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  น้ําอัดลมหมดอายุเปนน้ําเสียประเภทหนึ่งของอุตสาหกรรมน้ําอัดลม มีน้ําตาลเปน
องคประกอบหลัก ซ่ึงสามารถใชเปนแหลงคารบอนในอาหารสําหรับจุลินทรียได งานวิจัยนี้จึงได
ทําการทดลองเพื่อศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุในระดับหองปฏิบัติการ โดยใชเชื้อ
แบคทีเรีย Zymomonas mobilis Z4 การทดลองแบงออกเปน 2 สวน คือ การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เหมาะสมและสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุดวยเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 จากการทดลองเบื้องตนพบวาเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
เจริญเติบโตไดในน้ําอัดลมหมดอายุไมเจือจางที่มีปริมาณน้ําตาลเทากับ 120 กรัมตอลิตร               
จึงทําการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมโดยใชน้ําอัดลมหมดอายุไมเจือจางเปนแหลง
คารบอน ผลการศึกษาพบวา การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก
น้ําอัดลมหมดอายุที่เติม (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร และปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 5.14 กรัมตอลิตรและมีผลผลิตเอทานอล (Yp/s) เทากับ                
0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล หลังจากนั้นจึงทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม โดยใชสูตรอาหาร
เล้ียงเช้ือที่ไดจากการทดลองสูตรอาหารที่เหมาะสม พบวาการบมภายใตสภาวะการเขยาดวย
อัตราเร็ว 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง ทําใหเช้ือ
แบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดเพิ่มขึ้นมีคาเทากับ 6.72 กรัมตอลิตร และมีคา
ผลผลิตเอทานอล เทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ซ่ึงผลเอทานอลที่ไดมีคาต่ํากวาคาทาง
ทฤษฏี (0.50) มาก ดังนั้นเพื่อใหแนใจถึงความเปนไปไดของการนําน้ําอัดลมหมดอายุมาเปนแหลง
สารอาหารสําหรับการผลิตเอทานอล จึงไดทําการทดลองปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลม
หมดอายุใหลดลง และศึกษาหาคา pH เร่ิมตนและการเติม (NH4)2SO4 ที่เหมาะสมสําหรับการหมัก
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุเจือจาง ผลการศึกษาที่ไดสอดคลองกับการทดลองที่ใชน้ําอัดลมหมดอายุไม
เจือจาง แตสามารถใหคาเอทานอลเพิ่มขึ้นและ มีคาผลผลิตเอทานอลใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี 
(0.50) โดยพบวาเมื่อนําน้ําอัดลมหมดอายุมาเจือจางปริมาณน้ําตาลเริ่มตนใหเทากับ 60 กรมัตอลิตร 

 



เติม (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส 
ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถผลิตเอทานอลไดเทากับ 
10.67 กรัมตอลิตร และมีคาผลผลิตเอทานอลเทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล นอกจากนี้ยัง
ไดทดลองใชโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต (KMS) 0.5 กรัมตอลิตร เพื่อทําการฆาเชื้อในอาหาร 
พบวาคาเอทานอลที่ไดจากการหมักมีคาเทากับ 7.90 กรัมตอลิตร และมีคาผลผลิตเอทานอลเทากับ 
0.26 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ซ่ึงการใช KMS 0.5 กรัมตอลิตรนี้ สงผลกระทบตอเชื้อแบคทีเรีย 
Z. mobilis Z4 ทําใหปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการใชความรอน               
ที่ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที สําหรับการฆาเชื้อในอาหาร 
 
คําสําคัญ : Zymomonas mobilis, เอทานอล, น้ําอัดลมหมดอายุ 
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  The expired carbonated soft drink is an one type of wastes from carbonated soft 
drink industry. The main composition of this waste is sugar which could be used as a carbon 
source for the microorganisms culture. This study was the determination of the ethanol production 
from expired carbonated soft drink by Zymomonas mobilis Z4 that was done in laboratory scale. 
The experiments were divided to 2 parts; the study of culture preparation and the culture 
condition for ethanol production from expired carbonated soft drink by Z. mobilis Z4.              
The preliminary results showed that Z. mobilis Z4 can grow in nondiluted expired carbonated soft 
drink which contains 120 g/L of sugar. Hence the experiments using nondiluted sample were 
conducted. The result of an appropriate culture formula investigation showed that the Z. mobilis 
Z4 culture prepared from nondiluted expired carbonated soft drink added with 1 g/L of (NH4)2SO4 
and adjusted initial pH to 5.5 yielded the highest ethanol concentration of 5.14 g/L with ethanol 
yield (Yp/s) 0.09 gp/gs. Then the appropriate culture formula obtained was used to optimize the 
culture conditions. The optimal conditions was found that incubation under agitation rate            

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

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

 



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

comparing to autoclaving   at 115°C under pressure 10 psi for 15 min, that produced 10.67 g/L of 
ethanol and yielded 0.35 gp/gs. 
 
Keyword : Zymomonas mobilis, Ethanol, Expired Carbonated Soft Drink  
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3.7 ผลการศึกษาปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ   66 
3.8 ผลการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 )ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 70 
3.9 ผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ     74 
3.10  ผลการศึกษาการฆาเชื้อในอาหารตอการผลิตเอทานอล     78 
ภาคผนวก 
ค-1 การศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน((NH4)2SO4) ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ  96 
ค-2 การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ     101 
ค-3 การศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล    104 
ค-4 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล     106 
ค-5 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล    107 
ค-6 การศึกษาปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชือ้   109 
ค-7 การศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน((NH4)2SO4 )ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ  115 
ค-8 การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ     118 
ค-9 การศึกษาการฆาเชื้อในอาหารตอการผลิตเอทานอล     121 
ง-1 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวดัปริมาณเอทานอลดวยเครื่อง Ebulliometer กับ                      122

เครื่อง Gas chromatography ที่ระยะเวลาการหมักที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล 
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รายการภาพ 
 

ภาพที ่           หนา 
1.1 แสดงโครงสรางโมเลกุลของน้ําตาลซูโครส      4 
1.2 การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักจากวัตถุดิบตางๆ    8 
1.3 แสดงวิถี Entner-Doudoroff pathway       25 
1.4 แสดงลักษณะรูปรางของ Zymomonas sp.      26 
3.1 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน(NH4)2SO4 ตอปริมาณมวลชีวภาพ    45 
      และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน ( Yx/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหาร 
      ที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 g/L  
      ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา  
      150 rpm เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.2 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน(NH4)2SO4 ตอปริมาณเอทานอล     46 
       และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน ( Yp/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4  
      ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
       อัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.3 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   47 
       คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักดวย 
       ปริมาณ (NH4)2SO4 แตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
       อัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.4 ผลของคา pH เร่ิมตนตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   49 
       (Yx/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
       ดวยอัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.5 ผลของคา pH เร่ิมตนตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน    50 
      (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
      น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
      เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
      ดวยอัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.6 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   51 
       คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
       คา pH เร่ิมตนของอาหารแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
       อัตราการเขยา 150 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.7 ผลของอัตราการเขยา ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   54 
       (Yx/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
       บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.8 ผลของอัตราการเขยาตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   55  
       (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
       บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.9 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   56 
       คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
       อัตราการเขยาแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
       น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
       ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
       บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.10 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   58 
         (Yx/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.11 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   59  
         (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.12 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบ   60 
         กับคา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
         อุณหภูมิแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3.13 ผลของระยะเวลาการหมักตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  62  
         (Yx/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 rpm 
3.14 ผลของระยะเวลาการหมักตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  63  
         (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 rpm 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.15 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4โดยเปรียบเทียบ   64 
         กับคา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
         ระยะเวลาหมักแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
         น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  ดวยอัตราการเขยา 100 rpm 
3.16 ผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุตอปริมาณมวลชีวภาพ   67  
         และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) เมื่อทําการหมักใน 
         อาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L ปรับ  
         pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.17 ผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  68  
         (Yp/s) เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.18 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   69 
         คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มี 
         ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุที่แตกตางกัน  
        ในสูตรอาหารที่เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L  
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
         ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.19 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณมวลชีวภาพ    71 
         และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน ( Yx/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4  
        ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 60 g/L 
         ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
         อัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.20 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณเอทานอล    72 
        และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4  
       ในอาหารที่เตรียมจากน้าํอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 60 g/L  
        ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        อัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.21 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทยีบ   73 
        กับคา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมกัดวย 
        ปริมาณ (NH4)2SO4 แตกตางกัน ในสตูรอาหารที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 60 g/L  
        ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        อัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.22 ผลของคา pH เร่ิมตนตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  75  
        (Yx/s) เมือ่ทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.23 ผลของคา pH เร่ิมตนตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   76 
        (Yp/s) เมือ่ทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.24 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทยีบ   77 
        กับคา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมกัที่มี 
        คา pH เร่ิมตนของอาหารแตกตางกนั ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
        อัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 

(15) 

 



รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่           หนา 
3.25 ผลของการฆาเชื้อในอาหารตอปริมาณมวลชวีภาพ และผลผลิตที่ได   79 
        ตอสารตั้งตน ( Yx/s) เมื่อทําการหมกัในอาหารเลี้ยงเชื้อที ่
        เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 g/L ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  
        บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 rpm  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.26 ผลของฆาเชื้อในอาหารตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน   80 
        (Yp/s) เมือ่ทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจาก 
        น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4  1 g/L ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5   
        อัตราการเขยา 100 rpm  บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
3.27 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับ   81 
         คา Yp/s จากการทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักดวย 
         สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม Potassium metabisulfite (KMS)  
         เทากับ 500 ppm และการใชความรอนอุณหภูมิ 115oC  
         ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ในสูตรอาหาร 
        ที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 g/L  
        เติม (NH4)2SO4   ปริมาณ 1 g/L ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5   
        อัตราการเขยา 100 rpm  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
ภาคผนวก 
ก-1   แผนสเกลสําหรับอานคาอุณหภูมิและเปอรเซ็นตแอลกอฮอล    92 
ก-2   เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล        92 
ก-3   กราฟมาตรฐานของสารละลายซูโครสที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร   93 
ก-4   การกรองตัวอยางดวยเครื่องกรองแบบสุญญากาศ     94 

(16) 

 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
  ปจจุบันหลายประเทศทั่วโลกประสบกับปญหาราคาน้ํามันในตลาดโลกผันผวน 
และมีการปรับตัวสูงขึ้น การพิจารณาหาแหลงพลังงานใหมๆเพื่อใชทดแทนน้ํามันจึงเปนส่ิงสําคัญ 
และไดรับการผลักดันจากหลายฝายอยางตอเนื่อง แหลงพลังงานทดแทนที่สําคัญอันหนึ่งคือ 
พลังงานชีวมวล ซ่ึงหมายถึงพลังงานที่ไดจากสิ่งมีชีวิตทั้งพืชและสัตว รวมถึงผลพลอยไดและของ
เสียที่ไดมาจากสิ่งมีชีวิต จุดเดนของพลังงานชีวมวลคือชวยลดการเกิดมลภาวะของสิ่งแวดลอม     
ซ่ึงพลังงานชีวมวลที่สําคัญที่สามารถนํามาใชเพื่อเปนเชื้อเพลิงเคร่ืองยนตมีอยู 2 ประเภทหลักคือ       
เอทานอล และไบโอดีเซล  

 สําหรับประเทศไทยไดหันมาใชเอทานอลเปนสวนผสมในน้ํามันเชื้อเพลิง        
เชน กาซโซฮอล ซ่ึงเปนสวนผสมกันระหวางน้ํามันเบนซิน 80 เปอรเซ็นต และเอทานอล                  
(บริสุทธิ์ 99.5 เปอรเซ็นต) 20 เปอรเซ็นต (บุณยพัต สุภานิชและคณะ, 2546) นอกจากนี้ยังให
ความสําคัญกับการทํางานวิจัยและเทคนิคตางๆ ในการผลิตเอทานอลจากพืชและของเหลือใชเพื่อ
เปนพลังงานเชื้อเพลิงทดแทน เอทานอลสามารถผลิตได 2 วิธีคือ วิธีการสังเคราะหทางเคมีโดย
กระบวนการ    คะตะลิสตของเอทิลีน และวิธีการหมักโดยเชื้อจุลินทรียเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล 
ซ่ึงเอทานอลที่ผลิตสวนใหญไดมาจากกระบวนการหมัก โดยคิดเปน 95 เปอรเซ็นตของปริมาณ      
เอทานอลที่ผลิตไดทั้งหมดในโลก สําหรับการผลิตเอทานอลในปจจุบันมีวัตถุดิบที่ใชในการผลิต   
3 ประเภทดวยกัน ไดแก วัตถุดิบประเภทน้ําตาล แปง และ เสนใย ซ่ึงวัตถุดิบประเภทแปงและ
ประเภทเสนใยนั้น ตองมีการเตรียมวัตถุดิบกอนการหมัก โดยอาจใชการยอยดวยกรดหรือเอนไซม
ใหเปนน้ําตาลกอน ซ่ึงตนทุนในการผลิตเอทานอลสวนใหญอยูในขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบใหเปน
น้ําตาล อีกทั้งประสิทธิภาพของขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบยังมีผลอยางมากตอการผลิตเอทานอลใน
ขั้นตอนตอมา (กมลศักดิ์ ตั้งธรรมเนียม, 2540) แตหากวัตถุดิบที่ใชเปนวัตถุดิบประเภทน้ําตาล      
ซ่ึงสามารถนํามาหมักเอทานอลไดทันที 

 น้ําอัดลมหมดอายุเปนน้ําอัดลมที่ผานกระบวนการผลิตแลวไมไดตามมาตรฐานที่
ทางบริษัทผูผลิตกําหนด เชน มีปริมาณน้ําตาล และกาซคารบอนไดออกไซดนอยไป หรือ มีส่ิง
ปนเปอน ทั้งนี้รวมถึงน้ําอัดลมที่สงออกไปจําหนายเกินเวลา 45 วัน สําหรับคุณสมบัติของน้ําอัดลม
หมดอายุมีความแตกตางจากน้ําเสียจากกระบวนการผลิตสวนอ่ืน คือ มีปริมาณน้ําตาลที่สูงทําใหไม
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สามารถกําจัดไดดวยระบบบําบัดน้ําเสียโดยทันที ทางบริษัทผูผลิตจึงประสบปญหาในการกักเก็บ
น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณมาก ทั้งนี้น้ําอัดลมหมดอายุมีองคประกอบหลัก คือน้ําตาลซูโครส    
จึงนาจะมีความเปนไปไดที่จะนําน้ําอัดลมหมดอายุมาใชประโยชนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน
ในอาหารของเชื้อจุลินทรียเพื่อผลิตเปนเอทานอล โดยท่ัวไปการผลิตเอทานอลดวยวิธีการหมัก 
มักจะนิยมใชเชื้อยีสตโดยเฉพาะอยางยิ่ง Saccharomyces cerevisiae อยางไรก็ดีไดมีการศึกษาหา    
จุลินทรียชนิดอ่ืน ที่มีความสามารถในการผลิตเอทานอลไดรวมทั้งแบคทีเรีย Zymomonas sp. 
(อรพิน ภูมิภมร, 2526) แบคทีเรีย  Z. mobilis เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง มีขนาดกวาง             
1-1.4 ไมครอน และยาว 2-6 ไมครอนจัดอยูในแฟมิล่ี Pseudomonadaceae เคล่ือนที่ได ไมมีสปอร 
(Buchanan, 1974) สามารถเจริญไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดาง (pH) 
เร่ิมตนระหวาง 5-7 เปน facultative anaerobe bacteria ทําใหไมตองคุมปริมาณออกซิเจนเพื่อรักษา
ปริมาณเซลลเหมือนกับยีสต แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถใชน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส และซูโครส
ไดโดยผาน Entner-Doudoroff pathway ผลิตภัณฑสวนใหญที่เกิดขึ้นจะไดเปนเอทานอลและ     
กาซคารบอนไดออกไซด Z. mobilis มีศักยภาพ  ที่จะผลิตเอทานอลไดมากถึง 97 เปอรเซ็นตของคา
เอทานอลที่สามารถผลิตไดตามทฤษฎี (Swings and De Ley, 1977) เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อยีสต 
พบวาแบคทีเรีย Z. mobilis จะผลิตมวลเซลลไดต่ํากวา ใหผลไดของเอทานอลมากกวา 3-4 เทาของ
ยีสต ทนตอความเขมขนของเอทานอลและน้ําตาลไดสูง รวมทั้งสามารถปรับปรุงพันธุไดงายกวา
เชื้อยีสต (Rogers et al., 1980) จึงมีความเปนไปไดที่จะใชแบคทีเรีย Z. mobilis มาใชในการหมัก
เพื่อผลิตเอทานอลจากอัดลมหมดอายุ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสม และหาสภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรีย Z. mobilis  ตอประสิทธิภาพในการผลิต           
เอทานอล ผลการศึกษาครั้งนี้อาจใชเปนแนวทางในการจัดการของเสียและไดเปนผลิตภัณฑพลอย
ไดที่มีมูลคา คือ เอทานอล ซ่ึงอาจนําไปประยุกตใชเปนกระบวนการผลิตที่สรางรายไดใหแก
บริษัทผูผลิตน้ําอัดลมไดอีกทางหนึ่ง 
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บทตรวจเอกสาร 
 
1.1 น้ําอัดลม 
              น้ําอัดลม หมายถึง เครื่องดื่มที่ไมมีแอลกอฮอลผสมดวยกาซคารบอนไดออกไซด 
ซ่ึงจะทําใหเกิดความซา น้ําอัดลมแบงเปน 2 ประเภท ประเภทแรกไมมีการผสมน้ําหวาน หรือที่
เรียกวา โซดา สวนอีกประเภทคือประเภทที่ผสมน้ําหวานปรุงแตงกลิ่น และรสชาติ 
 1.1.1 ประเภทของน้ําอัดลม 
  หากแบงประเภทของน้ําอัดลมตามสายการผลิต สามารถแบงไดเปน 3 ประเภท คือ 

- น้ําดํา หมายถึง น้ําอัดลมชนิดโคลา 
- น้ําสี หมายถึง น้ําอัดลมที่มีการผสมน้ําหวาน และแตงสีเปนหลาย ๆ แบบ เชน น้ําแดง   

น้ําเขียว น้ําสม เปนตน  
- เลมอน – ไลม (ไมมีสี) หมายถึง น้ําอัดลมที่มีสีขาว ไดแก สไปรท และเซเวน – อัพ 

             1.1.2 สวนประกอบของน้ําอัดลม 
  สวนประกอบของน้ําอัดลม ซ่ึงประกอบดวย น้ํา น้ําตาล วัตถุกันเสีย (โซเดียมเบน
โซเอท) กาซคารบอนไดออกไซด และสารปรุงแตงรสและกลิ่น (ขอมูลจากบริษัทหาดทิพย จํากัด 
(มหาชน)) 

นอกจากนี้น้ําอัดลมบางชนิดยังมีองคประกอบที่สําคัญอีกอยางคือ คาเฟอีน         
แตจะเห็นวาไมไดมีการระบุที่ขางขวด ถึงแมผูผลิตจะอางวาเปนองคประกอบของคาเฟอีนใน
ธรรมชาติ 
   น้ําอัดลมประกอบดวยน้ําและสารใหความหวาน ไดแก น้ําตาลซูโครส เปนหลัก 
ในอดีตการผลิตน้ําอัดลมชนิดธรรมดา (ไมใชแบบจํากัดพลังงานหรือที่เรียกกันวาแบบไดเอท)      
จะใชน้ําตาลทรายเพียงอยางเดียวนํามาผสมน้ําแลวตมทําเปนน้ําเชื่อมแลวกรอง ปจจุบันมีการใชสาร
ใหความหวานตัวอ่ืนเพิ่มขึ้นมา เชน น้ําเชื่อมขาวโพด (Corn syrup) น้ําเชื่อมขาวโพดแบบฟรุคโตส
สูง (High Fructose Corn Syrup-HFCS) หรือ Aspatam (สารทดแทนความหวาน) เปนตน นอกจากนี ้
ในน้ําอัดลมยังมีกาซคารบอนไดออกไซด ซ่ึงเกิดจากผลึกกรดซิตริกที่ละลายน้ําไดเปนกรดซิตริก 
กรดซิตริกเมื่อทําปฏิกิริยากับโซดาไบคารบอเนตที่เติมลงไป เกิดเปนฟองกาซขึ้น นอกจากนี้แลวจะ
เปนสารปรุงแตงรส สารปรุงแตงกล่ินและวัตถุกันเสีย คุณคาทางโภชนาการของน้ําอัดลมอยูที่
น้ําตาลซึ่งรางกายสามารถนําไปใชเปนพลังงานได จึงเปนเครื่องดื่มที่ทําใหผูดื่มไดพลังงานเพียง
อยางเดียวโดยไมมีสารอาหารอื่น (Empty calories) 
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1.1.3 น้ําตาลซูโครส  (Sucrose) 
        ซูโครสเปนน้ําตาลโมเลกุลคู (Disaccharide) หรือน้ําตาลดับเบิ้ลซูการ (Double 

sugar) ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 2 โมเลกุล (ภาพที่ 1.1) โดยสูญเสียน้ําไป 1 โมเลกุล มีสูตร
โมเลกุลของน้ําตาลคือ C12 H22 O11 น้ําตาลซูโครส หรือน้ําตาลทราย  มีผลึกสีขาว รสหวาน ละลาย
น้ําไดดี พบในออย ตาล มะพราว ผลไมสุก เมื่อถูกยอยจะได น้ําตาลกลูโคส 1 โมเลกุล และน้ําตาล 
ฟรุคโตส 1 โมเลกุล ดังสมการที่ (1) รางกายมนุษยดูดซึมน้ําตาลนี้ไดเมื่อถูกยอยโดยเอนไซมใน
ลําไสใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือกลูโคสและฟรุคโตสกอน 

 
น้ําตาลซูโครส + น้ํา   น้ําตาลกลูโคส +  น้ําตาลฟรุคโตส                     ( 1 ) 

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

          

 

 

ภาพที่ 1.1  แสดงโครงสรางโมเลกุลของน้ําตาลซูโครส 
ที่มา : http//www.nmt.ac.thhomechemistrypicmaltose.gif 
 

1.1.4 สภาพตลาดน้ําอัดลมในประเทศไทย 
        จากการสํารวจในป พ.ศ. 2549 พบวา ในอุตสาหกรรมน้ําอัดลม มีผูผลิตทั้งส้ิน      
9 ราย แตมีผูประกอบการรายใหญอยูเพียงแค 2 รายเทานั้น คือ บริษัท ไทยน้ําทิพย จํากัด (มหาชน)      
ผลิตน้ําอัดลมโดยใชเครื่องหมายการคา โคคา –โคลา แฟนตา และสไปรท และ บริษัท เสริมสุข 
จํากัด (มหาชน) ซ่ึงใชเครื่องหมายการคา เปปซี่ มิรินดา เซเวนอัพ และเมาเทนดิว ดังนั้น 
อุตสาหกรรมน้ําอัดลมจึงมีลักษณะเปนตลาดผูขายนอยราย (Oligopoly) ถึงแมจะไมมีการกีดกัน 
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หรือจํากัดโควตาจากภาครัฐในการเขาสูตลาด แตดวยเปนอุตสาหกรรมที่ตองลงทุนสูง จึงไมคอยมี 
ผูประกอบรายใหมที่เขามาในตลาด สินคาในตลาดมีลักษณะคลายๆ กัน หรือสามารถทดแทนกันได
ในสายตาของผูบริโภค ผูประกอบการจึงตองสรางความแตกตางใหกับผลิตภัณฑของตนเอง       
ดวยการผลิตสินคาตัวใหมออกสูตลาดอยูเสมอ เพื่อครองสวนแบงการตลาด ทั้งนี้สวนแบงทาง
การตลาดจะตกอยูที่ 2 บริษัทรายใหญดังกลาว จากมูลคาทางตลาดรวมกวา 30,000 ลานบาทตอป
(http://econ.tu.ac.th/class/archan/Nantavut) 

