนได้คือ 5-10 องศาเซลเซียส ในสภาพที่อาหารอุดมสมบูรณ์ยีสต์จะทนอุณหภูมิ
สูงได้ดี และจะหยุดเจริญเมื่ออุณหภูมิต่้ากว่า 0 และเกินกว่า 40 องศาเซลเซียส การควบคุมอุณหภูมิ
ในการหมักเชิงอุตสาหกรรมเป็นสิ่งจ้าเป็นเพื่อประสิทธิภาพการหมักที่ดี และจ้าเป็นต้องมีระบบหล่อ
เย็นเพ่ือควบคุมอุณหภูมิในถังหมัก (สมาคมแป้งมันส้าปะหลังไทย, 2556)      
    2.2.2.5 อากาศ - ยีสต์ต้องการออกซิเจนเพื่อใช้ในการหายใจ การให้อากาศมีความจ้าเป็นในช่วง
การเพ่ิมจ้านวนเซลล์ของยีสต์แต่ไม่จ้าเป็นในขณะที่มีการผลิตแอลกอฮอล์ (ดวงพร, 2546) ในช่วงการ
เจริญของยีสต์จะให้เอทานอลน้อย เพราะออกซิเจนจะส่งเสริมให้เกิดการออกซิเดชั่นอย่างสมบูรณ์ มี
การสร้างคาร์บอนไดออกไซด์และน้้า (สมาคมแป้งมันส้าปะหลังไทย, 2556)               
    2.2.2.6 เอทานอล - ในสภาพที่มีเอทานอลสูง การเจริญและการหมักของยีสต์จะถูกยับยั้งเพราะ 
เอทานอลมีผลต่อเอนไซม์และสรีรวิทยาของเซลล์ โดยยีสต์จะถูกยับยั้งที่เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 
14 โดยปริมาตร (สมาคมแป้งมันส้าปะหลังไทย, 2556)      
    2.2.2.7 ความเข้มข้นของน้้าตาล - เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานให้แก่ยีสต์ โดยใช้ความ
เข้มข้นสูงจะส่งผลให้เกิดเอทานอลมาก โดยปรับในช่วงร้อยละ 5-30 โดยน้้าหนัก ถ้าสูงกว่าระดับนี้จะ
ท้าให้ยีสต์ตายได้ (เพราะน้้าตาลเข้มข้นสูงมีผลท้าให้เซลล์เสื่อมสภาพ) (ลูกจันทร์, 2551) 
    2.2.2.8 ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ มีผลยับยั้งการเติบโตของยีสต์ ทั้งในภาวะที่มีและไม่มี
ออกซิเจน ที่ความดันบรรยากาศปกติ หากมีคาร์บอนไดออกไซด์สูงจะเกิดการยับยั้งการเจริญและการ
หมักอย่างรุนแรง โดยคาร์บอนไดออกไซด์มีผลยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลชั่น และ
คาร์บอนไดออกไซด์ยังมีผลต่อเยื่อหุ้มเซลล์ท้าให้การขนถ่ายสารเข้าออกเซลล์เปลี่ยนไป  (สาวิตรี, 
2549) 
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   2.2.3 กระบวนการการหมักเอทานอล  
 สามารถแบ่งออกเป็น 3 แบบ ดังนี้ (กลยุทธและนิสิต, 2535) 
    2.2.3.1 การหมักแบบกะ (Batch Fermentation) ต้องท้าการเตรียมเชื้อใหม่ทุกครั้ง ระยะเวลา
หมักประมาณ 48 ชั่วโมง ได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 8-10 โดยปริมาตร นิยมใช้ในโรงงาน
อุตสาหกรรม เป็นถังหมักที่สามารถกวนผสมวัตถุดิบและเชื้อ พร้อมควบคุมอุณหภูมิ และพีเอชเพื่อ
ป้องกันการปนเปื้อนจากเชื้ออื่น มีข้อดี คือ เหมาะกับการผลิตปริมาณไม่มากและควบคุมระบบให้อยู่
ในสภาวะปลอดเชื้อได้ง่าย แต่ข้อเสียคือต้องเตรียมวัตถุดิบและเชื้อเริ่มต้นใหม่ทุกครั้งของการหมักแต่
ละชุด ท้าให้เสียเวลา เสียค่าใช้จ่าย และต้องเสียเวลารอให้จุลินทรีย์เจริญเติบโตในช่วงแรกทุกครั้ง 
    2.2.3.2 การหมักแบบกึ่งกะ (Fed-Batch Fermentation or Fed-Batch Culture) เป็นการหมัก
ที่มีการเตรียมอาหารอย่างต่อเนื่องเป็นช่วงๆไม่มีการถ่ายผลผลิตออก ถูกใช้ในอุตสาหกรรมการหมัก
ต่างๆ เช่น การผลิตยีสต์ขนมปัง เป็นต้น 
    2.2.3.3 การหมักแบบต่อเนื่อง (Continuous Fermentation) เป็นถังหมักที่ปริมาตรอาหารคงที่ 
อัตราการเติมอาหารหรือเช้ือเท่ากับที่ปล่อยออก มีข้อดีคือ ควบคุมอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์
ได้ และสามารถศึกษาผลของการเปลี่ยนปัจจัยทางเคมีและทางกายภาพต่อการเจริญของจุลินทรีย์ได้ 
ส่วนข้อเสียคือ อาจท้าให้เกิดปัญหาการปนเปื้อน 
 เนื่องจากวัตถุดิบน้้าหวานจากสดปนเปื้อนด้วยแบคทีเรียหลายชนิดรวมทั้งชนิดที่ท้าให้เกิด
การบูดได้ง่ายด้วย ซึ่งวิธีการในปจัจุบันที่สามารถช่วยชะลอการท้างานของแบคทีเรียคือการใช้สารสกัด
จากไม้เคี่ยม จึงมีการใส่เกล็ดไม้เคี่ยมในกระบอกไม้ไผ่ที่ใช้เก็บรองรับน้้าหวานเพื่อชะลอการบูดของ
น้้าหวาน 

2.3 ไม้เคี่ยม  
 มีชื่อสามัญ คือ Resak tembage มีชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Cotylelobium melanoxylon 
Pierre. เป็นพืชในวงศ์ Dipterocarpaceae มีชื่ออื่น คือ เคี่ยม (ทั่วไป) เคี่ยมขาว เคี่ยมด้า เคี่ยมแดง  
(ภาคใต้) 
 เคี่ยมมีลักษณะทั่วไป คือ เป็นไม้ยืนต้นมีมากในป่าดิบ ต้นเปล่ากลม เรือนยอดเป็นพุ่มคล้าย
พุ่มสน มีกิ่งใบทึบ เปลือกล้าต้นสีน้้าตาล มีรอยแต้มสีเทาและเหลือง แตกเป็นร่องทางยาว มีต่อม
ระบายอากาศ ใบเดี่ยวสลับกันโคนใบมน ปลายสอบเรียว หลังใบลื่นเป็นมัน ท้องใบมีขนเป็นกระจุกสี
น้้าตาล ดอกเล็กสีขาวออกดอกตามง่ามใบ ปลายกิ่งเป็นช่อยาว กลิ่นหอม ผลกลมเล็กสีน้้าตาลมีขน
เหมือนก้ามะหยี ่
 การน้าเปลือกไม้เคี่ยมมาตัดเป็นชิ้นขนาดประมาณ 1x2 นิ้ว เป็นรูปสี่เหลี่ยมขนมเปียกปูน ใส่
กระบอกไผ่รองรับน้้าหวานจากต้นจาก จะเกิดรสฝาดรักษาน้้าตาลไม่ให้บูด (ปาริชาต,ิ 2557) 
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2.4 บทบาทของจุลินทรีย์ในกระบวนการหมัก (พิมพ์เพ็ญ และ นิธิยา, 2556) 
   2.4.1 การหมักให้เกิดแอลกอฮอล์ (alcoholic fermentation)  
 ใช้จุลินทรีย์ เช่น ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae เป็นการหมักน้้าตาลกลูโคสเพื่อให้ได้
แอลกอฮอล์และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ในอุตสาหกรรมอาหารใช้เพื่อผลิต
เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ (alcoholic beverage) ได้แก่ เบียร์ ไวน์และใช้ในการหมักขนมปังเพ่ือให้ขึ้นฟ ู 
   2.4.2 การหมักให้เกิดกรดแลคติก (lactic acid fermentation)  
 โดยใช้แบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก (lactic acid bacteria) ได้แก่ Lactobacillus, 
Streptococcus, Lactococcus และ Leuconostoc ที่สามารถหมักให้เกิดกรดแลคติก (lactic 
acid) โดยมีวัตถุดิบเป็นน้้าตาลกลูโคส  ในภาวะที่ไม่มีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กน้อย ใน
อุตสาหกรรมอาหารการหมักประเภทนี้ เพื่อผลิตอาหาร เช่น โยเกิร์ต นมเปรี้ยว สามารถแสดงดัง
ปฏิกิริยาที่ (7)    

  C6H12O6    2CH3CHOHCOOH  (7) 

  กลูโคส                          กรดแลกติก 

   2.4.3 การหมักให้เกิดกรดอะซิติก (acetic acid fermentation)  
 ใช้แบคทีเรียในกลุ่ม Acetic acid bacteria เช่น Acetobacter ซึ่งสามารถออกซิไดส์       
เอทานอลให้เป็นกรดอะซิติก (acetic acid) ในสภาวะที่มีอากาศ ในอุตสาหกรรมอาหารใช้เพื่อการ
ผลิตน้้าส้มสายชู (vinegar) สามารถแสดงดังปฏิกิริยาที่ (8) 

 C2H5OH + O2     CH3CHOOH + H2O (8) 

 เอทานอล         ออกซิเจน   กรดอะซิติก   น้้า 

2.5 วิธีการพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodoligy, RSM) (วรลักษณ,์ 2013) 
 วิธีการพื้นผิวตอบสนองเป็นการน้าข้อมูลสถิติและเทคนิคทางคณิตศาสตร์มาประยุกต์ใช้ใน
การออกแบบการทดลองและหาสภาวะที่เหมาะสม โดยท้าการป้อนค่าตัวแปรอิสระที่อาจมีตัวแปร
เดียวหรือหลายตัวแปรเพื่อให้โปรแกรมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระกับตัวแปรตามใน
รูปแบบของพื้นผิวตอบสนองและสมการ 
 ตัวแปรอิสระที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการทางชีวเคมีและเคมีนั้นมีหลายตัวแปร แต่การก้าหนด
ตัวแปรอิสระเพื่อหาค่าผลตอบสนองที่ เหมาะสมต้องเลือกตัวแปรที่ส่งผลกระทบโดยตรงกับ
ผลตอบสนอง เนื่องจากการก้าหนดความส้าคัญของตัวแปรอิสระนั้นสามารถก้าหนดความแม่นย้าใน
การหาสภาวะที่เหมาะสมได้ ส้าหรับความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระและตัวแปรตามนั้นจะแสดงผล
ในรูปของพื้นผิวตอบสนองแบบสองมิติ (Contour plot) หรือสามมิติ (Surface plot) ท้าให้เห็น
ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระและตัวแปรตามอย่างชัดเจน 

ไม่มี O2

ออกซิเจ

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1168/alcoholic-fermentation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1014/glucose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1167/alcoholic-beverage-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%94%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1270/lactic-acid-fermentation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0782/lactic-acid-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1271/lactobacillus-%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1456/streptococcus
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2817/lactococcus-%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%84%E0%B9%87%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%84%E0%B8%B1%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1985/leuconostoc
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1539/lactic-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1539/lactic-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1129/acetobacter-%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0581/acetic-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1183/vinegar-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B8%8A%E0%B8%B9
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  การวิเคราะห์แบบสมการถดถอย (Regression analysis) จะใช้แบบจ้าลองของสมการก้าลัง
สอง (Quadratic equation) โดยค่า Y เป็นตัวแปรตามและ b0, bi, bii, bij เป็นค่าสัมประสิทธิ์แบบ
จุดตัด (Intercept coefficient), สัมประสิทธิ์เชิงเส้น (Linear coefficient) สัมประสิทธิ์ก้าลังสอง 
(Quadratic coefficient) และสัมประสิทธิ์เชิงซ้อน (Interaction coefficient) ตามล้าดับ ขณะที่ Xi  
และ Xj เป็นตัวแปรอิสระ(i≠j) ตัวอย่างแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์จ้านวน 3 ตัวแปร แสดงดังสมการ
ที่ (2.1) 
Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b11X1

2+ b22X2
2+ b33X3

2 + b12X1X2 + b23X2X3 + b13X1 X3       
                    (2.1) 
 แผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) นั้นเป็นการออกแบบการทดลอง
โดยให้ค่ากลางของตัวแปรอิสระส่งผลที่เหมาะสมต่อตัวแปรตาม โดยพัฒนามาจากแผนการทดลอง
แบบแฟคทอเรียลเชิงส่วน (Fractional Factorial design) หรือแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลที่มี
ระดับของปัจจัย 2 ระดับ ซึ่งการออกแบบการทดลองนั้นต้องมีระดับปัจจัยอย่างน้อย 3 ระดับและ
สภาวะในการทดลองจะมีการทดลองซ้้าเพื่อดูความแม่นย้าของการทดลอง จึงส่งผลให้มีการทดลอง
มากหากมีปัจจัยอิสระมาก 

2.6 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 Tamunaidu et al. (2012) ศึกษาโดยการน้าน้้าหวานจากมาเป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทา-
นอล โดยเลือกพื้นที่สี่แบบในการศึกษาที่ต้นจากอายุ 8-100 ปีสามารถผลิตน้้าหวานได้ 0.4-1.2 ลิตร
ต่อวันต่อต้น มีองค์ประกอบทางเคมีซึ่งส่วนใหญ่เป็นซูโครส กลูโคส และฟรุคโตส 159-214 กรัมต่อ
กิโลกรัม  มีสารอนินทรีย์ 5 กรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งส่วนใหญ่ คือ โซเดียม คลอไรด์ และ โพแทสเซียม ท้า
การทดลองโดยน้าน้้าหวานมาเจือจางให้มีความเข้มข้น 150 กรัมต่อกิโลกรัม แล้วน้าไปหมักด้วย 
Saccharomyces cerevisiae เป็นเวลา 30-48 ชั่วโมง แบบใส่และไม่ใส่สารอาหาร ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส  แล้วเปรียบเทียบผลเอทานอลกับการหมักด้วยน้้าอ้อยและซูโครส  จากการทดลอง
สรุปได้ว่าการหมักแบบใส่สารอาหารในเวลา 30-32 ชั่วโมง ได้ผลได้เอทานอลร้อยละ 96.9 โดย
ปริมาตรซึ่งใกล้เคียงกับน้้าอ้อย ส่วนการหมักแบบไม่ใส่สารอาหารในเวลา 48 ชั่วโมง ได้ผลได้เอทา-
นอลร้อยละ 95.5 โดยปริมาตรซึ่งใกล้เคียงกับน้้าอ้อยเช่นกัน จึงสรุปได้ว่าน้้าหวานจากมีสารอาหารใน
ตัวเพียงพอต่อการผลิตเอทานอล และการปลูกต้นจากให้ได้น้้าหวานมาก คือ 1,000 ต้นต่อเฮกตา จะ
ให้น้้าหวาน 4,550-9,100 ลิตรต่อเฮกตาต่อปี จากผลการทดลองจึงสามารถสรุปได้ว่าน้้าหวานจาก
เป็นวัตถุดิบที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล  

 Kosugi et al. (2010) ศึกษาเกี่ยวกับต้นปาล์มเก่าที่ถูกโค่นพบว่า ประกอบด้วยน้้าหวานที่มี
น้้าตาลกลูโคสสูง ซึ่งน้้าหวานส่วนในสุดของล้าต้นปาล์มมีน้้าหวานหนักถึงร้อยละ 80 ของน้้าหนัก
ทั้งหมด และมีความเข้มข้นของกลูโคสสูงถึง 85.2 กรัมต่อลิตร และมีน้้าตาลชนิดอ่ืนอยู่ด้วย อีกทั้งยังมี 
กรดอะมิโน กรดอินทรีย์  แร่ธาตุและวิตามินอีกด้วย ซึ่งการทดลองนี้จะท้าการหมักเอทานอลแบบไม่
ใส่สารอาหารเพิ่มและเทียบผลเอทานอลกับการหมักอ้างอิง คือ การหมักด้วย YPD medium กับ
กลูโคสความเข้มข้น 60 กรัมต่อลิตร ส่วนการผลิตกรดแลคติกนั้นจะเทียบกับการผลิตอ้างอิง คือ การ
ผลิตกรดแลคติกด้วย MSR medium กับกลูโคสความเข้มข้น 18 กรัมต่อลิตร การสกัดน้้าหวานท้า
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โดยบีบอัดไม้ด้วยความดัน 80 เมกะปาสคาล แล้วน้าน้้าหวานไปหมุนเหวี่ยงที่ 6,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นน้าส่วนใสไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ส้าหรับการหมัก    
เอทานอลท้าการปรับความเข้มข้นกลูโคสของน้้าหวานให้เป็น 55 กรัมต่อลิตรด้วยน้้ากลั่นแล้วปรับ   
พีเอชเป็น 6 แล้วฆ่าเชื้อด้วย membrane filter หลังจากนั้นเติมยีสต์ปริมาณร้อยละ 5 โดยปริมาตร 
แล้วหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสแบบไม่ต้องเขย่า จากการทดลองพบว่าผลได้เอทานอลเป็น 
ร้อยละ 94.2 ของผลได้ตามทฤษฎี และพบว่าน้้าหวานมีสารอาหารเพียงพอต่อการหมักเมื่อ
เปรียบเทียบกับการหมักอ้างอิง ส่วนการผลิตกรดแลคติกนั้น เจือจางน้้าหวานด้วยน้้ากลั่นให้มีความ
เข้มข้นกลูโคส 16.7 กรัมต่อลิตรแล้วปรับพีเอชเป็น 7 แล้วฆ่าเชื้อด้วย membrane หลังจากนั้นเติม 
Lactococcus ปริมาณร้อยละ 5 โดยปริมาตร แล้วหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสโดยไม่ต้องเขย่า 
จากผลการทดลองพบว่า และมีผลได้กรดแลคติกเป็นร้อยละ 89.9 ของผลได้ตามทฤษฎี จากผลการ
ทดลองทั้งหมดสามารถสรุปได้ว่าน้้าหวานจากต้นปาล์มเก่าที่ถูกโค่นเป็นวัตถุดิบที่เหมาะสมในการผลิต
เอทานอลและกรดแลคติก และจะเป็นวัตถุดิบหลักที่ส้าคัญในประเทศที่มีต้นปาล์มมาก เช่น มาเลเซีย
และอินโดนีเซีย  

 Abdullah et al. (2015) ศึกษาเกี่ยวกับใบปาล์มน้้ามัน (Oil Palm Frond: OPF) ซึ่งเป็น
สารชีวมวลที่มีมากที่สุดในอุตสาหกรรมปาล์มน้้ามันพบว่า น้้าหวานจากใบปาล์มน้้ามันนั้นสามารถบีบ
อัดออกมาได้เช่นเดียวกับอ้อยและมีองค์ประกอบทั้งน้้าตาลและสารอาหาร เช่น ไนโตรเจน  
แมกนีเซียม แคลเซียม ซิงค์ ฟอสฟอรัส และซัลเฟอร์ ซึ่งถือเป็นข้อได้เปรียบส้าหรับกระบวนการผลิต
เอทานอลและยังเป็นวัตถุดิบที่ไม่ใช่อาหารอีกด้วย จากการทดลองหมักน้้าหวานใบปาล์มน้้ามันด้วย
ยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) โดยไม่เติมสารอาหารและไม่ควบคุมพีเอช เป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่า
ผลได้เอทานอลมีค่าเท่ากับ 0.38 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้้าตาลซึ่งถือว่าใกล้เคียงกับการหมักโดยใช้
ตัวกลางสังเคราะห์ที่มีผลได้เอทานอล 0.4 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้้าตาล อีกทั้งยังใกล้เคียงกับผลได้  
เอทานอลที่เกิดจากการหมักน้้าอ้อยในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลในประเทศบราซิลอีกด้วย 
ดังนั้นน้้าหวานใบปาล์มน้้ามันจึงเป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมที่น่าสนใจ
เพราะเป็นพลังงานหมุนเวียน ไม่ใช่อาหาร และไม่ใช่วัตถุดิบที่เป็นเซลลูโลสอีกด้วย  

