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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

60910100: สาขาวิชา: วิทยาศาสตร์ส่ิงแวดลอ้ม; วท.ม. (วิทยาศาสตร์ส่ิงแวดลอ้ม) 
ค าส าคญั: Saccharomyces cerevisiae SC90, กลา้เช้ือยสีต ์

สิรินนัท ์สิทธิชยั : การพฒันาสูตรอาหารผลิตกลา้เช้ือเพื่อลดตน้ทุนกระบวนการผลิต
เอทานอลในระดบัอุตสาหกรรม. (Development of Inoculum Production Medium for Cost 
Reduction of  Ethanol Production Process at an Industrial  Scale) คณะกรรมการควบคุม
วิทยานิพนธ์: กรองจนัทร์ รัตนประดิษฐ์, เศรษฐวชัร ฉ ่าศาสตร์ ปี พ.ศ. 2563. 

  
การพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียงหวัเช้ือ S. cerevisiae SC90 เพื่อ

การผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรม โดยท าการทดลองในระดบัฟลาสกพ์บวา่อาหาร BUU 2D 
ประกอบดว้ย (กรัมต่อลิตร) กากน ้าตาล 40 ยสีตส์กดั 5, (NH4)2 SO4 5, K2HPO4 3.6, KH2 PO4  3 และ 
MgSO4 ∙7H2O 1 ตามล าดบั ความเขม้ขน้หัวเช้ือ 1x107 เซลลต์่อมิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไดค้วามเขม้ขน้เซลล ์346 
x 106± 2.89 เซลลต่์อมิลลิลิตรมากกวา่สูตรอาหารดั้งเดิมขององคก์ารสุราฯ ถึง 4.7 เท่า จากนั้นจึง
น ามาขยายขนาดในถงัเพาะเล้ียงขนาด 5 75 และ 750 ลิตรของโรงงานตน้แบบ โดยใชอ้าหารสูตร 
2D ท่ีเพิ่มความเขม้ขน้กากน ้าตาลเป็น 2 เท่า โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด
ด่าง 5.5 อตัรากวนผสม 550 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อ
นาที ผลการเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไดค้วามเขม้ขน้เซลลถึ์ง 330 x 106± 
0.89 เซลลต์่อมิลลิลิตร โดยพบวา่ท่ีระยะเวลา 15 ชัว่โมง เซลลย์สีตมี์ความสมบูรณ์ แข็งแรง และ
เหมาะสมส าหรับเป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีดี เพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 75 ลิตร เพาะเล้ียงเป็นเวลา 15 
ชัว่โมง พบวา่ใหค้วามเขม้ขน้ของจ านวน 410 x 106 ± 8.84 เซลลต์่อมิลลิลิตร จากการน าหวัเช้ือจาก
ถงัหมกัขนาด 75 ลิตร มาขยายขนาดต่อในถงัหมกัขนาด 750 ลิตร ของโรงงานตน้แบบ พบวา่
สามารถขยายกลา้เช้ือไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพโดยมีจ านวนเซลลเ์พิ่มขึ้น 360 x 106± 10.61 เซลลต์่อ
มิลลิลิตร ผลการวิจยัน้ีน าไปสู่การทดสอบในระดบัอุตสาหกรรมท่ีองคก์ารสุราฯ โดยเพาะเล้ียงกลา้
เช้ือยสีต ์ดว้ยอาหารสูตร 2D ในถงัหมกัขนาด 6 ลิตร เพื่อน าใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ส าหรับถงัหมกั 
Stater A ขนาด 500 ลิตร (300 ลิตร) เล้ียงดว้ยอาหารสูตรปรับปรุง ประกอบดว้ย กากน ้าตาล 80 กรัม
ต่อลิตร และแอมโมเนียมซลัเฟต 10 กรัมต่อลิตร เพื่อปรับสูตรใหมี้ความเหมาะสมในระดบั
อุตสาหกรรม เพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง สามารถไดค้วามเขม้ขน้จ านวนเซลล ์275x106 ± 7.07 
เซลลต์่อมิลลิลิตร เม่ือเทียบกบัการเพาะเล้ียงในถงัหมกั Stater A แบบดั้งเดิมขนาด 500 ลิตร (300 
ลิตร) ท่ีสามารถผลิตกลา้เช้ือไดเ้พียง 5.46 x106 เซลลต์่อมิลลิลิตร จากนั้นน าหัวเช้ือท่ีไดจ้ากถงัหมกั 
Stater A ถ่ายใส่ถงัหมกั Stater B ขนาด 6,500 ลิตร (3,000 ลิตร) ท่ีใชอ้าหารสูตรเช่นเดียวกบัถงัหมกั 
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Stater A เพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง สามารถวดัจ านวนเซลลไ์ดเ้ท่ากบั 433.33 x 106±40.72 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร จากการทดลองท าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้กลา้เช้ือสูงกวา่สูตรดั้งเดิมขององคก์ารสุราฯ ท่ี
สามารถผลิตกลา้เช้ือไดเ้พียง 4.83 x106 เซลลต์่อมิลลิลิตร จากการศึกษาตน้ทุนการผลิต พบวา่การ
พฒันาสูตรอาหาร  BUU 2D ปรับปรุงและปรับปรุงปัจจยัทางกายภาพมีประสิทธิภาพดีกวา่ถึง 50 
เท่า ดงันั้นการปรับปรุงสูตรอาหารจึงช่วยลดตน้ทุนการผลิตและเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตเอทา
นอลในระดบัอุตสาหกรรมไดเ้ป็นอยา่งดี 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ  

60910100: MAJOR: ENVIRONMENTAL SCIENCE; M.Sc. (ENVIRONMENTAL 
SCIENCE) 

KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae SC90, inoculum 
  SIRINUN SITTHICHAI : DEVELOPMENT OF INOCULUM PRODUCTION 

MEDIUM FOR COST REDUCTION OF  ETHANOL PRODUCTION PROCESS AT AN 
INDUSTRIAL  SCALE. ADVISORY COMMITTEE: KRONGCHAN RATANAPHADIT, 
Ph.D., SAETHAWAT CHAMSART, Ph.D. 2020. 

  
The development of medium for  the production of Seccharomyces cerevisiae SC90 

inoculum for the industrial ethanol production. The cultivation was carried out with three medium 
formulae for 24 h. It was found that the BUU 2D medium, composed of molasses, yeast extract, 
(NH4)2SO4, K2HPO4, KH2PO4, and MgSO4∙7H2O at 40, 5, 3.6, 3 and 1 g/l respectively, with 
inoculum at 1X107 cell/ml, 35°C, 200 rmp agitation rate, gave the maximum yeast cell growth at 
a concentration of 364X106± 2.89 cells/ml. The BUU 2D gave 4.7 times higher efficacy than that 
of the classical formula of the Liquor disillery organization. The BUU 2D medium was selected 
for the scale up 5 L, 75 L and 750 L (Reactors of ofour pilot plant essay). Then, BUU 2D 
medium culturing molasses with at 2x condition pH 5.5, at 35°C, 200 rpm agitation rate, pH 5.5, 
2vvm aeration rate. The results show that cultivation in 5-L fermenter at and feed that at 15 h, 
24  hours gave a cell number concentraton  330 X106± 0.89 cells/ml is sutable. The cultivation 
in  75-L fermenter at 15 h, gave the maximum yeast cell growth at a concentration of 410X106 ± 
0.89 cell/ml. The inoculum of 75 L. above was use for fulther 750 L cultivation. giving the 
maximum yeast cell growth at a concentration of 360X106 ± 10.61 cell/ml. There results led 
department to the industrial experiment of Liquor organization. The cultivation were done using 
BUU 2D-adaptaive media, composed of molasses 80 g/l and (NH4)2SO4 10 g/l in a 6 L fermenter 
using at the medium for the Starter-A 500-L fermenter (waking volume of 300-L), with 5% v/v 
inoculum, gave the maximum yeast cell growth at a concentration of 364X106 ± 2.89 cell/ml at 16 
h. After that, the medium above was reactored to the Starter-B 6,000-L fermenter (waking volume 
of 3,000-L) at 5% v/v inoculum. The rusult show that the Starter-B cell number at a concentration 
of 433X106 ± 40.72 cell/ml at 16 h. Compared to the normal getterthan, it could produce cells 
only 4.83X106 ±  40.72 cell/ml. The production cost consideretion, developments of medium and 
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some physical factors resulted 50 times higher efficacy than the classical method. Therefore, the 
development of inoculcm production medium  can reduce the cost and increase the efficacy for 
industrial ethanol production.  
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วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงลงไดด้ว้ยดี เน่ืองจากผูว้ิจยัไดรั้บความกรุณาความช่วยเหลือ
ดูแลเอาใจใส่เป็นอย่างดีจาก ผูช่้วยศาสตราจารย  ์ดร. กรองจนัทร์ รัตนประดิษฐ์ อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกั 
และผูช่้วยศาสตราจารย์ ดร. เศรษฐวชัร ฉ ่าศาสตร์ อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม ท่ีกรุณาให้ค  าปรึกษาแนะน า
ทางท่ีถูกตอ้ง ตรวจแกไ้ข ให้ขอ้เสนอแนะ และติดตามความกา้วหนา้ในการด าเนินงานวิจยั ผูว้ิจยัรู้สึก
ซาบซ้ึงเป็นอยา่งยิง่ และขอกราบขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ โอกาสน้ี 

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารยด์วงใจ โอชัยกุล ผูท้รงคุณวุฒิ ผศ.ดร.ภูมิพฒัน์ ภาชนะ 
กรรมการสอบปากเปล่า ดร. พชัรนนท ์อมรรัตนพนัธ์ กรรมสอบเคา้โครงวิทยานิพนธ์ และผูเ้ช่ียวชาญ
ทุกท่านท่ีให้ความอนุเคราะห์สละเวลาตรวจทานแก้ไขข้อบกพร่อง  และให้แนวคิดต่าง ๆ ท่ีเป็น
ประโยชน์ในการท าวิทยานิพนธ์ฉบบัน้ี ใหมี้ความถูกตอ้งเหมาะสม และสมบูรณ์มากยิง่ขึ้น 

ขอขอบพระคุณองค์การสุรา กรมสรรพสามิต จ.ฉะเชิงเทรา คุณสุนันท์ พูลธนกิจ หัวหน้า
ฝ่ายผลิต และเจา้หน้าท่ีทุกท่านท่ีสละเวลาช่วยเหลือ ดูแลตลอดการท าวิจยั จนท าให้งานวิจยัน้ีส าเร็จ
ลุล่วงไปดว้ยดี 

ขอขอบคุณ คุณขวญัฤทยั มาลยัเรือง คุณกญัญาวีร์ คูค  า และครอบครัว ญาติพี่นอ้งทุกท่านท่ี
ใหก้ าลงัใจ ท่ีคอยช่วยเหลือสนบัสนุนทั้งแรงกายแรงใจในระหวา่งการท าวิจยัดว้ยดีเสมอมา 