1.1.5 สวนแบงการตลาดตามสายการผลิต 
        หากแบงตลาดน้ําอัดลมออกเปนประเภทพบวาจากสวนแบงตลาดน้ําอัดลมทั้งหมด
ซ่ึงมีมูลคาประมาณ 30,000 ลานบาท สามารถแบงไดเปน 

        - ตลาดน้ําดํา มีมูลคาตลาดประมาณ  22,000 ลานบาท  หรือ 74 เปอรเซ็นต         
ของตลาดน้ํ าอัดลมมี สินค าในตลาด  2  ยี่หอ  คือ  เปป ซ่ี  ซ่ึ งมีสวนแบงทางการตลาดถึง                   
63.5 เปอรเซ็นต และโคก ซ่ึงมีสวนแบงทางการตลาด 36.5 เปอรเซ็นต และในปจจุบันไดมี
ผลิตภัณฑใหมที่ทั้ง 2 บริษัทรายใหญนําเสนอเพื่อเปนทางเลือกของผูที่ตองการดื่มน้ําอัดลม แตไม
ตองการน้ําตาล คือ เปปซี่แมกซจากบริษัทไทยน้ําทิพย และโคกซีโร จากบริษัทเสริมสุข ซ่ึงสวน
แบงทางการตลาดของน้ําอัดลมไมมีน้ําตาลนี้คิดเปน 3 เปอรเซ็นต ของตลาดน้ําดํา ถึงปจจุบันจะมี
มูลคาตลาดนอย แตก็มีอัตราการเติบโตกวา 50 เปอรเซ็นต ในป พ.ศ. 2549 ซ่ึงคาดวาจะมีมูลคา
ตลาดมากขึ้นในอนาคต 

         - ตลาดน้ําสี มีมูลคาตลาดประมาณ 6,000 ลานบาท คิดเปน 20 เปอรเซ็นต         
ของตลาดน้ําอัดลมทั้งหมด มีสินคาหลักๆในตลาดอยู 2 ยี่หอ คือ แฟนตา จากบริษัทไทยน้ําทิพย 
ครองสวนแบงทางการตลาด 77 เปอรเซ็นต สวนมิรินดา จากบริษัทเสริมสุข มีสวนแบงทาง
การตลาด 20 เปอรเซ็นต และที่เหลือเปนสินคาจากบริษัทรายยอย 

- น้ําเลมอน–ไลม มีมูลคาตลาดประมาณ 1,800 ลานบาท คิดเปน 6 เปอรเซ็นต  
ของตลาดน้ําอัดลมทั้งหมด มีสินคาในตลาดอยู 2 ยี่หอ คือ สไปรท จากบริษัทไทยน้ําทิพย และ
เซเวนอัพ จากบริษัทเสริมสุข (http://econ.tu.ac.th/class/archan/Nantavut) 

 
1.2 เอทานอล(Ethanol) 

1.2.1 ลักษณะสมบัติ 
        เอทานอล หรือ เอธิลแอลกอฮอล (Ethyl alcohol) เปนสารประกอบอินทรีย หรือ
รูจักกันในชื่ออ่ืน เชน Grain-spirit หรือ Neutral spirit เปนตน เปนสารไฮโดรคารบอนที่มีออกซิเจน
เปนองคประกอบ เปนของเหลวใส ไมมีสี ติดไฟได มีความถวงจําเพาะเทากับ 0.7939 ที่ความ
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เขมขนเอทานอล 100 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร มีสูตรเคมี คือ CH3CH2OH มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
46.07 มีจุดเดือดอยูที่ 78.5 องศาเซลเซียส เอทานอลบริสุทธิ์มีเนื้อแอลกอฮอลประมาณ                    
99.7 เปอรเซ็นต โดยท่ัวไปมีน้ําเจือปนไมเกิน 0.5 เปอรเซ็นต ใหเปลวไฟสีน้ําเงินที่ไมมีควัน       
โดยปกติเอทานอลสามารถรวมตัวกับน้ํา อีเทอร หรือ คลอโรฟอรม 
        1.2.2 ประโยชนของเอทานอล 

         เอทานอล เปนสารอินทรียที่สามารถผลิตไดจากการหมักพืช เชน ออยหรือ        
มันสําปะหลัง โดยมีการเปลี่ยนแปงเปนน้ําตาล และเปลี่ยนน้ําตาลเปนแอลกอฮอล แลวทําให
บริสุทธิ์โดยการกลั่นเอทานอลที่นําไปผสมน้ํามันเพื่อใชเติมเครื่องยนตเปนแอลกอฮอลที่บริสุทธิ์
ตั้งแต 99.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรและสามารถนํามาผสมน้ํามันเบนซินใชเปนเชื้อเพลิงของ
เครื่องยนตได เอทานอลที่นํามาผสมกับน้ํามันเชื้อเพลิงเปนเอทานอลที่ไดจากกระบวนการหมักของ
จุลินทรียในสภาวะไรออกซิเจนโดยน้ําตาลสวนใหญในน้ําหมักถูกเปลี่ยนไปเปนเอทานอลและสาร
พลอยไดอ่ืนๆ ขณะที่น้ําตาลบางสวนจุลินทรียนําไปใชในการเจริญและกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล 
(Zoecklein et. al.,1995)   

       เอทานอลสามารถนํามาใชประโยชนไดหลากหลาย (วสันต จันทรสัจจา, 2546) 
ดังตอไปนี้ 
   - ใชในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลตางๆ เชน ไวน สุรา บร่ันดี       
วอดกา   สาเก เปนตน 
   - ใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกที่ยอยสลายได 
  - ใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง เปนสวนประกอบในการทําเครื่องสําอาง เชน 
น้ําหอม แชมพูสระผม และน้ํายาบํารุงผิว 
   - ใชในอุตสาหกรรมยา กระบวนการสกัด (extraction process) สารอื่นๆใน
สมุนไพร และการทําใหบริสุทธิ์ (purification process) ใชเปนสวนประกอบในการผสมยา ใชเปน
ตัวทําละลายเวชภัณฑที่มีอํานาจในการฆาแมลง ฆาเชื้อโรค และยาดับกลิ่น  
   - ใชในอุตสาหกรรมการผลิตสี เปนสวนประกอบในกระบวนการผลิตสีเปนตัวทํา
ละลายของน้ํายาเคลือบ น้ํามันชักเงา และน้ํายาแลกเกอร 
   - ใชเปนสารผสมในน้ํามันเชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนต (additive) ตางๆ ไดแก 
นํามาผสมกับน้ํามันเบนซินเปนกาซโซฮอล ชวยเพิ่มคาออกเทน ในเมืองไทยมีการเลือกใชสูตร E10 
ซ่ึงก็คือ น้ํามันเบนซิน 91 (90 เปอรเซ็นต) ผสมกับเอทานอล 10 เปอรเซ็นต คิดโดยปริมาตร       
(ณัฐกิตต ธรรมเจริญ, 2543) และใชกันโดยทั่วไปสําหรับเปนเชื้อเพลิงของรถยนต และมีโรงงาน
อุตสาหกรรมผลิตเอทานอลเกิดขึ้นแลวภายในประเทศ  



 7 

 1.2.3 การใชเอทานอลในตางประเทศ 
           บราซิลเปนประเทศที่ผลิตและใชเอทานอลมากที่สุดในโลก มีการใชเอทานอล

อยางแพรหลาย ตั้งแตป 1975 ในปจจุบันมีการผลิตเอทานอลรวม 13,000 ลานลิตรตอป และ
นําไปใชประโยชนอยางเต็มที่ โดยใชเอทานอลเปนเชื้อเพลิงโดยตรงกับรถยนตที่ไดรับการปรับแตง
เครื่องยนตแลวมีประมาณ 4 ลานคัน และใช เอทานอลจํานวน 22 เปอรเซ็นต ผสมในน้ํามันเบนซิน
เพื่อใชกับเครื่องยนตปกติประมาณ 12 ลานคัน 

          สําหรับสหรัฐอเมริกาไดพัฒนาเชื้อเพลิงทดแทนตั้งแตป ค.ศ. 1979 มีการออก
กฎหมายและมาตรการสนับสนุนดานการลงทุนใหเงินกูดอกเบี้ยต่ําและชวยเหลือทางดานภาษี    
เพื่อเปนแรงจูงใจ ทั้งผูผลิตและผูใช หันมาใหความนิยมเชื้อเพลิงทดแทนโดยเฉพาะเอทานอลมาก
ยิ่งขึ้น มีปริมาณการผลิตรวม 7,000 ลานลิตรตอป เปนอันดับสองรองจากบราซิล 

 
1.3 กระบวนการผลิตเอทานอล 

กระบวนการผลิตเอทานอล สามารถแบงไดเปน 3 ขั้นตอนหลัก ไดแก วัตถุดิบและ
การเตรียมวัตถุดิบ ขั้นตอนการหมัก และขั้นตอนการกลั่น ซ่ึงแตละขั้นตอนจะมีผลตอคุณภาพของ      
เอทานอลที่ผลิตได (กมลศักดิ์ ตั้งธรรมเนียม, 2540) 

1.3.1 วัตถุดิบ 
            ในอดีตจนถึงปจจุบันวัตถุดิบที่นิยมนํามาใชในการหมักเอทานอลสวนใหญ คือ 
ออย และมันสําปะหลังอยางไรก็ตามมีการนําวัตถุดิบอ่ืน ๆ มาใชในการผลิตเอทานอลไดเชนกัน 
ชนิดของวัตถุดิบที่นํามาใชในการผลิตมีผลตอสารองคประกอบทางเคมีและคุณภาพของเอทานอล  
ที่ผลิตได โดยมีกระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบตางๆ ดังภาพที่  1.2 
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การสกัดและทําใส
น้ําหวาน 

Liquefaction Pretreatment 

Saccharification Enzyme hydrolysis 

น้ําตาล 
กากน้ําตาลเจือจาง 

วัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลสไดแก ฟางขาว 
ชานออย ซังขาวโพด ขาวเจา ขาวสาลี เปนตน 

ไดแก มันสําปะหลัง 
วัตถุดิบประเภทแปง 

ขาวฟางหวาน เปนตน 
ไดแก ออย กากน้ําตาล 
วัตถุดิบประเภทน้ําตาล 

การหมัก  
 
 
 

การกลั่น  
 
 
 

เอทานอล  
 
 
 
ภาพที่ 1.2  การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักจากวัตถุดิบตางๆ 
ที่มา : เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ (2548) 
 

โดยสามารถแบงวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตเอทานอลแบงเปน 3 ประเภท คือ 
1.3.1.1 สารจําพวกน้ําตาล (Saccharine materials) ที่สําคัญไดแก ออยและ

กากน้ําตาล ซ่ึงนําเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอลไดโดยตรง 
1.3.1.2 สารจําพวกแปง (Starchy material) ไดแกพวกขาว ขาวโพด ขาวฟาง และ

มันสําปะหลัง โดยที่กอนจะเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอล สารจําพวกแปงจะตองถูกเปล่ียนไป
เปนสารจําพวกน้ําตาลโดยเอนไซม (Enzymatic hydrolysis) เสียกอน 
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1.3.1.3 สารจําพวกเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส (Cellulose and Hemicelluloses) 
กอนที่จะนําเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอลจะตองถูกเปลี่ยนไปเปนสารจําพวกน้ําตาลเสียกอน 

เนื่องจากเซลลูโลสที่นํามาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลอยูในรูปที่เปน
สารผลึกของสารประกอบเชิงซอน (Complex) กับลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงสวนที่นํามาใชจริง 
คือ สวนของเซลลูโลสเทานั้น ขั้นตอนแรกจึงต งแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากโครงสราง
ของวัตถุดิบกอนเพราะสวนประกอบทั้งสองทําใหพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยากับเอนไซมลดลง          
ซ่ึงลิกนินเปนตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม ทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายดวยเอนไซม   
ไมดีเทาที่ควร และยังเปนอุปสรรคตอการหมักดวย ดังนั้นวัตถุประสงคของ

อ

การปรับสภาพวัตถุดิบ
กอนการผลิตเอท ออก และเปนการปรับโครงสรางของ
เซลลูโลสใหอยูใ

สภาพดวยวิธีทางกายภาพ (Physical pretreatment) เปนการลดขนาดของ
วัตถุดิบ และทํา

อ
เพิ่มความสามาร

ขึ้น เนื่องจากการแตกตัว
ของน้ําตาล ที่เกิด

- การปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ (Biological pretreatment) เปนการใชเอนไซม
จากจุลิ ีย เพื่อเปลี่ยนโครงสรางที่ซับซอนของเซลลูโลสใหอยูในรูปโซตรงและชวยลด         
วามเปนผลึก 

 

านอล คือ เพื่อแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลส
นสภาพเหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาการยอยดวยเอนไซม 
การปรับสภาพวัตถุดิบแบงไดเปน 4 วิธี คือ 
- การปรับ
ใหเสนใยเซลลูโลสแตกออกเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยาใหมากขึ้น เชน    

การบด   การใชความรอน 
- การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมี (Chemical pretreatment) จะใชสารละลายกรดเพื่
ถในการยอยเฮมิเซลลูโลส เพราะเฮมิเซลลูโลสสามารถยอยสลายในสารละลายกรด

ไดดีกวาเซลลูโลส หรือใชสารละลายดางเพื่อเพิ่มปริมาณการละลายของ เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 
- การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกายภาพ (Physico-chemical pretreatment) เปนวิธี

ที่ใชวิธีทางกายภาพรวมกับการใชสารเคมี เชน การศึกษาความสัมพันธระหวางความเขมขนของ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด และความรอนในสภาวะความดันสูงเพื่อปรับสภาพฟางขาวซึ่งใน
กระบวนการยอยสลายวัตถุดิบดวยเอนไซม พบวาประสิทธิภาพของการยอยข้ึนอยูกับความเขมขน
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด และความรอนที่เพิ่มขึ้น แตเมื่อใชความรอนภายใตสภาวะ
ความดันสูงเพียงอยางเดียว พบวาการยอยสลายลดลง เมื่อเกิดความรอนเพิ่ม

ขึ้น เปลี่ยนเปนสารประเภทเฟอฟูรัล (Furfural) สารฟอรมัลดีไฮด (Formaldehyde) 
หรือกรดฟอรมิก (Formic acid) ซ่ึงเปนตัวขัดขวางการทํางานของเอนไซม 

นทร
ค
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1.3.2 การหมักเอทานอล 
           เอทานอลสามารถผ ิตไดทั้งจากกระบวนการสังเคราะห  (Synthesis) และ         

จากกระบวนการหมัก (Fermentation) ทั้งนี้
ล

 95 เปอรเซ็นต ของเอทานอลที่ใชกันโดยทั่วไปไดมา

  

ubstarte) เอทานอลที่ไดเชนนี้
เรียกวา “เอทานอลสังเคราะห” (Synthetic ethanol)  ดังสมการที่ (2) 

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

    substrate 
  

  
มัก    

เอทานอ

จากกระบวนการหมัก (สมใจ ศิริโภค, 2550) 
          1.3.2.1 เอทานอลจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี 

            เปนการใชกระบวนการทางเคมีในการสังเคราะหเอทานอล  โดยมีเอทิลีน 
(Ethylene) เปนวัตถุดิบ ผานกระบวนการไฮเดรชัน (Hydration) คือ การทําปฏิกิริยากับน้ํารวมกับ                 
กรดฟอสฟอริกซึ่งถูกดูดซับไวในซีโอไลทหรือ ซิลิกา แอโรเจล (S

 
 

H 3       +     H3 OH  2P H2 

                   

           °                   ° 
                 substrate                                                                    
        

          1.3.2.2 เอทานอลจากกระบวนการหมัก 
           เปนการใชกระบวนการทางชีวเคมีในการผลิตเอทานอล วัตถุดิบที่ใชในการห
ลสวนใหญเปนวัตถุดิบทางการเกษตร เอทานอลที่ไดเรียกวา “ไบโอเอทานอล”             
           การหมักเอทานอลที่เกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียตางชนิดหรือตางสายพันธุกันมี

ผลทําใหเกิดปฎิกิริ

ัติ
การจับค สอยางจําเพาะของ ดี เอ็น เอ นํามาใชในการพัฒนากระบวนการหมักเอทานอล   

 

ยาทางเคมีตางกันตลอดระยะเวลาการหมักเอทานอล (สุมณฑา วัตนสินธุ, 2545) 
จุลินทรียที่มีผลตอการหมักเอทานอลประกอบดวย ยีสต รา แบคทีเรียจําพวกผลิตกรดแลคติก และ
แบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ จุลินทรียเหลานี้มีผลตอคุณภาพเอทานอลในลักษณะตางกัน นอกจากนี้ยังมีการ
นําความรูทางพันธุวิศวกรรมตัดตอยีน ที่เกี่ยวของเพื่อใหไดยีสตที่ทนตอความเขมขนเอทานอลสูง 
หรือใหไดจุลินทรียที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง เชน การใชวิธี Hybridization ซ่ึงอาศัยคุณสมบ

ูเบ
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         การผลิตเอทานอลดวยกระบวนการหมัก มีสองขั้นตอนสําคัญ คือ  
ขั้นตอนที่ 1 การเปลี่ยนวัตถุดิบประเภทแปงและวัตถุดิบที่มีเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาล ขั้นตอนนี้
อาศ กรดหรือเอนไซมเปนตัวทําปฏิกิริยา ดังสมการที่ (3) 

 
   (3) 

 ้ํา                               น้ําตาล 

ั้นตอนที่ 2 การเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลโดยยีสตหรือแบคทีเรีย ดังสมการที่ (4) 
 

ีสต/แบคทีเรีย 
            (4) 

           ล              
วน 0                   51.1                          48.9   

  

าการหมักที่อุณหภูมิ       
18 - 30 อ ล

ก็คือ น้ําอัดลมหมดอายุ ซ่ึงเปนวัตถุดิบที่สามารถนําเขาสูกระบวนการ
ผลิตเอทานอลไดโดยทันที 

ัย
 
              เอน /กรดไซม
   C6H10O5    +      H2O           C6H12O6  

       แปง                น
    

ข

                ย
                   C6H12O6      2 CH3CH2OH + 2 CO2 + 28.7 kcal                 
          น้ําตา                     เอทิลแอลกอฮอล      คารบอนไดออกไซด

 สัดส   10
  
          จากสมการเคมีพบวาน้ําตาลกลูโคส 100 กรัม เมื่อทําการหมักดวยเชื้อยีสตจะได       

เอทานอล 51.1 กรัม และกาซคารบอนไดออกไซด 48.9 กรัม แตในทางปฏิบัติน้ําตาลที่สามารถ
ใชไดจะมีเพียง 95 เปอรเซ็นตเทานั้น หรือคิดเปนประสิทธิภาพการผลิตผลิตภัณฑจากสับสเตรต 
(Yp/s) ไมเกิน 0.485 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สําหรับน้ําตาล 5 เปอรเซ็นต ที่เหลือยีสตจะ
นําไปใชในการเจริญเติบโตเพื่อสรางพลังงานและสารพลอยได (By product) เชน อะเซตัลดีไฮด 
กรดอะซีติก กรดแลกติก และกลีเซอรอล เปนตน การหมักเอทานอลจะทํ

งศาเซ เซียส เปนระยะเวลานาน 14 - 21 วัน (Zoecklein et al., 1995) 
          สําหรับการศึกษาในงานวิจัยนี้  ไดทําการศึกษาโดยใชสารจําพวกน้ําตาล    

(Saccharine materials) นั่น
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1.3.3 วิธีการหมักแอลกอฮอล 
            การหมักแอลกอฮอลเปนกรรมวิธีที่รูจักกันมานาน เนื่องจากปญหาพลังงานทําให

เทคโนโลยีการผลิตแอลกอฮอลกาวหนาไปอยางมาก มีการคนควาวิจัยหลายแนวทางโดยมีวิธีการที่
แตกตางกันออกไป แตทั้งนี้ก็เพื่อหาทางลดตนทุนการผลิตลงใหมากที่สุด เทคโนโลยีการหมัก
แอลกอฮ

ation)     
จนไดผล ื่อนําไปแยกแอลกอฮอลใหบริสุทธิ์อีกขั้นตอนหนึ่ง 

ขอดีของ

ละวองไวดี ทั้งนี้เพราะตอง
เตรียมจุลินทรียข

เชื้อตลอดชวงการหมักทําไดงาย 
ซับซอน 

เชื้อจุลินทรียเริ่มตนและวัตถุดิบทุกครั้งของการหมักแตละชุด            
ทําใหเสียเวลาแล

ูกนําไปใชในอุตสาหกรรมการหมักตางๆ 
เชน การผลิตเพนนิซิลิน การผลิตยีสตทําขนมปง เปนตน 

อลแบงออกเปน 3 ประเภท คือ 
           1.3.3.1 การหมักแบบครั้งคราว (Batch Fermentation) กลาวคือในการหมักแตละ

ชุดตองมีการเตรียมเชื้อตั้งตนใหมทุกครั้ง ถาคิดเฉพาะชวงเวลาของการหมักใชเวลาประมาณ             
48 ช่ัวโมง เพื่อใหไดแอลกอฮอลประมาณ 8 – 10 เปอรเซ็นต เปนวิธีที่ใชกันมากในโรงงาน
อุตสาหกรรม โดยเปนถังสําหรับใสสารอาหารและจุลินทรียที่ใชในการหมักแลวกวนใหผสมกัน    
มีการควบคุมอุณหภูมิ ความเปนกรดดางเพื่อปองกันการปนเปอนจากจุลินทรีย (Contamin

ผลิตตามที่ตองการ จึงถายออกเพ
การหมักแบบครั้งคราว 
- เหมาะกับการผลิตที่มีปริมาตรไมมากนัก 

  - ในการหมักแตละครั้งจุลินทรียที่ใชมีความแข็งแรงแ
ึ้นใหมเสมอ ทําใหการผาเหลา (Mutation) เกิดขึ้นยาก 
- การควบคุมใหระบบอยูในสภาวะปลอด
- การควบคุมระบบทําไดงายไม

ขอเสียของการหมักแบบครั้งคราว 
  - ตองเตรียม

ะคาใชจายมาก 
- ตองเสียเวลาเพื่อใหจุลินทรียเจริญเติบโตในชวงแรกทุกครั้ง 

            1.3.3.2 การหมักแบบกึ่งกะ (Fed-Batch Fermentation) คําวา “fed-batch culture” 
เปนกระบวนการหมักที่มีการเติมสารอาหารเปนชวงๆ หลังจากที่ใสเช้ือเร่ิมตนแลว ไมมีการถาย
ออกซึ่งแตกตางจากการเลี้ยงเซลลแบบครั้งคราวตรงที่ปริมาตรอาหารในการหมักแบบกึ่งกะจะ
เพิ่มขึ้นตลอดเวลาไมคงที่ สวนการเลี้ยงแบบตอเนื่องนั้นปริมาตรอาหารคงที่แมวาจะเติมอาหารดวย
ปริมาตรเทาใด อาหารเกาพรอมกับเซลลจุลินทรียก็จะถูกดึงออกมาดวยปริมาตรเทากันภายในเวลา
เดียวกัน ปจจุบันเทคนิคการเลี้ยงเซลลแบบ fed-batch ถ
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 สามารถยับยั้ง
การเจริญของเซล

านวนมาก (high cell concentration) การเลี้ยงเซลล
แบบธรรมดา (b

ลในอาหารเลี้ยงเชื้อสูง ซ่ึงเอทานอลทําใหปริมาณเซลลของยีสต
ลดลง เพื่อที่จะล

จ
รคอยๆเติมสารอาหารอยางตอเนื่อง 

หากความหนืดเพ

นี้ก็จะหมดไป การใชเทคนิคการหมักแบบกึ่งกะ
สามารถประกันการเสียของได หากเกิดมีกรณีสาเสียหรือไมดีก็สามารถหยุดการเติมกากน้ําตาลที่จะ
เติมในชวงหลังไ ใหเกิดการสูญเสียมากยิ่งขึ้นได  