 Joannis-Cassan et al. (2014) ได้ท้าการศึกษาเกี่ยวกับการลดต้นทุนการผลิตและ
ผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมของการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากบีตรูท (sugar beet) ที่หมักด้วย 
Saccharomyces cerevisiae ซึ่งจะท้าการทดสอบสองปฏิกรณ์ในการผลิต คือ multistage batch 
และ fed batch process ด้วยสภาวะการทดลองที่แตกต่างกัน ซึ่งจากการทดสอบพบว่าการหมัก
ด้วยปฏิกรณ์แบบ fed batch process นั้นสามารถให้ความเข้มข้นเอทานอลมากที่สุด อีกทั้งยัง
สามารถลดตัวยับยั้งการเกิดเอทานอลได้อีกด้วย สภาวะการทดลองที่เหมาะสม (ปริมาตรเริ่มต้นและ
อัตราการป้อนสารเข้า) สามารถผลิตเอทานอลได้ร้อยละ 15.2 โดยปริมาตรภายในระยะเวลา 53 
ชั่วโมงโดยไม่มีน้้าตาลซูโครสเหลือและมีอัตราการผลิตเอทานอล 2.3 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  
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 Kawa-Rygielska et al. (2013) ศึกษาเพื่อหาค่าความเข้มข้นที่เหมาะสมของน้้าหวานบีตรูท 
(sugar beet) หลังจากผ่านการกรองด้วย membrane และเพื่อเลือกสภาวะในการหมัก (ชนิดของ
ยีสต์และชนิดของตั วกลางการหมัก )  น้้ าหวานบีตรูทจะถูกหมักด้ วยยีสต์สองชนิ ดของ 
Saccharomyces cerevisiae   (Ethanol  Red and Safdistil C-70) ในถังหมักแบบกะ (Batch 
ethanol fermentation)  โดยจะท้าการศึกษาผลกระทบจากการเติมสารอาหารที่แตกต่างกันใน
ตัวกลางการหมัก (mineral salt  urea+Mg3(PO4)2 และ  ยีสต์สกัด) ความเข้มข้นน้้าหวานบีตรูทที่
เหมาะสมส้าหรับกระบวนการผลิตเอทานอลขึ้นอยู่กับปริมาณยีสต์ ความเข้มข้นเอทานอล 85-87 
กรัมต่อลิตร ผลได้เอทานอลร้อยละ 82 และ น้้าตาลถูกใช้ไปมากกว่าร้อยละ 95 ภายในระยะเวลาการ
หมัก 72 ชั่วโมง สารอาหารที่เข้มข้นจะส่งผลให้ผลได้เอทานอลเพิ่มขึ้น ซึ่งจากการทดลองพบว่า
สารอาหารจากตัวกลาง urea+Mg3(PO4)2  ท้าให้ได้ความเข้มข้นเอทานอลที่สูงที่สุด คือ 91.16-92.06 
กรัมต่อลิตร, ผลได้เอทานอลร้อยละ 84.78-85.62 และน้้าตาลถูกใช้จนหมด  

 Sasaki et al. (2014) ศึกษาการผลิตเอทานอลความเข้มข้นสูงโดยน้้าข้าวฟ่างหวานที่ผ่าน
การแยกด้วยเมมเบรน 2 ขั้นตอน ซึ่งขั้นตอนแรกคือ Ultrafiltration เป็นการกรองเศษของแข็งออก 
แล้วตามด้วยขั้นตอนที่สองคือ Nanofiltration เป็นการท้าน้้าข้าวฟ่างหวานให้เข้มข้นจนมีความ
เข้มข้นของน้้าตาลแต่ละชนิดดังนี้ ซูโครส 180 กรัมต่อลิตร กลูโคส 59.3 กรัมต่อลิตร และฟรุคโตส 
49.3 กรัมต่อลิตร หลังจากนั้นท้าการเติมไนโตรเจน (10 และ 20 กรัมต่อลิตรของยีสต์สกัดและโพลี- 
เปปโทนตามล้าดับ) แล้วน้าไปหมักด้วย Saccharomyces cerevisiae เพื่อผลิตเอทานอล ซึ่งความ
เข้มข้นของเอทานอลคือ 133.5 กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 87.6 ของผลได้ตามทฤษฎี) ภายในระยะเวลา
การหมัก 48 ชั่วโมง การเติมไนโตรเจนความเข้มข้นต่้า (3 และ 6 กรัมต่อลิตรของยีสต์สกัดและโพลี- 
เปปโทนตามล้าดับ) หรือการไม่เติมไนโตรเจนเลยนั้นท้าให้ได้ความเข้มข้นเอทานอล 131.4 และ 
132.8 กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 84.8 และ 86.0 ของผลได้ตามทฤษฎี) ตามล้าดับ โดยใช้ระยะเวลาในการ
หมัก 48 ชั่วโมงเช่นเดียวกัน  

 Luo et al. (2014) ได้ท้าการศึกษาเกี่ยวกับน้้าข้าวฟ่างหวานที่ถูกหมักด้วย 
Saccharomyces cerevisiae ให้เป็นเอทานอล ซึ่งมีการใช้วิธี Factorial experiment design 
regression analysis และ response surface methodology  เพื่อวิเคราะห์ผลกระทบของตัวแปร
กระบวนการประกอบด้วย ความเข้มข้นของแข็งในน้้าข้าวฟ่างหวานในช่วงร้อยละ 6.5-26 โดยน้้าหนัก 
ปริมาณยีสต์ในช่วง 0.5-2 กรัมต่อลิตร และอุณหภูมิในการหมักช่วง 30-40 องศาเซลเซียส ที่ส่งผลต่อ
ผลได้เอทานอล ความเข้มข้นเอทานอลสุดท้าย และอัตราการผลิตเอทานอล จากการทดลองพบว่า
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิที่ได้อัตราการผลิตเอทานอลสูงสุดและไม่ส่งผลต่อผลได้เอทา-
นอลและความเข้มข้นเอทานอลสุดท้าย ส้าหรับค่าปริมาณยีสต์ที่ท้าให้ได้ผลได้เอทานอลสูงสุด และไม่
ส่งผลต่อความเข้มข้นเอทานอลสุดท้ายและอัตราการผลิตเอทานอล คือ 1 กรัมต่อลิตร ส่วนความ
เข้มข้นของของแข็งในน้้าข้าวฟ่างหวานแปรผกผันกับผลได้เอทานอลและความเข้มข้นเอทานอล
สุดท้าย แต่มีผลเพียงเล็กน้อยต่ออัตราการผลิตเอทานอล เมื่อน้้าข้าวฟ่างหวานที่มีความเข้มข้นของ
ของแข็งร้อยละ 13 โดยน้้าหนัก มาใช้ในการหมักได้โดยตรง โดยใช้ปริมาณยีสต์ 1 กรัมต่อลิตร ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ภายในระยะเวลาการหมัก 72 ชั่วโมงสามารถท้านายค่าผลได้เอทานอลได้
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ร้อยละ 101.1 และท้านายความเข้มข้นเอทานอลสุดท้ายได้เป็น 49.48 กรัมต่อลิตร ภายใต้สภาวะใน
การหมักนี้ สามารถท้านายอัตราการผลิตเอทานอลได้ 2.37 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง   

 Chana-Thaworn และคณะ (2011) ได้ศึกษาสมบัติและยับยั้งจุลินทรีย์ของสารสกัดจากไม้
เคี่ยม (Cotyleobium lanceotatum) โดยจะใช้หน่วย ความเข้มข้นต่้าสุดที่ฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ 
(minimum- bactericidal concentration; MBC) ของสารสกัดจากไม้เคี่ยม ซึ่งความเข้มข้นที่
สามารถก้าจัดแบคทีเรียได้สมบูรณ์คือ 300 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเชื้อที่น้ามาทดสอบคือเชื้อ 
Escherichia coli 0175:H7 Staphylococcus- aureus และ Listeria monocytogenes พบว่า
สารสกัดจากไม้เคี่ยมมีประสิทธิภาพในการลดการเจริญเติบโตของเชื้อ L. monocytogenes มากกว่า
เชื้อ S. aureus และ E.coli แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารสกัดไม้เคี่ยมเป็น 1-2 เท่าของ MBC ก็ไม่
ส่งผลต่อการยับยั้งแบคทีเรียที่มากขึ้น ผลของงานวิจัยชี้ให้เห็นว่าการรวมตัวกันของสารสกัดจากไม้-
เคี่ยมเป็นตัวต้านเชื้อแบคทีเรียตามธรรมชาติที่มีศักยภาพส้าหรับใช้ในการยืดอายุการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑ์อาหารได้  

 Polczynski (2009) ศึกษาเกี่ยวกับการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากต้น tree sap พบว่ามี
ประสิทธิภาพกว่าวัตถุดิบหลักชนิดอื่น เช่น ข้าวโพด อ้อย เนื่องจากไม่ต้องการเอนไซม์และความร้อน
ในการย่อยวัตถุดิบให้เป็นน้้าตาลก่อนการน้าไปหมักด้วยยีสต์ อีกทั้งยังสามารถเก็บน้้าหวานได้โดยไม่
ต้องตัดต้นไม้ ซึ่งหากเป็นวัตถุดิบชนิดอื่นจะสามารถน้ามาผลิตเอทานอลได้เมื่อเจริญเติบโตเต็มที่แล้ว
เท่านั้น แต่สาเหตุที่ไม่นิยมน้ามาเป็นวัตถุดิบเพื่อผลิตเอทานอลด้วยน้้าหวานจากต้น tree sap 
เนื่องจากการเก็บน้้าหวานจากต้นไม้ต้องใช้ทักษะมาก ท้าได้ยาก สิทธิบัตรนี้จึงเสนอวิธีการน้าน้้าหวาน
ออกจากต้นไม้เพื่อให้เป็นวัตถุดิบที่มีคุณภาพและใช้ในการผลิตเอทานอลกันได้ทั่วไป และน้าเสนอ
วิธีการผลิตเอทานอล ส้าหรับขั้นตอนการเก็บน้้าหวานจากต้น tree sap นั้นจะใช้วิธี tapping โดยที่
จะใส่ tap hole ไปในต้นไม้เพื่อให้น้้าหวานไหลออกมา เมื่อเก็บเสร็จจะต้องน้าไปแช่เย็นทันทีเพื่อ
ป้องกันการบูด หลังจากนั้นท้าน้้าหวานให้เข้มข้นโดยการระเหยน้้าออก หรือวิธี Reverse Osmosis 
filtration เพื่อให้น้้าหวานมีความเข้มข้นอยู่ในช่วงร้อยละ 10-12 โดยน้้าหนัก แล้วจึงน้าไปหมักด้วย
ยีสต์ให้ได้เอทานอล ซึ่งปริมาณเอทานอลที่น้อยที่สุดที่เหมาะสมต่อการน้าไปใช้เป็นแหล่งเชื้อเพลิง คือ
ร้อยละ 10 โดยปริมาตร เมื่อหมักเสร็จจึงท้าการกลั่นเพ่ือเพิ่มความบริสุทธิ์เอทานอลให้เข้าใกล้ร้อยละ 
100  โดยปริมาตร  

 小杉昭彦 et al. (2007) ได้ท้าการศึกษาเกี่ยวกับวิธีผลิตเอทานอลและกรดแลคติกจากงวง
ปาล์มซึ่งเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพและราคาถูก  โดยท้าการสกัดน้้าหวานออกมาจากงวงปาล์มแล้วเก็บ
รักษาทันทีเพื่อป้องกันการบูด เช่น แช่เย็น แช่แข็ง ให้ความร้อน vacuum treatment เป็นต้น 
หลังจากนั้นเอางวงปาล์มที่ผ่านการเอาน้้าหวานออกแล้วมาย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อให้เกิดเป็นน้้าตาลโดย
เรียกส่วนน้ีว่า saccharified solution ซึ่งประกอบด้วยน้้าตาลกลูโคส ไซโลส และกาแลคโตส เป็นต้น 
หลังจากนั้นน้าทั้งน้้าหวานและ  saccharified solution ผสมกันแล้วหมักด้วยจุลินทรีย์ ซึ่งการผลิต
เอทานอลและกรดแลคติกมีความแตกต่างกันที่จุลินทรีย์ที่ ใช้  โดยการผลิตเอทานอลจะใช้ 
Saccharomyces cerevisiae ในการหมัก ส่วนการผลิตกรดแลคติกนั้นใช้ Lactobacillus ในการ
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หมัก ส่วนขั้นตอนอื่นจะด้าเนินเหมือนกันคือ ช่วงน้้าตาลก่อนหมักร้อยละ 5-30 โดยน้้าหนัก ปริมาณ
จุลินทรีย์เทียบกับน้้าหวานที่ใช้อยู่ในช่วงร้อยละ 0.01-2 โดยน้้าหนัก และอุณหภูมิในการหมักอยู่
ในช่วง 25-45 องศาเซลเซียส  
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บทที่ 3 

วัสดุ อปุกรณ ์และวิธีการวิจัย 

3.1 วัสด ุ
   3.1.1 วัตถุดิบ 
 น้้าหวานจากสดจากชุมชนป่าจาก ต้าบล ขนาบนาก อ้าเภอปากพนัง จังหวัดนครศรีธรรมราช 
แสดงดังภาพประกอบที่ 3-1 

 

ภาพประกอบที่ 3-1 น้้าหวานจากสด 

   3.1.2 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) Laboratory grade ผลิตโดย Merck 
   3.1.3 กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid) Laboratory grade ผลิตโดย Macron chemical 
   3.1.4 ยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) สายพันธุ์ Saccharomyces cerevisiae ยี่ห้อ Fermipan 
Brown 
   3.1.5 ยีสต์คัดแยกจากน ้าหวานจาก (Isolated yeast) แยกและเลี้ยงเชื้อโดยภาควิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรม์หาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
   3.1.6 สารเคมีที่ใช้เพื่อวิเคราะห์น ้าตาลรีดิวซ์ 
    1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) Laboratory grade ผลิตโดย Merck 
    2. โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (Potassium sodium tartrate) Laboratory grade ผลิตโดย 
Ajax  
    3. ฟีนอล (Phenol) Laboratory grade ผลิตโดย Fishe scientific 
    4. 3, 5 – dinitrosalicylic acid Laboratory grade ผลิตโดย Sigma 
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   3.1.7 สารเคมีที่ใชเ้พื่อวิเคราะห์น ้าตาลทั งหมด 
    1. ฟีนอล (Phenol) Laboratory grade ผลิตโดย Fishe scientific 
    2. กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid) Laboratory grade ผลิตโดย Macron chemical 
   3.1.8 สารเคมีที่ใชเ้พื่อวิเคราะห์เอทานอล 
    1. อะซิโตน (Acetone) Laboratory grade ผลิตโดย Fishe scientific 
    2. เอทานอล (Ethanol) ความบริสุทธิ์ร้อยละ 99.98 โดยปริมาตร Laboratory grade ผลิตโดย 
Macron chemical 
   3.1.9 สารเคมีที่ใชเ้พื่อวิเคราะห์กรดอะซิติก 
    1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) Laboratory grade ผลิตโดย Merck 
    2. โพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (Sodium hydrogen phthalate) Laboratory grade  
    3. ฟีนอล์ฟทาลีน (Phenolphthalein) 

3.2 อุปกรณ ์
   3.2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
    1. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) 
    2. เครื่องให้ความร้อน (Heater) 
    3. อ่างน้้ามันแบบเขย่า (Oil bath with shaker) Memmert รุ่น WNB 45  
    4. เครื่องชั่งน้้าหนัก 4 ต้าแหน่ง 
    5. เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Temperature controller) 
    6. ชุดขวดหมัก (Air locked flask) 
    7. ผ้ากรอง 
    8. ตู้ควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Shaking incubator) รุ่น LSI-3016A แสดงดัง 
ภาพประกอบที่ 3-2 
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ภาพประกอบที่ 3-2 ตู้ควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Shaking incubator) 

   3.2.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการวิเคราะห ์
    1. UV Visible Spectrophotometer (UV) รุ่น HP 8453 เป็นเครื่องมือที่ใช้วัดค่าน้้าตาลรีดิวซ์
และน้้าตาลทั้งหมด แสดงได้ดังภาพประกอบที่ 3-3 

 

ภาพประกอบที่ 3-3 UV Visible Spectrophotometer (UV) รุ่น HP 8453 

    2. Gas chromatography (GC) รุ่น 6890 flame ionization ยี่ห้อ Agilent แสดงได้ดัง
ภาพประกอบที่ 3-4 เป็นเครื่องมือที่ใช้วัดค่าเอทานอลโดยใช้เทคนิคการแยกองค์ประกอบของสาร
ผสม โดยอาศัยความแตกต่างของอัตราการเคลื่อนที่ของแต่ละองค์ประกอบของสารผสมบนเฟสคงที่ 
(Stationary phase) ภายใต้การพาของเฟสเคลื่อนที่ (Mobile phase) สารที่ต้องการวัดค่าจะถูก
เปลี่ยนสถานะจากของเหลวเป็นแก๊สแล้ววัดค่าด้วยตัววัดหลังจากนั้นแสดงผลออกมาเป็นพื้นที่ใต้พีค 
(Peak area) แล้วน้าไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) 
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ภาพประกอบที่ 3-4 Gas chromatography (GC) รุ่น 6890 flame ionization ยี่ห้อ Agilent 

3.3 วิธีการทดลอง 
   3.3.1 วิเคราะห์องค์ประกอบของน ้าหวานจาก 
 น้าน้้าหวานจากส่งวิ เคราะห์ปริมาณยีสต์ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์และน้ามาวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด พีเอช 
ปริมาณเอทานอล ปริมาณความชื้น ปริมาณกรดอะซิติกและความหนาแน่น  

   3.3.2 ศึกษาการเตรียมวัตถุดิบน ้าหวานจาก 
 น้าวัตถุดิบน้้าหวานจากมากรองแยกของแข็งออกแล้วน้าไปปรับพีเอชเริ่มต้นเป็น  4.5-6.5 
หลังจากนั้นน้าไปอุ่นในอ่างน้้ามันแบบเขย่าที่ช่วงอุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-30 นาที 
เมื่ออุ่นเสร็จตั้งไว้เพื่อให้อุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง แล้วแบ่งน้้าหวานที่ผ่านการเตรียมแล้วออกเป็น
สองส่วน ส่วนแรกนั้นน้าไปวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์และน้้าตาลทั้งหมดด้วยเครื่อง UV ส้าหรับ
ส่วนที่สองนั้นน้ามาผสมกับน้้าสะอาดในชุดขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตร โดยอัตราส่วนโดยน้้าหนัก
ของน้้าหวานจากต่อน้้ากลั่นเป็น 1:1 (การทดลองใช้น้้าหวานจาก 50 กรัมและน้้ากลั่น 50 กรัม) แล้ว
วัดค่าพีเอชหลังเติมน้้ากลั่น เมื่อผสมน้้าหวานจากกับน้้ากลั่นแล้วจึงน้าไปใส่ยีสต์ขนมปังปริมาณ 109 
CFU ต่อสารละลายรวม 100 กรัม (0.1 กรัม) แล้วเติมแก๊สไนโตรเจนเพื่อแทนที่อากาศในขวดหมัก 
หลังจากนั้นน้าไปหมักในตู้ควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อัตราการ
เขย่า 80 รอบต่อนาที หลังหมักเสร็จน้าน้้าหมักมากรองผ่านผ้าขาวบางแล้วน้าของเหลวใสไปวิเคราะห์
ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์และปริมาณน้้าตาลทั้งหมดด้วยเครื่อง UV และปริมาณเอทานอลด้วยเครื่อง GC 
แสดงดังภาพประกอบที่ 3-5 
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ภาพประกอบที่ 3-5 ขั้นตอนการศึกษาการเตรียมน้้าหวานจาก 