อน่ึง ผูว้ิจยัหวงัว่า งานวิจยัฉบับน้ีจะมีประโยชน์อยู่ไม่น้อย จึงขอมมอบส่วนดีทั้งหมดน้ี 
ให้แก่เหล่าคณาจารย ์ท่ีไดป้ระสิทธิประสาทวิชาจนท าให้ผลงานวิจยัน้ีเป็นประโยชน์ต่อผูท่ี้เก่ียวขอ้ง 
ส าหรับขอ้บกพร่องต่าง ๆ ท่ีอาจจะเกิดขึ้นนั้น ผูว้ิจยัขอน้อมรับผิดเพียงผูเ้ดียว และยินดีท่ีจะรับฟัง
ค าแนะน าจากทุกท่านท่ีไดเ้ขา้มาศึกษา เพื่อเป็นประโยชน์ในการพฒันางานวิจยัต่อไป 
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บทที ่1  

บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคญั 

 เอทานอลหรือเอธิลแอลกอฮอลท่ี์ถูกน ามาใชใ้นประเทศไทยมี 2 ประเภทหลกั ๆ คือ  
การใชเ้ป็นแอลกอฮอลบ์ริสุทธ์ิส าหรับการผลิตยาและเวชภณัฑ ์(ตวัท าละลาย) เป็นส่วนผสมใน
เคร่ืองส าอางอุตสาหกรรมอาหาร ใชล้า้งเคร่ืองมือเคร่ืองจกัรและช้ินส่วนอิเลก็ทรอนิกส์ และอีก
ประการหน่ึงเป็นแอลกอฮอลแ์ปลงสภาพท่ีถูกน ามาใชใ้นการลา้งแผล ลา้งเคร่ืองมือแพทย ์
อุตสาหกรรมสี (ทินเนอร์ ชแลก็ แลค็เกอร์) เป็นตน้ การผลิตเอทานอลในปัจจุบนันิยมผลิตดว้ย
กระบวนการชีวภาพ โดยน าผลผลิตทางการเกษตร เช่น ออ้ย มนัส าปะหลงั ขา้วโพด ขา้วฟ่างหวาน 
และวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น เปลือกไม ้ซงัขา้วโพด กากน ้าตาล ฟางขา้ว กากออ้ย เป็นตน้ 
มาใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิต อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณาถึงความคุม้ค่าทางดา้นเศรษฐศาสตร์ พบวา่
กากน ้าตาลและมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบหลกัท่ีถูกน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบในอุตสาหกรรมการผลิต 
เอทานอล ซ่ึงส่งผลต่อการสร้างเสถียรภาพของราคาผลผลิตทางการเกษตรของประเทศ อีกทั้งมีส่วน
ช่วยเสริมสร้างความมัน่คงทางเศรษฐกิจใหก้บัเกษตรกร (กระทรวงพลงังาน, 2554) ส าหรับใน
ประเทศไทย Saccharomyces cerevisiae SC90 เป็นสายพนัธุ์ยสีตท่ี์ถูกน ามาใชเ้พื่อผลิตเอทานอล
ขององคก์ารสุรา กรมสรรพสามิต มาอยา่งยาวนาน ทั้งน้ีเน่ืองจากใหผ้ลผลิตสูงและทนต่อ
สภาพแวดลอ้มไดดี้ ทนต่อเอทานอลและปริมาณน ้าตาลท่ีสูง สามารถเจริญไดท้ั้งในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนและไร้ออกซิเจน จึงถูกน ามาใชศึ้กษาวิจยัอยา่งหลากหลาย เช่น การพฒันากระบวนการ
หมกัในสภาวะความเขม้ขน้ของน ้าตาลสูง (very high gravity: VGH) จากวตัถุดิบหลายชนิด 
(ลกัขณา เหล่าไพบูลย,์ กุลเชษฐ์ เพียรทอง, วรวุฒิ ศรีดี, ประสิทธ์ิ ใจศิล, มลัลิกา บุญมี และ พฒันา 
เหล่าไพบูลย,์(2011) 
 ประเทศไทยไดต้ั้งเป้าในการเพิ่มผลผลิตเอทานอลในปี พ.ศ. 2561 – 2565 เป็น 4.46, 
4.98, 5.55, 6.19 และ 6.91 ลา้นลิตรต่อวนั ตามล าดบั เพื่อตอบสนองต่อความตอ้งการเอทานอลท่ี
เพิ่มขึ้น กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน กระทรวงพลงังาน (2562) ดงันั้น
กระบวนการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมจึงตอ้งมีการปรับตวัเพื่อเพิ่มผลผลิตเอทานอลให้
เพียงพอกบัความตอ้งการของตลาด ทั้งน้ีผลผลิตของเอทานอลท่ีผลิตไดน้ั้นขึ้นอยูก่บัหลายปัจจยั 
ไดแ้ก่ สูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล อตัราการใหอ้ากาศ อตัราการกวนผสม 
คุณสมบติัของถงัหมกั ชนิดและคุณลกัษณะของจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการผลิต ตลอดจนกระบวนการใน
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การเตรียมกลา้เช้ือเพื่อใชส้ าหรับการหมกัท่ีเป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคญัอยา่งยิง่เพื่อใหไ้ดผ้ลผลิต 
เอทานอลท่ีสูง ในการเตรียมและขยายขนาดกลา้เช้ือแบบเดิมขององคก์ารสุราฯ คือ การเพาะเล้ียง
กลา้เช้ือโดยใชค้วามเขม้ขน้กากน ้าตาลในระดบัห้องปฏิบติัการสูงถึง 250 กรัมต่อลิตร และในถงั
หมกั starter A ท่ีความเขม้ขน้กากน ้าตาล 500 กรัมต่อลิตร และถงัหมกั starter B ความเขม้ขน้
กากน ้าตาล 300 กรัมต่อลิตร โดยไม่มีการเติมอากาศ ไม่มีการควบคุมค่าความเป็นกรดด่าง และไม่มี
การควบคุมอุณหภูมิ ท าใหป้ระสบปัญหาปริมาณเช้ือจุลินทรียท่ี์ไดมี้ปริมาณนอ้ย หวัเช้ือท่ีไดมี้ความ
เขม้ขน้ต ่ากวา่ท่ีควร คือ ไดเ้พียง 80 - 100 x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร ซ่ึงค่าท่ีควรจะเป็นคือ ตอ้งได้
มากกวา่ 300 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร อีกทั้งอาหารเพาะเล้ียงเช้ือท่ีใชอ้ยูเ่ดิม และสภาวะการ
เพาะเล้ียงกลา้เช้ือท่ีไม่เหมาะสม ท าใหร้ะยะเวลาเพาะเล้ียงกลา้เช้ือนาน ซ่ึงส่งผลโดยตรงต่อผลผลิต
ของเอทานอล และตน้ทุนในการเพิ่มผลผลิตท่ีมากขึ้น ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงท าการปรับปรุง
กระบวนการเพาะเล้ียงกลา้เช้ือใหเ้หมาะสม รวมถึงการพฒันาสูตรอาหารท่ีมีโดยใชส้ารอาหารราคา
ถูกและเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ เพื่อลดระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ ซ่ึงเป็นการช่วยลดตน้ทุนการ
ผลิต อีกทั้งช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรม 
 

1.2 วตัถุประสงค์การวิจัย 

 1.2.1. เพื่อพฒันากระบวนการผลิตกลา้เช้ือยสีตท่ี์เหมาะสมทั้งในระดบัห้องปฏิบติัการ
และระดบัอุตสาหกรรม สามารถน าไปใชเ้ป็นกลา้เช้ือท่ีดีต่อการผลิตเอทานอล 
 1.2.2. เพื่อศึกษาเศรษฐศาสตร์ในกระบวนการหมกัเอทานอล ตน้ทุนการผลิตทั้งก่อนและ
หลงัการปรับปรุงสูตรอาหาร ทั้งในกระบวนการผลิตกลา้เช้ือในหอ้งปฏิบติัการจนถึงในระดบั
อุตสาหกรรม  
 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 

 การพฒันาสูตรอาหารเพื่อการผลิตกลา้เช้ือ โดยการพฒันาเร่ืองหวัเช้ือเร่ิมตน้ ปริมาณ
สารอาหารท่ีเหมาะสม การเติมอากาศ การกวน การควบคุมอุณหภูมิ และค่าความเป็นกรดด่าง มีผล
โดยตรงต่อการเพิ่มปริมาณกลา้เช้ือ 
  

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.4.1. สามารถผลิตกลา้เช้ือยสีตท่ี์ความเขม้ขน้มากกวา่ 300 x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร 
 1.4.2. ช่วยลดระยะเวลาและลดตน้ทุนการผลิตกลา้เช้ือลงได ้
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 1.4.3. ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตเอทานอล 
 1.4.4. สามารถน าสูตรอาหารท่ีมีประสิทธิภาพไปพฒันาในระดบัอุตสาหกรรมไดจ้ริง 
 

1.5 ขอบเขตการวิจัย 

 1.5.1 การศึกษาจลนศาสตร์ของยสีต ์เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการเตรียมกลา้เช้ือ 
 1.5.2 การศึกษาพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกลา้เช้ือ 
 1.5.3 การศึกษาการขยายขนาดการผลิตกลา้เช้ือจากสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชป้ริมาตร     
3 ลิตร ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 1.5.4 การศึกษาการขยายขนาดการผลิตกลา้เช้ือจากสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชป้ริมาตร   
50 ลิตร ในถงัหมกัขนาด 75 ลิตร 
 1.5.5 การศึกษาการขยายขนาดการผลิตกลา้เช้ือจากสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชป้ริมาตร 
500 ลิตร ในถงัหมกัขนาด 750 ลิตร ของโรงงานตน้แบบ 
 1.5.6 การทดลองการผลิตกลา้เช้ือยสีตด์ว้ยสูตรอาหารท่ีเหมาะสม โดยใชป้ริมาตร  
300 ลิตร ในถงัหมกัขนาด 500 ลิตร ขององคก์ารสุราฯ (Starter A) 
 1.5.7 การทดลองการผลิตกลา้เช้ือยสีตด์ว้ยสูตรอาหารท่ีเหมาะสม โดยใชป้ริมาตร  
3,000 ลิตร ในถงัหมกัขนาด 6,500 ลิตร ขององคก์ารสุราฯ (Starter B) 

 1.5.8 การศึกษาเปรียบเทียบตน้ทุนการผลิตของสูตรอาหารเพื่อการผลิตกลา้เช้ือ 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 เช้ือจุลนิทรีย์ในการผลติเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม 

 การหมกัเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมนิยมยสีตห์ลายชนิด เช่น  Saccharomyces 
cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Schizosacharomyces pombe, Kluyveromyces fragilis,  
K. marxianus, Candida lusitaniae, C. psuedotropicalis และ C. trppicalis (Panchal, C. J., 1990) 
แต่ S. cerevisiae ไดรั้บความนิยมมากในการผลิตระดบัอุตสาหกรรม เน่ืองจากสามารถผลิต 
เอทานอลไดใ้นปริมาณท่ีสูงกวา่ร้อยละ 90 ตามทฤษฎี และมีความทนทานต่อความเขม้ขน้ของ 
เอทานอลในกระบวนการหมกัไดม้ากกวา่ 40 กรัมต่อลิตร (Azhar et al., 2017) นอกจากน้ีใน
ปัจจุบนัมีการน าแบคทีเรีย เช่น Clostridium sporogenes, C. sphenoides, Zymomonas mobilis 
subsp. pomaceae, Spirochaeta stenosterpta, S. litoralis, Sterptococcus lactis, Sarcina ventriculi, 
Thermoanaerbacter ethanolicus และ Bacillus stearothermophilus มาใชใ้นการผลิต (Roehr, M., 
Kosaric, N., Vardar-Sukan, F., Pieper, H. J., & Senn, T., 2001) เอทานอลอีกดว้ย นอกจากน้ีมี
รายงานการใชแ้บคทีเรียในกระบวนการหมกั ไดแ้ก่ Z. mobilis และ C. boliviensis ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย
ท่ีไม่ใชอ้อกซิเจนสามารถหมกัเซลลูโลสและเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 50 องศาเซลเซียส แต่พบวา่
แบคทีเรียดงักล่าวมีความทนต่อเอทานอลต ่ากวา่ยสีต์ (Patrascu, E., Rapeanu, G., & Hopulele, T., 
2009) 
 ในการคดัเลือกสายพนัธุ์ยสีตม์าใชส้ าหรับการผลิตเอทานอลส่ิงแรกท่ีตอ้งค านึง คือ  
มีอตัราการหมกัเอทานอลสูง ซ่ึงเป็นเร่ืองท่ีควรใหค้วามส าคญัเป็นอนัดบัแรก และตอ้งมีขอ้พิจารณา
ปัจจยัอยา่งอ่ืน ๆ ท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น ความทนเอทานอล ความทนอุณหภูมิสูง ความทนแรงดนั 
ออสโมซิสและความสามารถในการตกตะกอน ซ่ึงปัจจยัดงักล่าวเหล่าน้ีจะมีผลโดยตรงต่อปริมาณ
เอทานอลท่ีผลิตได ้กระบวนการหมกัระดบัอุตสาหกรรมขององคก์ารสุราไดใ้ช ้S. cerevisiae SC90 
ซ่ึงเป็นสายพนัธุ์ยสีตท่ี์สามารถผลิตเอทานอลไดสู้งเม่ือใชก้ากน ้าตาลเป็นวตัถุดิบ จากการศึกษา
เปรียบเทียบระหวา่ง S. cerevisiae SC90 กบั S. cerevisiae TISTR 5048 โดยใชน้ ้าคั้นล าตน้ขา้วฟ่าง
หวานเป็นวตัถุดิบ โดยน ายสีตท์ั้งสองสายพนัธุ์มาเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการกวน
ผสม 100 รอบต่อนาที พบวา่ S. cerevisiae SC90 มีอตัราการใชน้ ้าตาลและอตัราการผลิตเอทานอล
สูงกวา่สายพนัธุ์ S. cerevisiae TISTR 5048 ในทุกสภาวะการทดลอง ลกัขณา เหล่าไพบูลย ์และ
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คณะ (2011) และจากรายงานท่ีน า S. cerevisiae SC90 มาหมกัในสภาวะ Very High Gravity (VHG) 
ยสีตส์ามารถทนต่อสภาวะท่ีมีน ้าตาลมีความเขม้ขน้สูงกวา่ 200 กรัมต่อลิตร และทนอุณหภูมิไดถึ้ง 
35 องศาเซลเซียส ซ่ึงสูงกวา่ท่ีเคยรายงานไวว้า่อุณหภูมิระหวา่ง 30-32 องศาเซลเซียส เป็นช่วงท่ี
เหมาะสม ซ่ึงแตกต่างจากรายงาน Pornpukdeewattana, S., Chalearmkit P., & Iamsamang, P. 
(2014) กล่าววา่ S. cerevisiae SC90 สามารถเจริญไดดี้ท่ีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาล
กลูโคส 340 กรัมต่อลิตร โดยมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 35 องศาเซลเซียส และใหผ้ลผลิตเอทานอล
ท่ีมีความเขม้ขน้ถึง 97.03 กรัมต่อลิตร  
 

2.2 ความรู้ท่ัวไปของยีสต์   

 2.2.1 สัณฐานวิทยาของยีสต์ (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549)  

   ยสีตเ์ป็นราชนิดท่ีมีการด ารงชีวิตเป็นเซลลเ์ด่ียว (unicellular form) มีรูปร่าง
หลากหลายรูปแบบ เช่น กลม รี และรูปไข่ ส าหรับ Saccharomyces cerevisiae ลกัษณะของเซลลมี์
รูปร่างรีความกวา้งของเซลล ์1 - 7 ไมโครเมตร และความยาวของเซลล ์5 - 10 ไมโครเมตร ปริมาตร
เฉล่ียของเซลลท่ี์มีโครโมโซมหน่ึงชุดประมาณ 30 ลูกบาศกไ์มโครเมตร และเซลลท่ี์มีโครโมโซม
สองชุดมีปริมาตร ประมาณ 55 ลูกบาศกไ์มโครเมตร โดยโครงสร้างภายในเซลลข์องยสีตท่ี์ แสดง
ดงัภาพท่ี 2-1 

 
 

ภาพท่ี 2- 1 ลกัษณะเซลลย์สีตแ์ละโครงสร้างท่ีส าคญัต่าง ๆ ภายในเซลล ์
ท่ีมา : Walker, G. M. & Stewart, G. G. (2016)  
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 2.2.2 การเจริญและการแบ่งเซลล์ของยีสต์  
   ยสีตมี์การเจริญโดยการแบ่งตวัแบบแตกหน่อ (budding) และการฟิสชนั (fission) 
หรือการสร้างสปอร์ ซ่ึงขึ้นอยูก่บัชนิดและสายพนัธุ์ ส าหรับ S. cerevisiae ในสภาวะปกติจะสืบพนัธุ์
โดยการแตกหน่อเป็นการแบ่งเซลลท่ี์มีลกัษณะค่อนขา้งจ าเพาะซ่ึงต่างจากการแบ่งเซลลข์อง 
ยคูาริโอตชนิดอ่ืน ๆ การแตกหน่อของยสีตแ์บ่งตามต าแหน่งท่ีเกิดหน่อไดเ้ป็น 3 แบบ คือ การแตก
หน่อขั้วเดียว (monopolar budding) การแตกหน่อสองขั้ว (bipolar budding) และการแตกหน่อหลาย
ขั้ว (multipolar หรือ multilateral budding) การแตกหน่อจะเกิดขึ้นในช่วงปลายของการแบ่งเซลล์
ในระยะ G1 โดยยนี Cdc 42 จะท าหนา้ท่ีในการควบคุมก าหนดบริเวณท่ีเซลลจ์ะมีการแตกหน่อโดย
มีการสร้าง Myosin ring ขึ้นมาหลงัจากนั้นยนี Myo 1 จะท าใหเ้กิดการ polarization ของไมโอซิน 
ท าใหเ้กิด actomyosin ring หลงัจากนั้นจะมีการแบ่งเซลลจ์นกระทัง่ระยะเทโลเฟส เซลลท์ั้งสองจะ
สร้าง Septum ring ขั้นแรกขึ้นมา ต่อจากนั้นจะเกิด Septum ring ขั้นท่ีสอง จนท าใหเ้กิดการแยกของ
เซลลใ์นท่ีสุด  ดงัแสดงในภาพท่ี 2-2 (Bhavsar-Jog, Y. P., & Bi, E., 2017) 
   ในบางคร้ังอาจพบการสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศโดยการสร้างแอสโคสปอร์เพื่อ
แลกเปล่ียนระหวา่งเซลล ์ท าใหเ้ซลลท่ี์ไดมี้โครโมโซมสองชุดและเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อ
การเจริญ จะแตกหน่อเพื่อเพิ่มจ านวนแอสโคสปอร์ได ้แต่เม่ือยา้ยลงในอาหารส าหรับสร้างสปอร์
การแตกหน่อจะหยดุและจะเร่ิม สร้างแอสโคสปอร์ การสร้างสปอร์จะใชเ้วลาประมาณ 18-24 
ชัว่โมง ขึ้นอยูก่บัสภาวะแวดลอ้ม (Knop, 2011; สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 
 

 
 

ภาพท่ี 2- 2 แสดงกลไกการแตกหน่อของยสีต์ 
ท่ีมา : Bhavsar-Jog & Bi, 2017 
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2.3 คุณลกัษณะของยีสต์ท่ีดีส าหรับการผลติเอทานอล  