เทคนิคการหมักแบบกึ่งกะมีขอไดเปรียบกวาการหมักแบบครั้งคราวหลายประการ        
(กลยุทธ โชติพัฒนาและ นิสิต ตัณฑวิเชฐ, 2535) เชน 

- ชวยลดการยับยั้งของอาหาร (substrate inhibition) สารอาหารที่เปนแหลงธาตุ
คารบอน เชน กรดน้ําสม แอลกอฮอล เมทธานอล และสารประกอบพวกอะโรมาติก

ลไดแมในความเขมขนนอยๆ ก็ตาม การเติมอาหารเหลานี้ในปริมาณที่เหมาะสม
อยางตอเนื่องจะชวยใหเซลลสามารถเจริญไดโดยปราศจากการยับยั้งของสารอาหาร 

- สามารถผลิตเซลลไดเปนจํ
atch) จะไดปริมาณเซลลไมมากเทากับการเลี้ยงแบบ fed-batch ซ่ึงสามารถผลิต

เซลลไดสูงมาก เชน 100 กรัมตอลิตร เปนตน 
- ชวยลดผลกระทบจากความเขมขนของกลูโคส (glucose effect) เชน การผลิต

ยีสตขนมปงจากน้ําตาลมอลท หรือกากน้ําตาลก็ตาม พบวามีเอทานอลละลายปะปนอยูกับยีสตใน 
ถังหมักที่มีความเขมขนของน้ําตา

ดผลกระทบจากความเขมขนของกลูโคส จึงไดนําเทคนิคการเลี้ยงแบบ fed–batch 
มาใชในการผลิตยีสตในปจจุบัน 

- ชวยลดความหนืดของอาหาร ซ่ึงเกิดจากสาร ําพวก dextran, pullulan และ 
xanthan gum สามารถควบคุมความหนืดของน้ําหมักโดยกา

ิ่มมากขึ้นจะมีผลตอระบบการเติมอากาศ เชน ใบพัดกวนจะตองใชกําลังไฟฟา
เพิ่มขึ้น เกิดฟองมากขึ้นทําใหการละลายของออกซิเจนไมดีพอ 

- ปองกันการปะปนของจุลินทรียอ่ืน กรณีการหมักแอลกอฮอลดวยยีสตการหมัก
แบบครั้งคราวอาจพบปญหาเรื่องการปะปนของจุลินทรียอ่ืน ทําใหผลผลิตแอลกอฮอลลดลง หากใช
เทคนิคการหมักแบบกึ่งกะเขาชวยแลวปญหาเหลา

ม
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การหมักแอลกอฮอลจากกากน้ําตาลแบบกึ่งกะ สามารถชวยลดการปนเปอนของ
เชื้อจุลินทรียที่ติดมากับน้ําที่ใชในการหมักและการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียที่ติดมากับกากน้ําตาล 
ซ่ึงพบวามี 6 กลุม

1) เชื้อรา ตัวอยางเชน Aspergillus, Penicillium และ Mucor 
ย

                  

ี่อุณหภูมิสูง (55 องศาเซลเซียส) ตัวอยางเชน B. stearothermophilus 
 

รเจนซัลไฟดแตสรางกาซไฮโดรเจนและ

ans 
 

นึ่งและอัตราการเจริญของ             
การเพาะเลี้ยง จะปรับตามอัตราการไหล สวนใน Turbidostat คาความขุนของเซลลจะถูกตั้งไวที่
ระดับคงที่ โดยทําการปรับอัตราการไหล ในทางปฏิบัติระบบการหมักแบบ Chemostat ทําไดงาย
กวาการหมักแบบ Turbidostat เพราะวาสามารถทําไดโดยการตั้งปมใหดูดสารอาหารที่อัตราการ
ไหลคงท สวน Turbidostat ตองใช Optical sensing และเครื่องควบคุม 

ใหญๆ  คือ 

2) ีสต ตัวอยางเชน Saccharomyces cerevisiae, Candida krusei และ     
Torulopsis stellata 

3) แบคทีเรียที่สรางสปอรทั่วไป ตัวอยางเชน Bacillus subtilis, B. cereus และ  
B. mesentericus 

4) แบคทีเรียที่ทําใหเกิดการเนาเสียของอาหารโดยสรางกรดแตไมสรางกาซ       
ซ่ึงชอบเจริญท

5) แบคทีเรียจําพวกที่ชอบเจริญในสภาพที่ขาดออกซิเจน และที่อุณหภูมิสูง 
(Thermophilic anaerobe, T.A) ซ่ึงไมสรางกาซไฮโด
คารบอนไดออกไซด ตัวอยางเชน Clostridium thermosaccharolyticum ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหอาหาร
กระปองบวม 

6) Clostridium จําพวก Sulfide spoilage thermophiles จะสรางกาซไฮโดรเจน
ซัลไฟท ตัวอยางเชน C. nigricans และ C. biferment

1.3.3.3 การหมักแบบตอเนื่อง (Continuous Fermentation) เปนการเพาะเลี้ยง         
จุลินทรียในระบบปด จํานวนของจุลินทรียจะถูกรักษาระดับสมดุลโดยการกําจัดน้ําหมักออกไป
บางสวนแลวแทนที่ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อใหม ในอัตราการไหลเดียวกันระบบการหมักแบบตอเนื่อง
แบงไดเปน 2 แบบคือ Chemostat และ Turbidostat 

            ใน Chemostat อัตราการปอนจะถูกตั้งไวที่คาห

ี่ 
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 ขอดีของการหมักแบบตอเนื่อง 
             - สามารถควบคุมและรักษาอัตราการเจริญของจุลินทรียได 

 การเปลี่ยนพารามิเตอรทางเคมีและกายภาพตอการเจริญ
และการกอเกิดผล

 

ขอเสียข
ที่ไมมีความสัมพันธกับการเจริญ 

 อาจทําใหเกิดการกลายพันธุเกิดจาก     
การแทนที่ของ

การหมักเอทานอล 

  ิ
ะใ

ล      

spora 
guilliermondii แ

็มประกอบดวย Yeast, Photosynthetic Bacteria, Lactic acid Bacteria และ 

             - สามารถศึกษาถึงผลของ
ิตภัณฑที่อัตราการเจริญคงที่ 

              - สามารถรักษาระดับความเขมขนของมวลชีวภาพใหคงที่โดยการแปรคา      
อัตราเจือจาง (dilution rate) 

องการหมักแบบตอเนื่อง 
- ไมเหมาะกับการผลิตผลิตภัณฑ

 - การเจริญแบบตอเนื่องในชวงเวลานาน
สายพันธุอ่ืนที่เจริญไดเร็วกวา 

- การเจริญในชวงเวลานานอาจเกิดปญหาการปนเปอน 
1.3.4 ปจจัยท่ีมีผลตอกระบวน

 1.3.4.1  จุลินทรียท่ีใชในกระบวนการหมักเอทานอล 
   จุลนทรียที่ใชในกระบวนการหมักเอทานอล จะตองมีคุณสมบัติที่ดีที่สงเสริมให

กระบวนการหมัก เอทานอลเกิดขึ้นไดอยางรวดเร็วสมบูรณ แล หระดับปริมาณแอลกอฮอลสูง 
เมื่อส้ินสุดกระบวนการหมัก  

            การใชจุลินทรียในการหมัก เอทานอล มีดังนี้ 
1) ใชจุลินทรียธรรมชาติ จุ ินทรียหลากหลายตามธรรมชาติ ไดมีการศึกษา      

จุลินทรียในผลไมตางๆ พบวาในเนื้อผลไมมีจุลินทรียนอย จะพบมากที่ผิวผลไมภายนอก 
โดยเฉพาะผลไมที่สุกจัดหรือแกจัด มีรสหวาน ผลไมที่ผิวแตกหรือชํ้า เมื่อทําการคั้นเอาน้ําผลไม
ปลอยทิ้งไว น้ําผลไมจะเกิดการหมักเองโดยจุลินทรียที่ติดมากับผลไม จุลินทรียในอากาศและ        
จุลินทรียที่อยูบนผิวภาชนะหรืออุปกรณตางๆ ที่ใชในการเตรียมน้ําผลไมหรือภาชนะที่ใชหมัก     
ในระหวางการหมักจะพบประชากรทั้งยีสตและแบคทีเรีย จุลินทรียที่มักพบชวงแรกๆ ของการหมัก
คือยีสตในสายพันธุ Kloeckera apiculata รวมทั้งที่อยูในรูปของสปอร เชน Hansenia

ละ Hanseniaspora uvarum และยังพบ Candida pulcherrima ยีสตเหลานี้มีลักษณะ
ทนตอแอลกอฮอลไดแค 5-7 เปอรเซ็นต ดังนั้นเมื่อกระบวนการหมักดําเนินตอไปและมีแอลกอฮอล
สูงขึ้น ยีสตเหลานี้ก็จะตายไป โดยมียีสตอ่ืนที่สามารถทนตอแอลกอฮอลในปริมาณสูงเจริญขึ้นมา
แทนซึ่ง ไดแก Saccharomyces rosei และ Saccharomyces cerevisiae (อรพิน ภูมิภมร, 2526) 

2) เช้ืออีเอ็ม (EM หรือ Effective Microorganisms) คือ จุลินทรียกลุมดีมี
ประสิทธิภาพ ซ่ึงในอีเอ
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Actinomyces รว

อลอยูในสภาพการเก็บ 2 แบบ คือ 
สภาพเชื้อ

ื่อใชน้ําตาลเทากัน และใหผลเอทานอล
คือ 

กไขทาง
มารถใช

divar et al., 2001)  
นโตส 

รอล และ ซัคซิเนท นอยมาก 
มเขมขนของเอทานอลที่สูงในการหมักได 

 - มีความ

 
(โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ทําการหมักแบบกะ พบวาแบคทีเรีย Z. mobilis สามารถเปลี่ยนน้ําตาล

มกัน 80 ชนิด มีการนํามาใชประโยชนหลายรูปแบบ เชน ใชในการหมักหากอยูใน
สภาวะปลอดอากาศก็จะไดผลผลิตเปนเอทานอล ใชในการประกอบอาหาร ใชในการกําจัดโรคที่มา
จากจุลินทรียได ซ่ึงการใชจุลินทรียอีเอ็มเปนเทคนิคทางธรรมชาติ คือทําใหปริมาณจุลินทรียกลุมดมีี
มากกวากลุมกอโรค   

3) ใชจุลินทรียบริสุทธิ์ที่คัดเลือกแลว ไดแก เชื้อยีสตหรือเชื้อแบคทีเรียบางชนิด 
ไมตองการเชื้อรา เชื้อยีสตและแบคทีเรียที่ใชในการหมักเอทาน

สดเพาะเลี้ยงบนอาหารวุน (Nutrient agar) และสภาพผงแหง (Active dried yeast powder) 
ซ่ึงแบบผงแหงเก็บไดนานและมีประสิทธิภาพที่ดีกวาแบบเชื้อสด ในการผลิตเอทานอลเชิง
อุตสาหกรรมจึงนิยมใชเชื้อยีสตและเชื้อแบคทีเรียชนิดผงแหง วิธีใชไมยากจะกลาวไวที่ซอง กลอง
หรือภาชนะบรรจุเชื้อจุลินทรียนั้น (ประดิษฐ ครุวัณณา, 2545) 

           จุลินทรียที่สามารถผลิตเอทานอลไดมีหลายชนิดโดยเฉพาะยีสต ที่ถูกนํามาใช
ผลิตเอทานอลอยางแพรหลายเพราะสามารถเจริญเติบโตไดเร็วและมีปริมาณมาก แตในปจจุบัน
นักวิทยาศาสตร พบวาแบคทีเรียสายพันธุ Zymomonas  mobilis มีความสามารถในการผลิตเอทานอล
ไดดีกวายีสต เชน ระยะเวลาในการหมักส้ันกวา 3-4 เทาเม
ใกลเคียงกับทฤษฎี (0.50) แตขอดอยกวายีสตก็มีคือแบคทีเรียใชน้ําตาลไดจํากัดคือใชได 3 ชนิด
กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส แตเพื่อใหแบคทีเรียสามารถใชประโยชนไดมากขึ้นจึงมีการแ
พันธุวิศวกรรม (Genetic engineering) เพื่อปรับปรุงสายพันธุใหมีคุณสมบัติที่ดีขึ้นคือ สา
น้ําตาลไดหลากหลาย ทนตอสภาวะที่ไมเหมาะสมไดดีขึ้น 
                            จุลินทรียที่ใชในการผลิตเอทานอล ควรมีลักษณะดังนี้ (Zal
 - มีความสามารถในการใชน้ําตาลหลายชนิด ทั้งน้ําตาลชนิดเฮกโซสและเพ
 - สามารถผลิตเอทานอล โดยมีคาผลผลิตตอหนวยวัตถุดิบและอัตราการผลิตที่สูง 
 - ผลิต by-products อ่ืนๆ เชน กลีเซอ
 - มีความทนทานตอควา

ทนทานตอสารยับยั้งอ่ืนๆ ที่อาจเกิดขึ้นระหวางกระบวนการผลิต 
 - มีความทนทานตอสภาวะที่ผันแปรในถังหมัก เชน คา pH และความเขมขนของเกลือ 
 - มีความสามารถในการตกตะกอน 
 - มีพันธุกรรมที่เสถียร 

Rogers และคณะ (1980) ไดทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการหมักเพื่อ
ผลิตเอทานอลโดยใชแบคทีเรีย Z. mobilis ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีน้ําตาลกลูโคส 10–25 เปอรเซ็นต   
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กลูโคสเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อยีสต Saccharomyces uvarum พบวา
แบคทีเรีย Z. mobilis จะมีอัตราจําเพาะของการใชน้ําตาลกลูโคสกับอัตราจําเพาะของการผลิต        
เอทานอ หมวลเซลลต่ํา ซ่ึงไดศึกษาเปรียบเทียบการหมักเพื่อผลิตเอทานอลของ  
จุลินทรีย

ได อยางไร
เจริญของจุลินทรียและอัตราการผลิตเอทานอลต่ํากวา    

ที่อุณหภูมิการห

ไ

กอฮอลไดดีกวา (โชคชัย วนภูและคณะ, 2546) แตสําหรับ
แบคทีเร สามารถเจริญไดโดยไมตองมีการควบคุมออกซิเจนเหมือนยีสต 
เนื่องจากสามาร

เอทานอลประมาณ    
14 เปอรเซ็นตโด

ลสูงกวายีสต และใ
ทั้ง 2 ชนิด โดยทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีน้ําตาลกลูโคสเทากับ 250 กรัมตอลิตร    

ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดาง (pH) เร่ิมตนเทากับ 5.0 ทําการหมักแบบกะ 
 1.3.4.2  อุณหภูมิ  
            ในขั้นตอนระหวางการหมักจะมีพลังงานความรอนที่ปลดปลอยออกจากปฏิกิริยา

สูงถึง 149.5 กิโลแคลอรี่ตอกรัมซูโครส  ซ่ึงเปนผลจากการที่จุลินทรียใชน้ําตาลซูโครสในการหมัก    
เอทานอล ซ่ึงความรอนนี้มีผลกระทบตอการเจริญของจุลินทรีย ทั้งดานสรีระวิทยาของเซลล           
การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของน้ําหมักและอัตราการหมักเอทานอล แมจุลินทรียจะสามารถเจริญ
ไดที่อุณหภูมิคอนขางสูงแตก็ทําใหเซลลเกิดการฉีกขาดไดและการอยูรอดของเซลลลดลงอยาง
รวดเร็ว นอกจากนี้ยังมีการระเหยของเอทานอลและการเกิดฟองปริมาณมากในน้ําหมัก การเพิ่ม
อุณหภูมิของการหมักถึง 32 องศาเซลเซียสสามารถเพิ่มอัตราการหมักเอทานอลใหสูงขึ้น
ก็ตามการใชอุณหภูมิที่สูงเกินไปทําใหการ

มักปกติ (Amerine et al., 1980) สําหรับการหมักเอทานอล พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมในกระบวนการหมักจะสูงกวาอุณหภูมิสําหรับการเจริญ 5-10 องศาเซลเซียส 
                  1.3.4.3  ปริมาณของออกซิเจน  

ยีสตเปนจุลินทรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญ ยีสตจะสามารถแบงตัวเพิ่มขึ้น
เปนสองเทา ดในเวลาไมถึงชั่วโมงในระยะเจริญ การเจริญของยีสตชวงนี้จะใหปริมาณแอลกอฮอล
นอยมาก ยีสตจะผลิตกรดน้ําสมขึ้นมาแทน ทําใหมีรสเปรี้ยวและมีกล่ินบูด แตในสภาวะไมมีอากาศ
ยีสตจะแบงเซลลไดนอยกวาแตจะใหแอล

ีย Z. mobilis นั้นจะ
ถเจริญไดที่ในสภาวะที่มีหรือไมมีออกซิเจนก็ได ซ่ึงกระบวนการผลิตเอทานอล

ตองการออกซิเจนในปริมาณไมมากนัก 
  1.3.4.4  เอทานอล  

ในระหวางกระบวนการหมัก ความเขมขนเอทานอลจะสูงขึ้นเรื่อย ๆ ซ่ึงสามารถ
ยับยั้งการเจริญของยีสตได โดยทั่วไปยีสตถูกยับยั้งการเจริญเมื่อความเขมขน

ยปริมาตร แตมียีสตบางสายพันธุที่สามารถทนตอความเขมขนเอทานอลประมาณ 
18 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เชน S cerevisiae (โชคชัย วนภูและคณะ, 2546) สําหรับแบคทีเรีย        
Z. mobilis สามารถเจริญไดในที่มีแอลกอฮอลเขมขนไดสูงถึง 10-16 เปอรเซ็นต 
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Z. mobilis สามารถตานทานตอความเขมขนของเอทานอลที่เพิ่มขึ้นในถัง ักได
ระดับหนึ่งเชนเดียวกับยีสต และมีระดับความตานทานแตกตางกันในแตละไอโซเลท จากการ
ทดลองเติมเอทานอลเขาไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มี Z. mobilis CP4 ระหวางการหมักเอทานอล 
พบวาครึ่งหนึ่งของปฏิก การเผาผลาญจะถูกยับยั้งเมื่อเอทานอลมีความเขมขนที่ 2.2 โมล            
(10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร และปฏิกิริยาจะถูกยับยั้งอยางสมบูรณเมื่อมีความเขมขน
ของเอทานอลเทากับ 4.4 โมล (20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร) (Osman and Ingram, 1985) 
ในขณะที่เซลลของ Z. mobilis

หม

ิริยา
) 

 CP3 ในถังหมักจะเริ่มตายลงที่ความเขมขนของเอทานอล                 
5 เปอรเ ของจุลินทรียในถังหมักตอความ
เขมขนของเอทา

 pH (วราวุฒิ ครูสง, 2538) การเลือกคา pH เร่ิมตนของอาหาร
ขึ้นอยูกับ buffer 

    

วน Z. mobilis จะใหผลผลิตเอทานอลสูงสุดไดแตกตางกันไป
ขึ้นอยูกั กเปนกลูโคส การใหผลผลิตสูงสุดอยูในชวงคา pH เริ่มตน
เทากับ 6-7.5 (K

พบวามีการใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนอยูในชวง 5-10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในการผลิตเอทานอล   

ซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร นอกจากนี้ความทนทาน
นอลยังมีความสัมพันธกับความทนทานตอความเค็มหรือปริมาณเกลือในวัตถุดิบ

อีกดวย (Sukesh et al., 1996) 
1.3.4.5  คาความเปนกรด-ดาง (pH) เร่ิมตนของอาหาร  

การปรับ pH ของอาหารมีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะการผลิตเอทานอลใน
ระดับอุตสาหกรรม การเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกรดหรือดางขึ้นอยูกับสปชีสของจุลินทรียที่ใช 
(Walker, 1998) pH ของอาหารมีผลตออัตราการหมัก อีกทั้งมีบทบาทในการควบคุมการปนเปอน
ของจุลินทรียอ่ืนอีกดวย ปกติเซลลเมมเบรนของจุลินทรียยอมใหประจุไฮโดรเจนหรือประจุ         
ไฮดรอกซิลผานเขาออกไดเพียงเล็กนอยเทานั้น รวมทั้งภายในไซโตรพลาสซึมของเซลลจะมีระบบ
บัฟเฟอรควบคุมการเปลี่ยนแปลงของ

capacity ของอาหารที่ใชในการหมัก ในอาหารที่มี buffer capacity ต่ํา pH เร่ิมตนที่
เหมาะสมมีคาประมาณ 5.5 สวนอาหารที่มี buffer capacity สูง pH เร่ิมตนที่ควรใชจะอยูใน      
ชวง  4.5-4.7 (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) 

ทั้งนี้ S. cerevisiae และ Z. mobilis สามารถเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดดี
ในชวงของคา pH เร่ิมตนเทากับ 5-7.5 สําหรับ S. cerevisiae ใหคาเอทานอลสูงสุดที่ pH เร่ิมตน     
ประมาณ 5.5 (Kiran et al., 2000) ส

บชนิดของวัตถุดิบที่ใช เชน หา
ing and Hossain, 2004) สวนฟรุกโตสใหผลผลิตเอทานอลสูงสุดที่คา pH เร่ิมตน

เทากับ 5 (Toran-Diaz et al., 1983) 
1.3.4.6  ปริมาณเชื้อเร่ิมตน  

ปริมาณเชื้อเริ่มตนเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการผลิตเอทานอล             
มีรายงานหลายฉบับที่รายงานผลการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใชปริมาณเชื้อเริ่มตนแตกตางกัน 
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จากการศึกษาของมัลลิกา บุญมีและคณะ (2548) พบวาเมื่อนําน้ํายอยเมล็ดขาวฟางหวานมาทดสอบ
การผลิตเอทานอลในระดับ ฟลาสกโดยใชเชื้อจุลินทรีย 2 ชนิด คือ ยีสต  Saccharomyces cerevisiae    
TISTR STR 548 การเพาะเลี้ยงโดยใชกลาเชื้อจาก       
5 เปน 10 เปอรเซ

    
     

้ําตาลที่มีความเขมขนสูงกวา 
14 เปอรเซ็นต 

กรณีของกากน้ํา

ารหมักน้ําตาลซูโครสโดยแบคทีเรีย Z. mobilis จะ
ใหผลผลิตเอทาน

5339  และแบคทีเรีย Zymomonas mobilis TI
็นต ความเขมขนเอทานอลที่ผลิตไดมีคาเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย  

1.3.4.7  ชนิดและความเขมขนของสับสเตรท  
สับสเตรทหรือแหลงคารบอนมีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและการผลิต  

เอทานอล การใชสับสเตรทที่มีความเขมขนสูงๆ ในการหมักเอทานอลมีผลชวยลดการปนเปอนของ  
จุลินทรียชนิดอื่นๆ แตการใชสับสเตรทความเขมขนสูงๆมีผลยับยั้งการเจริญและการหมักเอทานอล 
ซ่ึงเกิดจากแรงดันออสโมซิส ทําใหเซลลเกิดพลาสโมไลซิสเมื่ออยูในน

โดยน้ําหนัก และมีผลยับยั้งเอนไซมในกระบวนการไกลโคไลซิส สงผลให
ประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลลดลง (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) 