   3.3.3 ศึกษาการหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) 
 น้าผลผลิตหลังอุ่นด้วยสภาวะที่เหมาะสมจากหัวข้อที่ 3.3.2 ใส่ชุดขวดหมักขนาด 250 
มิลลิลิตรแสดงดังภาพประกอบที ่3-6 แล้วปรับความเข้มข้นของน้้าตาลเริ่มต้นให้อยู่ในช่วงร้อยละ 10-
30 โดยน้้าหนัก หลังจากนั้นน้าไปปรับพีเอชให้อยู่ในช่วง 4.5-6.5 (ใช้สารละลายกรดซัลฟูริกหรือ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์) แล้วใส่ยีสต์ขนมปังในช่วง 108-1010 CFU ต่อสารละลายรวม 100 
กรัม (0.01, 0.1 และ 1 กรัมต่อสารละลายรวม 100 กรัม) หลังจากนั้นใส่แก๊สไนโตรเจนแทนที่อากาศ
ในชุดขวดหมักแล้วน้าไปหมักในตู้ควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่าที่อุณหภูมิช่วง 28-40 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 10 – 144 ชั่วโมง ที่อัตราการเขย่า 80 รอบต่อนาที หลังหมักเสร็จน้าน้้าหมักมากรองผ่านผ้าขาว
บางแล้วน้าของเหลวใสไปวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์และปริมาณน้้าตาลทั้งหมดด้วยเครื่อง UV 
และปริมาณเอทานอลด้วยเครื่อง GC แสดงดังภาพประกอบที่ 3-7 

 

ภาพประกอบที่ 3-6 ชุดขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตร 
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ภาพประกอบที่ 3-7 ขั้นตอนการศึกษาการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปังและยีสต์คดัแยกจาก
น้้าหวานจาก 

   3.3.4 ศึกษาการหมักเอทานอลด้วยยีสต์คัดแยกจากน ้าหวานจาก 
 น้าผลผลิตหลังอุ่นด้วยสภาวะที่เหมาะสมจากหัวข้อที่ 3.3.2 ใส่ชุดขวดหมักขนาด 250 
มิลลิลิตรแล้วปรับความเข้มข้นของน้้าตาลเริ่มต้นให้อยู่ในช่วงร้อยละ 10-30 โดยน้้าหนัก หลังจากนั้น
น้าไปปรับพีเอชให้อยู่ในช่วง 4.5-6.5 (ใช้สารละลายกรดซัลฟูริกหรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์) 
แล้วใส่ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากดังภาพประกอบที่ 3-8 ในช่วง 108-1010 CFU ต่อสารละลายรวม 
100 กรัม (0.01, 0.1 และ 1 กรัมต่อสารละลายรวม 100 กรัม) หลังจากนั้นใส่แก๊สไนโตรเจนแทนที่
อากาศในชุดขวดหมักแล้วน้าไปหมักในตู้ควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่าที่อุณหภูมิช่วง 28-40 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 10 – 144 ชั่วโมง ที่อัตราการเขย่า 80 รอบต่อนาที หลังหมักเสร็จน้าน้้าหมักมา
กรองผ่านผ้าขาวบางแล้วน้าของเหลวใสไปวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์และปริมาณน้้าตาลทั้งหมด
ด้วยเครื่อง UV และปริมาณเอทานอลด้วยเครื่อง GC แสดงดังภาพประกอบที่ 3-7 

 

 

ภาพประกอบที่ 3-8 ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 
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   3.3.5 ศึกษาการเพิ่มขนาดการหมักโดยใช้ถังปฏิกรณ ์
 น้าสภาวะที่เหมาะสมจากหัวข้อที่ 3.3.3 และ 3.3.4 มาเพิ่มขนาดการหมักจากชุดขวดหมัก 
250 มิลลิลิตรเป็นถังหมักขนาด 5 ลิตร แสดงดังภาพประกอบที ่3-9  แล้วน้าผลผลิตของเหลวหลัง
หมักไปวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเครื่อง GC  

 
ภาพประกอบที่ 3-9 ถังปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร (สร้างจากงานวิจัย ผศ. ดร. สินินาฏ จงคง ทุน

งบประมาณแผ่นดินปี 2554) 

   3.3.6 ศึกษาสภาวะในการเพิ่มความบรสิุทธิเ์อทานอลโดยการกลั่น 
 น้าผลผลิตหลังการหมักที่เหมาะสมจากหัวข้อที่ 3.3.3.และ 3.3.4 มากลั่นด้วยชุดเครื่องกลั่น
แบบแพ็คคอลมัน์ โดยมีขนาด Packing 0.5 นิ้ว ความสูงคอลัมน์ 50 เซนติเมตร อัตราการไหลของน้้า
หล่อเย็นเพ่ือควบแน่นไอเอทานอล 5 ลิตรต่อนาที แสดงดังภาพประกอบที่ 3-10 

 

ภาพประกอบที่ 3-10 ชุดเครื่องกลั่น (สร้างจากงานวิจัย ผู้ช่วยศาสตราจารย ์ดร. สินินาฏ จงคง ทุน
งบประมาณแผ่นดินปี 2554) 
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3.3.7 ประมาณค่าใช้จ่ายเบื องต้นในการผลิตเอทานอล 
 ประมาณค่าใช้จ่ายเบื้องต้นในการผลิตเอทานอลเพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการขยายการ
ผลิตในเชิงพาณิชย ์โดยค้านวณจากการผลิตเอทานอลความบริสุทธิ์ร้อยละ 95 โดยปริมาตรตาม
มาตรฐานทางการค้า 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 องค์ประกอบของน ้าหวานจาก 

ตารางที่ 4-1 แสดงองค์ประกอบของน้้าหวานจากΔ 

องค์ประกอบ วิธีการทดสอบ ผลการทดสอบ 
น้้าตาลรีดิวซ์ Modified Dinitosalicylic Acid 96.01±4.12 g/L 

น้้าตาลทั้งหมด Modified Phenol Sulfuric Method 363.98±5.69 g/L 
เอทานอล Internal standard method 3.78±0.54 %v 

ปริมาณความชื้น AOAC (Loss on Drying at 95-100 oC) 82.60±3.81 %w 

พีเอช ใช้เครื่องวัดพีเอช 5.76±0.43 

ความหนาแน่น ใช้พิคโนมิเตอร์ 1071.23±1.42 kg/m3 

กรดอะซิติก การไตเตรต 0.04 M 

ปริมาณเซลล์ยีสต์ Standard plate count * 7.0x104 CFU/ml 
Δ น้้าหวานจากในช่วงเดือนเมษายน – พฤศจิกายน 2558 
* ส่งวิเคราะห์ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  
 จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของน้้าหวานจาก แสดงตังตารางที่ 4-1 พบว่าน้้าหวานจากมี
ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์และน้้าตาลทั้งหมดสูง และมีปริมาณน้้าตาลทั้งหมดสูงกว่าวัตถุดิบน้้าตาลชนิดอ่ืน
ประมาณ 2 เท่าแสดงดังตารางที่ 4-2 อีกทั้งน้้าหวานจากมีเอทานอลเริ่มต้นอยู่แล้วแสดงให้เห็นว่าใน
น้้าหวานจากนั้นมีจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอทานอลได้ นั่นคือ ยีสต์ น้้าหวานจากจึงเป็นวัตถุดิบที่
เหมาะสมที่จะน้าไปผลิตเอทานอล น้้าหวานจากสามารถกลายเป็นน้้าส้มจากได้เมื่อตั้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเพราะมีจุลินทรีย์ที่ผลิตกรดอะซิติกอยู่ ดังนั้นน้้าหวานจากจะต้องถูกแช่เย็นที่อุณหภูมิต่้า
กว่า 5 องศาเซลเซียสไว้ตลอดเวลาก่อนน้ามาใช้ในการทดลอง เพ่ือป้องกันการบูดของน้้าหวานจาก 
เนื่องจากน้้าหวานจากประกอบด้วยจุลินทรีย์หลายตัวทั้งยีสต์ จุลินทรีย์ที่ผลิตกรดอะซิติก และ
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ซึ่งอย่างที่ทราบกันว่าจุลินทรีย์ผลิตกรดอะซิติกนั้นท้าให้น้้าหวานกลายเป็นน้้าส้ม
จาก โดยในปัจจุบันนั้นชาวบ้านได้ท้าการเคี่ยวเพ่ือให้ความร้อนและระเหยน้้าออกเพ่ือ่่าจุลินทรีย์ทุก
ชนิดเพ่ือป้องกันการบูดของน้้าหวานจาก แต่พบว่าวิธีนี้ได้มองข้ามประโยชน์ของจุลินทรีย์ที่มีอยู่แล้ว
ในน้้าหวานจากและยังเปลืองพลังงานในการให้ความร้อน ที่อุณหภูมิและระยะเวลาในการให้ความ
ร้อนที่ไม่แน่นอน งานวิจัยนี้จึงสนใจการเตรียมน้้าหวานจากเพ่ือเอ้ือให้ยีสต์สามารถท้างานได้ดีกว่า
จุลินทรีย์ชนิดอื่น โดยการเตรียมน้้าหวานจากด้วยการปรับพีเอชและอุ่นให้ความร้อนเพ่ือเตรียมพร้อม
ก่อนน้าไปผลิตเอทานอล ต่างจากงานวิจัยอ่ืนที่ใช้วัตถุดิบน้้าตาลในการผลิตเอทานอลที่ท้าการเตรียม
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โดย่่าจุลินทรีย์ทั้งหมดที่อุณหภูมิสูงแล้วเติมยีสต์ใหม่ในขั้นตอนการหมักซ่ึงเป็นการมองข้ามประโยชน์
ของจุลินทรีย์ที่มีในน้้าหวาน 

ตารางที่ 4-2 แสดงน้้าตาลทั้งหมดของวัตถุดิบน้้าตาล 

วัตถุดิบ น้้าตาลทั้งหมด (ร้อยละโดยน้้าหนัก) 
น้้าหวานจาก 28-34 
อ้อย 13-18 
ชูการ์บีท 17-18 

4.2 การเตรียมวัตถุดิบน ้าหวานจาก 
 จุดประสงค์ของขั้นตอนการเตรียมน้้าหวานคือ เพ่ือเตรียมน้้าตาลให้พร้อมส้าหรับการหมัก
โดยยีสต์ได้อย่างเหมาะสม ซึ่งงานวิจัยนี้นอกจากต้องการเตรียมเพ่ือให้ได้ปริมาณน้้าตาลเพียงพอต่อ
การหมักแล้วยังต้องรักษายีสต์ที่มีอยู่แล้วในน้้าหวานจากจะได้ช่วยลดการเติมยีสต์เพ่ิมในขณะขั้นตอน
การหมัก ดังนั้นปัจจัยส้าคัญในขั้นตอนการเตรียมน้้าหวานจากที่ส่งผลต่อปริมาณน้้าตาลและจุลินทรีย์
คือ พีเอช อุณหภูมิและระยะเวลาในการให้ความร้อน 
 ผลได้จากข้ันตอนการเตรียมงานวิจัยทั่วไปจะพิจารณาเลือกสภาวะที่ให้ปริมาณน้้าตาลกลูโคส
หรือน้้าตาลรีดิวซ์มากที่สุด แต่งานวิจัยนี้ต้องการเลือกสภาวะที่ให้ผลได้น้้าตาลทั้งหมดมาก เนื่องจาก
ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae สามารถเปลี่ยนได้ทั้งน้้าตาลกลูโคส ฟรุคโตส และซูโครสซึ่ง
รวมอยู่ในค่าปริมาณน้้าตาลทั้งหมดไปเป็นเอทานอล  
 โดยการออกแบบสภาวะการทดลองโดยโปรแกรม RSM ด้วยตัวแปรอิสระ 3 ตัวคือ พีเอช 
(A), อุณหภูมิในการอุ่น (B , องศาเซลเซียส), และระยะเวลาในการอุ่น (C , นาที) และมีตัวแปรตามคือ 
ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด  (Y, กรัมต่อลิตร) ได้สภาวะการทดลองและผลการทดลองแสดงดังตารางที่   
4-3 
 จากตารางที่ 4-3 เมื่อพิจารณาผลผลิตที่ส้าคัญเป็นน้้าตาลทั้งหมดหลังการอุ่น พบว่าผลการ
ทดลองของน้้าตาลทั้งหมดสอดคล้องกับค่าที่ได้จากการท้านายโดยมี R2 เท่ากับ 0.942 และมี
แบบจ้าลองส้าหรับท้านายค่าน้้าตาลทั้งหมดหลังการอุ่นด้วยสภาวะต่างๆ แสดงดังสมการที่ (4.1) 

Y = 2441.2 – 326.19A – 57.72B – 14.45C + 25.33A2 + 0.404B2 – 0.168C2 + 1.847AB – 
3.478AC + 0.961BC                                     (4.1) 

 ข้อมูลจากตารางที่ 4-3 แสดงให้เห็นว่าน้้าตาลรีดิวซ์และน้้าตาลทั้งหมดหลังอุ่นได้เพ่ิมขึ้นจาก
วัตถุดิบเริ่มต้น ซึ่งการเพ่ิมขึ้นของน้้าตาลทั้งสองตัวนั้นมีสาเหตุมาจากการให้ความร้อนในระหว่างการ
อุ่นเพราะความร้อนจะส่งผลให้แป้งที่ละลายน้้าถูกย่อยเป็นน้้าตาลทั้งหมดและน้้าตาลโมเลกุลคู่ 
(ซูโครส) ที่อยู่รวมอยู่ในน้้าตาลทั้งหมดถูกย่อยกลายเป็นน้้าตาลรีดิวซ์ 
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 จากข้อมูลแบบจ้าลองท้านายค่าน้้าตาลทั้งหมดตามปัจจัยต่างๆดังสมการที่ (4.1) นั้นสามารถ
แสดงได้ในรูปของกราฟพ้ืนผิว ดังภาพประกอบที่ 4-1 ถึง 4-3 ซึ่งสามารถท้าให้เห็นถึงความสัมพันธ์
ระหว่างปัจจัยต่างๆ ที่ส่งผลต่อน้้าตาลทั้งหมด 

ตารางที่ 4-3 สภาวะการทดลองจากโปรแกรม RSM ผลน้้าตาลรีดิวซ์ น้้าตาลทั้งหมดหลังการอุ่น
น้้าหวานจากและเอทานอลหลังการหมักเบื้องต้น* 

ล้าดับที่ พีเอช อุณหภูมิ เวลา หลังอุ่น หลังหมัก 

    (องศาเซลเซียส) (นาที) 
น้้าตาลรีดิวซ์ น้้าตาลทั้งหมด  เอทานอล  
(กรัมต่อลิตร) (กรัมต่อลิตร) (ร้อยละโดยปริมาตร) 

1 5.5 30 18 58.41 235.07 8.37 
2 4.9 36 25 73.04 195.01 7.39 
3 4.9 36 10 62.98 202 7.39 
4 6.1 36 10 92.52 213.96 8.37 
5 6.1 36 25 45.42 111.34 5.42 
6 4.5 45 18 55.87 280.74 7.79 
7 5.5 45 18 78.79 234.6 8.57 
8 5.5 45 18 70.41 204.37 8.37 
9 5.5 45 18 80.25 194.01 8.4 
10 6.5 45 18 82.06 192.03 8.37 
11 5.5 45 5 62.47 159.07 6.4 
12 5.5 45 30 70.63 206.72 7.39 
13 4.9 54 10 50.11 190.24 7.22 
14 6.1 54 10 88.98 207.15 8.37 
15 4.9 54 25 61.31 410.58 10.34 
16 6.1 54 25 64.22 401.74 9.85 
17 5.5 60 18 70.36 368.89 10.29 

* การหมักเอทานอลเบื้องต้นโดยใช้น้้าหวานจากที่ผ่านการอุ่นแล้วผสมกับน้้าสะอาดที่อัตราส่วน 1:1 
แล้วเติมยีสต์ขนมปัง 0.1 กรัม (109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม) หลังจากนั้นน้าไปหมักใน 
Shaking incubator ที่อุณหภูมิห้อง อัตราการเขย่า 80 rpm เป็นเวลา 48 ชั่วโมง   

 (1) ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อน้้าตาลทั้งหมด 
 ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อน้้าตาลทั้งหมดที่ระยะเวลาการอุ่น 18 นาทีแสดงดัง
ภาพประกอบที่ 4-1 พบว่า เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการอุ่นจะส่งผลให้มีปริมาณน้้าตาลทั้งหมดเพ่ิมขึ้นที่ทุก
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ค่าพีเอช ซึ่งจะได้น้้าตาลทั้งหมดในช่วงค่าที่เหมาะสมประมาณ 400-467 กรัมต่อลิตร เมื่ออุ่นที่
อุณหภูมิในช่วง 53-60 องศาเซลเซียส 

 
ภาพประกอบที่ 4-1 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูมิต่อน้้าตาลทั้งหมดท่ี

ระยะเวลาในการอุ่น 18 นาที 

 (2) ผลของพีเอชและระยะเวลาในการอุ่นต่อน้้าตาลทั้งหมด 
 ผลของพีเอชและระยะเวลาในการอุ่นต่อน้้าตาลทั้งหมดที่อุณหภูมิอุ่น 45 องศาเซลเซียส
แสดงดังภาพประกอบที่ 4-2 พบว่า เมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการอุ่นจะท้าให้น้้าตาลทั้งหมดเพ่ิมขึ้นแต่
น้้าตาลทั้งหมดจะลดลงเมื่อค่าพีเอชเพ่ิมข้ึน ซึ่งสรุปได้ว่าควรปรับพีเอชให้อยู่ในช่วงที่ค่อนข้างเป็นกรด
ประมาณ 4.5-4.6 และอุ่นประมาณ 25-30 นาที จะท้าให้ได้น้้าตาลทั้งหมดสุดในช่วง 311-356 กรัม
ต่อลิตร 

 
ภาพประกอบที่ 4-2 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและระยะเวลาในการอุ่นต่อน้้าตาล

ทั้งหมดท่ีอุณหภูมิในการอุ่น 45 องศาเซลเซียส 
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 (3) ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาในการอุ่นต่อน้้าตาลทั้งหมด 