 จุลินทรียส์ าหรับการผลิตเอทานอลระดบัอุตสาหกรรม เช่น Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomyces uvarum, Schizosaccharomyces pombe และ Kluyveromyces fragilis แต่ส าหรับ     
S. cerevisiae เป็นยสีตท่ี์ทนต่อสภาวะแวดลอ้มต่าง ๆ ท่ีไม่เหมาะสมไดดี้กวา่ยสีตช์นิดอ่ืน ดงันั้นใน
ปัจจุบนัการผลิตเอทานอลส่วนใหญ่จึงเลือกใชย้สีต์ S. cerevisiae ลกัษณะของยสีตท่ี์ดีส าหรับการ
ผลิตเอทานอลมีหลายประการ ดงัน้ี (Kosaric, N., A., Wieczorek, G. P., Cosentino, R. J., & 
Magee., R. J., 1983) 
  2.3.1 ใหผ้ลผลิตเอทานอล (ethanol yield) สูง    
  2.3.2 มีอตัราการหมกัเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง    
  2.3.3 มีความทนเอทานอล (ethanol tolerance)    
  2.3.4 มีความทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance)    
  2.3.5 มีความทนต่อแรงดนัออสโมซิส (osmotolerance)    
  2.3.6 มีความสามารถในการจบักลุ่มตกตะกอน (flocculation) ซ่ึงขึ้นอยูก่บั
กระบวนการวา่ ตอ้งการลกัษณะการจบักลุ่มตกตะกอนน้ีหรือไม่    
  2.3.7 ทนพีเอชต ่าหรือทนกรด (acid tolerance)   
  2.3.8 มีพนัธุกรรมท่ีไม่เปลี่ยนแปลงไดง้่าย    
 รายงานการศึกษาของ Techaparin, A., Thanonkeo, P., & Klanrit, P. (2017) ไดท้ าการ
คดัเลือกยสีตจ์าก 234 ไอโซเลส ซ่ึงเก็บตวัอยา่งเช้ือจากประเทศไทย ลาวและเวียดนาม เพื่อหายสีตท่ี์
สามารถทนความร้อนไดสู้ง พบวา่มียสีตจ์ านวน 5 สายพนัธุ์ ท่ีสามารถทนอุณหภูมิสูงมากกวา่ 45  
องศาเซลเซียส และใหผ้ลผลิตเอทานอลในปริมาณท่ีสูง ไดแ้ก่ S. cerevisiae KKU-VN8, KKU-
VN201 และ KKU-VN 27 กบั Pichia kudriavzevii KKU-TH33 และ KUU-TH 43 จากนั้นน ามา
หมกัเอทานอลพบวา่ S. cerevisiae KKU-VN8 ให้ผลผลิตเอทานอล 72.69 กรัมต่อลิตร หรือ 1.59 
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง มากกวา่ผลผลิตท่ีหมกัโดยใช ้S. cerevisiae TISTR 5606 ท่ีใชก้นัอยา่ง
แพร่หลายในอุตสาหกรรม  
  กระบวนการคดัเลือกสายพนัธุ์ยสีตท่ี์ทนร้อนนบัวา่ส าคญัระดบัหน่ึงในประเทศโซนร้อน
อยา่งประเทศไทย เน่ืองจากในการหมกัจะเกิดความร้อนจึงจ าเป็นตอ้งใชร้ะบบหล่อเยน็ในการรักษา
อุณหภมิูของระบบการหมกั หากยสีตท่ี์ท าการคดัเลือกทนอุณหภูมิสูงไดดี้ ก็สามารถลดค่าใชจ่้ายใน
ระบบหล่อเยน็ได ้
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2.4 การผลติกล้าเช้ือยีสต์  

 การเตรียมกลา้เช้ือมีความส าคญัมากต่อการสร้างผลิตภณัฑใ์หไ้ดป้ริมาณสูง ซ่ึงเช้ือท่ีจะ
น ามาใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการเพาะเล้ียงจุลินทรียส์ าหรับการผลิตผลิตภณัฑค์วรมีลกัษณะต่าง ๆ ตามท่ี 
(Stanbury, P. F., Whitaker A., & Hall, S. J., 1999)ไดส้รุปไวด้งัน้ี  
  2.4.1 ตอ้งมีความสมบูรณ์และแขง็แรง ซ่ึงจะท าใหร้ะยะปรับตวัสั้นลง  
  2.4.2 ตอ้งมีปริมาณมากพอเพื่อใหไ้ดป้ริมาณกลา้เช้ือท่ีเหมาะสม  
  2.4.3 ตอ้งมีสัณฐานวิทยาท่ีเหมาะสม  
  2.4.4 ตอ้งปราศจากการปนเป้ือนจุลินทรียช์นิดอ่ืน  
  2.4.5 ตอ้งยงัคงมีความสามารถในการผลิตผลิตภณัฑไ์ดสู้ง 
 กระบวนการท่ีเหมาะสมเพื่อผลิตกลา้เช้ือท่ีมีลกัษณะขา้งตน้เรียกวา่ การพฒันากลา้เช้ือ 
โดยการพฒันากลา้เช้ือท่ีเหมาะสมนั้นมีความจ าเป็นต่อการเพาะเล้ียงจุลินทรียไ์ม่วา่จะเป็น 
การเพาะเล้ียงขนาดเลก็หรือใหญ่ ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกลา้เช้ือท่ีเหมาะสม คือ การเลือกอาหาร
เล้ียงเช้ือส าหรับการผลิตกลา้เช้ือ โดยความเหมาะสมของอาหารส าหรับการผลิตกลา้เช้ือสามารถ 
วดัไดจ้ากจลนพลศาสตร์ของการเจริญของเช้ือยสีต ์ซ่ึงอยูใ่นช่วงการเจริญกา้วหนา้ (log phase) โดย
ปกติอาหารส าหรับการผลิตกลา้เช้ือควรเหมือนกบัอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อลดเวลาท่ีเช้ือตอ้งปรับตวั มี
ผลใหเ้วลาของระยะปรับตวัและการหมกัลดลง นอกจากน้ีค่าความเป็นกรดด่าง แรงดนัออสโมซิส 
และไอออนท่ีมีประจุลบมีผลท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงของอตัราการน าสารอาหารเขา้เซลลโ์ดย
ทนัที ซ่ึงอาจมีผลต่ออตัราการรอดชีวิต  
 ระยะเวลาของการหมกัส่งผลต่อสรีรวิทยาของกลา้เช้ือ กล่าวคือเม่ือถ่ายเช้ือลงในการ
เล้ียงเช้ือ ในระยะเวลาท่ีเหมาะสม เซลลย์สีตจ์ะมีลกัษณะทางสรีรวิทยาท่ีถูกตอ้งเหมาะสม โดย
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการถ่ายเช้ือน้ีสามารถหาไดจ้ากการทดลอง และเกณฑท่ี์ถูกน ามาใชม้าก
ท่ีสุดในการพิจารณาเวลาการหมกัท่ีเหมาะสมส าหรับถ่ายเช้ือ คือ ชีวมวลและพารามิเตอร์ เช่น 
ปริมาตรของเซลลท่ี์อยูร่่วมกนั (pack cell) น ้าหนกัแหง้ น ้ าหนกัเปียก ความขุ่น การหายใจ ความ
เขม้ขน้สารอาหารท่ีเหลือ และรูปแบบของสัณฐานวิทยาของเซลล ์ปริมาณกลา้เช้ือท่ีใชโ้ดยทัว่ไปอยู่
ในช่วงร้อยละ 3-10 ของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงการใชก้ลา้เช้ือปริมาณมากช่วยลดเวลาของระยะ
ปรับตวั (lag phase) และท าใหไ้ดชี้วมวลสูงในเวลาท่ีสั้นลง เป็นผลใหค้วามสามารถในการผลิต
เพิ่มขึ้น 
 การผลิตกลา้เช้ือเร่ิมจากน าเช้ือท่ีเก็บรักษามาท าการเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็ จากนั้นจึง
น าไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลวหลายขั้นตอนเพื่อเพิ่มชีวมวลใหม้ากพอท่ีจะเพาะลงในอาหารใน
ขั้นตอนการผลิต ซ่ึงประกอบดว้ยการเพาะเล้ียงในฟลาสกบ์่มแบบเขยา่ 2-3 ขั้นตอน และใน 
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ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 1-3 ซ่ึงปัจจยัท่ีก าหนดในแต่ละขั้นตอนคือ ขนาดของถงัหมกัในขั้นตอนการผลิต 
หากการผลิตกลา้เช้ือมีหลายขั้นตอนอาจประสบปัญหาการปนเป้ือนของเช้ืออ่ืน ๆ และการเส่ือม
ของเช้ือท่ีใช ้ดงันั้นจึงควรหาจุดท่ีเหมาะสมของขั้นตอนในกระบวนการผลิตและควรค านึงถึง  
ความเหมาะสมทางเศรษฐศาสตร์ร่วมดว้ย 
 การผลิตกลา้เช้ือยสีตส์ าหรับกระบวนการผลิตขนาดใหญ่ เช่น ในกระบวนการ
อุตสาหกรรมโดยน าเช้ือท่ีเก็บรักษาอยูม่าเล้ียงใหเ้ซลลมี์ปริมาณมากพอ โดยการใชอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ี
มีปริมาณเพิ่มมากขึ้นไปเป็นล าดบั โดยทัว่ไปการเพิ่มปริมาณอาหารเล้ียงเช้ือใน 2-3 คร้ังแรกมกัเพิ่ม
คร้ังละ 10 เท่า เช่น จากเช้ือท่ีเก็บรักษาน าไปเพาะลงในอาหารเหลวปริมาณ 10 มิลลิลิตร จากนั้น
เพาะลงในอาหารเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเพิ่มมากขึ้นไปเป็นล าดบั ปริมาณและคุณภาพ
ของกลา้เช้ือมีอิทธิพลต่อการเจริญ และการหมกัของยสีต ์ถา้ใชก้ลา้เช้ือยสีตน์อ้ยเกินไปมีผลใหก้าร
เจริญของยสีตไ์ม่ดี เน่ืองจากสัญญาณภายในเซลล ์(intracellular signal) มีไม่เพียงพอท่ีจะกระตุน้
การเพิ่มจ านวนเซลล ์ลกัษณะท่ีส าคญัของกลา้เช้ือยสีตค์ือระดบัของสเตอรอลในเซลลซ่ึ์งจ าเป็นต่อ
การสังเคราะห์เยือ่หุม้เซลล ์โดยสเตอรอลจะถูกสังเคราะห์เฉพาะในสภาวะท่ีมีออกซิเจนดงันั้นหาก
กระบวนการขั้นต่อไปเป็นกระบวนการท่ีปราศจากออกซิเจน เช่น การผลิตเบียร์ จ าเป็นตอ้งท าให้
เซลลย์สีตมี์สเตอรอลมากพอซ่ึงอาจท าไดโ้ดยการใหอ้ากาศ เวิร์ต (Wort) ก่อนการเพาะ ท าใหย้สีต์
สร้างสเตอรอลมากเพียงพอในช่วงตน้ของการหมกั เพื่อสนบัสนุนการเจริญของยสีตต์ลอด
กระบวนการ (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 

2.5 อาหารส าหรับเพาะเลีย้งยีสต์  

 การเจริญของเช้ือยสีตต์อ้งการสารอาหารเป็นแหล่งพลงังานรวมทั้งธาตุอาหารหลกั 
ไดแ้ก่  ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน ซลัเฟอร์ และฟอสฟอรัส นอกจากน้ียงัตอ้งการธาตุอาหาร
บางชนิดในปริมาณมาก ประกอบดว้ย แมกนีเซียม และโพแทสเซียม และตอ้งการสารอาหารบาง
ชนิดในปริมาณต ่า ไดแ้ก่ แคลเซียม เหลก็ ทองแดง แมงกานีส สังกะสี นิเกิล โคบอลต ์และ 
โมลิบดินมั นอกจากน้ียสีตย์งัตอ้งการสารประกอบบางชนิดเพื่อท าหนา้ท่ีเป็น growth factor เช่น 
วิตามิน พิวรีน ไพริมิดีน และ นิวคลีโอไทป์ (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 
 2.5.1 คาร์บอน ภายในเซลลย์สีตมี์คาร์บอนเป็นองคป์ระกอบประมาณร้อยละ 50 ของ

น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ซ่ึงสารประกอบคาร์บอนส่วนใหญ่ของยสีตม์าจากพลงังาน กลูโคสเป็นน ้าตาลท่ี