แมจุลินทรียทั้งสองชนิด (แบคทีเรียและยีสต) จะมีคุณสมบัติในการเปลี่ยนน้ําตาล
เปนผลิตภัณฑอื่นตามที่ เราตองการ แตความเขมขนของน้ําตาลก็มีผลตอประสิทธิภาพของ
กระบวนการดังกลาว ซ่ึงใน Z. mobilis โมเลกุลของกลูโคสและฟรุกโตสสามารถแพรไดโดยงาย 
(Facilitate diffusion) ความเขมขนของกลูโคสจึงมีผลกระทบตอประสิทธิภาพของเอนไซมใน       
E-D pathway ไมมาก เพราะการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอลโดยแบคทีเรียชนิดนี้เกิดขึ้นเร็วมาก 
ความสมดุลของกลูโคสภายนอกและภายในจะถูกทําใหสมดุลอยางรวดเร็ว จึงไมเกิดความเสียหาย
ตอเซลล Z. mobilis สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดที่ความเขมขนของสารละลายกลูโคส              
100 กรัมตอลิตร จากชวงการทดสอบ 75-150 กรัมตอลิตร (King and Hossain, 2004) และ              
ที่ความเขมขนฟรุกโตสเทากับ 100 กรัมตอลิตร เชนกัน (Toran-Diaz et al., 1983) แตหากเปน
โมเลกุลเกลือ Z. mobilis มีความตานทานตอความเขมขนเกลือต่ํา จึงทําใหเปนปญหาในกรณีที่นํา
กากน้ําตาล (Molasses) มาใชเปนวัตถุดิบ เพราะในกากน้ําตาลมีเกลืออยูสูง (Gunasekaran and 
Chandra , 1990) ดังนั้นหากเปนวัตถุดิบอื่นนอกเหนือจากสารละลายน้ําตาลแลวตองพิจารณา
องคประกอบอื่นๆดวยที่มีผลทําใหแรงดันออสโมติกในสารละลายเพิ่มขึ้น ปญหาที่เกิดในขึ้นใน

ตาล พบวาเปนเชนเดียวกันกับการใชไมสนมาเปนวัตถุดิบ พบวา Z. mobilis 
สามารถทนตอความเขมขนกลูโคสจากไมสนไดสูงสุด 60 กรัมตอลิตร (Kademi and Baratti, 2004) 

Viikari (1984) ไดรายงานวาก
อลต่ํากวาการหมักน้ําตาลกลูโคส หรือฟรุคโตส ทั้งนี้เนื่องจากการหมักน้ําตาล

ซูโครสจะใหสารลีแวนและซอรบิทอลเกิดขึ้น 
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Skotnicki และคณะ (1981) ไดศึกษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลโดยใช
แบคทีเรีย Zymomonas จํานวน 11 สายพันธุ ทําการหมักแบบกะ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา
เมื่อใชน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครสเริ่มตนเทากับ 100 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis CP4 สามารถ
ที่จะผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดคือ 33.7 และ 25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยใชระยะเวลาในการหมัก
นาน 20 ช่ัวโมง เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครสเปน 200 กรัมตอลิตร พบวา
แบคทีเรีย Z. mobilis CP4  ยังคงที่จะผลิตเอทานอลไดสูงกวาสายพันธุอ่ืนๆ คือ 2.00 และ    
1.21 กรัมตอลิตรตอช่ัวโม  ตามลําดับ และเมื่อทําการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิตอการผลิตเอทานอล 
พบวาเมื่อทําการหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครส
เทากับ 200 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis CP4 

       
ง

สามารถที่จะผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดคือ 81  
และ 5 ภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิตเอทานอล                     
คือ 30 องศาเซลเ

อ

ีผล
ุลินทรียดวย ถาไมมีการระบายกาซคารบอนไดออกไซดออกจากระบบ           

ความดันในถ

 
อ

ามแตกตางของจุดเดือด หากตองการ
เอทานอลที่ม ีกรีสูงก็ทําการกลั่นแยกจากน้ํา โดยการตมสุราแชจนถึงจุดเดือดของแอลกอฮอลคือ 
78 องศาเซ เซียส เอทานอลก็จะระเหยออกมาแลวไอระเหยนี้เมื่อกระทบกับความเย็นไอน้ําจะ
ควบแนน 

6 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังนั้นอุณห
ซียส นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพของการหมักเอทานอลจะลดลง เมื่ออุณหภูมิ

ของการหมักมีคาเพิ่มสูงขึ้นเกินกวา 30 งศาเซลเซียส 
1.3.4.8 คารบอนไดออกไซดและความดัน  

กาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดจากปฏิกิริยาในการใชน้ําตาลของจุลินทรีย จะม
ตอการเจริญเติบโตของจ

ังหมักจะสูงขึ้น ซ่ึงถาสูงขึ้นจนถึง 7.5 บรรยากาศ จะทําใหอัตราเร็วของการหมักลดลง 
จนกระทั่งความดันสูงถึง 8.0 บรรยากาศ อัตราเร็วของการหมักจะต่ํามากหรือเกือบจะไมเกิดเลย 
1.3.5 การกล่ันเอทานอล 

        มนุษยคนพบการกลั่นเอทานอลมาเปนเวลานานกวา 4,000 ป หลังจากการคนพบ
วิธีการผลิตไวนหรื เบียร โดยมีการสันนิษฐานกันวาคนพบโดยชาวจีนแตเทคนิคนี้ยังไมแพรหลาย
จนกระทั่งในคริสตศตวรรษที่ 12 นักวิทยาศาสตรการแพทยชาวอิตาลีไดทดลองนําไวนมาตมและ
ปลอยใหไอระเหยขึ้นไปกระทบกับความเย็นจนกลั่นตัวเปนหยดน้ํา เพื่อปรุงยาสูตรพิเศษเพื่อใช
ในทางการแพทย วิธีดังกลาวจึงกลายมาเปนสูตรลับในการผลิตสุราที่มีปริมาณแอลกอฮอลสูง
กวาเดิม  การกลั่นใชหลักการแยกสารที่ผสมกันอยูโดยอาศัยคว

ีด
ล

กลายเปนหยดน้ําที่มีความเขมขนเอทานอลมากขึ้น 
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           เครื่องกล่ันแบบหมอตมที่ไดมาตรฐานคือ หมอท่ีมีสวนคอนแดนเซอรที่ควบแนน

  

s

คโนโลยีที่งาย      
ใชไอน้ํา ไมตองใชสารเคมีอ่ืนๆ มาชวยใน

ม

ne) เบนซีน (Benzene) โทลูอีน (Toluene) 
ีเทอร (Ether) หรือคีโตน (Ketone) วิธีนี้เปนวิธีที่คิดคนกันมานานและเปนที่นิยมใชกันอยางมาก
ึงแมมีขอเสียอยูหลายประการ ขอเสียที่สําคัญมากที่สุดคือ การใชพลังงานมหาศาลในการกลั่น

เพื่อใหไ ที่ใชเปน entrainer บางชนิดเปน
ารพิษแ

น้ํา เอทานอลจะระเหยที่อุณหภูมิ 80-85 องศาเซลเซียส อุณหภูมิจะคงที่อยูระยะหนึ่งซึ่งเปนชวงที่  
เอทานอลระเหยออกมาหลังจากนั้นอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียสควรหยุดกล่ันเพราะเปนชวงของน้ํา
ระเหยออกมา ซ่ึงในกระบวนการแยกน้ําออกจากเอทานอลที่ใชกันทั่วไปมี 3 วิธี คือ 

1.3.5.1 การดูดซับดวย Molecular sieve  
 Molecular sieve เปนสารประเภทซีโอไลตที่สังเคราะหขึ้น โดยทั่วไปจะเปนชนิด 
3A [(K2O.Na2O).Al2O3. 2SiO2.xH2O] ซ่ึงมีสมบัติพิเศษคือ สามารถดูดน้ําในสภาวะที่เย็นและคายน้าํ
ออกเมื่อไดรับความรอน หลักการของเทคโนโลยีชนิดนี้ จะใชสมบัติพิเศษนี้ในการกําจัดน้ําออกจาก
เอทานอล โดยยอมใหโมเลกุลน้ําผานเขาไปในโมเลกุลของ Molecular sieve ขณะที่โมเลกุลของ  
เอทานอลที่มีขนาดใหญกวาจะผานไปไมได กระบวนการแยกน้ํานี้ เริ่มจากการใชเอทานอลที่มี
ความบริสุทธิ์ในชวง 92-96 เปอรเซ็นต ผานไปยังปฏิกรณที่บรรจุ Molecular ieve ภายในเปนชั้นๆ 
ประมาณ 2-3 ช้ัน ในแนวขนาน โมเลกุลน้ําจะถูกจับไว ในขณะที่เอทานอลที่มีความบริสุทธิ์ถึง 
99.8-99.9 เปอรเซ็นต จะผานลงมา และถูกนําไปยังถังเก็บ หลังจากเสร็จสิ้นจากกระบวนการแยกน้ํา 
ช้ันของ Molecular sieve แตละชั้นจะชุมไปดวยน้ํา ซ่ึงสามารถทําใหแหงทําไดโดยผานไอน้ํา      
เพื่อไลน้ําที่ถูกดูดซับใน Molecular sieve ออก ขอดีของเทคโนโลยีนี้ คือ เปนเท

และพลังงานที่ต่ําเมื่อเทียบกับวิธีการกลั่น นอกจากนี้ยัง
การแยกน้ํา การกําจัดของเสียจึงไมจําเปนตองคํานึงถึง แตเทคโนโลยีนี้มีขอเสียตรงที่ อัตราการ    
สึกกรอน หรือเกิดการเนา (Fouling of media) ของ Molecular sieve มีคอนขางสูง เมื่อมีการใชงาน
มากกวา 5 ป จําเปนตองเปลี่ยนให ทําใหคาใชจายในกระบวนการผลิตคอนขางสูง 

1.3.5.2 การกลั่นอะซีโอโทรป (Azeotropic distillation) 
               ตามหลักทฤษฎี การกลั่นเอทานอลเพื่อใหมีความบริสุทธิ์สูง จะพบปญหาของการ
แยกออกจากกันไมไดของน้ําและเอทานอล จุดนี้เรียกวา จุดอะซีโอโทรป การกลั่นเอทานอลจึง
จําเปนตองเติมสารประกอบที่ 3 เพื่อทําใหน้ําแยกออกจากเอทานอลไดดียิ่งขึ้น สารประกอบนี้
เรียกวา entrainer ไดแก ไซโคลเฮกเซน (Cyclohexa
อ
ถ

ดเอทานอลที่บริสุทธมากๆ ขอเสียอีกประการหนึ่ง คือ สาร
ส ละมีลักษณะสมบัติเปนสารกอมะเร็งอีกดวย 
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1.3.5.3 เทคโนโลยีแผนเยื่อบาง (Membrane technology) 
              เทคโนโลยีนี้เปนเทคโนโลยีใหมลาสุด เปนเทคโนโลยีที่งายและใชพลังงานอยางมี
ประสิทธิภาพ ในการแยกสารละลายผสมผานเยื่อแผน (Membrane) โดยใชเทคนิคการซึมผาน 
(Permeation) ของน้ําผานแผนเยื่อบางในรูปของไอน้ํา ดวยแรงดึงดูดจากภายนอกที่มีความดันต่ํา
กวา (Evaporation) สารที่ผานเยื่อแผน เรียกวา เพอมีเอท (Permeate) การแยกเกิดขึ้นไดเนื่องจาก

 

ึ่ง

ม     
ดยตรงนั้น                 

มสามารถกระทําได จําเปนตองผานกระบวนการการสังเคราะหจากสารตั้งตนที่มีสวนประกอบ
ทําปฏิกิริยากันบนแผนของแข็งรองรับที่มีรูพรุน เชน อลูมินา เปนตน   

เมื่อเกิดผลึกซีโอ
ว

ํ

องคประกอบของสารในสารผสมมีความเปนขั้ว (Hydrophilicity) ตางกัน เชนในกรณีของ น้ําใน   
เอทานอล น้ํามีความเปนขั้วที่สูงกวาเอทานอล ความสามารถในการแพรผานเยื่อแผนของน้ําจึงมีคา
สูงกวา ขณะที่มีการซึมผานของน้ํา ความดันต่ําจากภายนอกจะชวยดึงน้ําออกมาในรูปของไอน้ํา  
เมื่อทําการลดอุณหภูมิไอน้ําจะกลั่นตัวเปนของเหลว 
  เยื่อแผนที่นํามาใชแบงออกไดเปน 2 ชนิดคือ ชนิดที่เปนพอลิเมอรและชนิดที่เปน
เซรามิก ชนิดที่เปนเยื่อแผนเซรามิกไดรับความสนใจมากกวา เนื่องจากสามารถทนตออุณหภูมิ 
สารเคมี และจุลินทรียไดดี เยื่อแผนเซรามิกที่นิยมใชในการแยกน้ําออกจากเอทานอลคือ ซีโอไลต
ชนิดโซเดียมเอ (NaA zeolite) ซ มีสมบัติของความมีขั้วสูงกวาซีโอไลตชนิดอื่นๆ ทําใหเปนปจจัย
สําคัญในการคัดสรรโมเลกุลที่ถูกดูดซับ โดยอาศัยความเขากันไดของระหวางความมีขั้วของ
โมเลกุลน้ํากับเยื่อแผน นอกจากนี้ปจจัยสําคัญอีกประการในการเลือกใชซีโอไลตชนิดโซเดียมเอ คือ 
ความแตกตางของขนาดโมเลกุลที่ผานรูเปดของซีโอไลต เนื่องจากซีโอไลตมีโครงรางเปนผลึกที่มี 
รูพรุน และมีรูเปดขนาดเล็ก (4 อังสตรอ ) เหมาะสําหรับการคัดสรรโมเลกุลน้ําที่มีขนาดเล็ก  
การขึ้นรูปซีโอไลตที่มี ลักษณะเปนผงละเอียดของผลึกให เปนเยื่อเ ลือกผานโ
ไ
ของซิลิกาและอลูมินา มา

ไลตชนิดโซเดียมเอขึ้น ผลึกที่เกิดเหลานั้นจะมารวมตัวกันเปนแผนตอเนื่อง 
(Polycrystalline) เปนฟลมบางขึ้น (ณีรนุช ควรเชิดชูและ สุจิตรา งศเกษมจิตต, 2550) 
 
1.4 Zymomonas  mobilis    

Zymomonas  mobilis เปนแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลไดสูงกวา
ยีสตซ่ึงเปนจุลินทรียดั้งเดิมที่ใชในการผลิตระดับอุตสาหกรรม เมื่อทาการเปรียบเทียบปจจัยทาง   
จลศาสตรระหวางจุลินทรียสองชนิดนี้ พบวา Z. mobilis ใหผลผลิตเอทานอล (ethanol yield) สูงกวา 
และ ผลผลิตของเซลล (biomass yield) ต่ํากวายีสต แบคทีเรีย Z. mobilis มีอัตราการใชน้ําตาลที่
จําเพาะ (specific glucose consumption rate) และอัตราการผลิตเอทานอลจําเพาะ (specific ethanol 
production rate) โดยสูงกวายีสตประมาณ 3 - 4 เทา Z. mobilis สามารถใหปริมาณผลิตผล           
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(ethanol productivity) สูง ึง 120 - 200 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในกระบวนการหมักตอเนื่องแบบดึง
เซลลยอนกลับ (cell recycle system) ขณะที่ยีสตใหปริมาณผลิตผลเพียง 30 - 40 กรัมตอลิตร        
ตอช่ัวโมง นอกจากนี้ Z. 

ถ


ชนิดอื่นเขาสู Zym

ไดกวางขึ้นแลว ยังมีคุณสมบัติที่  ดีตางๆ ตามมา เชน เจริญไดที่     
pH ต่ํา ท ริญศักดิ์ โรคนฤธิ์พิเชษฐ , 2546) 

กตาม Bergey's Manual of Determinative 
acteriology จะเปน Gram–negative facultative anaerobic rods เซลลจะมีลักษณะเปนรูปแทงที่มี
ลายโคง  ขนาดกวาง 1–1.4 ไมครอน และยาว 2–6 ไมครอน มักอยูเดี่ยว ๆ หรือเปนคู ยอมติดสีแก
มลบ เคล่ือนที่โดยอาศัยแฟลกเจลลาที่ขั้วเซลลไมสรางสปอร แคปซูล ลิปด หรือไกลโคเจน 
งคประกอบของเซลลแบคทีเรีย แสดงดังตารางที่ 1.1  

 
 

mobilis สามารถทนตอเอทานอลไดสูงถึง 16 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร      
ซ่ึงยีสตสามารถทนไดสูงเพียง 12 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (Tripetchkul et .al., 1993)  แตสําหรับ
การการนํา Z. mobilis ไปใชในระดับอุตสาหกรรมพบวา ยังไมเปนที่แพรหลายมากนัก ทั้งนี้
เนื่องจาก Z. mobilis ใชน้ําตาลไดเพียง 3 ชนิดเทานั้นคือ กลูโคส ฟรุคโตส และซูโครส ดังนั้นจึงได
มีการปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหสามารถใชแหลงอาหารมากขึ้น เชน การถายโอนยีนจากจุลินทรีย

omonas โดยวีธี Conjugation, Transformantion การใชพันธุวิศวกรรม การทําให
เกิดการกลายพันธุโดยการใชสารเคมีหรือใชรังสีไวโอเลตซึ่ง Zymomonas สายพันธุกลายเหลานี้
นอกจากสามารถใชสารอาหาร

ี่สําคัญคือ เพิ่มการผลิตเอทานอลใหมีปริมาณสูงขึ้นได (เจ
ดังนั้น ในปจจุบัน มีผูสนใจใช  Zymomonas sp. ในกระบวนการผลิตเอทานอล

โดยเฉพาะ Z. mobilis กันมาก โดยมีเปาหมายคือ เพื่อตองการพัฒนากระบวนการผลิตเอทานอลให
มีปริมาณและศักยภาพสูงที่สุด 

1.4.1 ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรีย Zymomonas  mobilis
          Zymomonas เปนแบคทีเรียจัดจําแน

B
ป
ร
อ
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ตารางที่ 1.1 องคประกอบของเซลลแบคทีเรีย Zymomonas 

 ปริมาณที่ตรวจพบ (เปอ โดยมวลน้าํหนักแหง)องคประกอบ รเซ็นต  

Proteins  

 
         Growth phase  
          Stationary phase 

65-69 
54 

17-22 

ate 

xybutyrate 

TP 
          Exponenti

0.02-0.2 ไมโครโมลตอมิลลิกรัม 
 

RNA 
DNA 2.7 

4-5 Carbohydr
 

Poly-β-hydro 0 
Polyphosphate 
Sulfur 

0 
0.5 

Ammonia 0.1–0.5 ไมโครโมลตอมิลลิกรัม 
Amino acids 
A

al phase 
          Starvation 

1-5 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม 
0-0.04 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม 

ที่มา : Swings and De Ley (1977) 
 

เมื่อทําการทดสอบ Catalase ใหผลบวก และ Oxidase ใหผลลบ เติบโตไดดีที่
อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส pH 3.5-4.0 ไมเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Nutrient agar หรือ  
Nutrient broth ไมตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต แตสามารถเจริญเติบโตไดในที่มีออกซิเจน 
สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสและฟรุคโตส ไดเอทานอล และกาซคารบอนไดออกไซด สามารถที่จะ
แบงแบคทีเรีย Zymomonas ออกไดเปน 2 สปชีส คือ Z. mobilis และ Z. anaerobia โดยอาศัย
ความสามารถในการหมักน้ําตาลของแบคทีเรีย  Z. mobilis  ที่สามารถหมักน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส 
และซูโครส ไดโดย Entner-Doudoroff parthway  ดังภาพที่ 1.3 ไดผลผลิตเปนเอทานอลและ
คารบอนไดออกไซด (Lindner, 1924 อางใน ธนาสิน สุทธิรักษ, 2526) ดังสมการที่ (5)  

 
1 Glucose         (1.58-1.93) ethanol + (1.7-1.9) CO2 + (0.02-0.2) lactate + (0.011) cell material  (5) 
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  สวนแบคทีเรีย Z. anaerobia จะหมักน้ําตาลไดเพียง 2 ชนิดเทานั้น คือ กลูโคส 
และฟรุคโตส แตไมสามารถหมักน้ําตาลซูโครสได (Buchanan, 1974) วิถีการสลายกลูโคสโดยผาน  
Entner-Doudoroff pathway ซ่ึงเกิดไดทั้งในสภาพมีอากาศและไรอากาศของพวกโปรคารีโอท 
โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ แตไมพบในพวกยูคารีโอท วิถีนี้พบในหลายๆ species ของ 
Pseudomonas ตลอดจนพวก Gram-negative rods อยางไรก็ตาม Z. mobilis สกุลเดียวเทานั้นที่ใชวิถี
นี้ในสภาพไรอากาศ เพราะเชื้อนี้ขาด oxidative transport system ดังนั้นจึงเปนพวก obligate

   

ly 
fermentation ซ่ึงเปนวิถีที่ขาดประสิทธิภาพเพราะมีเพียง 1 โมลของ ATP เกิดขึ้นตอการหมัก               
1 โมลของน้ําตาล C6 (hexose) แตเปนที่สนใจสําหรับการประยุกตใชทางอุตสาหกรรมเพราะให     
2 โมลเอทานอลตอโมลสับสเตรท จึงสามารถผลิตเอทานอลไดรวดเร็ว ซ่ึงเปนผลจากการที่เชื้อมี      
pyruvate decarboxylase ซ่ึงเปนเอนไซมที่ไมคอยพบในแบคทีเรียอ่ืนๆ (ดวงพร คันธโชติ, 2546) 

 
Net reaction : Glucose                2Ethanol + 2CO2 + ATP 

ภาพที ่1.3 แสดงวิถี Entner-Doudoroff pathway 
ที่มา : http//www.textbookofbacteriology.net
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ภาพที่ 1.4  แสดงลักษณะรูปรางของ Zymomonas sp. 
ที่มา : http// www.scielo.cl
 