 
ภาพประกอบที่ 4-3 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการอุ่นต่อ

น้้าตาลทั้งหมดที่พีเอชเท่ากับ 5.5 

 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาการอุ่นต่อน้้าตาลทั้งหมด ที่พีเอช 5.5 แสดงดังภาพประกอบที่ 
4-3 พบว่าควรอุ่นด้วยเวลานานกว่า 20 นาท ีจึงจะท้าให้น้้าตาลทั้งหมดเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการ
อุ่น โดยจะได้ค่าน้้าตาลทั้งหมดอยู่ในช่วง 533-622 กรัมต่อลิตร เมื่ออุ่นที่อุณหภูมิ 54-60 องศา-
เซลเซียสเป็นเวลา 25-30 นาท ี
 การพิจารณาเพียงน้้าตาลทั้งหมดอาจไม่เพียงพอเนื่องจากการเตรียมน้้าหวานจากนั้นต้อง
เตรียมเพ่ือให้ยีสต์สามารถท้างานได้ดีกว่าจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนดังที่กล่าวมาข้างต้น เราจึงควรพิจารณาว่า
สภาวะจากตารางการทดลองใดส่งผลให้ยีสต์ท้างานได้ดีกว่าจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน จึงทดลองเพ่ือตรวจสอบ
ว่าสภาวะการเตรียมเหมาะสมต่อกระบวนการหมักจริง จึงได้น้าผลผลิตหลังอุ่นในแต่ละสภาวะจาก
ตารางที่ 4-3 มาทดลองหมักเบื้องต้นภายใต้สภาวะเดียวกันคือ ปรับความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นโดย
เติมน้้าสะอาด 50 กรัมต่อน้้าหวานจาก 50 กรัม ใส่ยีสต์ขนมปัง 0.1 กรัม (109 CFU ต่อสารละลาย 
100 กรัม) และหมักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือพิจารณาว่ายีสต์สามารถท้างานได้จริง 
เนื่องจากเบื้องต้นผู้วิจัยคิดว่ายีสต์ที่มีอยู่ในน้้าหวานจากอาจไม่เพียงพอจึงออกแบบการทดลองหมัก
เบื้องต้นให้มีการใส่ยีสต์ขนมปังเพ่ิมลงไปในปริมาณที่เท่ากันเพ่ือยืนยันว่ามียีสต์เพียงพอส้าหรับการ
หมัก การออกแบบสภาวะการทดลองด้วยโปรแกรม RSM มีตัวแปรอิสระ 3 ตัว คือ พีเอช (A), 
อุณหภูมิในการอุ่น (B , องศาเซลเซียส), และระยะเวลาในการอุ่น (C , นาที) โดยมีตัวแปรตามคือ 
ปริมาณเอทานอล (Y, ร้อยละโดยปริมาตร) แสดงดังตารางที่ 4-3 
 จากการพิจารณาผลผลิตด้วยการอุ่นตามสภาวะจากตารางที่ 4-3 และหมักที่สภาวะเดียวกัน 
พบว่าผลของเอทานอลที่ได้จากการทดลองสอดคล้องกับค่าที่ได้จากการท้านายโดยมี R2 เท่ากับ 
0.963 และมีแบบจ้าลองส้าหรับท้านายค่าเอทานอลหลังการหมักแสดงดังสมการที่ (4.2) 
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Y = 5.037 + 4.779A – 0.717B + 0.452C – 0.38A2 + 0.00386B2 – 0.00993C2 + 0.3816AB – 
0.126AC + 0.01384BC                             (4.2) 

 จากข้อมูลแบบจ้าลองท้านายค่าเอทานอลจากปัจจัยต่างๆดังสมการที่ (4.2) นั้นสามารถแสดง
ได้ในรูปของกราฟพ้ืนผิว ดังภาพประกอบที่ 4-4 ถึง 4-6 ซึ่งสามารถท้าให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่าง
ปัจจัยต่างๆ ที่ส่งผลต่อเอทานอล  

 (1) ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล 
 ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่ระยะเวลาการอุ่น 18 นาทีแสดงดังภาพประกอบที่ 
4-4 พบว่า เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการอุ่นจะส่งผลให้มีปริมาณเอทานอลเพ่ิมขึ้น แต่พีเอชส่งผลต่อปริมาณ
เอทานอลน้อยมาก ซึ่งจะได้เอทานอลในช่วงค่าที่เหมาะสมประมาณร้อยละ 10-12 โดยปริมาตร เมื่อ
อุ่นที่อุณหภูมิในช่วง 57-60 องศาเซลเซียส 

 

   
ภาพประกอบที่ 4-4 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่

ระยะเวลาในการอุ่น 18 นาที 

 (2) ผลของพีเอชและระยะเวลาในการอุ่นต่อเอทานอล 
 ผลของพีเอชและระยะเวลาในการอุ่นต่อเอทานอลที่ อุณหภูมิในการอุ่น 45 องศาเซลเซียส
แสดงดังภาพประกอบที่ 4-5 พบว่า ควรใช้ระยะเวลาในการอุ่นมากกว่า 8 นาที เพ่ือจะได้เอทานอลใน
ปริมาณที่เหมาะสมประมาณร้อยละ 8-9 โดยปริมาตร 
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ภาพประกอบที่ 4-5 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและระยะเวลาในการอุ่นต่อ        

เอทานอลที่อุณหภูมิในการอุ่น 45 องศาเซลเซียส 

 (3) ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาในการอุ่นต่อเอทานอล 

 
ภาพประกอบที่ 4-6 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการอุ่นต่อ     

เอทานอลที่พีเอชเท่ากับ 5.5 

 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาการอุ่นต่อเอทานอลที่พีเอช 5.5 แสดงดังภาพประกอบที่ 4-6 
พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมทั้งอุณหภูมิและระยะเวลาในการอุ่น ซึ่งจะได้เอทานอลในปริมาณที่
เหมาะสมประมาณร้อยละ 11-13 โดยปริมาตร เมื่ออุ่นที่อุณหภูมิประมาณ 57-60 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 20-30 นาท ี
 จากการพิจารณาทั้งน้้าตาลทั้งหมดและเอทานอล เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการอุ่น
น้้าหวานจาก พบว่าสภาวะที่พีเอชเท่ากับ 4.9 อุณหภูมิในการอุ่น 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 
นาทีเป็นสภาวะที่น่าสนใจเนื่องจากมีน้้าตาลทั้งหมดสูงที่สุดและเม่ือน้าน้้าหวานหลังการอุ่นด้วยสภาวะ
นี้ไปหมักจะได้เอทานอลร้อยละ 10.34 โดยปริมาตร ซึ่งเป็นค่าเอทานอลที่สูงที่สุด (ตารางท่ี 4-2)  
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 แสดงให้เห็นได้ว่าสภาวะนี้มีทั้งน้้าตาลทั้งหมดท่ีเป็นสารตั้งต้นในการผลิตเอทานอลและยังเป็นสภาวะ
ที่เอ้ือในการท้างานของยีสต์ได้ดีอีกด้วยเพราะท้าให้ได้เอทานอลสูง จึงเลือกเป็นสภาวะที่เหมาะสม
ส้าหรับการอุ่นน้้าหวานจาก 
 จากกราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อทั้งน้้าตาลทั้งหมดและ       
เอทานอลแสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิเป็นปัจจัยที่ส้าคัญที่สุด รองลงมาคือระยะเวลาในการอุ่นและพีเอช 
พบว่าต้องอุ่นที่อุณหภูมิค่อนข้างสูงเป็นระยะเวลานานพอเพ่ือให้สามารถชะลอการท้างานของ
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่ขัดขวางการผลิตเอทานอลและช่วยให้ยีสต์ท้างานได้ดีที่สุด ส่วนพีเอชนั้นควร
ด้าเนินการในช่วงทีค่่อนข้างเป็นกรดเพ่ือให้เหมาะกับเมทาบอลิซึมในการหมักของยีสต์ 
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4.3 การหมักเอทานอลจากน ้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) 
 เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมในการอุ่นน้้าหวานจากแล้วจึงมาศึกษาหาสภาวะการหมักเอทานอล
ที่เหมาะสมด้วยยีสต์ขนมปัง  
 การศึกษาสภาวะในการหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังนั้นท้าการออกแบบการทดลองด้วย
โปรแกรม RSM โดยมีตัวแปรอิสระ 5 ตัว คือ ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้น (A, ร้อยละโดยน้้าหนัก),    
พีเอช (B), ปริมาณยีสต์ (10C

 , CFU/สารละลาย 100 กรัม), อุณหภูมิในการหมัก (D, องศาเซลเซียส) 
และระยะเวลาในการหมัก (E, ชั่วโมง) โดยมีตัวแปรตามคือ ปริมาณเอทานอล (Y, ร้อยละโดย
ปริมาตร) แสดงดังตารางที่ 4-4 
 จากการพิจารณาผลผลิตที่ต้องการคือเอทานอล พบว่าผลของเอทานอลที่ได้จากการทดลอง
สอดคล้องกับค่าที่ได้จากการท้านาย โดยมี R2 เท่ากับ 0.934 และมีแบบจ้าลองส้าหรับท้านายค่า     
เอทานอลหลังการหมักแสดงดังสมการที่ (4.3) 

Y = - 253.83 – 3.731A + 65.09B + 18.55C + 0.676D + 0.735E – 0.01585A2 – 2.897B2 -
1.522C2 + 0.03777D2 – 0.000289E2 + 0.655AB + 0.192AC – 0.01558AD – 0.002AE – 
0.578BC – 1.102BD – 0.01877BE + 0.327CD – 0.04596CE – 0.00397DE           (4.3) 

 จากข้อมูลแบบจ้าลองท้านายค่าเอทานอลจากปัจจัยต่างๆ ดังสมการที่ (4.3) นั้นสามารถ
แสดงได้ในรูปของกราฟพ้ืนผิว ดังภาพประกอบที่ 4-7 ถึง 4-16 ซึ่งสามารถท้าให้เห็นถึงความสัมพันธ์
ระหว่างปัจจัยต่างๆ ที่ส่งผลต่อเอทานอล 
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ตารางที่ 4-4 สภาวะการทดลองจากโปรแกรม RSM และผลเอทานอลหลังการหมักด้วยยีสต์ขนมปัง 

ล้าดับ
ที ่

น้้าตาล  
(ร้อยละโดย
น้้าหนัก) 

พีเอช 
ปริมาณยีสต์ 

(CFUต่อสารละลาย  
100 กรัม) 

อุณหภูมิ  
(องศา-

เซลเซียส) 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

เอทานอล  
(ร้อยละโดย
ปริมาตร) 

1 20 5.5 10 9 28 77 13.79 
2 20 5.5 10 9 34 10 6.39 
3 20 5.5 10 9 34 77 9.36 
4 30 5.5 10 9 34 77 11.79 
5 20 4.5 10 9 34 77 4.14 
6 10 5.5 10 9 34 77 3.84 
7 20 6.5 10 9 34 77 8.87 
8 20 5.5 10 9 34 77 8.23 
9 20 5.5 10 8 34 77 8.37 
10 20 5.5 10 9 34 77 9.01 
11 20 5.5 10 10 34 77 6.87 
12 20 5.5 10 9 34 144 9.87 
13 20 5.5 10 9 40 77 7.73 
14 15 5 10 9 31 44 6.68 
15 25 6 10 9 31 44 15.57 
16 15 6 10 8 31 44 8.18 
17 25 5 10 8 31 44 3.55 
18 25 6 10 8 31 111 16.06 
19 15 6 10 9 31 111 8.37 
20 25 5 10 9 31 111 5.24 
21 15 5 10 8 31 111 9.85 
22 25 5 10 9 37 44 7.04 
23 15 6 10 9 37 44 4.42 
24 25 6 10 8 37 44 5.62 
25 15 5 10 8 37 44 4.38 
26 25 6 10 9 37 111 5.75 
27 15 6 10 8 37 111 3.45 
28 15 5 10 9 37 111 6.99 
29 25 5 10 8 37 111 4.43 
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 (1) ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและพีเอชต่อเอทานอล 

 
ภาพประกอบที่ 4-7 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและพีเอชต่อ         
เอทานอล ที่ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศา-

เซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 

 ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและพีเอชมีผลต่อเอทานอล ที่ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 
CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดัง
ภาพประกอบที่ 4-7 พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและพีเอชเพ่ิมขึ้น โดย
จะได้เอทานอลที่เหมาะสมในช่วงร้อยละ 16-18 โดยปริมาตร เมื่อใช้ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นในช่วง
ร้อยละ 28-30 โดยน้้าหนัก และพีเอชในช่วง 6.3-6.5 

 (2) ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและปริมาณยีสต์ต่อเอทานอล  
 ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและปริมาณยีสต์ขนมปังต่อเอทานอลที่พีเอช 5.5 อุณหภูมิ
การหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดังภาพประกอบที่ 4-8 พบว่าเอทานอลจะ
เพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นน้้าตาลเพ่ิมขึ้น ส่วนปริมาณของยีสต์นั้นไม่ค่อยส่งผลต่อเอทานอล เนื่องจาก
ยีสต์ต้องเปลี่ยนน้้าตาลให้เป็นเอทานอล หากมีปริมาณยีสต์มากแต่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นน้อยก็ไม่
สามารถผลิตเอทานอลได้ หากไม่มีสารตั้งต้น โดยช่วงความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นที่เหมาะสมอยู่ในช่วง
ร้อยละ 28-30 โดยน้้าหนัก จะท้าให้ได้เอทานอลที่เหมาะสมในช่วงร้อยละ 10-12 โดยปริมาตร 
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ภาพประกอบที่ 4-8 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและปริมาณ
ยีสต์ ขนมปังต่อเอทานอลที่พีเอช 5.5 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง  

 (3) ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและอุณหภูมิต่อเอทานอล 

 
ภาพประกอบที่ 4-9 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและอุณหภูมิ

ต่อเอทานอลที่พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 

 ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและและอุณหภูมิในการหมักต่อเอทานอลที่พีเอช 5.5 
ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดังภาพประกอบที่ 
4-9 พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นเพ่ิมขึ้น แต่เอทานอลจะลดลงเมื่อเพ่ิม
อุณหภูมิ เพราะอุณหภูมิที่สูงเกินไปสามารถท้าให้ยีสต์ตายได้ จึงส่งผลให้ ได้เอทานอลในปริมาณต่้า 
โดยเอทานอลที่เหมาะสมอยู่ในช่วงร้อยละ 16-18 โดยปริมาตร เมื่อด้าเนินการที่ความเข้มข้นน้้าตาล
เริ่มต้นช่วงร้อยละ 20-30 โดยน้้าหนักและอุณหภูมิในช่วง 28-30 องศาเซลเซียส  
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 (4) ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล 
 ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5 
ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส แสดง
ดังภาพประกอบที่ 4-10 พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นเพ่ิมขึ้น การเพ่ิม
เวลาในการหมักนั้นส่งผลให้เอทานอลเพ่ิมขึ้นในช่วงแรก แต่หากเพ่ิมเวลามากเกินไป เอทานอลก็จะมี
แนวโน้มคงที่เนื่องจากเมื่อหมักเป็นเวลานานเกินไป ยีสต์ก็จะใช้น้้าตาลเป็นสารอาหารจนหมด ส่งผล
ให้เอทานอลไม่เพ่ิมขึ้น ซึ่งเอทานอลที่เหมาะสมจะอยู่ในช่วงร้อยละ 9-11 โดยปริมาตร เมื่อใช้ความ
เข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นในช่วงร้อยละ 20-30 โดยน้้าหนักและเวลาการหมักในช่วง 25-130 ชั่วโมง 

 
ภาพประกอบที่ 4-10 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและ

ระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 
กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส 

 (5) ผลของพีเอชและปริมาณยีสต์ต่อเอทานอล 
 ผลของพีเอชและปริมาณยีสต์ขนมปังต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 
โดยน้้าหนัก อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดังภาพประกอบที่ 4-11 
พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อพีเอชมีค่าเพ่ิมขึ้น แต่หากพีเอชเพ่ิมจนเกิน 6 ไปจะท้าให้เอทานอลมีค่า
ลดลง ส่วนปริมาณยีสต์นั้นใช้เพียง 108-109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม ก็เพียงพอต่อการผลิต    
เอทานอลแล้ว หากด้าเนินการที่ช่วงพีเอช 5.6-6.2 จะท้าให้ได้เอทานอลที่เหมาะสมในช่วงร้อยละ 9-
11 โดยปริมาตร 
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ภาพประกอบที่ 4-11 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและปริมาณยีสต์ขนมปังต่อ        

เอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 

 (6) ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล 

 
ภาพประกอบที่ 4-12 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล 

ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 
100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 

 ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก 
ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดังภาพประกอบที่ 
4-12 พบว่าเอทานอลจะลดลงเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิ แต่เอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมพีเอช ซึ่งเอทานอลที่
เหมาะสมอยู่ในช่วงร้อยละ 17-20 โดยปริมาตร เมื่อหมักที่พีเอชในช่วง 5.8-6.5 ด้วยอุณหภูมิในการ
หมัก 28-30 องศาเซลเซียส  
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 (7) ผลของพีเอชและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล 
 ผลของพีเอชและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 
โดยน้้าหนัก ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศา-
เซลเซียส แสดงดังภาพประกอบที่ 4-13 พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อพีเอชและเวลาในการหมัก
เพ่ิมขึ้น แต่หากเพ่ิมพีเอชและเวลาในการหมักมากเกินไปจะท้าให้เอทานอลลดลงและสิ้นเปลืองเวลา
โดยเปล่าประโยชน์ จึงควรด้าเนินการที่พีเอชในช่วง 5.6-6.2 และระยะเวลาในการหมักในช่วง 55-
115 ชั่วโมงจะท้าให้ได้เอทานอลที่เหมาะสมในช่วงร้อยละ 9-11 โดยปริมาตร 

 
ภาพประกอบที่ 4-13 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและระยะเวลาในการหมักต่อ     
เอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อ

สารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส 

 (8) ผลของปริมาณยีสต์และอุณหภูมิต่อเอทานอล 
 ผลของปริมาณยีสต์ขนมปังและอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 
โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดังภาพประกอบที่ 4-14 พบว่าเมื่อลดอุณหภูมิใน
การหมักจะส่งผลให้เอทานอลเพิ่มข้ึน ส่วนปริมาณยีสต์นั้น ใช้เพียง 108-109 CFU ต่อสารละลาย 100 
กรัม ก็เพียงพอต่อการผลิตเอทานอลแล้ว โดยช่วงอุณหภูมิที่ส่งผลให้ได้เอทานอลในช่วงร้อยละ 13-16 
โดยปริมาตร คือ 28-29 องศาเซลเซียส 
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ภาพประกอบที่ 4-14 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณยีสต์ขนมปังและอุณหภูมิต่อ    
เอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 

 (9) ผลของปริมาณยีสต์และระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล 

 
ภาพประกอบที่ 4-15 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณยีสต์ขนมปังและระยะเวลาใน
การหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 อุณหภูมิการ

หมัก 34 องศาเซลเซียส 

 ผลของปริมาณยีสต์ขนมปังและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาล
เริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส แสดงดังภาพประกอบ
ที่ 4-15 พบว่าเมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการหมักจะท้าให้เอทานอลเพ่ิมขึ้น ปริมาณยีสต์ 108 CFU ต่อ
สารละลาย 100 กรัม เพียงพอต่อการผลิตเอทานอล โดยจะได้เอทานอลที่เหมาะสมในช่วงร้อยละ 9-
11 โดยปริมาตรเมื่อหมักในช่วงระยะเวลา 99-144 ชั่วโมง 
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 (10) ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล 
 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 
20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม แสดงดัง
ภาพประกอบที่ 4-16 พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการหมัก แต่เอทานอลจะลดลง
เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการหมัก โดยจะได้เอทานอลที่เหมาะสมเมื่อด้าเนินการที่อุณหภูมิในช่วง 28-29 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 70-144 ชั่วโมง 

 
ภาพประกอบที่ 4-16 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการหมักต่อ 
เอทานอลที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 109 

CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม 
 จากการท้านายสภาวะการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปังจากโปรแกรม RSM พบว่าต้อง
ใช้ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 30 โดยน้้าหนัก พีเอช 6.5 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 108 CFU ต่อ
สารละลาย 100 กรัม ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 130 ชั่วโมง จะท้าให้ได้เอทานอลความ
เข้มข้นร้อยละ 18.51 โดยปริมาตร และเมื่อท้าการทดลองจริงพบว่าได้เอทานอลร้อยละ 18.39 โดย
ปริมาตร ซึ่งใกล้เคียงจากค่าเอทานอลจากการท้านาย แต่เนื่องจากวัตถุดิบน้้าหวานจากในแต่ละรอบที่
ไปได้มาจากแหล่งผลิตนั้นมีความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นต่างกัน (300.16-364.78 กรัมต่อลิตร) โดย
ในช่วงฤดูฝนจะมีความเข้มข้นน้้าตาลต่้ากว่าฤดูร้อน หากเราเลือกสภาวะที่เหมาะสมที่ความเข้มข้น
น้้าตาลเริ่มต้นเป็นร้อยละ 30 โดยน้้าหนัก ความเข้มข้นน้้าตาลในช่วงฤดูฝนนั้นอาจจะไม่สามารถท้าได้ 
และโปรแกรม RSM นั้นท้านายเฉพาะปัจจัยของยีสต์เพียงชนิดเดียว แต่น้้าหวานจากนั้นมีจุลินทรีย์
หลายชนิด เราจึงต้องพิจารณาหาสภาวะที่เหมาะสมโดยดูความเหมาะสมของวัตถุดิบด้วย  แต่
โปรแกรม RSM ก็สามารถใช้ดูแนวโน้มของตัวแปรต่างๆ ได้เพ่ือใช้ในการเลือกสภาวะที่เหมาะสม โดย
สภาวะจากตารางที่ 4-4 ที่น่าสนใจคือ ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 25 โดยน้้าหนัก พีเอช 6 
ปริมาณยีสต์ 108 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม ที่อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 111 ชั่วโมง 
เนื่องจากได้ค่าเอทานอลมากที่สุด จึงลองท้าการทดลองซ้้าเพ่ือดูความแม่นย้า พบว่าได้เอทานอลร้อย
ละ 16.87 โดยปริมาตร ซึ่งใกล้เคียงกับค่าเดิมจากตารางการทดลองคือ ร้อยละ 16.06 โดยปริมาตร 
เราจึงเลือกสภาวะนี้เป็นสภาวะที่เหมาะสม แม้ว่าจะได้เอทานอลไม่มากเท่าสภาวะจากโปรแกรม RSM 
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แต่ด้วยความเหมาะสมกับวัตถุดิบเกี่ยวกับค่าความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้น และยังใช้เวลาในการหมัก
น้อยกว่า ซึ่งสามารถลดระยะเวลาในการผลิตได้อีกด้วย จึงเป็นเหตุผลที่สมควรที่จะเลือกสภาวะที่ 
ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 25 โดยน้้าหนัก พีเอช 6 ปริมาณยีสต์ 108 CFU ต่อสารละลาย 
100 กรัม ที่อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 111 ชั่วโมง เป็นสภาวะที่เหมาะสม 
 จากกราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยต่างๆ แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นน้้าตาล
เริ่มต้นเป็นปัจจัยที่ส้าคัญที่สุด รองลงมาคือ อุณหภูมิ ระยะเวลาการหมักและพีเอช ส่วนปริมาณยีสต์
นั้นใช้เพียง 108-109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัมก็เพียงพอต่อการหมักแล้ว โดยจะเห็นว่าหากความ
เข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นเพ่ิมขึ้นจะท้าให้เอทานอลเพ่ิมขึ้นเนื่องจากน้้าตาลเป็นสารอาหารที่ยีสต์ใช้ในการ
เจริญเติบโตเพ่ือผลิตเอทานอล ส่วนอุณหภูมินั้นควรจะอยู่ในช่วง 28-31 องศาเซลเซียส เพราะ
อุณหภูมิที่สูงเกินไปจะส่งผลให้ยีสต์ตายได้ ระยะเวลาการหมักควรจะนานพอให้ยีสต์หมักและย่อย
น้้าตาลได้แต่ไม่ควรนานเกินไป 
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4.4 การหมักเอทานอลจากน ้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน ้าหวานจาก (Isolated yeast) 
 เนื่องจากในน้้าหวานจากมียีสต์ธรรมชาติอยู่แล้วจึงทดลองแยกยีสต์จากน้้าหวานจากมาท้า
การทดลองใช้ในการหมักเพ่ือเปรียบเทียบกับการใช้ยีสต์แห้ง 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมนั้นท้าการออกแบบการทดลองด้วยโปรแกรม RSM ด้วยตัวแปร
อิสระ 5 ตัว คือ ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้น (A, ร้อยละโดยน้้าหนัก), พีเอช (B), ปริมาณยีสต์ (10C

 , 
CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม), อุณหภูมิในการหมัก (D, องศาเซลเซียส) และระยะเวลาในการหมัก 
(E, ชั่วโมง) และตัวแปรตามคือ ปริมาณเอทานอล (Y, ร้อยละโดยปริมาตร) แสดงดังตารางที่ 4-5 
 จากการพิจารณาผลผลิตที่ส้าคัญคือเอทานอล พบว่าผลของเอทานอลที่ได้จากการทดลอง
สอดคล้องกับค่าท่ีได้จากการท้านายโดยมี R2 เท่ากับ 0.933 และมีแบบจ้าลองส้าหรับท้านายค่าเอทา-
นอลหลังการหมักแสดงดังสมการที่ (4.4) 

Y = 428.38 – 6.254A – 82.14B + 11.91C – 8.018D – 0.935E + 0.02269A2 + 0.2929B2 – 
1.199C2 – 0.01321D2 – 0.000562E2 + 0.125AB + 0.181AC + 0.08513AD + 0.01088AE + 
2.622BC + 1.443BD + 0.08738BE – 0.266CD – 0.00647CE – 0.01239DE           (4.4) 

 จากข้อมูลแบบจ้าลองท้านายค่าเอทานอลจากปัจจัยต่างๆ ดังสมการที่ (4.4) นั้นสามารถ
แสดงได้ในรูปของกราฟพ้ืนผิว ดังภาพประกอบที่ 4-17 ถึง 4-26 
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ตารางที่ 4-5 สภาวะการทดลองจากโปรแกรม RSM และผลเอทานอลหลังการหมักด้วยยีสต์คัดแยก
จากน้้าหวานจาก 

ล้าดับ
ที ่

น้้าตาล  
(ร้อยละโดย
น้้าหนัก) 

พีเอช 
ปริมาณยีสต์ 

(CFUต่อสารละลาย  
100 กรัม) 

อุณหภูมิ  
(องศา-

เซลเซียส) 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

เอทานอล  
(ร้อยละโดย
ปริมาตร) 

1 20 5.5 10 9 28 77 18.33 
2 20 5.5 10 9 34 10 8.42 
3 20 5.5 10 9 34 77 13.27 
4 30 5.5 10 9 34 77 20.69 
5 20 4.5 10 9 34 77 12.79 
6 10 5.5 10 9 34 77 7.91 
7 20 6.5 10 9 34 77 11.33 
8 20 5.5 10 9 34 77 13.3 
9 20 5.5 10 8 34 77 11.82 
10 20 5.5 10 9 34 77 12.32 
11 20 5.5 10 10 34 77 10.32 
12 20 5.5 10 9 34 144 10.55 
13 20 5.5 10 9 40 77 4.78 
14 15 5 10 9 31 44 15.76 
15 25 6 10 9 31 44 10.99 
16 15 6 10 8 31 44 8.87 
17 25 5 10 8 31 44 17.73 
18 25 6 10 8 31 111 15.76 
19 15 6 10 9 31 111 9.85 
20 25 5 10 9 31 111 19.21 
21 15 5 10 8 31 111 13.3 
22 25 5 10 9 37 44 10.69 
23 15 6 10 9 37 44 6.32 
24 25 6 10 8 37 44 10.34 
25 15 5 10 8 37 44 7.24 
26 25 6 10 9 37 111 26.91 
27 15 6 10 8 37 111 10.34 
28 15 5 10 9 37 111 4.79 
29 25 5 10 8 37 111 17.09 
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 (1) ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและพีเอชต่อเอทานอล 

 
ภาพประกอบที่ 4-17 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและพีเอชต่อ       
เอทานอลที่ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการ

หมัก 34   องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 
 ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและพีเอชต่อเอทานอลที่ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวาน
จาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 
แสดงดังภาพประกอบที่ 4-17 พบว่าเมื่อความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นเพ่ิมขึ้นจะส่งผลให้เอทานอล
เพ่ิมขึ้น ส่วน พีเอชส่งผลต่อปริมาณเอทานอลน้อย โดยจะได้เอทานอลร้อยละ 20-23 โดยปริมาตร 
เมื่อใช้น้้าตาลเริ่มต้นในช่วงความเข้มข้นร้อยละ 28-30 โดยน้้าหนัก 

 (2) ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากต่อเอทานอล 
 ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากต่อเอทานอลที่พี
เอช 5.5 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดังภาพประกอบที่ 4-18 
พบว่าเอทา-นอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นน้้าตาลเพ่ิมขึ้น ส่วนปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวาน
จากนั้นไม่ค่อยส่งผลต่อปริมาณเอทานอล เห็นได้ว่ายีสต์เพียง 108 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม ก็
เพียงพอต่อการหมักเอทานอลแล้ว ซึ่งจะได้เอทานอลร้อยละ 20-23 โดยปริมาตรเมื่อใช้ความเข้มข้น
น้้าตาลเริ่มต้นในช่วงร้อยละ 28-30 โดยน้้าหนัก 
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ภาพประกอบที่ 4-18 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและปริมาณ 
ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

77 ชั่วโมง 

 (3) ผลของความเข้มข้นน้้าตาลและอุณหภูมิต่อเอทานอล 

 
ภาพประกอบที่ 4-19 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและอุณหภูมิ
ต่อเอทานอลที ่พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม 

เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 

 ผลของความเข้มข้นน้้าตาลและและเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5 ปริมาณ ยีสต์
คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดัง
ภาพประกอบที่   4-19 พบว่าเมื่อความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นเพ่ิมขึ้นจะส่งผลให้เอทานอลเพ่ิมขึ้น 
ส้าหรับอุณหภูมิในการหมักนั้นควรจะใช้ในช่วงอุณหภูมิต่้าเพราะการเพ่ิมขึ้นของอุณหภูมิไม่ค่อยส่งผล
ให้เอทานอลเพิ่มข้ึน ซึ่งหากใช้น้้าตาลเริ่มต้นในช่วงความเข้มข้นร้อยละ 28-30 โดยน้้าหนักจะได้เอทา-
นอลในช่วงที่เหมาะสมร้อยละ 20-23 โดยปริมาตร 
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 (4) ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล 
 ผลของความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5 
ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศา
เซลเซียส แสดงดังภาพประกอบที่ 4-20 พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและ
ระยะเวลาในการหมักเพ่ิมข้ึน โดยต้องใช้น้้าตาลเริ่มต้นช่วงร้อยละ 25-30 โดยน้้าหนัก และระยะเวลา
ในการหมักในช่วง 100-144 ชั่วโมง จะท้าให้ได้เอทานอลที่เหมาะสมในช่วงร้อยละ 27-31 โดย
ปริมาตร 

 
ภาพประกอบที่ 4-20 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและ

ระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อ
สารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส 

 (5) ผลของพีเอชและปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากต่อเอทานอล 
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ภาพประกอบที่ 4-21 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและปริมาณยีสต์คัดแยกจาก
น้้าหวานจากต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก อุณหภูมิการหมัก 34 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 

 ผลของพีเอชและปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาล
เริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดัง
ภาพประกอบที่ 4-21 พบว่าปริมาณเอทานอลลดลงเมื่อพีเอชเพ่ิมขึ้น ส้าหรับปริมาณยีสต์นั้นใช้เพียง 
108-109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม ก็เพียงพอต่อการผลิตเอทานอลแล้ว ซึ่งเมื่อใช้พีเอชในช่วง 
4.5-5.3 จะท้าให้ได้เอทานอลในปริมาณที่เหมาะสมช่วงร้อยละ 13-16 โดยปริมาตร 
 (6) ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล 

 
ภาพประกอบที่ 4-22 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่ความ

เข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อ
สารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง 

 ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก 
ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดง
ดังภาพประกอบที่ 4-22 พบว่าเอทานอลลดลงเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิและพีเอชในการหมัก โดยจะได้เอทา
นอลในช่วงร้อยละ 24-27 โดยปริมาตร เมื่อใช้พีเอชในช่วง 4.5-4.7 และอุณหภูมิในช่วง 28-29 
องศา-เซลเซียส 

 (7) ผลของพีเอชและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล 
 ผลของพีเอชและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 
โดยน้้าหนัก ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการ
หมัก 34  องศาเซลเซียส แสดงดังภาพประกอบที่ 4-23 พบว่าหากต้องการเอทานอลความเข้มข้นสูง
ต้องด้าเนินที่พีเอชต่้าในระยะเวลาการหมักที่สั้น โดยจะได้เอทานอลที่เหมาะสมในช่วงความเข้มข้น
ร้อยละ 18-20 โดยปริมาตร 
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ภาพประกอบที่ 4-23 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและระยะเวลาในการหมักต่อ      

เอทานอลที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก
109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส 

 (8) ผลของปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากและอุณหภูมิต่อเอทานอล 

  
ภาพประกอบที่ 4-24 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก
และอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 เป็นเวลา 

77 ชั่วโมง 

 ผลของปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากและอุณหภูมิต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาล
เริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 เป็นเวลา 77 ชั่วโมง แสดงดังภาพประกอบที่ 4-24 พบว่า 
เอทานอลจะเพ่ิมข้ึนเมื่ออุณหภูมิในการหมักลดลง ส่วนปริมาณยีสต์ไม่ค่อยส่งผลต่อปริมาณเอทานอล 
โดยจะได้  เอทานอลในช่วงที่เหมาะสมร้อยละ 16-18 โดยปริมาตร เมื่อใช้อุณหภูมิในการหมัก
ประมาณ 28-29 องศาเซลเซียส 
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 (9) ผลของปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล 
 ผลของปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่ความ
เข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส แสดงดัง
ภาพประกอบที่  4-25 พบว่าเมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการหมักจะส่งผลให้เอทานอลเพ่ิมขึ้น ส้าหรับ
ปริมาณยีสต์นั้นที่ระยะเวลาหมักนานหากใช้ยีสต์ในปริมาณมากก็จะส่งผลให้เอทานอลมีค่าลดลง จึง
ควรด้าเนินการหมักที่ช่วงปริมาณยีสต์ 108-109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัมและระยะเวลาในการ
หมัก 90-144 ชั่วโมงจึงจะท้าให้ได้เอทานอลในช่วงที่เหมาะสมร้อยละ 13-16 โดยปริมาตร 

 
ภาพประกอบที่ 4-25 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก
และระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 

5.5 อุณหภูมิการหมัก 34 องศาเซลเซียส 

 (10) ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล 
 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาในการหมักต่อเอทานอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 
20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม 
แสดงดังภาพประกอบที่ 4-26 พบว่าเอทานอลจะเพ่ิมขึ้นเมื่อลดอุณหภูมิและเพ่ิมระยะเวลาในการ
หมัก แต่ที่อุณหภูมิในการหมักต่้านั้นสามารถใช้ระยะเวลาในการหมักได้ตั้งแต่ 10-129 ชั่วโมง โดยจะ
ได้เอทา-นอลความเข้มข้นช่วงร้อยละ 16-18 โดยปริมาตร 
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ภาพประกอบที่ 4-26 กราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการหมักต่อ 
เอทานอลที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก พีเอช 5.5 ปริมาณยีสต์คัดแยกจาก

น้้าหวานจาก109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม 

 จากการท้านายสภาวะการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก โดยโปรแกรม 
RSM พบว่าต้องใช้ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 30 โดยน้้าหนัก พีเอช 4.5 ยีสต์คัดแยกจาก
น้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 67 ชั่วโมง 
จะท้าให้ได้   เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 28.17 โดยปริมาตร เมื่อท้าการทดลองจริงพบว่าได้เอทา
นอลร้อยละ 26.28 โดยปริมาตร แต่จากเงื่อนไขของวัตถุดิบที่มีความเข้มข้นน้้าตาลทั้งหมดบางฤดูกาล
ต่้ากว่าร้อยละ 30 โดยน้้าหนัก ซึ่งควรเลือกสภาวะที่ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นที่วัตถุดิบมีได้ทุก
ฤดูกาลนั่นคือ ที่ร้อยละ 25 โดยน้้าหนัก ดังนั้นจึงเลือกสภาวะที่มีความเข้มข้นน้้าตาลร้อยละ 25 โดย
น้้าหนัก  พีเอช 6 ปริมาณยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 111 ชั่วโมง เป็นสภาวะที่เหมาะสม (ค่ามากที่สุดจากตารางที่ 4-5) 
 จากกราฟพ้ืนผิวแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยต่างๆ แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นน้้าตาล
เริ่มต้นเป็นปัจจัยที่ส้าคัญที่สุด รองลงมาคือ อุณหภูมิ ระยะเวลาการหมักและพีเอช ส่วนปริมาณยีสต์
นั้นส่งผลน้อยต่อการหมักเอทานอล เนื่องจากยีสต์ปริมาณ 108-109 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม
เป็นช่วงที่เพียงพอต่อการหมักเอทานอลแล้ว ส่วนปริมาณน้้าตาลเริ่มต้นนั้นเห็นไดช้ัดเจนว่ายิ่งสูงจะท้า
ให้เอทานอลเพ่ิมขึ้น แต่เราไม่ควรเลือกสภาวะที่มีความเข้มข้นน้้าตาลสูงเกินไปเพราะวัตถุดิบมีความ
เข้มข้นน้้าตาลที่แปรปรวนตามฤดูกาล ควรเลือกค่าสูงสุดที่มีได้ทุกฤดู  ส้าหรับอุณหภูมิในการหมักนั้น
ไม่ควรหมักที่อุณหภูมิสูงเกินไปเพราะจะส่งผลให้ยีสต์ตายได้ ระยะเวลาในการหมักนั้นหากเพ่ิมขึ้นก็จะ
ส่งผลให้ได้เอทานอลมากขึ้น ส่วนค่าพีเอชนั้นควรหมักในช่วงที่ค่อนข้างเป็นกรดเพราะจะเหมาะต่อ
กระบวนการหมักของยีสต์ 
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4.5 การเพิ่มขนาดการหมักโดยใช้ถังปฏิกรณ์ 
 การเพ่ิมขนาดการหมักจากการใช้ขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตรเป็นใช้ถังปฏิกรณ์ที่มีเครื่อง
ควบคุมอุณหภูมิ พีเอช และการกวนเพ่ือเป็นต้นแบบสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ พบว่าการหมักทั้งสองแบบ
ภายใต้สภาวะเดียวกันให้ผลเอทานอลใกล้เคียงกัน โดยตารางที่ 4-5 แสดงการเปรียบเทียบเอทานอล
หลังการหมักด้วยขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตร กับถังหมักขนาด 5 ลิตร จะเห็นได้ว่าการหมักเอทา-
นอลจากน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปังและยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากนั้น สามารถสร้างต้นแบบการ
ผลิตที่ใหญ่ข้ึนได้ง่าย 