ยสีตท์ุกชนิดสามารถใชก้ลูโคสได ้แต่ในการหมกัระดบัอุตสาหกรรม ส่วนใหญ่นิยมใชน้ ้าตาล

มอลโทส ซูโครส ฟรุกโทส ไซโลส และ แลกโทส เน่ืองจากกลูโคสมกัมีแรงกดดนั (Glucose 

repression effect) และมีผลยบัย ั้งต่อการเจริญของเช้ือ (inhibitory effect) (Azhar et al.,(2017) 
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 2.5.2 ไนโตรเจน เป็นองคป์ระกอบของอาหารท่ีมีปริมาณรองลงมาจากคาร์บอน สาร
หลายชนิดถูกน ามาใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจน เช่น แอมโมเนียมไนเตรด แอมโมเนียมคลอไรด ์และ
แอมโมเนียมซลัเฟต ระดบัอุตสาหกรรมนิยมใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต เพราะนอกจากจะไดรั้บ
ไนโตรเจนจากแอมโมเนียแลว้ยงัไดรั้บซลัเฟตดว้ย ในการเล้ียงยสีตใ์นระดบัอุตสาหกรรม ยสีตจ์ะ
น าแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดมาใชเ้ป็นอนัดบัแรก แหล่งไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบท่ีเซลลย์สีต์
ตอ้งการรองจากคาร์บอนในรูปของอะมิโนไนโตรเจนอิสระ free amino nitrogen (FAN) ประมาณ 
140-150 มิลลิกรัมต่อลิตร (O'Connor-Cox, E. S. C., J. Paik., & Ingledew, W. N., 1991) จาก
การศึกษาพบวา่ การเติมไนโตรเจนลงถงัหมกัช่วยส่งผลในการเพิ่มผลผลิตเอทานอลและมีการใช้
น ้าตาลในปริมาณสูงเป็นระยะเวลานาน (Arrizon, J., & Gschaedler, A., 2002) 
 2.5.3 ซัลเฟอร์ แหล่งซลัเฟอร์ไดจ้ากสารประกอบซลัเฟต ซลัไฟต ์และสารประกอบ 
ไทโอซลัเฟต ยสีตจ์ะน าซลัเฟตเขา้สู่เซลลเ์พื่อสร้างซีสเทอีน โดยซลัเฟตจะเปล่ียนเป็นซัลไฟตท์นัที
แลว้จึงถูกเมทาบอไลซ์ต่อไป 
 นอกจากน้ีสารอาหารบางชนิดท่ียสีตต์อ้งการในระดบัต ่ายงัมีบทบาทส าคญัต่อการเจริญ
และการผลิตเอทานอล เช่น การเติมสังกะสี (Zn), ทองแดง (Cu) และ แมงกานีส (Mn) มีผลเชิงบวก
ต่อกระบวนการหายใจและการเจริญเติบโตใน S. cerevisiae ท าใหม้วลชีวภาพเพิ่มขึ้นร้อยละ 10 
และผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นร้อยละ 20 หลงัจากกระบวนการหมกั (Stehlik-Tomas, V., Zetic, V., 
Stanzer, D., Grba, S., & Vahcic, N., 2004) อีกทั้งพบวา่ไอออนของโลหะในอาหารส่งผลต่อ
ปริมาณเอทานอลท่ีเกิดขึ้นจากกระบวนการหมกั เน่ืองจากไอออนของโลหะมีผลต่ออตัราของ
ปฏิกิริยาในกระบวนการไกลโคไลซิสในการเปลี่ยนไพรูเวทเป็นเอทานอล (Azenha, M., 
Vasconcelos, M., & Moradas-Ferreira, P., 2000) 
 2.5.4 สังกะสี ในส่ิงมีชีวิตจะอยูใ่นรูป Zn2+ มีบทบาทเป็นโคแฟคเตอร์ของเอนไซมห์ลาย
ชนิด เช่น แอลกอฮอลดี์ไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase)  และอลัคาไลน์ฟอสฟาเทส (alkaline 
phosphatase) เป็นตน้ ช่วงความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสังกะสีอยูใ่นช่วง 5-15 M ซ่ึงจะช่วยเร่ง
การเจริญของยสีตแ์ละก่อใหเ้กิดผลดีต่ออตัราการผลิตเอทานอล (Blackwell et al., 1995) และมี
รายงานของ ณภกัด์ิษร ค าอิน (2560) พบวา่ยสีต ์S. cerevisiae SC90 สามารถผลิตเอทานอลไดดี้ท่ี
ความเขม้ขน้ของกากน ้าตาล 370 กรัมต่อลิตร ใหป้ริมาตรเอทานอลคิดเป็นร้อยละ 10.65 โดย
ปริมาตรต่อปริมาตร และเม่ือท าการเติมธาตุอาหาร คือ สังกะสี แมงกานีส และทองแดงร่วมกบัการ
เล้ียงดว้ยกากน ้าตาล พบวา่การเติมสังกะสีเพียงอยา่งเดียว ช่วยส่งเสริมใหย้สีตมี์การผลิตเอทานอล
ไดสู้งสุดคิดเป็นร้อยละ 11.33 โดยปริมาตรต่อปริมาตร แต่หากมีมากเกินไปจะก่อให้เกิดความเป็น
พิษต่อเซลล ์โดยมีผลต่อคุณสมบติัของเยือ่หุม้เซลล์ (Liu et al., 1997) 
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 2.5.5 ทองแดง เป็นองคป์ระกอบของโคแฟกเตอร์ของเอนไซมห์ลายชนิด เช่น ไซโทร
โครม ซี ออกซิเดส (cytochrome c oxidase) และแลกเตส (lactase) เป็นตน้ (Ochiai, 1983) ความ
เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของทองแดงอยูใ่นช่วง 1-10 M จะส่งผลดีต่อการเจริญของเซลลแ์ละกิจกรรม
การหมกั (Blackwell et al., 1995)  หากมีมากจะเกิดความเป็นพิษต่อเซลล ์
 2.5.6 แมงกานีส เซลลย์สีตมี์ความตอ้งการแมงกานีสท่ีความเขม้ขน้ประมาณ 2-10 M 
ซ่ึงแมงกานีสมีผลต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลย์สีตแ์ละเป็นส่วนประกอบของเอนไซม์ 
บางชนิด  

2.6 ปัจจัยทางกายภาพที่มผีลต่อสภาวะการเจริญของยีสต์  
 2.6.1 อุณหภูมิ 

   ยสีตท่ี์ใชศึ้กษาในหอ้งปฏิบติัการและใชใ้นอุตสาหกรรมส่วนใหญ่เจริญไดดี้ท่ี
อุณหภูมิปานกลาง คือ 20-30 องศาเซลเซียส อยา่งไรก็ตามบางชนิดสามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิต ่า
ในช่วง 12-15 องศาเซลเซียส บางชนิดสามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิสูงในช่วง 40-50 องศาเซลเซียส 
ขึ้นอยูก่บัชนิดของยสีต ์เช่น Saccharomyces cerevisiae เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 35-43 องศาเซลเซียส
อรุณ ชาญชยัเชาวว์ิวฒัน์ (2558) จากการศึกษาช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของ S. cerevisiae SC90 
พบวา่ทนอุณหภูมิไดถึ้ง 40 องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญคือ 35 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งถึง 97.03 กรัมต่อลิตร (Pornpukdeewattana et al., 2014) 
 2.6.2 ค่าความเป็นกรดด่าง 
   ปัจจยัทางกายภาพท่ีส าคญัต่อการเจริญของยสีตอี์กปัจจยัหน่ึง คือ ค่าความเป็นกรด
ด่างซ่ึงมีผลต่อปฏิกิริยาของเซลลน์อ้ยกวา่อุณหภูมิ เพราะเซลลส์ามารถควบคุมไฮโดรเจนไอออนได้
เป็นอยา่งดีเม่ือเกิดการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรดด่างภายนอกเซลล ์โดยค่าความเป็นกรดด่างของ
อาหารภายนอกอาจมีผลต่อโครงสร้าง และสภาพใหซึ้มผา่นไดข้องเซลล ์จึงมีบทบาทช่วยลด 
การปะปนของจุลินทรียอ่ื์นในระหวา่งการหมกั โดยทัว่ไปอาหารท่ีใชส้ าหรับการเจริญของยสีตจ์ะมี
ค่าความเป็นกรดด่างอยูใ่นช่วงประมาณ 4.5-6.5 อรุณ ชาญชยัเชาวว์ิวฒัน์ (2558) ในระหวา่ง
กระบวนการหมกัจะมีสภาวะเป็นกรดเลก็นอ้ยเน่ืองจากมีการขบัโปรตอนออกมาจากเซลลใ์น
กระบวนการขนส่งอาหารเขา้สู่เซลล ์หรือมีการผลิตกรดบางชนิดขึ้น เช่น กรดซคัซินิค กรดแลกติก 
เป็นตน้ (Walker & Stewart, 2016) 
 2.6.3 ปริมาณออกซิเจน 
   ออกซิเจนเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีส าคญัต่อการเจริญของยสีต ์เน่ืองจากยสีตส่์วนใหญ่
ตอ้งการอากาศ (aerobic) ยสีตต์อ้งการออกซิเจนท าหนา้ท่ีเป็นตวัรับอิเลก็ตรอนตวัสุดทา้ยใน 
การขนส่งอิเลก็ตรอน และท าหนา้ท่ีเป็น growth factor ของยสีตใ์นการสังเคราะห์กรดโอลีอิก 
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(Oleic acid) เออร์กอสเตอรอล (ergorsteral) และกรดนิโคตินิก (nicotinic acid) ผลกระทบของ
ปริมาณออกซิเจนและน ้าตาลในสภาพแวดลอ้มต่อเมแทบอลิซึมคาร์โบไฮเดรตของยสีต ์ไดแ้ก่ 
ผลกระทบพาสเจอร์ (Pasteur effect) มกัพบไดเ้ม่ือยสีตอ์ยู่ในสภาวะท่ีมีปริมาณออกซิเจนและ
น ้าตาลต ่าหรือมีสารอาหารจ ากดั ผลกระทบแครบทรี (Crabtree effect) สามารถหมกัเอทานอล
ภายใตส้ภาวะท่ีมีน ้าตาลความเขม้ขน้สูงและเจริญในสภาวะมีออกซิเจน และผลกระทบคลูเออร์ 
(Kluyver effect) ซ่ึงยสีตจ์ะไม่ผลิตเอทานอลทั้งในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (Walker & 
Stewart, 2016) 
 2.6.4 คาร์บอนไดออกไซด์ 
   S. cerevisiae ตอ้งการคาร์บอนไดออกไซดท่ี์ความเขม้ขน้ต ่า ส าหรับกระบวนการ
บางอยา่งในเซลล ์เช่น การสร้างสารประกอบส่ีคาร์บอน และไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon) พบวา่
การใชค้าร์บอนไดออกไซดเ์พียงร้อยละ 2.5 ของอากาศทั้งหมด จะสามารถเพิ่มความเขม้ขน้ของ
เซลลย์สีตไ์ดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัการใชอ้ากาศร้อยละ 100 แต่ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์
ท่ีเหมาะสมท่ีดีท่ีสุดของยสีต ์คือ ร้อยละ 5 ของอากาศทั้งหมด (Lasztity, 2017) 
 