 1.4.2 ประวัติการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรีย Zymomonas sp. 
                          Barker and Hillier (1912) เปนกลุมแรกที่ศึกษาเกี่ยวกับ cider sickness เพิ่มเติม
และไดบรรยายเกี่ยวกับแบคทีเรียที่ทําใหกล่ินและรสของไซเดอรเปล่ียนไป โดยพบวาลักษณะ
เร่ิมแรกที่สังเกตไดคือ มีฟองกาซเกิดขึ้น และมีการสะสมมากขึ้นในชวงเวลา 2-3 วัน ซ่ึงหลังจากนั้น
ตอมาแรงดันของกาซที่เพิ่มขึ้นจะทําใหขวดทดลองระเบิดได ในขณะเดียวกันพบวาแบคทีเรียที่
กําลังมีการเจริญเติบโตอยูจะทําใหกล่ิน และรสของไซเดอรเปลี่ยนไปจากเดิม และทําใหความหวาน
ของไซเดอรลดลง นอกจากนี้ยังพบวาไซเดอรจะมีสีขุนสังเกตไดอยางชัดเจน ซ่ึงหลังจากนั้นตอมา     
ไซเดอรจะเริ่มใสและมีตะกอนของแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้น จากการศึกษาสภาวะที่ทําใหเกิด         
cider sickness พบวาขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน ไซเดอรมีความเปนกรดต่ํา มีน้ําตาลในไซเดอร 
และการเก็บไซเดอรไวในที่มีอุณหภูมิสูง เมื่อทําการแยกเชื้อและทําการศึกษาแบคทีเรียที่พบใน           
cider sickness พบวาแบคทีเรียมีลักษณะเซลลรูปแทง เคล่ือนที่ได มักอยูเดี่ยวๆ หรือเปนคู มีขนาด
กวาง 1 ไมครอน และยาว 2 ไมครอน บริเวณสวนปลายของเซลลจะโคงมน สําหรับเซลลที่เก็บไว
ในอาหารเลี้ยงเชื้อนาน ๆ พบวาจะมีความยาวเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงในระยะ involution form จะมีความ
ยาวถึง 200 ไมครอน และสวนปลายเซลลจะมีรูปรางกลม หรือมีลักษณะเปน dumb–bell มีขนาด
เสนผาศูนยกลางมากถึง 25 ไมครอน เซลลไมสรางสปอร สามารถเจริญเติบโตไดทั้งที่มีและไมมี
ออกซิเจน จะเจริญเติบโตไดชาบนอาหารแข็ง โคโลนีจะมีสีขาวขุน และเปนเมือกเหลว แบคทีเรีย
สามารถหมักน้ําตาลกลูโคส และฟรุคโตสไดอยางรวดเร็ว ไดผลิตภัณฑเปนเอทานอลและ           

http://www.scielo.cl/
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กาซคารบอนไดออกไซด แตไมสามารถที่จะหมักน้ําตาลซูโครส มอลโตสและ แลคโตสได 
แบคทีเรียที่คนพบใหมนี้ยังไมไดมีการตั้งชื่อใหม จึงใหช่ือวาสายพันธุ A (strian A) 
  Lindner (1931) ไดศึกษาเกี่ยวกับ aguamiel fermentation (aguamiel เปนน้ําหวาน     
ที่ไดจากตน agave) ซ่ึงภายหลังจากการหมักจะไดเครื่องดื่มประเภทแอลกอฮอลช่ือ “ Pulque ” ที่มี
แอลกอฮอลประมาณ 4–6 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร การหมักดังกลาวนี้เกิดจากแบคทีเรียที่ Lindner 
ไดตั้งชื่อวา “Termobacterium mobile” ซ่ึงปจจุบันคือ Z. mobilis subsp. mobilis แบคทีเรีย T. mobile 
เปนแบคทีเรียที่เคลื่อนที่ไดอยางรวดเร็ว สามารถหมักน้ําตาลซูโครส ฟรุคโตส และกลูโคส ได
ผลิตภัณฑเปนเอทานอล กาซคารบอนไดออกไซดและกรดแลกติค เกิดขึ้นเพียงเล็กนอย แตไม
สามารถหมักน้ําตาลมอลโตส และแลคโตส อยางไรก็ตาม Lindner ไดรายงานวาแบคทีเรียชนิดนี้จะ
พบไดเฉพาะในพื้นที่เขตรอน ซ่ึงไดมีการนํามาใชในการหมักปาลมไวนและชิคาเบียร เปนตน 
รวมทั้งไดนํามาใชในโรงงานผลิตขนมปง 
  Shimwell (1937 and 1950) สามารถที่จะแยกเชื้อแบคทีเรีย Zymomonas ไดจาก
เบียรเปนครั้งแรก โดยแยกเชื้อไดจากบริเวณผิวหนาของเบียรในถังหมัก และจากเครื่องมือท่ีใชใน
การทําความสะอาดถังหมักเบียร โดยแบคทีเรียที่แยกได เซลลจะมีลักษณะเปนแทงอวนๆ ยอมติดสี        
แกรมลบ เซลลที่มีอายุไมมาก จะมีขนาดกวาง 1–1.5 ไมครอน และยาว 2–3 ไมครอน แตเซลลที่มี
อายุมากจะมีความยาวมากขึ้น ไมสรางสปอรมีทั้งสายพันธุที่เคล่ือนที่ไดและเคลื่อนที่ไมไดจากเบียร
แหลงเดียวกัน สําหรับสายพันธุที่เคล่ือนที่ไมได มีการตั้งชื่อใหวา “Saccharomonas anaerobia var. 
immobilis” โดยที่ความสามารถในการเคลื่อนที่ไดของแบคทีเรียสายพันธุนี้จะหายไปภายใน 3 วัน 
และเซลลจะมีการรวมตัวกันเปนกลุมกอนเล็ก ๆ (rosette-like clusters) เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร glucose beer agar ในสภาวะที่มีกาซคารบอนไดออกไซด พบวาโคโลนีจะมีลักษณะ
กลมไมสม่ําเสมอ มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 มิลลิเมตร มีสีครีม บางโคโลนีจะมีผิวหนานูนโคงขึ้น
เพียงเล็กนอยจากอาหาร โคโลนีจะมีขอบเรียบ ไมมีรอยหักเวา เนื้อโคโลนีจะคลายเนยเหลว และมี
เม็ดแข็ง ๆ ปะปนอยูภายในเนื้อโคโลนี สําหรับโคโลนีที่ฝงอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีลักษณะกลม
นูน สําหรับการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Glucose beer agar พบวาการเจริญเติบโตจะเกิดขึ้น
อยางสม่ําเสมอตามรอยแทง แตเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร nutrient broth yeast extract 
sugar-free beer หรือในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมน้ําตาลกลูโคสหรือฟรุคโตส พบวาแบคทีเรียจะไม
สามารถเจริญเติบโตได สําหรับการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร glucose yeast extract broth 
พบวาแบคทีเรียจะเจริญเติบโตโดยรวมกลุมกันบริเวณผนังและสะสมรวมตัวกันหนาแนนบรเิวณกน
หลอดทดลอง เมื่อเพาะเลี้ยงใน agar slant ในสภาวะที่มีออกซิเจน พบวาแบคทีเรียจะไมสามารถ
เจริญเติบโตได สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเจริญเติบโตคือ 30 องศาเซลเซียส          
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สวนคา thermal death time พบวาจะใชอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที สําหรับคาความ
เปนกรด-ดาง ที่แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตไดดี พบวาจะมีคาระหวาง 3.4 – 7.5 
  Goncalves และคณะ (1970)ไดแยกเชื้อแบคทีเรีย Zymomonas จากน้ําออยหมักใน
ประเทศบราซิล พบวาแบคทีเรียที่สามารถแยกไดเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง มีขนาดกวาง                   
1–2 ไมครอน และยาว 2–6 ไมครอน เซลลมักอยูเดี่ยว ๆ หรือเปนคู ซ่ึงบางครั้งจะมีการตอกันเปน
สายยาว แบคทีเรียสามารถเคลื่อนที่ไดอยางรวดเร็วโดยใชแฟลกเจลลาที่ขั้วเซลล โคโลนีที่ไดจะมี
ลักษณะเปนเมือก แบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตและแบงเซลลอยางรวดเร็วในอาหารเหลว โดยจะมี
ลักษณะเปนกอนฟอลคเล็ก ๆ (flocculent deposit) แบคทีเรียสามารถที่จะทนตออุณหภูมิไดสูงถึง 
42 องศาเซลเซียส สําหรับการเจริญของแบคทีเรียจะเกิดขึ้นภายหลังจากเพาะเลี้ยงเชื้อเปนเวลา                 
15–18 ช่ัวโมง ทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน แบคทีเรียสามารถหมักน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส 
และแซคคาโรสได แตไมสามารถหมักน้ําตาลแลคโตส มอลโตส ไซโลส แรฟฟโนส แรมโนส     
อินโนซิทอล อะราบิโนส กาแลคโตส แมนนิทอล และแมนโนสได แบคทีเรียจะไมผลิตอะเซทิล
เมทิลคารบินอล อินโดล ยูรีเอส และกาซไฮโดรเจนซัลไฟด 
 1.4.3 คุณสมบัติของ Zymomonas sp. ในการผลิตเอทานอลไดอยางมีประสิทธิภาพ 
  1.4.3.1 ความสามารถสรางแอลกอฮอลไดในปริมาณสูง 
  จากการรายงานพบวา Zymomonas สามารถสรางเอทานอลไดสูงถึง 1.5-1.9 โมล
ตอกลูโคส 1 โมล โดยใชน้ําตาล 98เปอรเซ็นต เพื่อสรางแอลกอฮอล สวนอีก 2เปอรเซ็นต ที่เหลือ
ใชสําหรับเจริญเติบโต (Swings and De Lay, 1984) ปริมาณเซลลที่สรางขึ้นนอยกวายีสต ดังนั้น
น้ําตาล    ที่ใชจึงนําไปแปรเปลี่ยนเปนแอลกอฮอลไดสูงกวาการใชยีสต 

  1.4.3.2  คุณภาพของเอทานอลที่ได 
 เอทานอลที่ผลิตจาก Zymomonas มี higher alcohol (แอลกอฮอลที่มีโมเลกุลสูง 

เชน โพรพานอล เพนทานอล) เจือปนอยูเพียง 0.6 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตอน้ําตาล 1 กรัม ซ่ึงนอยกวา
ยีสต Saccharomyces ที่หมักในสภาพเดียวกันถึง 40 เทา ดังนั้นคุณภาพของเอทานอลที่ผลิตไดจาก 
Zymomonas ดีกวาการหมักดวยยีสตในสภาพเดียวกัน ซ่ึงการหมักของ Zymomonas ใชน้ําตาล
กลูโคสและผลิตเอทานอล โดยผาน Entner-Doudoroff   parthway ในขณะที่ยีสตจะใชน้ําตาลและ
ผลิตเอทานอลโดยผาน Embden-Meyerhof Parnas parthway (Michael et al., 2001) 

  1.4.3.3  ความสามารถเจริญในน้ําตาลที่มีความเขมขนสูง 
             Zymomonas สวนใหญสามารถเจริญและหมักใหแอลกอฮอลในสภาพที่มีน้ําตาล

เขมขนถึง 25 เปอรเซ็นต และบางสายพันธุสูงถึง 30 เปอรเซ็นต (De Ley and Swing, 1977 อางใน
วิเชียร กิจปรีชาวนิช, 2522) 
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  1.4.3.4  ความสามารถเจริญในที่มีแอลกอฮอลสูง 
             ความสามารถเจริญในทุกสายพันธุสามารถเจริญไดในที่มีแอลกอฮอลสูง                  

5.5 เปอรเซ็นต และมีบางสายพันธุที่สามารถทนตอความเขมขนของแอลกอฮอลไดสูงถึง                     
10-16 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับความสามารถเจริญและการหมักใหแอลกอฮอลในสภาพที่มี
ความเขมขนสูง (ธนาสิน สุทธิรักษ, 2526) 
  1.4.3.5  ความสามารถเจริญในที่มีอุณหภูมิสูง 

            โดยทั่วไป Zymomonas สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 30-38 องศาเซลเซียส แต
มีบางสายพันธุสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 40-42 องศาเซลเซียส สวนระดับของอุณหภูมิที่มี    
ผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย พบวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แบคทีเรียมีการเจริญเติบโต
ไดดีที่สุด (ตารางที่ 1.1) แตเมื่อมีระดับอุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้นความสามารถในการเจริญเติบโต              
จะเริ่มลดลง 

 
ตารางที่ 1.2  การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Zymomonas เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร
standard medium ที่ระดับอุณหภูมิตาง ๆ 

อุณหภูมิของการเพาะเลี้ยงเชือ้ (องศาเซลเซียส ) เปอรเซ็นตของการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

30 100 
34 97 
36 97 
38 74 
40 5 

ที่มา : Swings and De Ley (1977) 
 

 พรรณวิไล กิ่งสุวรรณรัตน (2545) ไดทําการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลรีดิวสที่ได
จากการไฮโดรไลซีสเหงามันสําปะหลัง ดวยเชื้อ Z. mobilis TISTR 405 โดยใชน้ําตาลรีดิวสเร่ิมตน           
25 กรัมตอลิตร อุณหภูมิการหมัก 30 องศาเซลเซียส pH เร่ิมตน 5.0 พบวาภายในเวลา 60 ช่ัวโมง               
ไดเอทานอล 10.60 กรัมตอลิตร และมีคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตนเทากับ 69.84 เปอรเซ็นต    

1.4.3.6  ความสามารถเจริญในที่มีกรดสูง 
             โดยสามารถทนกรดในสภาพ pH 3.5-4.0 ซ่ึงจัดวาเปน pH ที่ต่ํามากลักษณะเชนนี้

ดีเพราะสามารถ ปองกันการปนเปอนของเชื้ออ่ืนๆ 
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  1.4.3.7 ความสามารถเจริญในการทนตอ KMS (Potassium metabisulfite)  
              สามารถทน Potassium metabisulfite ถึง 500 ppm ซ่ึงเปนปริมาณที่จุลินทรียชนิด

อ่ืนๆถูกยับยั้ง ลักษณะเชนนี้เปนประโยชนเมื่อใช Potassium metabisulfite เปนตัวทําลายเชื้อที่
ปนเปอนมาและ Potassium metabisulfite ที่ตกคางอยูจะไมมีผลตอการเจริญของ Zymomonas  

             สําหรับ Potassium metabisulfite (K2S2O5) เปนสารที่ใชในการยับยั้งการเจริญของ   
จุลินทรียที่ไมตองการใหเกิดขึ้น ซ่ึงคลายกับ Sodium metabisulfite นิยมใชเปนสารปรุงแตงใน
อุตสาหกรรมไวนและเบียร 

  1.4.3.8  ลักษณะการตกตะกอนของเซลล 
             การตกตะกอนของเซลลจะจับตัวตกตะกอน เรียกลักษณะนี้วา Flocculation ซ่ึง

เหมาะและสะดวกในการแยกเซลลหลังการหมักไดงายตอไป 
  1.4.3.9  ความสามารถเจริญในสภาพที่ปราศจากออกซิเจน 

             สามารถเจริญในสภาพที่ปราศจากออกซิเจนไดดีกวายีสต  จึงไมตองการการ
ควบคุมออกซิเจนเหมือนยีสตที่ตองมีการควบคุมปริมาณออกซิเจน เพื่อรักษาปริมาณเซลลใหมาก
เพียงพอสําหรับการผลิตเอทานอล 

Bringer และคณะ (1984) ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการหมักเพื่อผลิต       
เอทานอลโดยใชแบคทีเรีย Z. mobilis ATCC 29191 ทําการหมักแบบตอเนื่องในถังปฏิกรณชีวภาพ 
ขนาด 2 ลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-ดาง (pH) คงที่ 5.0 อัตราเจือจาง      
0.08 ตอช่ัวโมง โดยทําการเปรียบเทียบการหมักในสภาวะที่ไรออกซิเจนซึ่งใชน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน          
3 ระดับ คือ 11.1, 100.2 และ 140.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนในสภาวะที่มีออกซิเจน                 
(10 เปอรเซ็นตของ air saturation) ใชน้ําตาลกลูโคสความเขมขนเริ่มตน 3 ระดับคือ 10.4, 100.2 
และ 144.3 กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวาการหมักในสภาวะไรออกซิเจนจะผลิตเอทานอลเทากับ 
5.4, 47.8 และ 63.4 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และในสภาวะที่มีออกซิเจนจะมีคาเทากับ 4.4, 18.9 และ 
20.1 กรัมตอลิตร ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาการหมักในสภาวะที่มีออกซิเจนจะมีการสะสม
ของอะเซตัลดีไฮดเพิ่มสูงขึ้นตามความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงอะเซตัลดีไฮดจะเปน
พิษตอแบคทีเรียและทําใหแบคทีเรียไมสามารถใชน้ําตาลกลูโคสได สําหรับการหมักในสภาวะที่ไร
ออกซิเจน พบวาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะถูกยับยั้งโดยความเขมขนของเอทานอลเปนสําคัญ 
อยางไรก็ตามแบคทีเรีย Z. mobilis ATCC 29191 จะเจริญเติบโตไดดีกวาเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะ
ไรออกซิเจน 

 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_metabisulfite
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      1.4.3.10 สามารถใชเทคนิคทางดานพันธุกรรมมาประยุกตใชกับ Zymomonas 
             เพื่อที่จะไดตัวผาเหลาที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลไดสูง หรือทนตอ

ความเขมขนของเอทานอลไดสูงขึ้น เชน มีการตัดตอพันธุกรรมของแบคทีเรียหรือ Genetically 
Modified Bacteria (GMB) ขึ้นมาโดยใชแบคทีเรียแกรมลบคือ Escherichia coli กับยีนในการผลิต
เอทานอลจากแบคทีเรีย Zymomonas  mobilis (pdc และ adh) เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพ
ในการเปลี่ยนน้ําตาลทั้งจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนเอทานอลได (Dien et al., 2003)  หรือ
อาจใชส่ิงกอกลายพันธุทางเคมี เชน Nitrosoguanidine (NTG) , Phenol เปนตน 

Ingram and Doran (1995) ไดตัดตอพันธกุรรมโดยการรวมสายพันธุของแบคทีเรีย
แกรมลบ (Escherichia coli or Klebsiella oxytoca or Erwinia sp) กับยีนในการผลิตเอทานอลจาก            
Z. mobilis (pdc และ adh) ซ่ึงสายพันธุที่ไดมีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลจากเซลลูโลสและ  
เฮมิเซลลูโลสเปนเอทานอลได และเมื่อใชสายพันธุนี้ในการผลิตเอทานอลโดยใชผลึกของเซลลูโลส 
( Sigmacell 50, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) เปนสารตั้งตนสามารถผลิตเอทานอล
ได 47 กรัมตอลิตร มีคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน 0.48 กรัมเอทานอลตอกรัมเซลลูโลส ในเวลา    
144 ช่ัวโมง 

Kannan และคณะ (1998) ไดทําการทดลองผลิตเอทานอลจากน้ําตาลซูโครส โดย
ใชการตรึงเซลล Z. mobilis LS1A ที่กลายพันธุจากสายพันธุเดิม(B-806)โดยไมใหมี levansucrase   
(Sac B) และ intracellular sucrase (Sac A) พบวา สามารถผลิตเอทานอลไดสูงถึง 73.5 กรัมตอลิตร
โดยใชระยะเวลาในการหมักเพียง 18 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิมที่ผลิตเอทานอลได
เพียง  65.2 กรัมตอลิตร เนื่องจากผูวิจัยพบวา การที่ไมมี levansucrase (Sac B)และ intracellular 
sucrase (Sac A) จะชวยลดการเกิด by-product 2 ชนิด คือ levan และ sorbitol ซ่ึงเปนสาเหตุที่ทําให
ประสิทธิภาพในการหมักลดลง 

 
1.5 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

การผลิตเอทานอลโดยเชื้อแบคทีเรีย Zymomonas mobilis นั้นไดมีการทดลองใช
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลหลายชนิด เชน การใช fish soluble จากโรงงานแปรรูปปลาทูนา           
brewer's yeast จากโรงงานผลิตเบียร Ami-Ami solution จากโรงงานทําผงชูรส และเปลือกหรือ  
แกนสัปปะรดจากโรงงานผลิตสัปปะรดกระปอง เปนตน (Tripetchkul et .al., 1993) ซ่ึงของเหลอืทิง้
เหลานี้มีสารอาหารอยูมากมายโดยเฉพาะแหลงไนโตรเจน โดยในขั้นตอนการผลิตเอทานอลมี
การศึกษาปจจัยที่มีผลตอกระบวนการหมัก เชน สําหรับวัตถุดิบที่เปนกากน้ําตาลพบวามีอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการหมักเอทานอลอยูที่ 30 องศาเซลเซียส ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 200 กรัมตอลิตร      
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มีระยะเวลาในการหมัก 48 ช่ัวโมง ที่สภาวะดังกลาว Z. mobilis สามารถผลิตเอทานอลได             
55.8 กรัมตอลิตร (Cazetta et al.,2007) และ pH ที่เหมาะสมสําหรับเชื้อ Z. mobilis ในการหมักจะอยู
ในชวง 5.5-6.5 (Lawford et al., 1988) นอกจากนั้นยังมีการทดลองเติมแหลงไนโตรเจนตางๆใหแก
เชื้อเพื่อชวยในการเจริญเติบโต เชน การเติมยูเรียในปริมาณ 0.5 กรัมตอลิตร (Ruanglek et al., 2006)  
หรือการเติมกลูตาเมท 0.2 กรัมตอลิตร (Jutta and Reinhard, 1992) ซ่ึงก็สามารถใชเปนแหลง
ไนโตรเจนได แตในทางอุตสาหกรรมการหมักมักจะนิยมใชจําพวก แอมโมเนีย เกลือแอมโมเนียม 
และไนเตรท เปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ (สมใจ ศิริโภค, 2550) 
  

วัตถุประสงค 
1. เพื่อศึกษาสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ เหมาะสมตอแบคทีเ รีย              

Z. mobilis ในการผลิตเอทานอลโดยมีน้ําอัดลมหมดอายุเปนแหลงคารบอน 
2. เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis โดยมี

น้ําอัดลมหมดอายุเปนแหลงคารบอน 
 



บทที่ 2 
 

วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย 
 

2.1 วัสดุ 
 2.1.1 น้ําอัดลมหมดอาย ุ

น้ําอัดลมหมดอายุที่ใชในการศึกษาเปนน้ําอัดลมที่ไมผานเกณฑควบคุมคุณภาพจาก
กระบวนการผลิตและเก็บคืนจากตัวแทนจําหนายของบริษัทหาดทิพย จํากัด (มหาชน)โดยเปน
น้ําอัดลมผสม ไมแยกชนิดในสัดสวนที่เทากัน ไดแก โคก สไปรท สม แดงและ เขียว นําไปไล    
กาซคารบอนไดออกไซดดวยเครื่อง sonicator เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.1.2  เชื้อจุลินทรีย 
จุลินทรียที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้คือ แบคทีเรีย Zymomonas mobilis Z4 จากความ

อนุเคราะหของ รศ.ดร.ดวงพร คันธโชติ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
นํามาเลี้ยงใน Zymomonas surose media ที่ผานการฆาเชื้อดวยความรอนแลว โดยบมที่อุณหภูมิ    
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  

2.1.3  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 - สูตรอาหารสําหรับเก็บรักษาเชื้อ Z. mobilis (Zymomonas sucrose media) ประกอบดวย 
   Yeast extract  10.0 กรัมตอลิตร 
    Bacto peptone  10.0 กรัมตอลิตร  
   Sucrose  20.0 กรัมตอลิตร  
    Agar   15.0 กรัมตอลิตร 
 - สูตรอาหารสําหรับเตรียมเชือ้ Z. mobilis เร่ิมตน ประกอบดวย 
   Sucrose  20.0 กรัมตอลิตร  
   Yeast extract  10.0 กรัมตอลิตร 
   (NH4)2SO4        1.0  กรัมตอลิตร 
    MgSO4.7H2O    0.5 กรัมตอลิตร 
    KH2PO4      1.0    กรัมตอลิตร 
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  - สูตรอาหารที่ใชสําหรับการผลิตเอทานอล ประกอบดวย 
   Yeast extract  10.0 กรัมตอลิตร 
   MgSO4.7H2O    0.5    กรัมตอลิตร 
   KH2PO4      1.0      กรัมตอลิตร 
   (NH4)2SO4     (ปริมาณที่เหมาะสมจากการทดสอบ) 
   น้ําอัดลมหมดอาย ุ    1.0      ลิตร 
 
2.2 สารเคมีและอุปกรณ 
 2.2.1 สารเคมีและอุปกรณสําหรับการเก็บตัวอยางน้ําอดัลม 
 1) ถังเก็บตัวอยางน้ํา 
 2) ปากกาเขยีนฉลาก 
 3) ฉลากสําหรับปดขวด 

2.2.2 สารเคมีและอุปกรณสําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 1) plate 
 2) Duran bottom 
 3) loop 
 4) pipette 
 5) Incubator 
 6) Autoclave 
 7) erlenmeyer flask 
 8) เครื่องชั่ง 
 9) เครื่องเขยา 

2.2.3 สารเคมีและอุปกรณสําหรับตรวจวิเคราะห pH 

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

5) น้ํากลั่น 
2.2.5 สารเคมีและอุปกรณสําหรับตรวจวิเคราะหเอทานอล 

 1) Ebulliometer 
 2) เครื่อง GC (Gas Chromatography) 

2.2.6 สารเคมีและอุปกรณสําหรับตรวจวิเคราะหมวลชีวภาพ 
 1) กระดาษกรอง cellulose nitrate filter (Sartorius) ขนาด  0.45 μm 
 2) เครื่องกรอง 
 3) Hot-air oven 

4) Dasicator 
5) เครื่องชั่ง 
 

2.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
2.3.1 ศึกษาสมบัติน้ําอดัลมหมดอาย ุ
นําน้ําอัดลมผสมหมดอายุในสัดสวนที่เทากัน ซ่ึงผานการไลกาซคารบอนไดออกไซดดวย

เครื่อง sonicator แลว นําไปฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลเริ่มตน คา pH  คา COD และ 
BOD โดยทําการตรวจวัดทั้งกอนและหลังการฆาเชื้อ 

2.3.2 ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 
 2.3.2.1 ศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ

แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยแหลงไนโตรเจนที่เติมในอาหาร คือ (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 0, 0.5, 
1, 1.5, 3 และ 4.5 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความ
เขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย 2N NaOH 
ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5)  
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ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา      
150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล 
มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.2.2 ศึกษา pH ท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 