ตารางที่ 4-6 เปรียบเทียบเอทานอลหลังการหมักด้วยขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตรกับถังหมักขนาด 
5 ลิตร 

ยีสต์ที่ใช้ในการหมักเอทานอล เอทานอล (ร้อยละโดยปริมาตร) 
  ขวดหมักขนาด 250 มิลลิลิตร ถังหมักขนาด 5 ลิตร 

ยีสต์ขนมปัง 16.78 16.00 
ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 26.91 26.90 
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4.6 การกลั่นเพิ่มความบริสุทธิ์เอทานอล 
 การกลั่นเพ่ือให้ได้ผลผลิตเอทานอลมีความบริสุทธิ์ไม่ต่้ากว่าร้อยละ 95 ปริมาตรตาม
มาตรฐานทางการค้าถูกด้าเนินการด้วยเครื่องกลั่นแบบแพ็คคอลัมน์ โดยมีขนาด Packing 0.5 นิ้ว 
ความสูงคอลัมน์ 50 เซนติเมตร อัตราการไหลของน้้าหล่อเย็นเพ่ือควบแน่นไอเอทานอล 5 ลิตรต่อ
นาที สภาวะที่ท้าการศึกษาคือ อุณหภูมิไอเท่ากับ 76, 78 และ 80 องศาเซลเซียส จากตารางที่ 4-6 
พบว่าที่อุณหภูมิไอ 78 องศาเซลเซียส ได้ค่าความบริสุทธิ์ของเอทานอลมากกว่าอุณหภูมิไอ 76 และ 
80 องศาเซลเซียส เนื่องจากเอทานอลมีจุดเดือดเท่ากับ 78 องศาเซลเซียส ซึ่งส้าหรับเครื่องมือชุดนี้
ต้องให้ความร้อนน้้าหมักที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียสจึงจะท้าให้ได้อุณหภูมิไอ 78 องศาเซลเซียส 
ได้ความบริสุทธิ์เอทานอลมากกว่าร้อยละ 95 โดยปริมาตร 

ตารางที่ 4-7 ค่าอุณหภูมิเครื่องให้ความร้อนและเอทานอลที่อุณหภูมิไอ 76, 78 และ 80 องศา-
เซลเซียส 

อุณหภูมิไอ 
(องศาเซลเซียส) 

อุณหภูมิเครื่องให้ความร้อน 
(องศาเซลเซียส) 

เอทานอล 
 (ร้อยละโดยปริมาตร) 

76 101 94.4 
78 103 95.32 
80 104 93.12 
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4.7 ผลการประมาณต้นทุนการผลิตเบื องต้น 
 การประมาณต้นทุนการผลิตเอทานอลและวิเคราะห์เศรษฐศาสตร์เบื้องต้นใช้ข้อมูลประกอบ
ที่แสดงดังตารางที่ 4-8 ถึงตารางที่ 4-15 
 ตารางที่ 4-8 แสดงการเปรียบเทียบสภาวะในการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากด้วยยีสต์
ขนมปังและยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก พบว่าผลผลิตเอทานอลจากการหมักด้วยยีสต์คัดแยกจาก
น้้าหวานจากนั้นมีค่าสูงกว่าการหมักด้วยยีสต์ขนมปังที่การใช้ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นและเวลา
เท่ากัน เนื่องจากยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากนั้นได้คัดยีสต์ที่มีประสิทธิภาพ แต่ยีสต์ขนมปังนั้นอาจมี
ทั้งเซลล์ยีสต์ที่มี active และ ไม่ active ผสมกัน ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากเป็นยีสต์ที่แข็งแรง
สามารถหมักได้มากกว่ายีสต์ขนมปัง ทนอุณหภูมิได้สูงกว่า (สังเกตได้จากสภาวะในการหมัก) จึงส่งผล
ให้ประสิทธิภาพในการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากนั้นได้ผลผลิตเอทานอล
มากกว่า 

ตารางที่ 4-8 สภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการผลิตเอทานอลแต่ละกระบวนการผลิต 

กระบวนการผลิต การเตรียมน้้าหวานจาก การหมัก ผลผลิตเอทานอล 
      (ร้อยละโดยปริมาตร) 

หมักด้วยยีสต์ 

พีเอช 4.9 อุ่นที่อุณหภูมิ  
 54 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 25 นาท ี
  
  
  
  
  
  

ความเข้มข้นน้้าตาล   
ขนมปัง เริ่มต้นร้อยละ 25 โดยปริมาตร   

  พีเอช 6 ปริมาณยีสต์ 108  16.87 
  CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม   
  ที่อุณหภูมิ  31 องศาเซลเซียส   
   เป็นเวลา 111 ชั่วโมง   

หมักด้วยยีสต์ ความเข้มข้นน้้าตาล   
คัดแยกจาก เริ่มต้นร้อยละ 25 โดยปริมาตร   

น้้าหวานจาก พีเอช 6 ปริมาณยีสต์ 109  26.91 
  CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม   
  ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส   
   เป็นเวลา 111 ชั่วโมง   
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ตารางที่ 4-9 ราคาวัตถุดิบ สารเคมีและ สาธารณูปโภคท่ีใช้ประมาณค้านวณค่าใช้จ่ายในการผลิต 

วัตถุดิบ สารเคมีและสาธารณูปโภค ราคา (บาทต่อหน่วย) 
กรดซัลฟูริก 0.2 บาทต่อมิลลิลิตร 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5 บาทต่อกรัม 
น้้าสะอาด 0.013 บาทต่อลิตร 
ไฟฟ้า 1.7 บาทต่อหน่วย 
ยีสต์ขนมปัง 0.055 บาทต่อกรัม 
ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 0.06 บาทต่อกรัม 
น้้าหวานจาก 0.0028 บาทต่อกรัม 

หมายเหตุ ราคาวัตถุดิบและสารเคมี สืบค้นจาก www.gammaco.com (25 มี.ค. 2559) 
   อัตราค่าน้้า คิดเฉลี่ยราคาระดับอุตสาหกรรม (การประปานครหลวง, 25 มี.ค. 2559)    
   อัตราค่าไฟฟ้า คิดเฉลี่ยราคาระดับอุตสาหกรรมขนาดเล็ก (กรมอุตสาหกรรมพ้ืนฐานและ
   เหมืองแร่, 25 มี.ค. 2559) โดย 1 หน่วย คือ กิโลวัตต์.ชั่วโมง 

ตารางที่ 4-10 ประมาณการของปริมาณการใช้วัตถุดิบ สารเคมีต่างๆ และค่าใช้จ่ายในการผลิตเอทา - 
นอลจากกระบวนการหมักด้วยยีสต์ขนมปัง ด้วยสภาวะที่เหมาะสมที่ผลผลิตเอทานอล 1 ลิตร (ความ
บริสุทธิ์ร้อยละ 95 โดยปริมาตร) 

รายการ ปริมาณที่ใช้ ค่าใช้จ่าย (บาท) 
1. การเตรียมน้้าหวานจาก     
 - น้้าหวานจาก 4372.3 กรัม 12.24 
 - กรดซัลฟูริก 3 โมลาร์ (ปรับพีเอช) 6.6 มิลลิลิตร 0.28 
 - ไฟฟ้า 0.756 หน่วย  1.29 
2. การหมัก     
 - น้้าสะอาด 1.328 ลิตร 0.17 
 - ยีสต์ขนมปัง 0.57 กรัม 0.031 
 - โซเดียมไฮดรอกไซด์  8.6 มิลลิลิตร 0.62 
   3 โมลาร์ (ปรับพีเอช)     
 - ไฟฟ้า 2 หน่วย   3.4 
3. การกลั่น     
 - ไฟฟ้า  0.2 หน่วย 0.34  

รวม 18.37 
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ตารางที่ 4-11 ประมาณการของปริมาณการใช้วัตถุดิบ สารเคมีต่างๆ และค่าใช้จ่ายในการผลิตเอทา-
นอลจากกระบวนการหมักด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก ด้วยสภาวะที่เหมาะสมที่ผลผลิตเอทา-
นอล 1 ลิตร (ความบริสุทธิ์ ร้อยละ 95 โดยปริมาตร) 

รายการ ปริมาณที่ใช้ ค่าใช้จ่าย (บาท) 
1. การเตรียมน้้าหวานจาก     
 - น้้าหวานจาก 2604.04 กรัม 7.29 
 - กรดซัลฟูริก 3 โมลาร์ (ปรับพีเอช) 3.9 มิลลิลิตร 0.17 
 - ไฟฟ้า 0.756 หน่วย   1.29 
2. การหมัก     
 - น้้าสะอาด 0.449 ลิตร 0.0058 
 - ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 341.93 กรัม 20.52 
 - โซเดียมไฮดรอกไซด์  5.09 มิลลิลิตร 0.37 
   3 โมลาร์ (ปรับพีเอช)     
 - ไฟฟ้า 2 หน่วย   3.4  
3. การกลั่น     
 - ไฟฟ้า 0.2 หน่วย   0.34 

รวม 33.39 

 ส้าหรับตารางที่ 4-10 และ 4-11 วิธีประมาณค่าไฟฟ้าในการกลั่นคือ จะน้าผลผลิตของเหลว
หลังการหมักมากลั่นเพ่ือเพ่ิมความบริสุทธิ์  ให้ได้เอทานอลบริสุทธิ์ไม่น้อยกว่าร้อยละ 95 โดยใช้
อุณหภูมิในการอุ่นน้้าหมัก 103 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดันบรรยากาศ เพ่ือหาระยะเวลาในการ
กลั่นเอทานอลให้บริสุทธิ์ปริมาณ 1 ลิตร พบว่า ใช้ระยะเวลาในการกลั่นประมาณ 15 นาที ที่
ก้าลังไฟฟ้า 800 วัตต์ ซึ่งจะน้าข้อมูลนี้ไปประมาณการค่าไฟฟ้าส้าหรับการกลั่นเพ่ิมความบริสุทธิ์ของ
เอทานอล 

ตารางที่ 4-12 สรุปต้นทุนในการผลิตเอทานอลด้วยวิธีที่แตกต่างกันด้วยสภาวะการหมักที่เหมาะสม
ของแต่ละวิธี 

รายการ การหมักด้วยยีสต์ขนมปัง 
การหมักด้วยยีสต์คัดแยก

จากน้้าหวานจาก 

ต้นทุนในการผลิต 
18.37 33.39 

(บาท/ลิตร) 
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 การเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลที่ได้และต้นทุนเบื้องต้นในการผลิตเอทานอลทั้งสองวิธี
แสดงดังตารางที่ 4-10 ถึงตารางที่ 4-13 พบว่าต้นทุนในการผลิตเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังนั้นเท่ากับ 
18.37 บาทต่อลิตร โดยต้นทุนการผลิตจะสามารถลดลงได้อีกหากเจ้าของไร่จากเป็นผู้ผลิตเอทานอล
เอง เนื่องจากราคาน้้าหวานจากคิดเป็นต้นทุนสูงสุดถึงร้อยละ 66.63 ของต้นทุนทั้งหมด จะท้าให้
เหลือต้นทุนในการผลิตเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังเพียง 6.13 บาทต่อลิตร โดยราคาขายเอทานอลใน
ปัจจุบันนั้นอยู่ที่ประมาณ 25 บาทต่อลิตร จะเห็นได้ว่าหากชาวบ้านเจ้าของไร่จากขายเอทานอลจะมี
รายได้มากกว่าการขายน้้าหวานจากหรือที่เรียกว่าน้้าตาลสดที่ราคาเพียง 10 บาทต่อลิตร แม้น้้าตาล
สดอาจมีต้นทุนการผลิตที่ต่้ากว่า แต่ก็เป็นการสร้างทางเลือกด้านอาชีพ สร้างรายได้เพ่ิมขึ้นและการ
ผลิตสุราพ้ืนบ้านในปัจจุบันนั้นใช้เชื้อยีสต์ที่สืบทอดกันมาเป็นรุ่นๆ ไม่มีความเข้มข้นที่แน่นอน และยัง
ต้องให้ความร้อนสูงก่อนการหมักเพ่ือ่่าจุลินทรีย์อีกด้วย ซึ่งเห็นได้ว่ากระบวนการมีการสิ้นเปลืองทั้ง
เวลา พลังงาน แรงงาน และค่าใช้จ่าย หากน้ากระบวนการผลิตเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังมาทดแทน
วิธีการผลิตสุราพ้ืนบ้านในปัจจุบันก็จะสามารถลดต้นทุนการผลิตได้ มีวิธีการด้าเนินการเป็นขั้นตอน
ด้วยอัตราส่วนและวิธีท้าท่ีชัดเจน แน่นอน 

 ส้าหรับต้นทุนการหมักเอทานอลด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก นั้นเท่ากับ 33.39 บาทต่อ
ลิตร ซึ่งค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับราคาขายเอทานอล แต่หากจะมีการลงทุนเปิดโรงงานเพ่ือผลิตเอทา
นอลนั้นก็สามารถลดต้นทุนของยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากลงไปได้เพราะเป็นต้นทุนสูงสุด โดย
สามารถท้าการแยกเชื้อและเพาะเชื้อได้เอง ซึ่งพบว่าการผลิตเอทานอลด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวาน
จากนั้นเหมาะสมกับการผลิตในรูปแบบโรงงานเพราะสามารถเตรียมเชื้อเองได้ แต่ส้าหรับชาวบ้าน
เจ้าของไร่จากนั้นเหมาะกับการใช้ยีสต์ขนมปังมากกว่า  

ตารางที่ 4-13 การเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบต่างๆ 

วัตถุดิบ 
ผลผลิตเอทานอล 

(ลิตรต่อตันวัตถุดิบ) 
อ้างอิง 

น้้าหวานจาก (ยีสต์ขนมปัง) 229 งานวิจัยนี้ 
น้้าหวานจาก (ยีสต์ที่แยกจากน้้าหวานจาก) 384 งานวิจัยนี้ 
อ้อย 70 (Yoosin, 2007) 
กากน้้าตาล 240 (Yoosin, 2007) 
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 การเปรียบเทียบต้นทุนการหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังและยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 
นั้นพบว่าต้นทุนของการหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังต่้ากว่าต้นทุนการหมักเอทานอลด้วย  ยีสต์คัด
แยกจากน้้าหวานจาก ร้อยละ 44.98 ซึ่งถือว่าเป็นค่าที่ค่อนข้างสูง แต่การหมักเอทานอลด้วย ยีสต์คัด
แยกจากน้้าหวานจาก นั้นมีผลได้เอทานอลสูงกว่าการหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปัง จึงเห็นได้ว่าแต่
ละกระบวนการก็มีข้อดี ข้อเสียที่แตกต่างกัน ดังนั้นการเลือกกระบวนการเพ่ือน้าไปผลิตเอทานอลนั้น
ต้องดูความเหมาะสมและข้อจ้ากัดของผู้ผลิตเป็นหลัก 
 จากผลได้เอทานอลในตารางที่ 4-13 นั้น พบว่า ผลได้เอทานอลจากการหมักน้้าหวานจาก
ด้วยยีสต์ขนมปังและยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก สูงกว่าผลได้เอทานอลจากอ้อยและใกล้เคียง
กากน้้าตาล แสดงให้เห็นว่าน้้าหวานจากเป็นวัตถุดิบที่มีประสิทธิภาพในการน้ามาผลิตเอทานอล 
เนื่องจากมีผลได้เอทา-นอลสูงและจากยังไม่ได้ถูกใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร ยังไม่มีความหลากหลายใน
การแปรรูปทางเศรษฐกิจ จึงเป็นทางเลือกที่ดีส้าหรับการเป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  

ตารางที่ 4-14 การเปรียบเทียบข้อดี-ข้อเสียของการผลิตเอทานอลโดยการหมักด้วยยีสต์ขนมปังและ
การหมักด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 

รายการ 
กระบวนการผลิตเอทานอล 

การหมักด้วยยีสต์ขนมปัง การหมักด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 

ข้อดี 

 - ต้นทุนการผลิตต่้ากว่า 
 - ยีสต์ขนมปังราคาถูก 
 - ยีสต์ขนมปังเก็บรักษาง่าย 
 - เหมาะกับการผลิตเอทานอล
ในระดับชุมชน 

 - ผลผลิตเอทานอลสูง 
 - เหมาะกับการผลิตเอทานอล 
ในระดับอุตสาหกรรม 
 

ข้อเสีย 
 - ผลผลิตเอทานอลต่้ากว่า 
 
 

 - ต้นทุนการผลิตสูงกว่า 
 - การแยกและเพาะเชื้อต้องท้าโดยผู้มี
ความช้านาญด้านจุลชีววิทยา  

 การเปรียบเทียบข้อดี-ข้อเสียของกระบวนการผลิตเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังและยีสต์คัดแยก
จากน้้าหวานจากแสดงดังตารางที่ 4-14 เห็นได้ว่าการผลิตเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังมีต้นทุนที่ต่้ากว่า 
ยีสต์ขนมปังหาซื้อได้ง่ายและราคาถูก ไม่ต้องมีความช้านาญในการเพาะเชื้อยีสต์ อีกทั้งยังเก็บรักษาได้
ง่ายเพียงแช่ในตู้เย็น แต่ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจากนั้นต้องใช้ความช้านาญด้านจุลชีววิทยาและ
กระบวนการในการเพาะเชื้อยีสต์มีราคาสูงกว่ายีสต์ขนมปัง การผลิตเอทานอลด้วยยีสต์คัดแยกจาก
น้้าหวานจากได้ผลได้เอทานอลมากกว่าเพราะเลือกเฉพาะเชื้อที่มีประสิทธิภาพมาใช้ในการหมัก จะ
เห็นได้ว่าทั้งสองกระบวนการมีความเหมาะสมกับระดับการผลิตที่แตกต่างกันไป  
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ตารางที่ 4-15 เปรียบเทียบปริมาณยีสต์ขนมปังที่ใช้ในการผลิตเอทานอลความบริสุทธิ์ร้อยละ 95 โดย
ปริมาตรที่ผลผลิตเอทานอล 1 ลิตร 

วัตถุดิบ 
ปริมาณยีสต์ขนมปัง 

(กรัม) 
เอทานอล อ้างอิง 

น้้าหวานจากเปลือกสับปะรด (ปรับสภาพ
และย่อยโดยใช้จุลินทรีย์ธรรมชาติ)  

28.14 5.84 
(อักษรภัค, 

2557) 
น้้าหวานจาก 0.57 16.87 งานวิจัยนี้ 

 การเปรียบเทียบปริมาณยีสต์ขนมปังที่ใช้ในการผลิตเอทานอลความบริสุทธิ์ร้อยละ 95 โดย
ปริมาตรที่ผลผลิตเอทานอล 1 ลิตรแสดงดังตารางที่ 4-15 จะเห็นได้ว่าการผลิตเอทานอลจากน้้าหวาน
จากด้วยยีสต์ขนมปังนั้นใช้ปริมาณยีสต์ขนมปังต่้ากว่าวัตถุดิบอ่ืนอย่างเห็นได้ชัด แสดงให้เห็นว่า
น้้าหวานจากเป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตเอทานอลที่เหมาะสม เพราะใช้ปริมาณยีสต์ขนมปังเพียง
เล็กน้อยก็สามารถท้าการหมักเอทานอลได้ในปริมาณท่ีเหมาะสม ประกอบกับว่าน้้าหวานจากหลังการ
อุ่นด้วยสภาวะที่เหมาะสมท้าให้มียีสต์ธรรมชาติอยู่แล้วในน้้าหวาน 6x104 CFU ต่อมิลลิลิตร (กนก
กานตแ์ละคณะ, 2558) ยีสต์ทั้งสองส่วนจึงช่วยกันส่งเสริมให้การหมักเอทานอลดีขึ้น 