2.7 การผลติเอทานอล 
 2.7.1 กระบวนการผลติเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมมีวิธีการผลติ 2 วิธี คือ 

   2.7.1.1 การสังเคราะห์ทางเคมี โดยสังเคราะห์เอทานอลจากเอทิลีน (Ethylene) 
ดว้ยวิธี direct hydration ซ่ึงใชโ้ลหะเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาท าใหผ้ลผลิตเอทานอลท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิ
สูง แต่มกัจะเกิดการปนเป้ือนของโลหะท่ีใชเ้ป็นตวัเร่งในปฏิกิริยา จึงไม่เหมาะส าหรับน ามาใชใ้น 
การบริโภค อีกทั้งท าใหผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ราคาสูงตามไปดว้ย (Hidzir, N. S., Som A. M., & 
Abdullah, Z., 2014) 
   2.7.1.2 การผลิตทางชีวภาพหรือ การผลิตโดยวิธีการหมกัทางชีวภาพ ซ่ึงเป็นวิธีท่ี
เป็นท่ีนิยมมากในปัจจุบนั เน่ืองจากราคาตน้ทุนในการผลิตต ่า ในกระบวนการหมกัจะใชจุ้ลินทรีย์
ท าหนา้ท่ีเปล่ียนน ้าตาลจากวตัถุดิบชนิดต่าง ๆ ใหเ้ป็นเอทานอล ผลิตภณัฑท่ี์ไดเ้หมาะส าหรับใช้
เป็นอาหารและสามารถใชเ้ป็นเช้ือเพลิงทดแทนได ้(Hidzir et al., 2014) 
 2.7.2 การผลติเอทานอลด้วยวิธีการหมักทางชีวภาพ 
   ในปัจจุบนัวิธีการผลิตเอทานอลดว้ยวิธีการหมกัเป็นท่ีนิยมมากในระดบั
อุตสาหกรรม ในประเทศไทยนิยมใชว้ตัถุดิบประเภทแป้งและน ้าตาลเป็นหลกั ไดแ้ก่ แป้งมนั
ส าปะหลงั และกากน ้าตาล ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอนไดแ้ก่ (กระทรวงพลงังาน, 2554) 
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   2.7.2.1 ขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบ วตัถุดิบท่ีน ามาใชใ้นกระบวนการผลิตเอทานอล
จะตอ้งมีน ้าตาลเป็นองคป์ระกอบ เช่น กากน ้าตาล แป้งมนัส าปะหลงั หรือวสัดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตร ซ่ึงถือเป็นทางเลือกใหม่ในปัจจุบนั ซ่ึงวตัถุดิบท่ีเป็นโครงสร้างท่ีมีความซบัซอ้นจะตอ้ง
ท าการยอ่ย วตัถุดิบเหล่านั้นใหก้ลายเป็นน ้าตาลเสียก่อน เพื่อใหเ้หมาะสมส าหรับการน าไปใชใ้น
กระบวนการหมกั 
   2.7.2.2 ขั้นตอนการเตรียมกลา้เช้ือและการหมกั ขึ้นตอนเตรียมกลา้เช้ือเป็นขั้นตอน
การเตรียมเช้ือใหมี้ความเขม้ขน้ท่ีมีความเหมาะสม แขง็แรง และมีจ านวนมากเพียงพอส าหรับ
กระบวนการหมกั ดงัแสดงในภาพท่ี 2-3 เม่ือมีความเหมาะสมแลว้จึงน าหวัเช้ือท่ีไดล้งในถงัหมกัท่ีมี
วตัถุดิบ ซ่ึงตอ้งควบคุมปัจจยัต่าง ๆ เช่น การเติมอากาศ ความเขม้ขน้ของน ้าตาลเร่ิมตน้ อุณหภูมิ ค่า
ความเป็นกรดด่าง เป็นตน้ ดงัแสดงในภาพท่ี 2-4 
 

 

 

ภาพท่ี 2- 3 การเตรียมเช้ือส าหรับถงัหมกั 
ท่ีมา : ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นการจดัการสารและของเสียอนัตราย (2560) 

ส าหรับการเตรียมกลา้เช้ือมีดงัน้ี เร่ิมตน้จากจดัเตรียมอุปกรณ์จะตอ้งท าความสะอาด
อุปกรณ์ รวมถึงเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช ้และท าการฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองน่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ จากนั้นเตรียมหวัเช้ือจากหอ้งปฏิบติัการโดย
เร่ิมท าในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอาหาร 50 มิลลิลิตร น ามาเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว
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รอบ 200 รอบต่อนาที แลว้ถ่ายลงในฟลาสกข์นาด 500 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอาหาร 100 มิลลิลิตร น าไป
เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที โดยควบคุมอุณหภูมิให้อยูใ่นช่วง 32-35 
องศาเซลเซียส เพื่อใหมี้ปริมาณเช้ือเพียงพอส าหรับการน าไปเล้ียงในถงัหมกั การเล้ียงเช้ือในถงั
หมกัตอ้งเตรียมอาหารใหเ้พียงพอ และน่ึงฆ่าเช้ืออาหาร ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ ถ่ายหวัเช้ือท่ีเตรียมไวล้งใน
ถงัหมกั จากนั้นกวนผสมโดยมีการเติมอากาศ ซ่ึงเป็นปัจจยัท่ีส่งผลต่ออตัราการเจริญของเช้ือ
จากนั้นเก็บตวัอยา่งเพื่อตรวจสอบปริมาณยสีตก่์อนน าไปใชใ้นกระบวนการหมกัต่อไป 

 

 

ภาพท่ี 2- 4 การผลิตเอทานอลจากกากน ้าตาลขององคก์ารสุรา 
ท่ีมา : (ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นการจดัการสารและของเสียอนัตราย, 2560) 
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   2.7.2.3 กระบวนการหมกัเอทานอล เป็นกระบวนการท่ียสีตเ์ปล่ียนแปลงน ้าตาลให้
กลายเป็นแอลกอฮอลต์ามวิถีไกลโคไลซิส หรือ Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway จนได้
ไพรูเวต ดงัภาพท่ี 2-5 จากนั้นจะเกิดกระบวนการดึงคาร์บอนไดออกไซดอ์อก (decarboxylation) 
โดยมีเอนไซมไ์พรูเวตดีคาร์บอกซิเลส (pyruvate decarboxylase) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาสร้าง 
แอลซีทาลดีไฮด ์ซ่ึงจะเปล่ียนไปเป็นเอทานอล เน่ืองจากไม่มีตวัรับไฮโดรเจนจากภายนอก จึงมี
ขั้นตอนการสร้างและใช ้NADH2 ในขณะท่ีเอนไซมแ์อลกอฮอลดี์ไฮโดรจีเนสจะรีดิวซ์แอลซีทาล 
ดีไฮดไ์ปเป็นเอทานอลและเกิดการออกซิไดส์ NADH2 ท่ีไดจ้ากวิถี EMP (Piskur et al., 2006 ; 
สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 
 

Gay-Lussac ไดเ้สนอสมการการผลิตเอทานอลท่ีเกิดจากกระบวนการหมกัดงัน้ี 

ปฏิกิริยา C
12

H
22

O
11

 +H
2
O → C

6
H

12
O

6  
 + C

6
H

12
O

6
 → 4 C

2
H

5
OH + 4CO

2
 

 
 ซูโครส น ้า 

 

 
กลูโคส 

 
ฟรุกโทส 

 

เอทานอล 
คาร์บอน 

ไดออกไซด ์
Molar mass 
balance Kmol x 
kg/kmol 

1 x 342 18   180 180 
 

4 x 46 4 x 44 

Mass balance (%) 100 
 

  
   

53.80 46.20 

 

 จากสมการผลิตเอทานอลท่ีเกิดจากกระบวนการหมกั พบว่า วตัถุดิบประเภทน ้าตาลท่ีใช้
ในการผลิตเอทานอล ไดแ้ก่ ออ้ย กากน ้าตาล และบีทน ้าตาล ซ่ึงวตัถุดิบเหล่าน้ีมีองคป์ระกอบส่วน
ใหญ่เป็นน ้าตาลซูโครส ซ่ึงเป็นน ้าตาลโมเลกุลคู่ประกอบดว้ย น ้าตาลโมเลกุลเด่ียว 2 ชนิด คือ 
น ้าตาลกลูโคส และน ้าตาลฟรุกโทส ในการหมกัเอทานอลจากน ้าตาลซูโครสนั้นมีขั้นตอนดงัน้ีคือ 
ขั้นแรกน ้าตาลซูโครสจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ไดน้ ้าตาลกลูโคส และฟรุกโทส
อยา่งละโมเลกุล จากนั้นน ้าตาลกลูโคส และฟรุกโทสจะถกูยสีตเ์ปล่ียนไปเป็นเอทานอลและ
คาร์บอนไดออกไซดอ์ยา่งละ 4 โมเลกุล แต่ผลผลิตเอทานอลท่ีไดจ้ะไม่ตรงตามทฤษฎี เน่ืองจาก
เปล่ียนไปเป็นผลผลิตอยา่งอ่ืน เช่น กรดอินทรีย ์กลีเซอรอล และแอลกฮออลท่ี์มีโมเลกุลขนาดใหญ่ 
ท าใหใ้นทางปฏิบติัเอทานอลท่ีไดจ้ะอยูใ่นช่วงร้อยละ 90-95 ทั้งน้ีขึ้นอยูก่บัวตัถุดิบท่ีใชใ้นการหมกั 
(Lavarack, 2003) 
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ภาพท่ี 2- 5 กระบวนการ Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway 
ท่ีมา : Piskur et al., 2006 
 

   2.7.2.4 ขั้นตอนการแยกเอทานอลและท าผลิตภณัฑใ์หบ้ริสุทธ์ิ เป็นการแยก
ผลิตภณัฑเ์อทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 8-12 โดยประมาณ ออกจากน ้าหมกัหรือน ้ากากส่า โดย
ใชก้ารกลัน่ล าดบัส่วน เอทานอลท่ีไดจ้ะมีความบริสุทธ์ิร้อยละ 95.6 โดยปริมาตร ในความดนั
บรรยากาศปกติ (กระทรวงพลงังาน, 2554)  
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2.8 วตัถุดิบส าหรับการผลิตเอทานอล 