โดยปรับ pH เร่ิมตนของอาหารใหมีคาเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ดวย 2N NaOH โดยใช
อาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 ที่ไดจากขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลม
หมดอายุในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวย ความรอน ที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน  
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm    
เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส ดวยอัตราการ
เขยา 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล           
ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

2.3.3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
 2.3.3.1 ศึกษาอัตราการเขยาท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาอัตราการเขยาที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย            

Z. mobilis Z4 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี (NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรดวย
น้ําอัดลมหมดอายุ เปน 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับที่
ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.2 ดวย 2N NaOH ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส 
ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที กอนเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm 
เทากับ 0.5) จํานวน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ที่อัตราการ
เขยา 0, 50, 100 และ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณ  
เอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.3.2 ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 

โดยทําการศึกษาอุณหภูมิที่ใชบมที่ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ดวยสูตรอาหารที่มีแหลงไนโตรเจน 
(NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลม
หมดอายุ ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับที่ไดจากการขอ 2.3.2.2 ดวย 2N NaOH ในฟลาสก    
250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร               
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5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมดวยอัตราการเขยาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
กอนนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.3.3 ศึกษาระยะเวลาในการหมักท่ีเหมาะสม 
   ทําการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis 
Z4 โดยทําการหมักเปนระยะเวลา 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง โดยใชสูตรอาหารที่มีการเติม 
(NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลม
หมดอายุ ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับปริมาณที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.2 ดวย 2N NaOH 
ในฟลาสก  250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) 
ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.2  ดวยอัตราการเขยา
ที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 แลวนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล  
มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
  2.3.4 ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
เม่ือมีการปรับเปล่ียนปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ 
   2.3.4.1 ศึกษาปริมาณน้ําตาลเริ่มตน (น้ําอัดลมหมดอายุ) ท่ีเหมาะสม 

 ทําการศึกษาผลของความเขมขนของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่เหมาะสมตอการผลิต
เอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ (NH4)2SO4  ปริมาณที่
ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความ
เขมขนของน้ําตาลเริ่มตนตางๆ คือ 10, 20, 30, 40, 60, 80 และ100 กรัมตอลิตร ดวยการเจือจาง
น้ําอัดลมหมดอายุดวยน้ํากล่ัน ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับปริมาณที่ไดจากการทดลอง        
ขอ 2.3.2.2 ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm    
เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.2 
ดวยอัตราการเขยาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนระยะเวลาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.3  นํา
ตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.4.2 ศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของ

แบคทีเรีย Z. mobilis Z4  โดยแหลงไนโตรเจนที่เติมในอาหาร คือ (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 0, 0.5, 
1 และ1.5 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของ
น้ําตาลเริ่มตนที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.4.1 ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับปริมาณที่ไดจากการ
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ทดลองขอ 2.3.2.2 ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส 
ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่      
660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลอง   
ขอ 2.3.3.2 ดวยอัตราการเขยาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนระยะเวลาที่ไดจากการทดลอง   
ขอ 2.3.3.3 นําตัวอยางวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และpH หลังหมัก 

 2.3.4.3 ศึกษา pH ท่ีเหมาะสม 
 ทําการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 

โดยปรับ pH เร่ิมตนของอาหารใหมีคาเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ดวย 2N NaOH โดยใช
อาหารที่มี (NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร             
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.4.1 ในฟลาสก     
250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว      
เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร              
5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.2 ดวยอัตราการเขยาที่
ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนระยะเวลาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.3 นําตัวอยางมาวิเคราะห
หาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 2.3.4.4 ศึกษาการฆาเชื้อในอาหารที่เหมาะสม 
   ทําการศึกษาการฆาเชื้อในอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย  
Z. mobilis Z4 ดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว         
เปนเวลา 15 นาที และการใช Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm ในการฆาเชื้อ       
ในอาหาร ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง ดูการปนเปอน โดยใชอาหารที่มี (NH4)2SO4 ปริมาณที่ไดจากการ
ทดลองขอ 2.3.2.1 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของ
น้ําตาลเริ่มตนที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.4.1 ปรับ pH เริ่มตนของอาหารเทากับ ปริมาณที่ไดจาก
การทดลองขอ 2.3.2.2 ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่    
660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิที่ไดจากการทดลอง                   
ขอ 2.3.3.2 ดวยอัตราการเขยาที่ไดจากการทดลองขอ 2.3.3.1 เปนระยะเวลาที่ไดจากการทดลอง   
ขอ 2.3.3.3 แลวนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ        
pH หลังหมัก 
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  2.3.5 การตรวจวิเคราะหและรายงานผล 
- pH  

  ตรวจวัดโดยใชเครื่อง pH meter รายงานผลจากคาที่อานไดจากจอแสดงผลของ          
เครื่องตรวจวัด 

- ปริมาณเอทานอล 
  ทํ าการวิ เ คราะหป ริมาณเอทานอลในตั วอย า งด วย เครื่ อ ง  Ebulliometer    
(ภาคผนวก ก) และสําหรับชุดการทดลองที่ใหผลการทดลองดีที่สุดจะทําการยืนยันเปรียบเทียบกับ
การวิเคราะหดวยเครื่อง GC โดยมีสภาวะการทดสอบ (ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) ดังนี้ 
 Inlet temperature: 200°C 
 Oven temperature: 50°C, hold 6 minutes 
 Detecter temperature: 200°C 
 Column: HP-Innowax, length 30 m., 250 μm I.D, 0.25 μm film thickness  
 - ปริมาณน้ําตาล 
  ทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลในตัวอยางดวยวิธี phenol sulfuric acid  total sugar 
(ภาคผนวก ก) และทําการยืนยันเปรียบเทียบกับการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC โดยมีสภาวะการ
ทดสอบ (ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) ดังนี้ 
 Column: Zorbax Carbohydrate 4.6*150 mm, 5 μm 
 Flow rate: 0.5 mL/min, Temperature 35°C 
 Mobile phase: Acetonitrile : Water (75:25) 
 Detector: Refractive  Index Detector        
 - มวลชีวภาพ 
  กรองตัวอยางดวยกระดาษกรอง cellulose nitrate filter (Sartorius) ขนาด 0.45 
ไมครอน เพื่อหาคามวลชีวภาพโดยการชั่งน้ําหนักแหง (ภาคผนวก ก) 

ทุกพารามิเตอรรายงานผลดวยคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการตรวจวดั 
3 ซํ้า 

  - การควบคุมคุณภาพการทดสอบ 

  ในแตละครั้งที่ทําการทดสอบปริมาณน้ําตาลและเอทานอลทําซํ้า 3 คร้ัง สําหรับ
ตัวอยางนั้น คาเฉลี่ยสองคาของผลที่ไดจะตองมีคา RPD ไมเกิน 10 เปอรเซ็นต สําหรับการรายงาน
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ผลการทดลองทางสถิติ  มีการหาคาเฉลี่ย ( X ) และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของผลการทดลอง
แตละอยาง และใช One-way Anova ในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางชุดการทดลอง 



บทที่ 3 

 

ผลการทดลองและอภิปราย 

 
3.1 สมบัติน้ําอดัลมหมดอาย ุ
  น้ําอัดลมหมดอายุ ที่ใชในงานวิจัยนี้เปนน้ําอัดลมหมดอายุที่ไมไดมาตรฐานจาก
การผลิต โดยมีปริมาณน้ําตาล หรือปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดนอยกวาที่ทางบริษัทกําหนด  
จึงมีปริมาณน้ําตาลไมแนนอนขึ้นกับครั้งที่ผลิต น้ําอัดลมหมดอายุที่นํามาใชในการทดลองเปน
น้ําอัดลมผสมหมดอายุในสัดสวนที่เทากัน ประกอบดวย น้ําแดง โคก สม เขียว และสไปรท          
ซ่ึงกอนที่จะนํามาใชในการทดลองตองมีการไลกาซคารบอนไดออกไซดที่เหลืออยูในน้ําอัดลม
หมดอายุออกดวยเครื่อง sonicator เนื่องจากกาซคารบอนไดออกไซดมีผลในการขัดขวางการ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย  จากนั้นนําน้ําอัดลมหมดอายุมาตรวจวิเคราะหสมบัติเบื้องตน          
ซ่ึงผลการวิเคราะหแสดงดัง ตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 สมบัติของตัวอยางน้ําอัดลมหมดอาย ุ

หลังฆาเชื้อ 
สมบัติที่ตรวจวัด กอนฆาเชื้อ 

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

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

Nitrogen (% w/v) < 0.01 - - 
หมายเหตุ : (-) คือ ไมมีการวิเคราะห 
 * Yeast extract 10 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, KH2PO4 1 g/L, MgSO4.7H2O 0.5  g/L 
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 จากการศึกษาน้ํ าอัดลมหมดอายุ  พบว าน้ํ าอัดลมหมดอายุมีน้ํ าตาลเปน
สวนประกอบสูงและมีสภาพเปนกรด สงผลใหมีคา COD และ BOD ที่สูงมาก เมื่อมีการฆาเชื้อใน
น้ําอัดลมหมดอายุดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เวลา 15 นาที พบวาปริมาณน้ําตาลในน้ําอัดลมหมดอายุลดลงเหลือเทากับ 122  กรัมตอลิตร และเมื่อ
มีการทดลองเพิ่มสารอาหาร (Yeast extract 10 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, KH2PO4 1 g/L, MgSO4.7H2O     
0.5 g/L) ลงไปในน้ําอัดลมหมดอายุแลวทําการฆาเชื้อพบวา สูตรอาหารมีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
เทากับ 120 กรัมตอลิตร  ซ่ึงนอยกวาปริมาณน้ําตาลที่ตรวจวิเคราะหไดในน้ําอัดลมหมดอายุกอน
การฆาเชื้อ ที่มีปริมาณน้ําตาลเทากับ 145 กรัมตอลิตร อาจเนื่องจากการฆาเชื้อดวยความรอนที่สูงจะ
ไปทําลายพันธะ ของน้ําตาล ทําใหน้ําตาลในน้ําอัดลมบางสวนเสียสภาพไป สงผลใหปริมาณน้ําตาล
ลดลงจากเดิม สําหรับคา pH ของน้ําอัดลม หลังการฆาเชื้อดวยความรอนและการเติมสารอาหารลง
ไป สงผลให pH ของน้ําอัดลมเพิ่มขึ้น เนื่องจากการไลกาซคารบอนไดออกไซดและการเติม
สารอาหารที่มีความเปนดางทําใหคา pH น้ําอัดลมเพิ่มขึ้นได อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาปริมาณ
น้ําตาลในน้ําอัดลมหมดอายุ พบวาน้ําอัดลมหมดอายุมีความเปนไปไดที่จะนํามาศึกษาใชเปน
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis แตทั้งนี้น้ําอัดลมหมดอายุมีเพียงแหลง
คารบอนเปนองคประกอบหลักและมีแหลงไนโตรเจน นอยกวา 0.01 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาถึงสูตรอาหารที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล         
โดยใชแบคทีเรีย Z. mobilis ทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) และ pH เพื่อเตรียม
อาหารเลี้ยงเชื้อ ผลการศึกษาเปนดังตอไปนี้ 
 
3.2 ผลการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4   
  การศึกษาสูตรอาหารเปนกระบวนการที่มีความสําคัญตอการผลิตเอทานอล   
เพราะสารอาหารตางๆมีความจําเปนตอการเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย ทั้งนี้
การเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมก็ขึ้นอยูกับสายพันธของแบคทีเรียดวย จากการทดลองเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4  ในเบื้องตน พบวาเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถเจริญเติบโตและ
ผลิตเอทานอลในอาหารที่ใชน้ําอัดลมหมดอายุที่ไมมีการเจือจางปริมาณน้ําตาลเริ่มตนได  ดังนั้นจึง
ทําการทดลองหาปริมาณแหลงไนโตรเจนและ คา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารที่ใชในการ
ผลิตเอทานอลของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ตอไป 
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 3.2.1 ปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม  
 เนื่ อ งจากน้ํ าอั ดลมหมดอายุนั้ นมีส วนประกอบเฉพาะแหล งคารบอน                   

คือน้ําตาลซูโครส  เปนแหลงอาหารเพียงอยางเดียว  จึงจําเปนตองเติมธาตุอาหารเพิ่มเติม     
โดยเฉพาะแหลงไนโตรเจน  เพราะไนโตรเจนเปนธาตุอาหารที่มีความสําคัญตอแบคทีเรีย           
โดยแบคทีเรียมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณ 12 - 15 เปอรเซ็นตโดยมวลน้ําหนักแหง  
(สมใจ ศิริโภค, 2550 อางถึงใน Stanbury and Whitaker, 1984) ดังนั้นไนโตรเจนจึงเปนธาตุอาหารที่
จําเปน โดยทั่วไปแบคทีเรียสามารถใช ammonium ion เปนแหลงไนโตรเจนได แตแหลงไนโตรเจน
ที่นิยมใชในอุตสาหกรรมการหมักแอลกอฮอล นิยมใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนสวนใหญ 
เนื่องจากมีความสามารถในการละลายน้ําไดสูง มีราคาถูก และมีความบริสุทธ์ิสูง ทั้งยังไมมี
ผลกระทบตอกิจกรรมของเอนไซมอีกดวย    

   งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต        
เอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยแหลงไนโตรเจนที่เติมในอาหาร คือ (NH4)2SO4 ที่ความ
เขมขน 0, 0.5, 1, 1.5, 3 และ 4.5 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุ
ที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย    
2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวย ความรอน ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm     
เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการ
เขยา 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณ
น้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 ผลจากการทดลองพบวา เมื่อใชอาหารที่มีแหลงไนโตรเจน  คือ (NH4)2SO4           
ที่ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ดังตาราง   
ที่ 3.2) โดยเอทานอลที่ผลิตไดมีคาเทากับ 0.48 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร คิดเปน 0.38 เปอรเซ็นต            
โดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 3.79 กรัมตอลิตร  มีการใชน้ําตาลไปเทากับ 52.06 กรัมตอลิตร สวนที่
ความเขมขน 0, 0.5,  1.5, 3 และ 4.5 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลได
เทากับ 2.61, 2.61, 2.69, 2.61 และ 2.45 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสูตรอาหารที่มีปริมาณ 
(NH4)2SO4  1 กรัมตอลิตร ใหปริมาณเอทานอลสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับคามวลชีวภาพ พบวาทุกชุดการทดลองมีคามวลชีวภาพ
หลังการหมัก 48 ช่ัวโมง พบวาทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต โดยทุกสูตรอาหารมีคามวลชีวภาพอยูในชวง 3.01-3.25 กรัมตอลิตร 
และเมื่อคํานวณคามวลชีวภาพที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) พบวาทุกชุดการทดลองมีคาเทากับ        
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0.03 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.1) สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง ทั้งนี้
เนื่องจากเมื่อแบคทีเรียเจริญเติบโต จึงมีการผลิตกรดแลกติกขึ้น ซ่ึงหากเชื้อสรางกรดสูงแสดงวาเชื้อ
นําน้ําตาลไปใชในการสรางกรดไดมาก มีผลทําใหสรางเอทานอลไดนอยลง (มารศรี จันสี, 2548) 

 
ตารางที่ 3.2  ผลการศึกษาปรมิาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ที่เหมาะสมสําหรับเปนอาหาร
เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4  

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

pH หลัง
หมัก 

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

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

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

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพท่ี 3.1 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ได        
ตอสารตั้งตน (Yx/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตรา
การเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

 สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)  
พบวาการหมักดวยสูตรอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน1 กรัมตอลิตร มีคา Yp/s สูงสุด
เทากับ 0.07 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ความเขมขน 0, 0.5,  1.5, 3 และ 4.5  กรัมตอลิตร  
มีคา 0.04, 0.04, 0.04, 0.04 และ0.03 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.2) โดยชุด
การทดลองที่ใชสูตรอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 เทากับ 1 กรัมตอลิตร ใหคา Yp/s สูงกวาชุดการ
ทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.3) ซ่ึงจาก
การศึกษาของ ชูศรี สุขุมาลไพบูลย (2530) พบวาการเติม (NH4)2SO4 0.5 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร เปนอาหารเสริมจะทําใหไดปริมาณเอทานอลสูงกวาการที่ไมเติม (NH4)2SO4  เปนอาหารเสริม 

   มาโนช โพธ์ิสูง (2546) ไดศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล
ของแบคทีเรีย Z.mobilis TISTR 548 โดยใช (NH4)2SO4 และ NH4Cl ที่ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร 
พบวาการใช NH4Cl จะใหคา Yp/s สูงกวา การใช (NH4)2SO4 เล็กนอย (0.419 และ 0.412 กรัมเอทานอล
ตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ) แมวาการเลือกใช NH4Cl จะใหผลไดของ เอทานอลสูงกวาการเลือกใช 
(NH4)2SO4 แต เมื่อพิจารณาแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมในการนําไปใช  พบวาโดยทั่วไป            
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นิยมใช (NH4)2SO4 เนื่องจากมีความสามารถในการละลายน้ําไดสูง มีราคาถูก และมีความ      
บริสุทธิ์สูง (สมใจ ศิริโภค, 2550)  
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ภาพท่ี 3.2 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน(NH4)2SO4 ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ได        
ตอสารตั้งตน (Yp/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตรา
การเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักดวยคาผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)   
ทุกชุดการทดลองกับคาทางทฤษฎี (0.50) (ภาพที่ 3.3) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิต       
เอทานอลในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี (NH4)2SO4 ที่มีความเขมขน 1 กรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพ      
ดีที่สุด คือ 14 เปอรเซ็นต ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช (NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร สําหรับ
เตรียมสูตรอาหารเพื่อศึกษาการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 ในขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.3 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักดวยปริมาณ (NH4)2SO4 แตกตางกัน ในสูตรอาหารที่
เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 
บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
 3.2.2 pH ท่ีเหมาะสม 
  การปรับ pH ของอาหารมีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะการผลิตเอทานอลใน
ระดับอุตสาหกรรม การเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกรดหรือดางขึ้นอยูกับสปชีสของจุลินทรียที่ใช 
(Walker, 1998) pH ของอาหารมีผลตออัตราการหมัก อีกทั้งมีบทบาทในการควบคุมการปนเปอน
ของจุลินทรียอ่ืนอีกดวย เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร standard medium สําหรับการหมัก      
เอทานอล แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถทํางานไดดีในสภาวะที่มีคา pH อยูในชวง 4.9-6.5         
(Beckers et al., 2000)  

 งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย             
Z. mobilis Z4 โดยปรับ pH เร่ิมตนของอาหารใหมีคาเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ดวย           
2N NaOH ใชอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 เทากับ 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อดวย ความรอน ที่อุณหภูมิ 115  องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 
จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) ปริมาตร 5 เปอรเซ็นต            
โดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะห  ปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
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 ผลจากการทดลองพบวา ที่คา pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 และ 6 แบคทีเรีย  
Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดเทากัน (ดังตารางที่ 3.3) โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ    
0.65 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.51 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 5.14 กรัมตอลิตร     
มีการใชน้ําตาลไปเทากับ 60.25 และ 61.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวาชุดการทดลองที่มีคา 
pH เร่ิมตนเทากับ 4.5, 5.0 และ 6.5 (1.58, 3.16 และ 4.74 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยคาเอทานอลที่
ผลิตไดจากชุดการทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มีคา pH เร่ิมตน
เทากับ  6 แตมีความแตกตางจากชุดการทดลองอื่น อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอรเซ็นต สําหรับผลของคา pH เร่ิมตนตอมวลชีวภาพ พบวาทุกชุดการทดลองมีคามวลชีวภาพ
หลังการหมัก 48 ชั่วโมง อยูในชวง 2.95-3.16 กรัมตอลิตร มีคา Yx/s อยูในชวง 0.02-0.03 กรัมเซลล
ตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.4) เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวามีคาไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับ pH ของอาหารหลังการหมักนั้นพบวาคา pH ของอาหารลดลงซึ่งอาจ
เกิดจากกาซคารบอนไดออกไซดและกรดที่เกิดขึ้นระหวางหมัก (Swings and De Ley, 1977) 
 
ตารางที่ 3.3  ผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  
pH เร่ิมตน 

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

pH หลัง
หมัก 

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

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

6.5 0.6 0.47 4.74c 0.06ab 75.21 3.16a 0.03 5.21 
หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.4 ผลของคา pH เร่ิมตน ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของ
เชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 
35  องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาที่คา pH เริ่มตน
เทากับ 5.5 มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ pH เร่ิมตนเทากับ    
4.5, 5.0, 6.0 และ 6.5 มีคา 0.03, 0.05, 0.08 และ 0.06 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ      
โดยคา Yp/s ของชุดการทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5.5ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มี pH 
เร่ิมตนเทากับ 6 (ภาพที่ 3.5) แตมีคาสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.4) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาคา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมในการ
หมักเอทานอลดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 โดย มาโนช โพธ์ิสูง (2546) ที่พบวาการ
เลือกใชคา pH เร่ิมตนของอาหารในชวง 5.5-6.5 จะไดผลเอทานอลสูงที่สุด 
 



 50 

0

2

4

6

4.5 5 5.5 6 6.5

pH เร่ิมตนในอาหาร

Et
ha

no
l (

g/L
)

0
0.04
0.08
0.12
0.16
0.2

Yp
/s 

(g
p/g

s)

Ethanol Yp/s

 
ภาพที่ 3.5 ผลของคา pH เร่ิมตน ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) ของเชื้อ
แบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในรูปรอยละของผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน 
(Yp/s) ของผลการทดลองตอคาทางทฤษฎี (0.50) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิต          
เอทานอลในสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีการปรับ pH เริ่มตนเทากับ 5.5 มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ                
18 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.6) โดย Swings and De Ley (1977) ไดรายงานวาคา pH เร่ิมตนที่เหมาะสม
ตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  Z. mobilis  มีคาอยูในชวง 5-7 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกการปรับ           
คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.5 สําหรับการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
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ภาพที่ 3.6 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีคา pH เร่ิมตนของอาหารแตกตางกัน ในสูตร
อาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร                 
เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 150 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  จากผลการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย         
Z. mobilis Z4 ขางตนนั้น สรุปไดวา สูตรอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุโดยมีการเติมแหลง
ไนโตรเจน คือ (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร และการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  กอนทําการ
หมักดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 5.14 กรัมตอลิตร              
มีคา Yp/s เทากับ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล โดยใชน้ําตาลไป 60.25 กรัมตอลิตร มีคา pH 
หลังการหมักเทากับ 4.85 มีมวลชีวภาพเทากับ 3.11 กรัมตอลิตร และเมื่อคํานวณหาคา Yx/s มีคา
เทากับ 0.03 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล  
  สําหรับการผลิตเอทานอลนอกจากการเลือกใชสูตรอาหารที่มีความเหมาะสมตอ
กระบวนการผลิตเอทานอลแลว ยังพบวาสภาวะในการผลิตเอทานอลก็มีความสําคัญดวย ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
โดยศึกษาอัตราการเขยา อุณหภูมิที่ใชในการหมัก และระยะเวลาในการหมัก  
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3.3 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4  
   3.3.1 อัตราการเขยาท่ีเหมาะสม 

  เนื่องจากการเขยาชวยใหแบคทีเรียไดสัมผัสกับอาหารไดอยางทั่วถึง ทําใหสงเสรมิ
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียเพื่อการผลิตเอทานอลไดมากขึ้น 