 งานวิจัยนี้เลือกกระบวนการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากที่เหมาะสมคือ หมักด้วยยีสต์
ขนมปังเพราะเป็นวิธีที่คุ้มค่าต่อการผลิต อีกทั้งยังเหมาะสมกับการน้าไปผลิตเอทานอลในระดับชุมชน
สามารถถ่ายทอดให้ชาวบ้านได้ง่าย แต่ต้นทุนการผลิตนี้เป็นเพียงการประมาณการจากการผลิตเอทา-
นอลในขนาดทดลอง หากประมาณค่าใช้จ่ายในการผลิตที่ใหญ่ขึ้น ต้นทุนอาจจะลดลงเพราะวัตถุดิบ 
สารเคมี ค่าน้้าและค่าไฟราคาต่้าลง ดังนั้นการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปังจึงมี
ความเป็นไปได้ที่จะน้าไปพัฒนาสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ 
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บทที่ 5  

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

   5.1.1 การศึกษาการเตรยีมวัตถุดิบน ้าหวานจาก 
 การเตรียมน้้าหวานจากโดยการอุ่นเพื่อเอื้อให้ยีสต์ท้างานดีกว่าจุลินทรีย์ชนิดอื่น มีข้อ
ได้เปรียบกว่างานวิจัยที่ท้าการเตรียมโดยให้ความร้อนที่อุณหภูมิสูงเพื่อท้าลายจุลินทรีย์ทั้งหมด เพราะ
สามารถใช้ประโยชน์จากยีสต์ที่มีอยู่แล้วในน้้าหวาน ท้าให้เติมยีสต์ในขณะหมักในปริมาณที่น้อยกว่า 
ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมน้้าหวานจาก คือ การปรับพีเอชเป็น 4.9 แล้วน้าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 
54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที จะได้น้้าตาลทั้งหมดหลังอุ่น 410.58 กรัมต่อลิตรและ          
เอทานอลร้อยละ 10.34 โดยปริมาตร 
   5.1.2 การศึกษาการหมกัน ้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง 
 สภาวะที่เหมาะสมในการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง คือ ความเข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้น
ร้อยละ 25 โดยน้้าหนัก ปรับพีเอชเป็น 6 ปริมาณยีสต์ขนมปัง 108 CFU ต่อสารละลาย 100 กรัม 
(0.01 กรัมต่อสารละลาย 100 กรัม) หมักที่อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 111 ชั่วโมง ซึ่งจะได้
เอทานอลร้อยละ 16.87 โดยปริมาตร 

   5.1.3 การศึกษาการหมกัน ้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน ้าหวานจาก 
 สภาวะที่เหมาะสมในการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก คือ ความ
เข้มข้นน้้าตาลเริ่มต้นร้อยละ 25 โดยน้้าหนัก ปรับพีเอชเป็น 6 ปริมาณยีสต์ 109 CFU ต่อสารละลาย 
100 กรัม หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 111 ชั่วโมง ซึ่งจะได้เอทานอลร้อยละ 26.91 
โดยปริมาตร 

   5.1.4 การศึกษาการเพิ่มความบรสิุทธิ์เอทานอลโดยการกลั่น 
 การเพิ่มความบริสุทธิ์เอทานอลควรกลั่นที่อุณหภูมิอุ่นน้้าหมัก 103 องศาเซลเซียส เพื่อให้ได้
อุณหภูมิไอ 78 องศาเซลเซียส โดยจะให้เอทานอลความบริสุทธิร์้อยละ 95.32 โดยปริมาตร 

   5.1.5 การเปรียบเทียบขอ้ด-ีข้อเสีย และการประมาณต้นทนุการผลิตเอทานอล 
จากการประเมินค่าใช้จ่ายเบื้องต้น สามารถสรุปได้ดังนี้  
 1. การผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง สามารถผลิตเอทานอลได้ 229 ลิตร
ต่อตัน มีค่าใช้จ่ายในการผลิต 18.37 บาทต่อลิตร 

 2. การผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก ได้ผลผลิตเอทานอล 
384 ลิตรต่อตัน มคี่าใช้จ่ายในการผลิต 33.39 บาทต่อลิตร 
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 จากการเปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง
และยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก พบว่าการผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปังมี
ค่าใช้จ่ายในการผลิตเอทานอล 18.37 บาทต่อลิตรซึ่งต่้ากว่าการใช้ยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 
แม้ว่าจะมีผลผลิตเอทานอลน้อยกว่า แต่ต้นทุนการผลิตที่ต่้ากว่า การเก็บรักษายีสต์ที่ง่ายกว่านั้นส่งผล
ให้การผลิตเอทานอลจากน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปังเป็นกระบวนการที่น่าสนใจและเหมาะแก่การ
พัฒนาสู่การผลิตเชิงพาณิชย ์

5.2 ข้อเสนอแนะในการท้าวจิัยเพิ่มเติม 

   5.2.1 ทดลองใช้ยีสต์ที่ได้มาจากการเพาะเลี้ยงเช้ือยีสต์เอง 
   5.2.2 ศึกษาวัตถุดิบชนิดอื่นที่จะน้ามาผลิตเอทานอล 
   5.2.3 ศึกษาการหมักแบบกึ่งกะ (Semi-batch) ซึ่งอาจจะได้ผลผลิตและผลได้เอทานอลดีขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมีและวธิีการวิเคราะห์ 

1. การวิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) โดยวิธี Modified Dinitosalicylic 
Acid (Miller, 1959) 

1.1 การเตรียมสารละลาย DNS 
 ประกอบด้วยสารเคมีต่างๆดังต่อไปนี้ 3,5-Dinitrosalicylic Acid, ฟีนอล, โซเดียม
โพแทสเซียมทาร์เทรต และโซเดียมไฮดรอกไซด ์     
 น้าบีกเกอร์ใส่น้้ากลั่น 300 มิลลิลิตรเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาณ 5 กรัม จากนั้นเติม 3,5-
Dinitrosalicylic Acid ปริมาณ 5 กรัม ฟีนอลปริมาณ 1 กรัม และโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทต 
ปริมาณ 50 กรัม จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วย Magnetic Stirrer ปรับปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตร
เป็น 500 มิลลิลิตรด้วยน้้ากลั่น สารละลายจะมีลักษณะเป็นสีเหลืองส้มใส 

1.2 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสเพื่อใชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณน้า้ตาลรีดิวซ์
ในสารตัวอย่าง 

   1.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
(1) เตรียม Stock สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

โดยชั่งกลูโคสปริมาณ 0.1 กรัม จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นเป็น 100 มิลลิลิตร 
(2) เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 100, 200, 300, 400, 500, 700, และ 

1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยปิเปต Stock สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1, 
2, 3, 4, 5, 7 และ 10 มิลลิลิตร ตามล้าดับ จากน้ันปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นเป็น 10 มิลลิลิตร 

   1.2.2 ขั้นตอนการวิเคราะห์สารละลายกลูโคสเพื่อสรา้งกราฟมาตรฐาน 
 (1) ปิเปตสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด

ทดลอง 
(2) ปิเปตสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเขย่าให้เข้ากัน จากนั้นน้าไปให้ความ

ร้อนในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาท ี
(3) น้าสารตัวอย่างแช่ในน้้าแข็งประมาณ 5 นาที  
(4) เติมน้้ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงไปในสารตัวอย่าง เขย่าให้เข้ากัน และน้าไปวัดค่า

การดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร จากนั้นน้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ใน
แต่ละตัวอย่าง ไปสร้างกราฟมาตรฐาน ซึ่งแสดงให้เห็นในภาพประกอบที่ ก-1 
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ภาพประกอบที่ ก-1 กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสสา้หรับวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ 

1.3 การวิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ในสารตัวอยา่ง 
  (1) ปิเปตสารละลายตัวอย่างมา 1 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตรแล้ว
ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นจนเป็น 25 มิลลิลิตร 
  (2) ปิเปตสารละลายที่เจือจางแล้วในข้อที่ (1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลอง 
  (3) ปิเปตสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลอง แล้วเขย่าให้เข้ากัน 
จากนั้นน้าไปให้ความร้อนในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาท ี
  (3) น้าสารตัวอย่างแช่ในน้้าแข็งประมาณ 5 นาที  
  (4) เติมน้้ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงไปในสารตัวอย่าง เขย่าให้เข้ากัน และน้าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร จากนั้นน้าค่าการดูดกลืนแสงที่
ได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน แล้วน้าค่าที่ได้จากกราฟมาตรฐานมาคูณด้วย 25 เนื่องจากสาร
ตัวอย่างโดนเจือจาง 25 เท่า 

2. การวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (Total Sugars) โดยวิธี Modified Phenol Sulfuric 
Method (Dubois et al., 1956) 

2.1 สารเคม ี
  (1) สารละลายฟีนอลร้อยละ 5 โดยน้้าหนัก 
  (2) กรดซัลฟูริกร้อยละ 98 โดยปริมาตร 
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2.2 การสรา้งกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสเพื่อใช้วิเคราะห์หาปริมาณน้า้ตาลทั้งหมดใน
สารตัวอยา่ง 

   2.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานของสารละลายกลูโคสส้าหรับวิเคราะหป์ริมาณน้า้ตาล
ทั้งหมด 

 (1) เตรียม Stock สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร โดย
ชั่งกลูโคส 0.1 กรัม จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นเป็น 100 มิลลิลิตร 

(2) เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 100, 200, 300, 400, 500, 700, และ 
1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยปิเปต Stock สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1, 
2, 3, 4, 5, 7 และ 10 มิลลิลิตร ตามล้าดับ จากน้ันปริมาตรด้วยน้้ากลั่นเป็น 10 มิลลิลิตร 

   2.2.2 ขั้นตอนการวิเคราะห์สารละลายกลูโคสเพื่อสรา้งกราฟมาตรฐาน 
  (1) ปิเปตสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้นต่างๆ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด
ทดลอง 
  (2) ปิเปตสารละลายฟีนอลร้อยละ 5 โดยน้้าหนัก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
เขย่าให้เข้ากัน 
  (3) ปิเปตกรดซัลฟูริกร้อยละ 98 โดยปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เขย่าให้เข้ากัน 
  (4) น้าสารตัวอย่างไปให้ความร้อนด้วยอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 80 องศาเซลเซียสเป็น
ระยะเวลา 30 นาท ี
  (5) น้าสารตัวอย่างแช่ในน้้าแข็งประมาณ 5 นาท ี
  (6) น้าสารตัวอย่างไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
จากนั้นน้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ในแต่ละตัวอย่าง ไปสร้างกราฟมาตรฐาน ซึ่งแสดงให้เห็นใน
ภาพประกอบที่ ก-2 

 

ภาพประกอบที่ ก-2 กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสส้าหรับวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด 
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2.3 การวิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลทั้งหมดในสารตัวอย่าง 
  (1) ปิเปตสารตัวอย่าง ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตรแล้ว
ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นจนเป็น 100 มิลลิลิตร 
  (2) ปิเปตสารละลายจากข้อ (1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง 
  (3) ปิเปตสารละลายฟีนอลร้อยละ 5 โดยน้้าหนัก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
เขย่าให้เข้ากัน 
  (4) ปิเปตกรดซัลฟูรกิร้อยละ 98 โดยปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เขย่าให้เข้ากัน 
  (5) น้าสารตัวอย่างไปให้ความร้อนด้วยอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 80 องศาเซลเซียสเป็น
ระยะเวลา 30 นาท ี
  (6) น้าสารตัวอย่างแช่ในน้้าแข็งประมาณ 5 นาท ี
  (7) น้าสารตัวอย่างไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
จากนั้นน้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน แล้วน้าค่าที่ได้จากกราฟมาตรฐาน
มาคูณด้วย 1,000 เนือ่งจากสารตัวอย่างโดนเจือจาง 1,000 เท่า 

3. การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล 

3.1 อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้  
  (1) เอทานอลร้อยละ 99.9 โดยปริมาตร  
  (2) อะซิโตนร้อยละ 50 โดยปริมาตร 
  (3) เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี (Gas chromatography, GC) 

3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอล 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 6.25, 12.5, 25 และ 50        
โดยปริมาตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร โดยปิเปตเอทานอลร้อยละ 99.9 โดยปริมาตร ปริมาณ 6.25, 
12.5, 25 และ 50 มิลลิลิตรใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตรตามล้าดับ แล้วปรับปริมาตร
เป็น 100 มิลลิลิตร  

3.3 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายเอทานอลเพื่อใช้วิเคราะห์หาความเข้มข้นและความ
บริสุทธิ์ของเอทานอล 
  น้าสารละลายมาตรฐานเอทานอลความเข้มข้นต่างๆปริมาณ 4 มิลลิลิตรผสมกับอะซิโตนร้อย
ละ 50 โดยปริมาตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตรแล้วน้าไปตรวจวัดด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี ที่สภาวะดัง
ตารางที่ ก-1 จากนั้นน้าค่าสัดส่วนพื้นที่ใต้พีคของเอทานอลต่ออะซิโตนที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 
ซึ่งแสดงในภาพประกอบที่ ก-3 

 

 

 



72 
 

ตารางที่ ก-1 แสดงสภาวะที่ใช้ในการทดลอง 

 Condition 
Back Inlet  150๐C, 3.4 psi, total floe He 44.7 mL/min 
Back detector 250๐C, H2 44.6 mL/min, N2 25 mL/min, 

Air 300 mL/min 
Oven temperature Initial temperature 60 ๐C  held  for 1 min 

                         100 ๐C held  for 1 min 
                    120 ๐C held  for 0 min 

             230 ๐C held  for 0 min 
Column HP-FFAP Polyethylene Glycol TPA 

 

 
ภาพประกอบที่ ก-3 กราฟมาตรฐานเอทานอล 

4. การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะซิติก 
4.1 สารเคม ี
 (1) NaOH 
 (2) KHP 
 (3) 1% Phenolphthalein 
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4.2 การเตรียมและวิเคราะห์หาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
 (1) ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ประมาณ 4 กรัม ใส่ลงในบีกเกอร์แล้วเติมน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร 
ใช้แท่งแก้วคนให้สารละลายเข้ากัน 
 (2) เทสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่เตรียมได้ลงในบิวเรต  
 (3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน KHP โดยชั่ง KHP ประมาณ 1 กรัมละลายด้วยน้้ากลั่น
เล็กน้อยแล้วรินใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
 (4) ดูดสารละลาย KHP มา 25 มิลลิลิตรใส่ลงในขวดรูปชมพู่ หยดสารละลาย 
1%Phenolphthalein 3 หยด แล้วน้ามาไตเตรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่อยู่ในบิวเรต        
ไตเตรตไปจนกระทั่ง สารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอย่างถาวร บันทึกปริมาตรของโซเดียมไฮดรอกไซด์
ที่ใช้  
 (5) น้าข้อมูลที่ได้มาค้านวณหาความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียม     
ไฮดรอกไซด ์จากการค้านวณ ดังนี ้

จากปฏิกิริยา C8H5O4K + NaOH     C8H4O4KNa + H2O 

จะเห็นว่า จ้านวนโมลของ KHP = จ้านวนโมลของ NaOH 

จากสูตร  mol = 
  

    
  จะได้ว่า  

       

    
 = 

        

    
 

ดังนั้น    MNaOH =  
       

      
 

4.3 การวิเคราะห์หาปริมาณของกรดอะซิติกในสารตัวอย่าง 
 (1) ดูดสารตัวอย่าง 10 มิลลิลิตรใส่ลงในขวดรูปชมพู่ หยด 1% Phenolphthalein ลงไป 3 
หยด 
 (2) น้ามาไตเตรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่อยู่ในบิวเรต จนกระทั่ง 
สารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอย่างถาวร บันทึกปริมาตรของโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้ 
 (3) น้าข้อมูลที่ได้มาค้านวณหาความเข้มข้นของกรดอะซิติกในน้้าส้มสายชู จากการค้านวณ 
ดังนี ้

จากปฏิกริิยา CH3COOH + NaOH     CH3COONa + H2O 
 
จะพบว่า จ้านวนโมลของ NaOH = จ้านวนโมลของ CH3COOH 
 

จากสูตร  mol = 
  

    
  จะได้ว่า  

           

    
 = 

        

    
 

ดังนั้น    MCH3COOH =  
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5. การคัดแยกยีสต์ทั้งหมด (yeast isolation) และการเก็บเชื้อยสีต์จากน้้าหวานจาก 
 ท้าการเจือจางน้้าหวานจากด้วยวิธี serial dilution ดังภาพประกอบที่  ก-4 โดยน้าตัวอย่าง
น้้าหวานจาก 1 มิลลิลิตร เจือจางใน 0.85% NSS 9 มิลลิลิตร แล้วท้าการเพาะเชื้อด้วยเทคนิค 
Spread plate แสดงดังภาพประกอบที่ ก-5  โดยใช้ปิเปตดูดมา 0.1 มิลลิลิตร น้ามา ลงบนอาหาร 
YM agar แล้วน้าไม้เกลี่ยไปแช่แอลกอฮอล์หลังจากนั้นน้ามาลนไฟจนแอลกอฮอล์แห้ง วางไว้จนเย็น
แล้วน้าไปเกลี่ยเชื้อบนถาด ปรับพีเอชเป็น 4.5 หลังจากนั้นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง (28-30°C) เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหาร YM agar ที่มีลักษณะแตกต่างกันที่คาดว่าจะเป็น
ของยีสต์น้าไปท้าให้บริสุทธิ์ และตรวจสอบโดยวิธี Wet mount โดยใช้ Lacto phenol cotton 
blue (LPCB) ส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์และเก็บใน YM slant ที่ 4°C เพื่อเก็บรักษายีสต์ (นาตยา, 
2557) 
 น้ายีสต์ที่เลี้ยงเก็บไว้มาท้าให้ active โดยการเลี้ยงบน YM agar เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้น
น้ามาท้าให้กระจายตัวกับ 0.855% NSS ปริมาตร 10 มิลลิลิตรให้มีปริมาณเชื้อเริ่มต้นเป็น 108-1010 
CFU ต่อสารละลาย 100 กรัมเพื่อใช้ในการผลิตเอทานอล 
 
 

 
ภาพประกอบที่ ก-4 การเจือจางแบบ serial number 
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ภาพประกอบที่ ก-5 วิธีการ spread plate 

 CFU คือ Colony forming unit  เป็นหน่วยที่ได้จากวิธีตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ 
(microbial population count) เช่น แบคทีเรีย ยีสต ์หรือ รา ที่มีชีวิต ซึ่งเจริญขึ้นมาบนผิวหน้าของ
อาหารแข็งในจานเลี้ยงเชื้อ โดยเจริญและแบ่งตัวจนเป็นกลุ่มเรียกว่า โคโลนี (colony) ซึ่งมองเห็นได้
ด้วยตา มีสมมุติฐานคือ 

 (1) หน่ึงโคโลนีที่ตามองเห็นได้มาจากการเจริญและแบ่งตัวจากจุลินทรีย์หนึ่งเซลล์ 
 (2) ไม่มีเซลล์ใดๆ ที่อยู่รวมกัน (no aggregate) 
 (3) จุลินทรีย์เริ่มต้น (original inoculum) ในอาหารที่น้ามาเพาะเลี้ยงบนวุ้นเลี้ยงเชื้อ 
(nutrient agar) มีความสม่้าเสมอเป็นเนื้อเดียวกัน (homogeneous) 