 วตัถุดิบท่ีน ามาผลิตเอทานอลในปัจจุบนัสามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ประเภท ดว้ยกนัคือ 
  2.8.1 วัตถุดิบประเภทน ้าตาล ไดแ้ก่ ออ้ย กากน ้าตาล และบีทน ้าตาล เป็นวตัถุดิบท่ี
จุลินทรียโ์ดยเฉพาะยสีตส์ามารถเปล่ียนไปเป็นเอทานอลไดโ้ดยตรง ในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่นิยม
ใชก้ากน ้าตาล (molasses) ท่ีเป็นของเหลวเหนียวขน้สีน ้าตาลด าซ่ึงเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการ
ผลิตน ้าตาล กากน ้าตาลมีองคป์ระกอบตามตารางท่ี 2-1 การน าวตัถุดิบชนิดน้ีมาใชไ้ม่ตอ้งผา่น
กระบวนการใด ๆ เพียงน ามาเจือจางใหน้ ้าตาลมีความเขม้ขน้ประมาณร้อยละ 10-20 และปรับค่า
ความเป็นกรดด่างให้อยูใ่นช่วง 4-5 ซ่ึงเม่ือผา่นกระบวนการหมกัประมาณ 1-3 วนั ท่ีอุณหภูมิ
ระหวา่ง 20-32 องศาเซลเซียส จะให้เอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 6-10 ปริมาตรต่อปริมาตร 
 
ตารางท่ี 2- 1 องคป์ระกอบของกากน ้าตาล 

 

องคป์ระกอบของกากน ้าตาล ประมาณร้อยละ ท่ีมา 

น ้าตาลทั้งหมด 
เถา้ 
พีเอช 
สารประกอบต่าง ๆ 

49.9 
10.25 
5.6 

0.28-0.58 

Abubaker และคณะ (2012) 

น ้าตาลซูโครส 35-40 
Osunkoya & Okwudinka, (2011)  กลูโคสและฟรุกโทส 15-20 

ส่วนท่ีไม่ใช่น ้าตาล 28-35 
ของแขง็ทั้งหมด 73-80 

Patil (2017) น ้าตาลรีดิวซ ์ 48.5-52 
Unfermentable sugar 4.0-4.5 

 

  2.8.2 วัตถุดิบประเภทแป้ง ไดแ้ก่ มนัส าปะหลงั ขา้วโพด ขา้ว และเมลด็ขา้วฟ่าง เป็น
วตัถุดิบท่ีนิยมใชโ้ดยเฉพาะประเทศการเกษตร โดยวตัถุดิบประเภทน้ีก่อนน าไปสู่กระบวนการหมกั
ตอ้งน าแป้งมายอ่ย (Hydrolysis) ใหก้ลายเป็นน ้าตาลก่อน การยอ่ยแบ่งไดเ้ป็น 2 วิธี คือการยอ่ยดว้ย
กรด (acid hydrolysis)  และการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์(enzyme hydrolysis) ซ่ึงการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
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เป็นท่ีนิยมเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีสะดวก ควบคุมสภาวะการยอ่ยไดง้่ายกวา่ และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ความบริสุทธ์ิมากกวา่ 
  2.8.3 วัตถุดิบประเภทลกิโนเซลลูโลส (lignocellulose) เป็นการน าวตัถุดิบท่ีเหลือทิ้ง
ทางการเกษตรมาใช ้เช่น ฟางขา้ว ซงัขา้วโพด เปลือกถัว่ เศษไม ้เป็นตน้ วตัถุดิบประเภทน้ีมี
องคป์ระกอบเป็น เซลลล์ูโลส (Cellulose) เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) และลิกนิน (Lignin) 
ดงันั้นก่อนน าวตัถุดิบชนิดน้ีไปใชใ้นกระบวนการหมกัตอ้งผา่นกระบวนการปรับสภาพ 
(pretreatment) เพื่อท าลายโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสเสียก่อน ท าใหจุ้ลินทรียย์อ่ยวสัดุไดม้าก
ขึ้นในขั้นตอนการยอ่ย (hydrolysis) ท่ีท าการเปล่ียนเฮมิเซลลูโลสใหก้ลายเป็นน ้าตาลรีดิวส์ 
(reducing sugar) เช่น ไซโลส (Xylose) แมนโนส (Mannose) และอะราบิโนส (Arabinose) ซ่ึงเป็น
น ้าตาลท่ีเหมาะสมในกระบวนการหมกัเอทานอล ผลผลิตของเอทานอลท่ีไดจ้ะขึ้นอยูก่บัปริมาณ
ขององคป์ระกอบของวตัถุดิบท่ีใช ้(Cheng, Hasan, Kumoro, Ling C. F. &, Tham, 2009; รัชพล พะ
วงศรั์ตน์, 2558)  
 

2.9 ปัจจัยที่มีอทิธิพลต่อการผลติเอทานอลของยีสต์  

 2.9.1 ความเข้มข้นของเอทานอล 
   ความเขม้ขน้ของเอทานอลเป็นปัจจยัอนัดบัแรกท่ีมีผลต่อการผลิตเอทานอล โดย
ส่งผลต่อการเจริญของยสีตแ์ละกระบวนการหมกัเอทานอล การยบัย ั้งเห็นไดช้ดัเม่ือความเขม้ขน้
ของเอทานอลระหวา่งการหมกัเพิ่มขึ้นมีผลใหอ้ตัราการเจริญลดลง ความสามารถในการทนต่อ 
เอทานอลความเขม้ขน้สูงขึ้นอยูก่บัสายพนัธุ์ของยสีต ์ซ่ึงเป็นลกัษณะประจ าสายพนัธุ์ของยสีตเ์พียง
บางจีนสั ไดแ้ก่ Saccharomyces และ Schizosaccharomyces โดยพบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอล
สูงสุดท่ีมีผลต่อการเจริญ และการหมกั คือร้อยละ 10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร และร้อยละ 20 โดย
น ้าหนกัต่อปริมาตร ตามล าดบั (Brown, W. F., Klopfenstein, T. J., Merrill, J. K., & McDonnell, 
M. L., 1981) 
 2.9.2 ความเข้มข้นของน ้าตาล  
   ความเขม้ขน้ของน ้าตาลมีผลต่อการเจริญเติบโตของยสีต ์หากมีกลูโคสหรือแป้ง
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความเขม้ขน้สูง จะท าใหค้วามสามารถในการหายใจของยสีตเ์สียไป หรือท่ี
เรียกวา่ Crabtree หรือ Glucose effect ซ่ึงเป็นการกดดนัเมแทบอลิซึม (Metabolism) ท่ีเกิดขึ้น เม่ือ
ในอาหารเล้ียงเช้ือมีคาร์โบไฮเดรตความเขม้ขน้ร้อยละ 0.02-0.1 โดยมวล จะท าใหก้ารหายใจ และ
การหมกัเอทานอลถูกยบัย ั้งอยา่งรุนแรง สาวิตรี ล่ิมทอง (2549) การยบัย ั้งท่ีเกิดขึ้นน้ีส่วนหน่ึงเกิด
จากแรงดนัออสโมซิส ซ่ึงเซลลย์สีตจ์ะเกิด plasmolysis เม่ืออยูใ่นน ้าตาลท่ีมีความเขม้ขน้สูงกวา่ 
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ร้อยละ 14 น ้าหนกัต่อปริมาตร สารอาหาร และโคแฟกเตอร์ สารอาหารบางอยา่งอาจมีไม่เพียงพอ
ส าหรับการหมกั ซ่ึงรวมถึงแหล่งของไนโตรเจนท่ีมีมวลโมเลกุลต ่า เช่น แอมโมเนียมไอออน 
(Ammonium ion) วิตามิน หรือ แร่ธาตุต่าง ๆ เช่น สังกะสี ฟอสฟอรัส ซลัเฟอร์ แมกนีเซียม และ 
แคลเซียม การเติมสารอาหารใหก้บัยสีตมี์ความส าคญัเป็นอยา่งยิง่โดยเฉพาะเม่ือใชน้ ้าตาลเร่ิมตน้
ความเขม้ขน้สูงกวา่ร้อยละ 16 (Rose & Harrison,(1993) 
 

2.10 อุตสาหกรรมเอทานอลในประเทศไทย 
 ปี 2562 ความตอ้งการเอทานอลของไทยอยูท่ี่ 4.2 ลา้นลิตรต่อวนั เพิ่มขึ้นร้อยละ 24.4 
จากระยะเวลาเดียวกบัปีก่อน โดยเฉพาะเอทานอลท่ีผลิตจากมนัส าปะหลงั เน่ืองจากตน้ทุนการผลิต
อยูใ่นระดบัต ่า จึงท าใหมี้การเร่งผลิตเพื่อสต็อก การผลิตเอทานอลจากมนัส าปะหลงัมีแนวโนม้
เพิ่มขึ้นในปลายปี 2562 โดยขอ้มูลคร่ึงปี 2562 แรกคิดเป็นเอทานอลท่ีผลิตจากกากน ้าตาล 554.67 
ลา้นลิตร จากน ้าออ้ย 42.51 ลา้นลิตร และจากมนัส าปะหลงั 212.22 ลา้นลิตร ดงัตารางท่ี 2-2 
(ธนาคารแห่งประเทศไทย, 2562)  
 
ตารางท่ี 2- 2 ปริมาณการผลิตเอทานอลจ าแนกตามวตัถุดิบ (ลา้นลิตร) 

 

ปี กากน ้าตาล น ้าออ้ย มนัส าปะหลงั รวม 
2557 694.2 66.2 297.9 1,058.3 
2558 759.2 68.6 346.0 1,173.8 
2559 754.36 59.05 400.15 1,213.56 
2560 867.31 71.18 522.64 1,461.13 
2561 787.67 59.11 344.65 1,191.43 
2562* 554.67 42.51 212.22 809.39 
 

หมายเหตุ * ขอ้มูลเอทานอลตั้งแต่ มกราคม-มิถุนายน 2562 
ท่ีมา : กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน กระทรวงพลงังาน,(2562) 
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2.11 รายงานวิจยัที่เกีย่วข้อง 