 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวย
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตร
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร เปน 100 มิลลิลิตร 
ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย 2N NaOH ฆาเชื้อดวย        
ความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที กอนเติม
แบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) จํานวน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบม
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 0, 50, 100 และ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
กอนนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 ผลจากการทดลองพบวา ที่อัตราการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที แบคทีเรีย         
Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด และเมื่อเพิ่มอัตราการเขยาจากที่ 0 รอบตอนาที       
เปน 50 รอบตอนาที และ 100 รอบตอนาที ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดมีคาเพิ่มขึ้นตามลําดับ แตเมื่อ
เพิ่มอัตราการเขยาเปน 150 รอบตอนาที พบวาแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 กลับผลิตเอทานอลไดลดลง 
(ตารางที่ 3.4) โดยที่อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอล
ไดเทากับ 0.83 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.66 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 6.56 กรัม
ตอลิตร ซ่ึงมีคามากกวาเอทานอลที่ผลิตไดจากชุดการทดลองที่ใชอัตราการเขยาเทากับ 50 รอบตอ
นาที (0.80 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.63 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 6.32 กรัม
ตอลิตร) และที่ 0 รอบตอนาที (0.75 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.59 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก
ตอปริมาตร หรือ 5.93 กรัมตอลิตร) ตามลําดับ แตเมื่อวิเคราะหทางสถิติ พบวาทั้ง 3 ชุดการทดลองมี
คาไมแตกตางกันทางสถิติ แตสูงกวาคาเอทานอลที่ผลิตไดจากชุดการทดลองที่ใชอัตราการเขยา 150 
รอบตอนาที อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับมวลชีวภาพ 
พบวาที่อัตราการเขยาเทากับ 0, 50, 100 และ 150 รอบตอนาที มีมวลชีวภาพเทากับ 2.65, 2.67, 3.02 
และ 3.16 กรัมตอลิตร เมื่อคํานวณคา Yx/s พบวามีคา 0.02, 0.02, 0.03 และ 0.03 กรัมเซลลตอ    
กรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.7) ใกลเคียงกับผลการศึกษาของ Siva และคณะ (1995)     ที่ไดคา 
Yx/s เทากับ 0.04 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล เมื่อใชอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที ซ่ึงคามวลชีวภาพ
จากทุกชุดการทดลองไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.5) 
เมื่อพิจารณาแลวพบวาการเพิ่มอัตราการเขยาจะทําใหปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้น แตทั้งนี้เมื่อเพิ่ม
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อัตราการเขยาเปน 150 รอบตอนาที คาเอทานอลที่ไดกลับลดลง เนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis  
เปนพวก facultative anaerobe เมื่อมีการเขยาในอัตราเร็วสูง สงผลใหมีกาซออกซิเจนละลายมากทํา
ใหเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis ผลิตเอทานอลไดนอยลง และการใชน้ําตาลของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis 
โดยผาน Entner-Doudoroff parthway ไดผลผลิตเปนกาซคารบอนไดออกไซดและเอทานอล ทําให 
pH อาหารหลังการหมักมีคาลดลง อยางไรก็ตามการศึกษาของ วนิดา พรมขาวทอง (2547) ในการ
หาอัตราเร็วที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ใชอัตราเร็วที่ 0, 100, 120 
และ 200 รอบตอนาที พบวาเมื่อมีการเขยาเชื้อสามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดดีกวาสภาวะที่ไม
มีการเขยา 
 
ตารางที่ 3.4  ผลการศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอลของเชื้อแบคทีเรีย      
Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  อัตราการเขยา 
(rpm) % v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

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

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
 
 
 



 54 

0

1

2

3

4

0 50 100 150

อัตราการเขยา (rpm)

Bi
om

as
s (

g/L
)

0
0.02
0.04
0.06
0.08
0.1

Yx
/s 

(g
x/g

s)

Biomass Yx/s

 
ภาพที่ 3.7 ผลของอัตราการเขยา ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของ
เชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ   
1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

 สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาที่อัตราการเขยา
เทากับ 100 รอบตอนาที มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่อัตราการ
เขยาเทากับ 0 และ 50 รอบตอนาที มีคาเทากันคือ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล และที่อัตราการ
เขยาเทากับ 0 และ 50 รอบตอนาที มีคา 0.06 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.8) แตคา Yp/s 
ทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.5)          
ซ่ึงจากผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาของ มาโนช โพธิ์สูง (2546) ที่ทําการศึกษาอัตราการเขยา         
ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 โดยใชน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 
100 กรัมตอลิตร ที่คา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.5 พบวาการใชอัตราการเขยาเทากับ 
100 รอบตอนาที เปนอัตราการเขยาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 โดยใหคา Yp/s ของการผลิตเอทานอลเทากับ 0.463 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล  
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ภาพที่ 3.8 ผลของอัตราการเขยา ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) ของเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เริ่มตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ               
1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองเปรียบเทียบกับคาทางทฤษฎี พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอล
ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ 22 
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.9) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกอัตราการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที เปนอัตรา
การเขยาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 และใชในการศึกษา ขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.9 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีอัตราการเขยาแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียม
จากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5           
เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

3.3.2 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 โดยทั่วไป Zymomonas สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 30-38 องศาเซลเซียส   

ในขั้นตอนระหวางการหมักจะมีพลังงานความรอนเกิดขึ้น ซ่ึงเปนผลจากการที่จุลินทรียใชน้ําตาล
ในการหมักเอทานอล ความรอนนี้มีผลกระทบตอการเจริญของจุลินทรีย ทั้งดานสรีระวิทยาของ
เซลล การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของน้ําหมักและอัตราการหมักเอทานอล นอกจากนี้ยังมีการ
ระเหยของเอทานอลและการเกิดฟองมากในน้ําหมัก   

 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย              
Z. mobilis Z4 โดยทําการศึกษาอุณหภูมิที่ใชบมที่ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ดวยสูตรอาหารที่มี
แหลงไนโตรเจนคือ (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร            
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของ
อาหารเทากับ 5.5 ดวย 2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ         
115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย                  
Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมดวยอัตราการเขยาที่  
100 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณ
น้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
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  ผลจากการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ดังตารางที่ 3.5) โดยเอทานอลที่ผลิตไดมีคาเทากับ 0.83 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร คิดเปน 0.66 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 6.56 กรัมตอลิตร มีการใชน้ําตาล
ไปเทากับ 61.10 กรัมตอลิตร สวนที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดเทากับ 0.54 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 0.43 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร หรือ 4.27 กรัมตอลิตร โดยที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดมากกวาชุดการทดลองที่บมดวยอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  สําหรับมวลชีวภาพทั้ง 2 ชุดการทดลอง มีคามวลชีวภาพหลัง
การหมัก 48 ช่ัวโมง ใกลเคียงกันคือ ชุดการทดลองที่บมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีคามวลชีวภาพ
เทากับ 3.02 กรัมตอลิตร คิดเปนคา Yx/s เทากับ 0.03 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ 35 องศาเซลเซียส 
มีคามวลชีวภาพเทากับ 2.89 กรัมตอลิตร คิดเปนคา Yx/s ไดเทากับ 0.02 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล   
(ภาพที่ 3.10) โดยไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.5) 
สําหรับ pH ของอาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง โดยที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แบคทเีรยี 
Z. mobilis Z4 มีการผลิตกรดมากกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทําใหคา pH ของอาหารหลังการ
หมักลดลงมากทําใหมีการผลิตเอทานอลไดลดลง เชนเดียวกับการศึกษาของ  มาโนช โพธ์ิสูง (2546) 
รายงานวาคา pH หลังหมักจะอยูในชวง 4.8-5.2 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเมื่อทํา  
การหมักที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส pH ของอาหารหลังหมักลดลงถึง 4 (pH เร่ิมตนเทากับ 6.1) 
ทั้งนี้การใชอุณหภูมิที่สูงเกินไป ทําใหการเจริญของจุลินทรียและอัตราการผลิตเอทานอลต่ํากวาที่
อุณหภูมิการหมักปกติได (Amerine et al., 1980) 
 
ตารางที่ 3.5 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอลของเชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 

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

pH หลังหมัก 

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

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.10 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของเชื้อ
แบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5   เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 
1 กรัมตอลิตร ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาชุดการทดลองที่บม
ดวยอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีคา Yp/s เทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ซ่ึงสูงกวาชุด
การทดลองที่บมดวยอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เล็กนอย โดยที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส มีคา 
Yp/s เทากับ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.11) แตทั้ง 2 ชุดการทดลองไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3.5) โดยสอดคลองกับการ
รายงานของ Skotnicki และคณะ (1981) วาการผลิตเอทานอลดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis จะลดลง 
เมื่ออุณหภูมิของการหมักมีคาเพิ่มสูงขึ้นเกินกวา 30 องศาเซลเซียส  
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ภาพที่ 3.11 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณเอทานอลและผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) ของเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร 
ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองกับคาทางทฤษฎี พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลของชุดการ
ทดลองที่บมดวยอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ 22 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.12)  
โดยสอดคลองกับรายงานของ Ohta และคณะ (1981) ซ่ึงไดรายงานผลของสภาวะแวดลอมตอการ
ผลิตเอทานอลของ Z. mobilis  วาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรียชนิดนี้    
คือ 30 องศาเซลเซียส ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิสําหรับ
การศึกษาการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 และใชในการศึกษาขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.12 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีอุณหภูมิแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียมจาก
น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม 
(NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
  3.3.3 ระยะเวลาในการหมักท่ีเหมาะสม 
   การผลิตเอทานอลที่ดีจะตองใชระยะเวลาในการหมักที่ส้ันและใหผลผลิตสูง      
ซ่ึงระยะเวลาในการหมักก็จะขึ้นอยูกับชนิดของสับสเตรต ชนิดของจุลินทรีย และสภาวะแวดลอม
ตางๆดวย งานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย         
Z. mobilis Z4 โดยทําการหมักเปนระยะเวลา 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง โดยใชสูตรอาหารที่มีการ
เติม (NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุ
ที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย     
2N NaOH ในฟลาสก  250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm    
เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบ
ตอนาที แลวนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลัง
หมัก 
  ผลจากการทดลองพบวา ที่ระยะเวลา 36 ช่ัวโมง แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ดังตารางที่ 3.6) โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 0.85 เปอรเซ็นต               
โดยปริมาตร คิดเปน 0.67 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 6.72 กรัมตอลิตร มีการใช
น้ําตาลไปเทากับ 64.60 กรัมตอลิตร สําหรับที่ระยะเวลา 12, 24  และ 48 ช่ัวโมง มีคาเอทานอล
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เทากับ 4.19, 4.42 และ 6.56 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงคาเอทานอลที่ผลิตไดที่ระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
มีคาไมแตกตางกับปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แตมีคาแตกตางจากชุดการ
ทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับมวลชีวภาพที่ผลิต
ไดจากการหมัก พบวาเมื่อเพิ่มระยะเวลาการหมักแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 มีคามวลชีวภาพเพิ่มขึ้น
เล็กนอย โดยที่ระยะเวลาการหมักเทากับ 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง มีคามวลชีวภาพเทากับ 2.85, 
2.89, 2.96 และ 3.02 กรัมตอลิตร และคิดเปนคา Yx/s เทากับ 0.02, 0.02, 0.02 และ 0.03 กรัมเซลล                 
ตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.13) โดยทุกชุดการทดลองมีคามวลชีวภาพไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับ pH ของอาหารหลังการหมักนั้น 
พบวาเมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้นคา pH ลดลงเล็กนอยตามลําดับ 
 
ตารางที่ 3.6  ผลการศกึษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมสําหรับการผลติเอทานอลของเชื้อแบคทเีรีย  Z. mobilis Z4 

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

pH หลัง
หมัก 

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

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.13 ผลของระยะเวลาการหมักน้ําอัดลมหมดอายุตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอ
สารตั้งตน (Yx/s) ของเชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจาก
น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม 
(NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาที่ระยะเวลา 36 ช่ัวโมง  
มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ระยะเวลา 12, 24  และ 48 ช่ัวโมง 
มีคา 0.08, 0.07 และ 0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.14) โดยทุกชุดการ
ทดลองมีคา Yp/s ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต   
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ภาพที่ 3.14 ผลของระยะเวลาการหมักน้ําอัดลมหมดอายุตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอ
สารตั้งตน (Yp/s) ของเชื้อแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจาก
น้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 เติม 
(NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองกับคาทางทฤษฎี (0.50) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการหมักเปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ 22 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่ 3.15)  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกระยะเวลา 36 ช่ัวโมง เปนระยะเวลาสําหรับการศึกษาการผลติ
เอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 และใชในการศึกษาขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.15 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีระยะเวลาหมักแตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เตรียม
จากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5           
เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  ดวยอัตราการเขยา         
100 รอบตอนาที 
 
  จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุที่ไม
เจือจาง (ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร) โดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถสรุป
ไดวา สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 คือการบมในสภาวะ
เขยาดวยอัตราเร็ว 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง โดยที่
สภาวะดังกลาวแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 ผลิตเอทานอลไดเทากับ 6.72 กรัมตอลิตร ใหคาผลผลิต   
เอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล โดยแบคทีเรียใช
น้ําตาลไป 64.60 กรัมตอลิตร มีคา pH หลังการหมักเทากับ 5.15 มีมวลชีวภาพเทากับ 2.96 กรัมตอลิตร 
และ เมื่อคํานวณหาคาผลผลิตเซลลที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) มีคาเทากับ 0.02 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล 

  เมื่อพิจารณาผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลแลว พบวา      
คาเอทานอลที่ไดมีคานอยกวาคาทฤษฏี (0.50) มาก ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลม
หมดอายุที่ใชในการทดลองมีความเขมสูง แมวาในน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
เทากับ 120 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 จะสามารถเจริญได แตอาจมีผลตอการผลิต         
เอทานอลของจุลินทรีย เพื่อใหแนใจถึงความเปนไปไดของการนําน้ําอัดลมหมดอายุมาเปน      
แหลงสารอาหารและพลังงานสําหรับการผลิตเอทานอล ทางผูวิจัยจึงไดทําการทดลองปรับปริมาณ
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น้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุใหลดลง เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4  
ในการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุในสภาวะที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนต่ํากวา 
 
3.4 ผลการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
เม่ือมีการปรับเปล่ียนปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ 

3.4.1 ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน (น้ําอัดลมหมดอายุ) ท่ีเหมาะสม  
 น้ําตาลหรือแหลงคารบอนมีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและการผลิต        

เอทานอล การใชน้ําตาลที่มีความเขมขนสูงๆ ในการหมักเอทานอลมีผลชวยลดการปนเปอนของ            
จุลินทรียชนิดอ่ืนๆ แตการใชน้ําตาลความเขมขนสูงๆ ก็มีผลยับยั้งการเจริญและการหมักเอทานอล
ดวยเชนกัน ซ่ึงเกิดจากแรงดันออสโมซิสทําใหเซลลเกิดพลาสโมไลซิสเมื่ออยูในน้ําตาลที่มีความ
เขมขนสูงและมีผลยับยั้งเอนไซมในกระบวนการไกลโคไลซิส สงผลใหประสิทธิภาพการผลิต      
เอทานอลลดลง (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540)  

 ในงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาผลของความเขมขนของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่
เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ 
(NH4)2SO4 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขน
ของน้ําตาลเริ่มตนตางๆ คือ 10, 20, 30, 40, 60, 80 และ100 กรัมตอลิตร ดวยการเจือจางน้ําอัดลม
หมดอายุดวยน้ํากลั่น ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย 2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 
จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไป
บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง นําตัวอยาง
มาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 ผลการทดลองพบวาที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ตารางที่ 3.7) โดยคาเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 1.60 เปอรเซ็นต 
โดยปริมาตร คิดเปน 1.26 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 12.64 กรัมตอลิตร มีการใช
น้ําตาลไปเทากับ 33.86 กรัมตอลิตร ซ่ึงสูงกวาชุดการทดลองที่มีน้ําตาลเริ่มตน 10, 20, 30, 40, 60 
และ 100 กรัมตอลิตร (3.24, 5.93, 7.51, 9.48, 12.25 และ 6.32 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยคา        
เอทานอลที่ผลิตไดจากชุดการทดลองที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร ไมแตกตางจากชุด
การทดลองที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร แตมีความแตกตางจากชุดการทดลอง
อ่ืนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต ซ่ึงเมื่อมีการเพิ่มปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนมากขึ้น ทําใหการผลิตเอทานอลสูงขึ้นไดในระดับหนึ่ง สําหรับผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
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ตอมวลชีวภาพ พบวาที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร มีมวลชีวภาพเทากับ 2.87 กรัมตอลิตร 
สวนชุดการทดลองอื่น มีมวลชีวภาพเทากับ 1.41, 1.43, 2.23, 1.92, 2.54 และ 3.01 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ เมื่อคํานวณคา Yx/s พบวามีคา 0.14, 0.07, 0.07, 0.05, 0.05,0.04 และ 0.03 กรัมเซลลตอ
กรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.16) โดยที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร ใหคามวลชีวภาพ
ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 และ 100 กรัมตอลิตร แตมีความ
แตกตางจากชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต ทั้งนี้
พบวาที่ปริมาณของน้ําตาลเริ่มตนต่ําเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 นําน้ําตาลไปใชในการเจริญเติบโต
มากกวาการผลิตเอทานอล  สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง สําหรับความ
เขมขนของน้ําตาลเริ่มตนนั้น ชูศรี สุขุมาลไพบูลย (2530) ไดทําการศึกษาความเขมขนของน้ําตาล
เร่ิมตน 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ในการผลิตเอทานอลดวย
แบคทีเรีย Z. mobilis IFO 13756 และ CM 141 พบวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนในอาหาร
เพิ่มขึ้น สงผลใหอัตราการหมักเอทานอลลดลง 

 
ตารางที่ 3.7  ผลการศึกษาปรมิาณน้ําตาลเริม่ตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  น้ําตาล
เร่ิมตน (g/L) % v/v %w/v  g/L Yp/s  (g/L) (g/L) Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

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

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

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.16 ผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิต   
ที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติม 
(NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส     
ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง  
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาการใชปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนที่ความเขมขน 60 กรัมตอลิตร มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.40 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
สวนที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนความเขมขน10, 20, 30, 40, 80 และ 100 กรัมตอลิตร มีคา 0.39, 0.39, 
0.38, 0.33, 0.37 และ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ โดยคา Yp/s ของชุดการทดลอง
ที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร แตกตางจากชุดการทดลองที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 
100 กรัมตอลิตร แตไมแตกตางจากชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.17) จากผลการทดลองเห็นไดวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลสงผลให   
เอทานอลที่ไดมีคาเพิ่มขึ้น แตจะเพิ่มขึ้นไดในระดับหนึ่ง ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Siva และ
คณะ (1995) ที่รายงานวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนจาก 50 เปน 150 กรัมตอลิตร        
คา Yp/s จะเพิ่มขึ้นจาก 0.45 เปน 0.50 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
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 ภาพท่ี 3.17 ผลของปริมาณน้ําตาลเริ่มตนตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน 
(Yp/s) ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี (NH4)2SO4 ปริมาณ    
1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา       
100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองตอคาทางทฤษฎี (100%) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ       
80 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.18)  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร 
เปนปริมาณน้ําตาลเริ่มตนสําหรับการศึกษาการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 และ    
ใชในการศึกษาขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.18 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุที่
แตกตางกัน ในสูตรอาหารที่เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  จากผลการทดลองขางตน พบวาปริมาณเอทานอลที่ไดมีคาสูงขึ้นจากการศึกษา
สูตรอาหารกอนหนานี้ โดยเมื่อทําการปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุเทากับ         
60 กรัมตอลิตร ดังนั้นเพื่อใหไดสูตรอาหารที่เหมาะสม และเพื่อใหแนใจวาน้ําตาลเริ่มตนที่
เปลี่ยนไปมีผลตอปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลหรือไม จึงทําการศึกษา
ปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมดวย 
 3.4.2 ปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม  

 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมตอการผลิต            
เอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 โดยแหลงไนโตรเจนที่เติมในอาหาร คือ (NH4)2SO4 ที่ความ
เขมขน 0, 0.5, 1และ 1.5 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย            
2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยความรอน ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm   
เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยาที่ 
100 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง นําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล 
มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
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 ผลจากการทดลองพบวา เมื่อใชอาหารที่มีการเติมแหลงไนโตรเจน คือ (NH4)2SO4 
ความเขมขนเทากับ 1 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด                    
(ดังตารางที่ 3.8) โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 1.55 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน                   
1.23 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 12.25 กรัมตอลิตร  มีการใชน้ําตาลไปเทากับ       
30.52 กรัมตอลิตร สวนที่ความเขมขน 0, 0.5 และ 1.5 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถ
ผลิตเอทานอลไดเทากับ 11.06, 10.67 และ 10.90 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสูตรอาหารที่มีปริมาณ 
(NH4)2SO4 1 กรัมตอลิตร ใหปริมาณเอทานอลสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  สําหรับคามวลชีวภาพ พบวาทุกชุดการทดลองมีคามวลชีวภาพ
หลังการหมัก 36 ช่ัวโมง ไมแตกตางกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต โดยทุกสูตรอาหารมีคา
มวลชีวภาพอยูในชวง 2.67-3.17 กรัมตอลิตร และเมื่อคํานวณคา Yx/s พบวาทุกชุดการทดลองมีคา
อยูในชวง 0.04 -0.05 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล (ภาพท่ี 3.19) สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้น
พบวามีคาลดลง ในทุกชุดการทดลอง 
 
ตารางที่ 3.8  ผลการศึกษาปรมิาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 )ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4  

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

pH หลัง
หมัก 

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

1.5 1.38 1.09 10.90a 0.29a 37.31 3.01a 0.05 5.02 
หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพท่ี 3.19 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ได        
ตอสารตั้งตน (Yx/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการ
เขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาการหมักดวย       
สูตรอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 ที่มีความเขมขน 1 กรัมตอลิตร มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ                  
0.40 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ความเขมขน 0, 0.5 และ 1.5 กรัมตอลิตร มีคา 0.31, 0.33 
และ 0.29 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ (ภาพที่ 3.20) โดยชุดการทดลองที่ใชสูตรอาหาร
ที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 เทากับ 1 กรัมตอลิตร ใหคา Yp/s สูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต   
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ภาพท่ี 3.20 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ได        
ตอสารตั้งตน (Yp/s) เมื่อเล้ียง Z.mobilis Z4 ในอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการ
เขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)  
ทุกชุดการทดลองกับคาทางทฤษฎี (0.50) (ภาพที่ 3.21) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิต            
เอทานอลในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี (NH4)2SO4 ที่มีความเขมขน 1 กรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพ      
ดีที่สุด คือ 80 เปอรเซ็นต ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช (NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร สําหรับ
เตรียมสูตรอาหารเพื่อศึกษาการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 ในขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.21 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักดวยปริมาณ (NH4)2SO4 แตกตางกัน ในสูตรอาหารที่
เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 
บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  แมวาปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุจะเปลี่ยนเปน 60 กรัมตอลิตร         
แตปริมาณ (NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ก็ยังเปนปริมาณที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล
ของแบคทีเรีย Z.mobilis Z4 ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในกอนหนาที่ไมมี
การปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ แตทั้งนี้คาเอทานอลที่ไดจากการปรับปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุเทากับ 60 กรัมตอลิตร มีคาที่สูงกวาเนื่องจากคาอัตราสวนของ
คารบอนตอไนโตรเจนที่นอยกวานั้น (C/N = 60/1) สงผลใหจุลินทรียสามารถใชสารอาหารในการ
ผลิตเอทานอลไดดีขึ้น  
  ดังนั้นเพื่อใหไดสูตรอาหารที่เหมาะสม และเพื่อใหแนใจวาน้ําตาลเริ่มตนที่
เปลี่ยนไปมีผลตอคา pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลหรือไม               
จึงทําการศึกษาหาคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมดวย 
 3.4.3 pH เร่ิมตนท่ีเหมาะสม  

 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยแบคทีเรีย   
Z. mobilis Z4 โดยปรับ pH เร่ิมตนของอาหารใหมีคาเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ดวย           
2N NaOH ใชอาหารที่มีปริมาณ (NH4)2SO4 เทากับ 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อดวยความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 
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จากนั้นเติมแบคทีเรีย  Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง   
นําตัวอยางมาวิเคราะหปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 