หน่วย CFU มักพบจากวิธีการวิเคราะห์ต่างๆ เช่น วิธี standard plate count (หรือ aerobic plate 
count) ซึ่งเป็นวิธีการตรวจวิเคราะห์จุลินทรีย์ นิยมใช้ส้าหรับการตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิต
ทั้งหมด (total viable count) ในผลิตภัณฑ์อาหาร เครื่องดื่ม น้้าบริโภค 
 - ตัวอย่างที่เป็นอาหารที่เป็นชิ้น ซึ่งสามารถชั่งน้้าหนัก CFU มีหน่วยเป็นน้้าหนักกรัม เช่น 
มาตรฐานเนื้อหอยแมลงภู่สด (green mussel) ก้าหนดให้มีปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (total 
viable count) ไม่เกิน 5x104 CFU/กรัม 
 - ตัวอย่างเป็นอาหารเหลวที่ใช้การวัดปริมาตร CFU มีหน่วยเป็นปริมาตร เช่น น้้านมมี
ปริมาณแบคทีเรีย 1,000 CFU/มิลลิลิตร (พิมพ์เพ็ญ และ นิธิยา, 2556) 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1832/microbial-population-count-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%88%E0%B8%B3%E0%B8%99%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0555/yeast-%E0%B8%A2%E0%B8%B5%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0831/mold-%E0%B8%A3%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1801/colony-%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%99%E0%B8%B5
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1560/nutrient-agar-%E0%B8%A7%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%89%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
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ภาคผนวก ข 

ข้อมูลที่ได้จากการทดลอง 

ตารางที่ ข-1 แสดงองค์ประกอบของน้้าหวานจากรอบวันที่ 2 เมษายน พ.ศ. 2558 

องค์ประกอบ วิธีการทดสอบ ผลการทดสอบ 
น้้าตาลรีดิวซ์ Modified Dinitosalicylic Acid 99.83 g/L 

น้้าตาลทั้งหมด Modified Phenol Sulfuric Method 365.32 g/L 
เอทานอล Internal standard method 4.53 %v 

ปริมาณความชื้น AOAC (Loss on Drying at 95-100 oC) 79.57 %w 

พีเอช ใช้เครื่องวัดพีเอช 5.45 
ความหนาแน่น ใช้พิคโนมิเตอร ์ 1,071.9 kg/m3 
กรดอะซิติก การไตเตรต 0.0415 mol/L 

ปริมาณเซลล์ยสีต ์ Standard plate count * 7.0x104 CFU/ml 
 

ตารางที่ ข-2 แสดงองค์ประกอบของน้้าหวานจากรอบวันที่ 18 มิถุนายน พ.ศ. 2558 

องค์ประกอบ วิธีการทดสอบ ผลการทดสอบ 
น้้าตาลรีดิวซ์ Modified Dinitosalicylic Acid 91.94 g/L 

น้้าตาลทั้งหมด Modified Phenol Sulfuric Method 369.7 g/L 
เอทานอล Internal standard method 3.36 %v 

ปริมาณความชื้น AOAC (Loss on Drying at 95-100 oC) 84.96 %w 

พีเอช ใช้เครื่องวัดพีเอช 5.57 
ความหนาแน่น ใช้พิคโนมิเตอร ์ 1072.8 kg/m3 
กรดอะซิติก การไตเตรต 0.041 mol/L 

ปริมาณเซลล์ยสีต ์ Standard plate count * 7.0x104 CFU/ml 
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ตารางที่ ข-3 แสดงองค์ประกอบของน้้าหวานจากรอบวันที่ 4 กันยายน พ.ศ. 2558 

องค์ประกอบ วิธีการทดสอบ ผลการทดสอบ 
น้้าตาลรีดิวซ์ Modified Dinitosalicylic Acid 99.27 g/L 

น้้าตาลทั้งหมด Modified Phenol Sulfuric Method 356.16 g/L 
เอทานอล Internal standard method 3.82 %v 

ปริมาณความชื้น AOAC (Loss on Drying at 95-100 oC) 79.15 %w 

พีเอช ใช้เครื่องวัดพีเอช 6.40 
ความหนาแน่น ใช้พิคโนมิเตอร ์ 1069.6 kg/m3 
กรดอะซิติก การไตเตรต 0.041 mol/L 

ปริมาณเซลล์ยสีต ์ Standard plate count * 7.0x104 CFU/ml 
 

ตารางที่ ข-4 แสดงองค์ประกอบของน้้าหวานจากรอบวันที่ 6 พฤศจิกายน พ.ศ. 2558 

องค์ประกอบ วิธีการทดสอบ ผลการทดสอบ 
น้้าตาลรีดิวซ์ Modified Dinitosalicylic Acid 92.98 g/L 

น้้าตาลทั้งหมด Modified Phenol Sulfuric Method 364.78 g/L 
เอทานอล Internal standard method 3.42 %v 

ปริมาณความชื้น AOAC (Loss on Drying at 95-100 oC) 86.71 %w 

พีเอช ใช้เครื่องวัดพีเอช 5.61 
ความหนาแน่น ใช้พิคโนมิเตอร ์ 1070.6 kg/m3 
กรดอะซิติก การไตเตรต 0.04 mol/L 

ปริมาณเซลล์ยสีต ์ Standard plate count * 7.0x104 CFU/ml 

* ส่งวิเคราะห์ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ์
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ตารางที่ ข-5 แสดงปริมาณน้้าตาลทั้งหมดหลงัการอุ่นน้้าหวานจาก 

ล้าดับที ่ พีเอช อุณหภูม ิ เวลา น้้าตาลทั้งหมด(กรัมต่อลิตร) 

    (องศาเซลเซียส) (นาที) 
ผลการ
ทดลอง 

ผลการ
ท้านาย 

1 5.5 30 18 235.07 210.32 
2 4.9 36 25 195.01 195.20 
3 4.9 36 10 202.00 236.89 
4 6.1 36 10 213.96 217.90 
5 6.1 36 25 111.34 113.60 
6 4.5 45 18 280.74 263.37 
7 5.5 45 18 234.60 211.00 
8 5.5 45 18 204.37 211.00 
9 5.5 45 18 194.01 211.00 
10 6.5 45 18 192.03 209.30 
11 5.5 45 5 159.07 135.54 
12 5.5 45 30 206.72 230.15 
13 4.9 54 10 190.24 188.46 
14 6.1 54 10 207.15 209.36 
15 4.9 54 25 410.58 406.29 
16 6.1 54 25 401.74 364.59 
17 5.5 60 18 368.89 393.54 
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ภาพประกอบที่ ข-1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณน้้าตาลทั้งหมดที่ได้จากการทดลองและ
ค่าที่ได้จากการท้านายด้วยโปรแกรม Essential regression ของกระบวนการอุ่นน้้าหวานจาก 
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ตารางที่ ข-6 แสดงปริมาณเอทานอลหลังหมักเบื้องต้นน้้าหวานจากที่ผ่านการอุ่นแล้ว 

ล้าดับที ่ พีเอช อุณหภูม ิ เวลา เอทานอล (ร้อยละโดยปริมาตร) 
    (องศาเซลเซียส) (นาที) ผลการทดลอง ผลการท้านาย 
1 5.5 30 18 8.37 7.98 
2 4.9 36 25 7.39 7.33 
3 4.9 36 10 7.39 7.58 
4 6.1 36 10 8.37 8.43 
5 6.1 36 25 5.42 5.91 
6 4.5 45 18 7.79 8.03 
7 5.5 45 18 8.57 8.45 
8 5.5 45 18 8.37 8.45 
9 5.5 45 18 8.4 8.45 
10 6.5 45 18 8.37 8.11 
11 5.5 45 5 6.4 6.48 
12 5.5 45 30 7.39 7.29 
13 4.9 54 10 7.22 6.78 
14 6.1 54 10 8.37 8.46 
15 4.9 54 25 10.34 10.27 
16 6.1 54 25 9.85 9.67 
17 5.5 60 18 10.29 10.66 
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ภาพประกอบที่ ข-2 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากการทดลองและค่าที่ได้
จากการท้านายด้วยโปรแกรม Essential regression ของกระบวนการอุ่นน้้าหวานจาก 
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ตารางที่ ข-7 แสดงปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์และน้้าตาลทั้งหมดหลังหมักน้้าหวานจากที่ผ่านการอุ่นแล้ว 

ล้าดับที ่ พีเอช อุณหภูม ิ เวลา น้้าตาลหลังหมัก (กรัมต่อลิตร) 
    (องศาเซลเซียส) (นาที) น้้าตาลรีดิวซ์ น้้าตาลทั้งหมด 
1 5.5 30 18 0.49 55.46 
2 4.9 36 25 0.17 128.40 
3 4.9 36 10 0.30 74.41 
4 6.1 36 10 0.51 77.00 
5 6.1 36 25 0.20 86.89 
6 4.5 45 18 0.08 32.65 
7 5.5 45 18 0.09 27.16 
8 5.5 45 18 0.42 26.41 
9 5.5 45 18 0.48 25.62 
10 6.5 45 18 0.39 61.60 
11 5.5 45 5 0.28 23.37 
12 5.5 45 30 0.73 28.07 
13 4.9 54 10 0.01 7.46 
14 6.1 54 10 0.13 42.48 
15 4.9 54 25 0.11 9.20 
16 6.1 54 25 0.39 8.05 
17 5.5 60 18 0.09 13.62 
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ตารางที่ ข-8 แสดงปริมาณเอทานอลหลังหมักที่ได้จากการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์ขนมปัง 

ล้า 
ดับ
ที ่

น้้าตาล  
พี

เอช 

ปริมาณยีสต์   อุณหภูมิ  
เวลา 

(ชั่วโมง) 

เอทานอล  
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

(ร้อยละโดย
น้้าหนัก) 

(CFUต่อ
สารละลาย100 

กรัม) 

(องศา-
เซลเซียส) 

ผลจากการ
ทดลอง 

ผลจากการ
ท้านาย 

1 20 5.5 10 9 28 77 13.79 13.31 
2 20 5.5 10 9 34 10 6.39 7.74 
3 20 5.5 10 9 34 77 9.36 8.99 
4 30 5.5 10 9 34 77 11.79 10.29 
5 20 4.5 10 9 34 77 4.14 3.88 
6 10 5.5 10 9 34 77 3.84 4.52 
7 20 6.5 10 9 34 77 8.87 8.30 
8 20 5.5 10 9 34 77 8.23 8.99 
9 20 5.5 10 8 34 77 8.37 8.06 
10 20 5.5 10 9 34 77 9.01 8.99 
11 20 5.5 10 10 34 77 6.87 6.87 
12 20 5.5 10 9 34 144 9.87 7.64 
13 20 5.5 10 9 40 77 7.73 7.38 
14 15 5 10 9 31 44 6.68 5.57 
15 25 6 10 9 31 44 15.57 15.72 
16 15 6 10 8 31 44 8.18 8.22 
17 25 5 10 8 31 44 3.55 3.59 
18 25 6 10 8 31 111 16.06 16.09 
19 15 6 10 9 31 111 8.37 9.20 
20 25 5 10 9 31 111 5.24 7.00 
21 15 5 10 8 31 111 9.85 9.89 
22 25 5 10 9 37 44 7.04 6.97 
23 15 6 10 9 37 44 4.42 3.41 
24 25 6 10 8 37 44 5.62 5.66 
25 15 5 10 8 37 44 4.38 4.41 
26 25 6 10 9 37 111 5.75 7.60 
27 15 6 10 8 37 111 3.45 3.49 
28 15 5 10 9 37 111 6.99 7.60 
29 25 5 10 8 37 111 4.43 4.46 
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ภาพประกอบที่ ข-3 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากการทดลองและค่าที่ได้
จากการท้านายด้วยโปรแกรม Essential regression ของกระบวนการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์
ขนมปัง 
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ตารางที่ ข-9 แสดงปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ น้้าตาลทั้งหมด และพีเอชหลังหมักที่ได้จากการหมักน้้าหวาน
จากด้วยยีสต์ขนมปัง 

ล้า น้้าตาล  
พี

เอช 

ปริมาณยีสต์   อุณหภูมิ  
เวลา 

(ชั่วโมง) 

น้้าตาลหลังหมกั 
(กรัมต่อลิตร) 

พีเอช
หลังหมัก ดับ

ที ่
(ร้อยละโดย
น้้าหนัก) 

(CFUต่อ
สารละลาย100 

กรัม) 

(องศา-
เซลเซียส) 

น้้าตาล
รีดิวซ ์

น้้าตาล
ทั้งหมด 

1 20 5.5 10 9 28 77 2.92 3.18 5.6 
2 20 5.5 10 9 34 10 67.08 83.10 5.2 
3 20 5.5 10 9 34 77 4.25 4.78 5.5 
4 30 5.5 10 9 34 77 11.26 13.73 5.5 
5 20 4.5 10 9 34 77 63.68 63.95 4.9 
6 10 5.5 10 9 34 77 0.79 3.22 5.4 
7 20 6.5 10 9 34 77 2.96 20.47 5.7 
8 20 5.5 10 9 34 77 4.99 5.27 5.5 
9 20 5.5 10 8 34 77 27.05 40.13 5.3 
10 20 5.5 10 9 34 77 3.8 3.91 5.6 
11 20 5.5 10 10 34 77 2.08 2.72 5.6 
12 20 5.5 10 9 34 144 3.95 4.81 5.4 
13 20 5.5 10 9 40 77 11.28 12.53 5.4 
14 15 5 10 9 31 44 0.28 11.55 6.7 
15 25 6 10 9 31 44 5.74 17.63 6.0 
16 15 6 10 8 31 44 0.81 4.56 6.1 
17 25 5 10 8 31 44 100.09 233.05 5.7 
18 25 6 10 8 31 111 4.95 22.49 6.3 
19 15 6 10 9 31 111 0.64 5.27 6.2 
20 25 5 10 9 31 111 110.40 256.40 5.4 
21 15 5 10 8 31 111 0.76 7.40 5.8 
22 25 5 10 9 37 44 141.1 201.67 5.1 
23 15 6 10 9 37 44 35.63 49.15 6.6 
24 25 6 10 8 37 44 82.25 135.47 6.0 
25 15 5 10 8 37 44 90.36 104.48 5.2 
26 25 6 10 9 37 111 61.43 110.26 5.9 
27 15 6 10 8 37 111 50.85 62.63 5.2 
28 15 5 10 9 37 111 98.49 121.30 5.0 
29 25 5 10 8 37 111 139.40 160.40 4.6 
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ตารางที่ ข-10 แสดงปริมาณเอทานอลหลังหมักที่ได้จากการหมักน้้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจาก
น้้าหวานจาก 
ล้า 

น้้าตาล  
พี

เอช 

ปริมาณยีสต์   อุณหภูมิ  
เวลา 

(ชั่วโมง) 

เอทานอล  
ดับ
ที ่

(ร้อยละโดยปริมาตร) 

  
(ร้อยละโดย
น้้าหนัก) 

(CFUต่อสารละลาย
100 กรัม) 

(องศา-
เซลเซียส) 

ผลจากการ
ทดลอง 

ผลจากการ
ท้านาย 

1 20 5.5 10 9 28 77 18.33 16.49 
2 20 5.5 10 9 34 10 8.42 7.47 
3 20 5.5 10 9 34 77 13.27 12.68 
4 30 5.5 10 9 34 77 20.69 22.00 
5 20 4.5 10 9 34 77 12.79 12.64 
6 10 5.5 10 9 34 77 7.91 7.893 
7 20 6.5 10 9 34 77 11.33 12.77 
8 20 5.5 10 9 34 77 13.3 12.68 
9 20 5.5 10 8 34 77 11.82 12.63 
10 20 5.5 10 9 34 77 12.32 12.68 
11 20 5.5 10 10 34 77 10.32 10.32 
12 20 5.5 10 9 34 144 10.55 12.84 
13 20 5.5 10 9 40 77 4.78 7.91 
14 15 5 10 9 31 44 15.76 18.00 
15 25 6 10 9 31 44 10.99 11.76 
16 15 6 10 8 31 44 8.87 8.78 
17 25 5 10 8 31 44 17.73 17.64 
18 25 6 10 8 31 111 15.76 15.66 
19 15 6 10 9 31 111 9.85 9.67 
20 25 5 10 9 31 111 19.21 19.16 
21 15 5 10 8 31 111 13.30 13.19 
22 25 5 10 9 37 44 10.69 9.77 
23 15 6 10 9 37 44 6.32 5.26 
24 25 6 10 8 37 44 10.34 10.22 
25 15 5 10 8 37 44 7.24 7.13 
26 25 6 10 9 37 111 26.91 23.61 
27 15 6 10 8 37 111 10.34 10.25 
28 15 5 10 9 37 111 4.79 2.94 
29 25 5 10 8 37 111 17.09 17.00 
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ภาพประกอบที่ ข-4 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากการทดลองและค่าที่ได้
จากการท้านายด้วยโปรแกรม Essential regression ของกระบวนการหมักน้้าหวานจากด้วย ยีสต์คัด
แยกจากน้้าหวานจาก 
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ตารางที่ ข-11 แสดงปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ น้้าตาลทั้งหมด และพีเอชหลงัหมักที่ได้จากการหมัก
น้้าหวานจากด้วยยีสต์คัดแยกจากน้้าหวานจาก 

ล้า น้้าตาล  
พี

เอช 

ปริมาณยีสต์   อณุหภูมิ  
เวลา 

(ชั่วโมง) 

น้้าตาลหลังหมกั 
(กรัมต่อลิตร) 

พีเอช
หลังหมัก ดั

บ
ที ่

(ร้อยละโดย
น้้าหนัก) 

(CFUต่อ
สารละลาย100 

กรัม) 

(องศา-
เซลเซียส) 

น้้าตาล
รีดิวซ ์

น้้าตาล
ทั้งหมด 

1 20 5.5 10 9 28 77 0.07 7.50 4.2 
2 20 5.5 10 9 34 10 62.12 88.15 4.3 
3 20 5.5 10 9 34 77 0.01 8.72 4.3 
4 30 5.5 10 9 34 77 0.32 2.23 4.3 
5 20 4.5 10 9 34 77 0.01 7.09 4.1 
6 10 5.5 10 9 34 77 0.13 1.30 3.9 
7 20 6.5 10 9 34 77 0.09 3.04 4.7 
8 20 5.5 10 9 34 77 0.36 3.34 4.3 
9 20 5.5 10 8 34 77 0.01 8.84 3.8 
10 20 5.5 10 9 34 77 0.12 8.92 4.3 
11 20 5.5 10 10 34 77 0.08 0.45 4.3 
12 20 5.5 10 9 34 144 1.01 2.53 3.9 
13 20 5.5 10 9 40 77 110.90 152.42 3.9 
14 15 5 10 9 31 44 1.05 0.20 4.1 
15 25 6 10 9 31 44 14.82 30.61 4.1 
16 15 6 10 8 31 44 0.25 0.73 4.4 
17 25 5 10 8 31 44 2.30 4.86 4.4 
18 25 6 10 8 31 111 0.30 1.40 4.0 
19 15 6 10 9 31 111 0.26 6.28 4.3 
20 25 5 10 9 31 111 0.16 3.04 4.5 
21 15 5 10 8 31 111 0.30 0.20 4.2 
22 25 5 10 9 37 44 33.06 45.40 4.0 
23 15 6 10 9 37 44 1.45 7.09 3.8 
24 25 6 10 8 37 44 83.35 132.55 3.9 
25 15 5 10 8 37 44 38.42 69.32 3.5 
26 25 6 10 9 37 111 14.47 32.43 4.0 
27 15 6 10 8 37 111 1.57 1.20 3.5 
28 15 5 10 9 37 111 0.38 13.58 3.9 
29 25 5 10 8 37 111 40.80 60.60 3.6 
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