 ผลจากการทดลองพบวาที่คา pH เริ่มตนเทากับ 5.5 แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุด (ดังตารางที่ 3.9) โดยเอทานอลที่ผลิตไดเทากับ 1.35 เปอรเซ็นต 
โดยปริมาตร คิดเปน 1.07 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 10.67 กรัมตอลิตร มีการใช
น้ําตาลไปเทากับ 30.25 กรัมตอลิตร ซ่ึงสูงกวาชุดการทดลองที่มีคา pH เร่ิมตนเทากับ 4.5, 5.0, 6.0 
และ 6.5 (5.93, 9.48, 10.51 และ 7.35 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยคาเอทานอลที่ผลิตไดจากชุดการ
ทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5 และ 6 แตมี
ความแตกตางจากชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  
สําหรับผลของคา pH เร่ิมตนตอมวลชีวภาพหลังการหมัก 36 ช่ัวโมง อยูในชวง 2.52 - 3.01 กรัม     
ตอลิตร เมื่อคํานวณหาคา Yx/s อยูในชวง 0.04 - 0.05 กรัมเซลลตอกรัมน้ําตาล (ภาพที่ 3.22)                       
เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวามีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น        
95 เปอรเซ็นต สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง ทั้งนี้เนื่องจากกาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นระหวางการหมัก  

 
ตารางที่ 3.9  ผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เอทานอล น้ําตาลที่ใช  มวลชีวภาพ  
pH เร่ิมตน 

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

pH หลัง
หมัก 

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

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

6.5 0.93 0.74 7.35c 0.21a 35.25 3.01a 0.05 5.15 
หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.22 ผลของคา pH เร่ิมตน ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) ของ
เช้ือแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาที่คา pH เริ่มตน
เทากับ 5.5 มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนที่ pH เร่ิมตนเทากับ    
4.5, 5.0, 6.0 และ 6.5 มีคา 0.18, 0.31, 0.32 และ 0.21 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล ตามลําดับ      
โดยคา Yp/s ของชุดการทดลองที่มี pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ไมแตกตางจากชุดการทดลองที่มี pH 
เร่ิมตนเทากับ 5 และ 6 แตมีคาสูงกวาชุดการทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.23)   
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ภาพที่ 3.23 ผลของคา pH เริ่มตน ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)       
ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองตอคาทางทฤษฎี (0.50) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  มีประสิทธิภาพดีที่สุด คือ 70 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่ 3.24)  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกการปรับคา pH เริ่มตนเทากับ 5.5 สําหรับการศึกษาใน       
ขั้นตอไป 
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ภาพที่ 3.24 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (100%) สําหรับการหมักที่มีคา pH เร่ิมตนของอาหารแตกตางกัน ในสูตร
อาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร                    
เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 100 รอบ    
ตอนาที  เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  ซ่ึงจากการศึกษา pH เริ่มตนของอาหาร พบวาเมื่อปริมาณน้ําตาลเริ่มตนใน
น้ําอัดลมหมดอายุเปลี่ยนเปน 60 กรัมตอลิตร คา pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ก็ยังเปนคา pH ที่เหมาะสม
ตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสม
ในกอนหนาที่ไมมีการปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ  เชนเดียวกับการศึกษาของ    
ทัศนพร แกวทองมา (2544) ที่พบวา แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถผลิตเอทานอลไดดีที่สุดที่คา pH 
เร่ิมตนเทากับ 5.5 
 3.4.4 การฆาเชื้อในอาหาร 
   การฆา เชื้อในอาหารที่ ใชหมัก เอทานอลนั้น  นอกจากการใชความรอน               
โดยความรอน ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาทีแลว      
ยังมีการฆาเชื้อดวยสารเคมี ซ่ึงในงานวิจัยนี้ไดเลือกใช Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ   
500 ppm สําหรับการฆาเชื้อในอาหารแทนการใชความรอน โดยใชอาหารที่มีแหลงไนโตรเจน 
(NH4)2SO4 ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 60 กรัมตอลิตร ปรับ pH เริ่มตนของอาหารเทากับ 5.5 ดวย            
2N NaOH ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 (คา OD ที่ 660 nm    
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เทากับ 0.5) 5 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง
แลวนําตัวอยางมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาล มวลชีวภาพ และ pH หลังหมัก 
  ผลจากการทดลองพบวาการฆาเชื้อในอาหาร  โดยใชความรอนที่ อุณหภูมิ          
115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
สามารถผลิตเอทานอลไดสูงกวา การเติม Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm          
โดยการฆาเชื้อดวยความรอนมีคาเอทานอลเทากับ 1.35 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปน 1.07 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือ 10.67 กรัมตอลิตร ใชน้ําตาลไปเทากับ 30.25 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 3.10) 
สวนที่การฆาเชื้อในอาหารดวยการเติม Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm  แบคทีเรีย 
Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลได 7.90 กรัมตอลิตร เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต สําหรับมวลชีวภาพพบวา 
การฆาเชื้อดวยความรอนมีมวลชีวภาพเทากับ 2.59 กรัมตอลิตร สวนการเติม Potassium 
metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm มีคาของมวลชีวภาพเทากับ 3.24 กรัมตอลิตร (ภาพที่ 3.25)      
เมื่อวิเคราะหคาทางสถิติพบวามีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น    
95 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาจากคา Yx/s พบวาทั้งสองชุดการทดลอง มีคาเทากันคือ 0.04 กรัมเซลล
ตอกรัมน้ําตาล สําหรับ pH อาหารหลังการหมักนั้นพบวามีคาลดลง  
 
ตารางที่ 3.10  ผลการศึกษาการฆาเชื้อในอาหารตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 

เอทานอล น้ําตาลที่ใชไป  มวลชีวภาพ  การฆาเชื้อ
ในอาหาร % v/v %w/v  g/L Yp/s (g/L) g/L Yx/s 

pH หลัง
หมัก 

KMS 500 
ppm 

1.00 0.79 7.90a 0.26a 30.95 3.24a 0.04 4.76 

ความรอน 
115oC 

1.35 1.07 10.67b 0.35b 30.25 2.59a 0.04 4.74 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
       ความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 3.25 ผลของการฆาเชื้อในอาหาร ตอปริมาณมวลชีวภาพ และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน         
(Yx/s) ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลม
หมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร 
ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  
เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  สําหรับการผลิตเอทานอลเมื่อนํามาคํานวณหาคา Yp/s พบวาการฆาเชื้อดวยการใช
ความรอนในการฆาเชื้อมีคา Yp/s สูงกวาเทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล สวนการเติม 
Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm มีคา Yp/s เทากับ 0.26 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
โดยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.26)   
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ภาพท่ี 3.26 ผลของฆาเชื้อในอาหาร ตอปริมาณเอทานอล และผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s)   
ของเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เมื่อทําการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4  1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 
5.5  อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
 

 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในดานผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
ของผลการทดลองกับคาทางทฤษฎี (0.50) พบวาประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม Potassium metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm คือ 52 เปอรเซ็นต 
สวนประสิทธิภาพการใชน้ําตาลเพื่อผลิตเอทานอลในสูตรอาหารเลี้ยงที่ใชความรอนฆาเชื้อเทากับ 
70 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3.27) เมื่อพิจารณาแลวการฆาเชื้อในอาหารโดยใชความรอนมีประสิทธิภาพ 
ที่ดีกวา การเติม Potassium metabisulfite (KMS) ที่ความเขมขน 500 ppm แมวาการเติม Potassium 
metabisulfite (KMS) สามารถใชเปนวิธีการฆาเชื้อในอาหารได เนื่องจากแบคทีเรียสามารถ
เจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดเชนกัน แตอยางไรก็ตามคาการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย        
Z. mobilis Z4 ดวยวิธีนี้ใหคาเอทานอลนอยกวาการใชความรอน แมมีการรายงานวาเชื้อ Z. mobilis 
สามารถทนตอสารฆาเชื้อไดดี แตก็ขึ้นอยูกับสายพันธุของเชื้อท่ีนํามาใชในการทดลองดวย โดยการ
ทดลองนี้มีความสอดคลองกับการศึกษาของ ศุภนิต หิรัญประดิษฐ (2530) ที่พบวาการฆาเชื้อดวย
ความรอนอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 20 นาที ทําใหไดเอทานอลสูงกวาการใช 
Actidione (Cycloheximind) เทากับ 0.1 กรัมตอลิตร เปนสารฆาเชื้อในน้ําออยเพื่อใชในการหมักเอ
ทานอลดวย Z. mobilis  
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ภาพที่ 3.27 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดวย Z.mobilis Z4 โดยเปรียบเทียบกับคา Yp/s จากการ
ทดลองกับคาทฤษฎี (0.50) สําหรับการหมักดวยสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม Potassium 
metabisulfite (KMS) เทากับ 500 ppm และการใชความรอนอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน  
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ในสูตรอาหารที่เตรียมจากน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4   ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 
5.5  อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
 
  จากผลการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดย
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ขางตนนั้น สรุปไดวา สูตรอาหารที่ใชตองมีการเจือจางปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนในน้ําอัดลมหมดอายุเทากับ 60 กรัมตอลิตร เติม (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ทําการ
ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  และใชความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนด    
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ในการฆาเชื้อ พบวาการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 
ดวยสูตรอาหารนี้สามารถผลิตเอทานอลไดเทากับ 10.67 กรัมตอลิตร ใหคาผลผลิตเอทานอลที่ได 
ตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล โดยใชน้ําตาลไป 30.25 กรัมตอลิตร     
มีคา pH หลังการหมักเทากับ 4.74 มีมวลชีวภาพเทากับ 2.59 กรัมตอลิตร และเมื่อคํานวณหา         
คาผลผลิตเซลลที่ไดตอสารตั้งตน (Yx/s) มีคาเทากับ 0.04 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล               
เปนสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 และทําให   
คาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เพิ่มขึ้นจนใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี (0.50) 
 



บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

  จากการศึกษาการผลิตเอทานอลดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 พบวาน้ําอัดลม
หมดอายุซ่ึงเปนแหลงคารบอน มีความเปนไปไดในการใชผลิตเอทานอล โดยมีสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่ประกอบดวยน้ําอัดลมหมดอายุที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร เติมแหลง
ไนโตรเจน คือ (NH4)2SO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร และการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 สามารถผลิต
เอทานอลไดสูงสุดเทากับ 5.14 กรัมตอลิตร  มีคาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 
0.09 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
  การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลจากน้ําอัดลมหมดอายุ        
พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลดวยเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 คือ ที่ (NH4)2SO4 
ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร pH เร่ิมตนเทากับ 5.5 ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ          
30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 6.72 กรัมตอลิตร  
มีคาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 0.11 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล             
เมื่อพิจารณาแลว พบวาคาเอทานอลที่ได มีคานอยกวาคาทฤษฏี (0.50) มาก ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณ
น้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุที่ใชในการทดลองมีความเขมขนสูง แมวาในน้ําอัดลมหมดอายุ 
ที่มีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 120 กรัมตอลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 จะสามารถเจริญและผลิต
เอทานอลไดก็ตาม  
  เมื่อทดลองปรับปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ พบวาสูตรอาหาร       
ที่ใชตองมีการเจือจางปริมาณน้ําตาลเริ่มตนเทากับ 60 กรัมตอลิตร โดยเติม (NH4)2SO4 ปริมาณ                     
1 กรัมตอลิตร ทําการปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  ดวยอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ                  
30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 36 ช่ัวโมง และใชความรอนที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส     
ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ในการฆาเชื้อ ทําใหการผลิตเอทานอลโดย
แบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ดวยสูตรอาหารนี้สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเทากับ 10.67 กรัมตอลิตร  
ใหคาผลผลิตเอทานอลที่ไดตอสารตั้งตน (Yp/s) เพิ่มขึ้นเทากับ 0.35 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
จนใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี (0.50) และพบวาเมื่อใชโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต (KMS) 500 ppm 
ในการฆาเชื้อในอาหาร ทําใหปริมาณเอทานอลที่เชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ผลิตไดลดลงเทากับ 
7.90 กรัมตอลิตร มีผลผลิตเอทานอลตอสารตั้งตน (Yp/s) เทากับ 0.26 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล 
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  แมวาเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 จะสามารถเจริญเติบโตที่ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
ในน้ําอัดลมหมดอายุที่สูงได แตปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นมีปริมาณนอย ซ่ึงการปรับปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนใหลดลง จะทําใหเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงขึ้น สําหรับการ
ใช KMS 500 ppm เพื่อฆาเชื้อในอาหาร พบวาเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 สามารถเจริญเติบโตและ
ผลิตเอทานอลได แมวามีผลยับยั้งการผลิตเอทานอลจากเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ทําใหปริมาณ
เอทานอลลดลง แตสําหรับจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ จะถูกยับยั้ง ทําใหไมสามารถเจริญเติบโตและผลิต            
เอทานอลได  
 

ขอเสนอแนะ 
 

  1. การใชน้ําอัดลมหมดอายุเปนแหลงคารบอนในอาหารเพื่อผลิตเอทานอล        
ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงผลกระทบของวัตถุกันเสีย และสารปรุงแตงรสและกลิ่นที่มีอยูใน
น้ําอัดลม ตอเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ในการผลิตเอทานอล 
  2. ควรทดลองหมักแบบกึ่งกะ เพื่อดูประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของ           
เชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 วามีความแตกตางกับการหมกัแบบครั้งคราวที่ใชในการทดลองหรือไม 
  3. ควรทดลองเติม KMS ที่มีความเขมขนลดลงเพื่อหาปริมาณที่เหมาะสมและ    
ไมสงผลกระทบตอเชื้อแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 ในการผลิตเอทานอล 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการวิเคราะห 
 

1. การวิเคราะหหาปริมาณแอลกอฮอลโดยใชเคร่ืองวัดแอลกอฮอล (Ebulliometer) ตามวิธีของ 
Zoecklein และคณะ (1995) 
  Ebulliometer เปนเครื่องมือที่ใชหาปริมาณแอลกอฮอลโดยการหาจุดเดือดแลวเปด
เทียบกับแผนสเกลไว สําหรับอานคาอุณหภูมิและเปอร เ ซ็นตแอลกอฮอล  (DUJARDIN-
SALLERON scale) เครื่องมือประกอบดวยโลหะทรงกระบอก 2 สวนคือ สวน A และ B ตอกัน 
ทรงกระบอกสวน A จะเปนที่บรรจุสารละลายที่ตองการหาปริมาณแอลกอฮอล โดยบรรจุ
สารละลายที่ตองการวัดลงในชอง C และเสียบเทอรโมมิเตอรปดไว สําหรับอานคาอุณหภูมิ ใสน้ํา
สําหรับหลอเย็นลงในชอง D จากนั้นสวมตอทรงกระบอก A และ B ตรงชอง E สวน F เปนที่ใช
สําหรับเปดถายสารละลายออก และทอ G เปนตําแหนงสําหรับรวมเปลวไฟจากตะเกียง แสดงใน
ภาพที่ 2ก 
  
วิธีการวิเคราะห 
 1.1 การหาจุดเดือดของน้ํากลัน่ 
 ก. เติมน้ํากลั่นปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงในชอง C และเสียบเทอรโมมิเตอรปดไว 
 ข. เติมน้ําหลอเย็นลงในชอง D จากนั้นสวมตอทรงกระบอก A และ B ตรงชอง E 
 ค. จุดตะเกียงแลววางใตทอ G 
 ง. เมื่อน้ําเดือดแลวอานคาอุณหภูมิที่คงที่ (ประมาณ 15-30 วินาที) 
 จ. นําคาของอุณหภูมิที่ไดไปปรับสเกล โดยใหขีดศูนยของสเกลวงนอกตรงกับคา      
  อุณหภูมิ จุดเดือดของน้ํากลั่น 
 1.2 การหาจุดเดือดของตัวอยาง 
   เติมสารละลายตัวอยางปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในชอง C และเสียบเทอรโมมิเตอร
ปดไว จากนั้นนําไปวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 1.1 ตั้งแตขอ ข. ถึง ง. การอานคาปริมาณแอลกอฮอล
อานคาจากสเกลวงนอกที่ตรงกับคาอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลายตัวอยางที่ได หนวยของปริมาณ
แอลกอฮอลที่ไดคือ เปอรเซ็นต ปริมาตรตอปริมาตร 
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ภาพที่ ก-1 แผนสเกลสําหรับอานคาอุณหภูมิและเปอรเซ็นตแอลกอฮอล 
ที่มา : http//www.dujardin-salleron.net
 

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

1. ดูดสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง(แชในน้ําแข็ง)            
เติมสารละลายฟนอล 5% ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไว 2-3 นาที                 
ที่อุณหภูมิหอง 

2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 5 มิลลิลิตร ลงไปแลวเขยาใหเขากัน 
3. ตั้งทิ้งไว 10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง Spectrophotometer 

(ยี่หอ Shimadzu รุน UV-1601) ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
4. นําคา OD ที่ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลใน

สารละลายตัวอยาง  
การคํานวณ 

 ความเขมขนของน้ําตาล (กรัมตอลิตร) = (คา OD490 nm) - (0.0282)
                    (0.0042)  
 
กราฟมาตรฐานน้ําตาลซูโครส 
 เตรียมสารละลายซูโครสใหมีระดับความเขมขนเทากับ 10, 35, 50 และ 70 กรัมตอลิตร  
แลวทําการวิเคราะหเชนเดียวกับการวิเคราะหตัวอยาง นําคา OD ที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน 
 

y = 0.0042x + 0.0282

R2 = 0.9943

0
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ภาพที่ ก-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายซูโครสที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
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3. การวิเคราะหหามวลชีวภาพ 
วิธีการวิเคราะห 
   1. นํากระดาษกรอง cellulose nitrate filter (Sartorius) ขนาด  0.45 μm ไปอบไล
ความชื้นที่อุณหภูมิ 105  ํC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งใหเยน็ในโถดูดความชื้น (Dasicater) ช่ังน้ําหนัก
กระดาษกอนนําไปกรอง (W1) 
   2. กรองตัวอยางปริมาณ 10 มิลลิลิตร ผานกระดาษกรอง โดยใชแรงดึงสุญญากาศ
จากเครื่องกรอง (Vaccuum filter)  
   3. นํากระดาษกรองที่มีตัวอยางไปอบที่อุณหภูมิ 105  ํC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทิ้งให
เย็นในโถดูดความชื้น (Dasicater) แลวนํากระดาษกรองไปชั่งน้ําหนกัหามวลชีวภาพของตัวอยาง 
(W2) หนวยทีไ่ดคือ กรัมตอลิตร 
 
การคํานวณ 
 มวลชีวภาพ = (W2 - W1) * 100 
 

 
 

ภาพที่ ก-4 การกรองตัวอยางดวยเครื่องกรองแบบสุญญากาศ 
ที่มา : http//www. chemsci.kku.ac.th
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ภาคผนวก ข 

 

การคํานวณ 
 

1. ปริมาณผลผลิตท่ีไดตอสารตั้งตน (Yp/s) 
 Yp/s = ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร)
                    ปริมาณน้ําตาลซูโครส (กรัมตอลิตร) 
 
2. ปริมาณมวลชีวภาพทีไ่ดตอสารตัง้ตน (Yx/s) 
 Yx/s = ปริมาณมวลชวีภาพ (กรัมตอลิตร)
                    ปริมาณน้ําตาลซูโครส (กรัมตอลิตร) 
 
3. ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล 
 ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล  =  ปริมาณผลผลิตที่ไดตอสารตั้งตน  *  100 
    ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลทางทฤษฎี (0.50)  
 
4.ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) 
 ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) =     ปริมาณเอทานอล (v/v)   *  (10)  *  (0.79) 
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ภาคผนวก ค 
 

ขอมูลทางสถติ ิ
 

1. ผลการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4   
  1.1 ปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 ) ท่ีเหมาะสม 
 
ตารางที่ ค-1 การศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4) ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

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

Total .127 17    
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Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

(J) 
ammonium 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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



 98 

Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

(J) 
ammonium 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

(I) 
ammonium 

(J) 
ammonium 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

(I) 
ammonium 

(J) 
ammonium 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

 
ตารางที่ ค-2 การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

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

Total .489 9    

 
Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

2. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4  
   2.1 อัตราการเขยาท่ีเหมาะสม 

 
ตารางที่ ค-3 การศึกษาอัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

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

Total .399 7    
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Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
rpm 

(J) 
rpm 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 



 106 

Dependent 
Variable 

(I) 
rpm 

(J) 
rpm 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

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

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

2.2 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 

ตารางที่ ค-4 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

Total .005 3    



 107 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

Total .147 3    
 

 
  2.3 ระยะเวลาในการหมักท่ีเหมาะสม 
 
ตารางที่ ค-5 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอล 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

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

Total .134 7    
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Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
time 

(J) 
time 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

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

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

(I) 
time 

(J) 
time 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

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

*  The mean difference is significant at the .05 level. 
 
3. การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis Z4 เม่ือมี
การปรับเปล่ียนปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในน้ําอัดลมหมดอายุ 

3.1 ปริมาณน้าํตาลเริ่มตน (น้าํอัดลมหมดอายุ) ท่ีเหมาะสม  
 

ตารางที่ ค-6 การศึกษาปริมาณน้ําตาลเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

Total 142.857 13    
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Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

Total 5.445 13    

 
Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
sucrose 

type 

(J)  
sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

(I) 
sucrose 

type 

(J) 
 sucrose 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

 
ตารางที่ ค-7 การศึกษาปริมาณแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4 )ที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

Total 450.999 47    
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Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

Total 12.557 47    

 
Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
ammonium 

type 

(J) 
ammonium 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

(I) 
ammonium 

type 

(J) 
ammonium 

type 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 
 

Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

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

 

 
Multiple Comparisons 

Dependent 
Variable 

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

(I) 
pH 

(J) 
pH 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence 

Interval 

    
Upper 
Bound 

Lower 
Bound 

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

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

 
ตารางที่ ค-9 การศึกษาการฆาเชื้อในอาหารตอการผลิตเอทานอล 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

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

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

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

Total .583 3    
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ภาคผนวก ง 
 

1. การเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณเอทานอลดวยเคร่ือง Ebulliometer กับ เคร่ือง Gas 
chromatography (GC) 

 
ตารางที่ ง-1  ผลการเปรียบเทยีบการตรวจวดัปริมาณเอทานอลดวยเครื่อง Ebulliometer กับ เครื่อง 
Gas chromatography ที่ระยะเวลาการหมกัที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล  

ระยะเวลาการหมัก 
(ช่ัวโมง) 

เอทานอลวัดดวยเครื่อง 
Ebulliometer %(v/v) 

เอทานอลวัดดวยเครื่อง 
Gas chromatography %(v/v) 

12 0.53 1.10 

24 0.56 1.16 

36 0.85 1.33 

48 0.83 1.35 

 
การยืนยันผลโดยการวัดคาเอทานอลที่แบคทีเรีย Z. mobilis Z4  ผลิตไดดวยเครื่อง 

Gas chromatography (GC) ที่อุณหภูมิคอลัมน 200 องศาเซลเซียส โดยการเลือกเอาตัวอยาง           
เอทานอลของการศึกษาหาระยะเวลาในการหมักที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย    
Z. mobilis Z4  ไปทําการตรวจวัด ซ่ึงผลจากการตรวจวัดคาเอทานอลที่ไดดังแสดงในตารางที่ ง-1 
พบวาการตรวจวัดดวยเครื่อง GC ใหคาเอทานอลมากกวาการตรวจวัดดวยเครื่อง Ebulliometer ของ
ทุกตัวอยางที่ทําการตรวจวัด และเมื่อเปรียบเทียบสัดสวนความตางระหวางการตรวจวัดดวยเครื่อง 
GC กับ การตรวจวัดดวยเครื่อง Ebulliometer พบวา มีคาความแตกตางเทากับ 0.54 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร 
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