 นพวรรณ ด่านบ ารุงตระกูล, ธีรพร ตงัเจริญ และ ประมุข ภระกูลสุขสถิตย ์(2014) ได้
ท าการศึกษาการใชย้เูรียเป็นแหล่งไนโตรเจนราคาถูกแทนยสีตส์กดัและเปปโทน หมกัโดยใชย้สีต์ 
S. cerevisiae SC 90 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีระดบัความเขม้ขน้ยเูรียท่ี 2 4 7 และ 10  
กรัมต่อลิตร เปรียบเทียบกบัอาหารดดัแปลง yeast extract peptone dextrose (YPD) ท่ีเป็น 
ชุดควบคุม พบวา่ความเขม้ขน้ของยเูรียท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล คือ 2 กรัมต่อลิตร  
เม่ือปริมาณเอทานอลสูงสุดเท่ากบั 79.93 กรัมต่อลิตร อยา่งไรก็ตามความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีได้
จากการใชย้เูรียเป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนยงันอ้ยกวา่ชุดควบคุมประมาณร้อยละ 3.23 
 ลกัขณา เหล่าไพบูลย ์และคณะ (2011) ท าการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือ  
S. cerevisiae SC 90 กบั S. cerevisiae TISTR 5048 เพื่อคดัเลือกยสีตท่ี์มีประสิทธิภาพสูงใน 
การผลิตเอทานอลจากน ้าคั้นล าตน้ขา้วฟ่างหวานเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือยสีตเ์อก็แทร็กซ์ 
มอลทเ์อก็แทร็กซ์ (Yeast extract-Malt extract, YM) และในน ้าคั้นล าตน้ขา้วฟ่างหวานปลอดเช้ือท่ีมี
ปริมาณของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (TSS) 15 องศาบริกซ์ พบวา่อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสูดของยสีต์
ทั้งสองสายพนัธุ์ในอาหารทั้งสองชนิดไม่แตกต่างกนั เม่ือหมกัเอทานอลจากน ้าคั้นปลอดเช้ือท่ีมี
ปริมาณ TSS 15 18 และ 24 องศาบริกซ์ (คิดเป็นน ้าตาลทั้งหมด 130 162 และ 225 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั) พร้อมทั้งศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะภายใตส้ภาวะท่ีมีและไม่มีการฆ่าเช้ือ เม่ือท า
การหมกัในฟลาสกป้์องกนัอากาศเขา้ขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการ
กวนผสม 100 รอบต่อนาที โดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 2x107 เซลลต์่อมิลลิลิตร พบวา่ S. cerevisiae SC 90 
มีอตัราการใชน้ ้าตาลและผลิตเอทานอลสูงกวา่ S. cerevisiae TISTR 5048 ในทุกสภาวะการทดลอง 
ดงันั้นจึงใชย้สีต ์S. cerevisiae SC 90 ในการหมกัเอทานอลจากน ้าคั้นท่ีมีปริมาณของแขง็ทั้งหมด 
(TSS) 15 องศาบริกซ์ ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยแปรผนัวิธีฆ่าเช้ือท่ีปนเป้ือน 3 วิธี พบวา่การฆ่า
เช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงแรงดนัไอน ้าท่ี 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที วิธีท่ี 1 ใหป้ระสิทธิภาพของ
การหมกัเอทานอลสูงสุดในแง่ของความเขม้ขน้ (P ) เท่ากบั 60.87 ± 4.58 กรัมต่อลิตร อตัราผลผลิต 
(Qp) เท่ากบั 1.27 ± 0.10 กรัมต่อลิตร และผลพลอยไดเ้อทานอล (Yp/s) เท่ากบั 0.49 ± 4.58  
กรัมต่อลิตร 
 Pornpukdeewattana, Chalearmkit, & Iamsamang (2014) ท าการศึกษา 
ความเหมาะสมของอุณหภูมิในสภาวะการหมกัแบบ Very High Gravity (VGH) โดยใช ้
S.cerevisiae SC 90 ในการหมกัโดยใชค้วามเขม้ขน้ของหัวเช้ือเร่ิมตน้ 3x107 เซลลต์่อมิลลิลิตร 
พบวา่ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เหมาะสมส าหรับการผลิตเอทานอล โดยใหผ้ลผลิตเอทานอล 
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97.03 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาดงักล่าวจึงสามารถบ่งช้ีไดว้า่เช้ือชนิดน้ีมีคุณสมบติัทนความร้อน
ไดดี้ 
 Laopaiboon, Nuanpeng, Srinophakun, Klanrit, & Laopaiboon (2009) ไดท้ าการศึกษา
ผลของคาร์บอนและไนโตรเจนต่อการผลิตเอทานอลจากน ้าคั้นล าตน้ขา้วฟ่างหวานในสภาวะ VHG 
ท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคส 280 กรัมต่อลิตร โดยเติมแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)  1.3  
กรัมต่อลิตร เพื่อเป็นแหล่งไนโตรเจนเสริมในอาหารเล้ียงเช้ือ ประกอบดว้ยยสีตส์กดั 3 กรัมต่อลิตร 
และเปปโตน 5 กรัมต่อลิตร ใชค้วามเขม้ขน้ของหวัเช้ือเร่ิมตน้ 1x108 เซลลต์่อมิลลิลิตร พบวา่กลุ่มท่ี
มีการเติมแอมโมเนียมซลัเฟตใหผ้ลผลิตเอทานอลต ่ากวา่ และเกิดผลพลอยได ้(by product) มากกวา่
กลุ่มท่ีไม่ไดเ้ติม ดงันั้นการเติม แอมโมเนียมซลัเฟตจึงไม่เหมาะสมน ามาเป็นแหล่งไนโตรเจน
เพิ่มเติมส าหรับการผลิตเอทานอลจากน ้าคั้นล าตน้ขา้วฟ่างหวาน 
 Cao & Liu (2013) ท าการศึกษาประสิทธิภาพของสารอาหารท่ีตอ้งการในปริมาณนอ้ยท่ี
ส่งผลต่อการหมกัโดยเติมแมงกานีสคลอไรดเ์ตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O), โคบอลตค์ลอไรดเ์ฮก 
ตระไฮเดรต (CoCl2.4H2O) และไบโอติน (Biotin) ในน ้าขา้วฟ่างหวาน ท าการวิเคราะห์ปริมาณท่ี
เหมาะสมดว้ยวิธี Plackett-Burman พบวา่การเติมแมงกานีสคลอไรดเ์ตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 
โคบอลตค์ลอไรด์เฮกตระไฮเดรต (CoCl2.4H2O) และไบโอติน (Biotin) ปริมาณ 7.70 15.74 และ 
11.97 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ช่วยเพิ่มผลผลิตเอทานอลร้อยละ 5.63 ปริมาตรต่อปริมาตร 

    Duhan, Kumar, & Tanwar (2013) ไดศึ้กษาการผลิตเอทานอลจากแป้งท่ีไดจ้ากส่วน
หวัมนัฝร่ังท่ีผา่นการย่อยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (- amylase) ความเขม้ขน้ 300 U/ml โดย
ใช ้S. cerevisiae MTCC-170 ท่ีมีความเขม้ขน้ของหวัเช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตรต่อปริมาตร 
ท่ีความเป็นกรดด่างเท่ากบั 6 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ผลผลิตเอทานอลท่ีไดมี้ความเขม้ขน้ร้อยละ 
7.89 ปริมาตรต่อปริมาตร นอกจากน้ียงัไดศึ้กษาแหล่งไนโตรเจนจาก 3 แหล่งคือ ยสีตส์กดั เปปโทน 
และแอมโมเนียมซลัเฟต พบวา่เปปโทนท่ีความเขม้ขน้ 1.5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดี
ท่ีสุด สามารถใหผ้ลผลิตเอทานอลไดร้้อยละ 7.58 ปริมาตรต่อปริมาตร  
 Wanderlay, Soares, & Gouveia (2014) ท าการศึกษาความเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้ 0.4 4.0 
และ 8.0 กรัมต่อลิตร ของยสีต ์S. cerevisiae 2 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ UFPEDA 1238 และ UFPEDA 1238 
ในการกระบวนการหมกัแบบยอ่ยพร้อมกนัของชานออ้ย พบวา่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของหวัเช้ือ
เร่ิมตน้ของเช้ือทั้งสองชนิดเท่ากบั 8.0 กรัมต่อลิตร ใหค้วามเขม้ขน้ของผลผลิตเอทานอล 37.16 และ 
24.79 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ผลผลิตของเอทานอลแปรผนัโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของ
เช้ือ
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บทที ่3 

วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิด าเนินการวจัิย 
 

3.1 วตัถุดิบ 

 กากน ้าตาล ไดรั้บความอนุเคราะห์จากองคก์ารสุรา กรมสรรพสามิต เลขท่ี 67 หมู่ 4 
ต าบลปากน ้า อ าเภอบางคลา้ จงัหวดัฉะเชิงเทรา 
 

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 3.2.1   กระบอกตวงขนาด 50, 100 และ 1,000 มิลลิลิตร (Cylinder) 
 3.2.2   กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) บริษทั Olympus ประเทศญ่ีปุ่ น 
 3.2.3   ขวดปรับปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร (Volumetricflask) ประเทศเยอรมนี 
 3.2.4   ขวดรูปชมพู่ (Erlenmayer flask) บริษทั schott duran ประเทศเยอรมนี 
 3.2.5   คิวเวต (Cuvette) 
 3.2.6   เคร่ืองชัง่สาร 2 ต าแหน่ง (Digital Balances) รุ่น Sartorious cp 224s บริษทั 
Sartorious Machanics ประเทศเยอรมนี 
 3.2.7   เคร่ืองเล้ียงเช้ือแบบเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (orbital shaker incubator) รุ่น 
LS35004M บริษทั Lab Tech ประเทศอินเดีย 
 3.2.8   เคร่ืองวดัค่าพีเอช (pH meter) รุ่น Mi151 บริษทั Milwaukee ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
 3.2.9   เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Centrifuge) รุ่น CT15E บริษทั Hitachi ประเทศญ่ีปุ่ น 
 3.2.10 เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ รุ่น CE1011 1000 series บริษทั Cecil 
 3.2.11 หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (Autoclave) รุ่น LS-75 บริษทั Jibimed ประเทศจีน 
 3.2.12 บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 100-1,000 มิลลิลิตร บริษทั schott duran  
ประเทศเยอรมนี 
 3.2.13 เคร่ืองป่ันผสม (Vortex Mixer) 
 3.2.14 ปิเปต (Auto pipette) ขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร 
 3.2.15 ตะเกียงแอลกอฮอล ์(Alcohol Burner) 
 3.2.16 ลวดเขี่ยเช้ือ (Needle and Loop)  
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 3.2.17 ชุดวดัความหวานของน ้าตาล (Refractometer) รุ่น PAL-1 บริษทั ATAGO 
ประเทศญ่ีปุ่ น 
 3.2.18 หลอดทดลอง (Test tube) 
 3.2.19 หลอดป่ันเหว่ียง (Centrifuge Tube) ขนาด 1.5, 15 และ 50 มิลลิลิตร 
 3.2.20 ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Hemacytometer) บริษทั BOECO ประเทศเยอรมนี 
 3.2.21 ถงัหมกั (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร พร้อมชุดควบคุม รุ่น Biostat B บริษทั  
B. Braun Biotech International ประเทศเยอรมนี 
 3.2.22 ถงัหมกั (Fermenter) ขนาด 75 ลิตร พร้อมชุดควบคุม ของโรงงานตน้แบบ 
โครงการวิจยัผลิตกรดอินทรียแ์ละผลิตภณัฑชี์วภาพ เพื่องานระดบัอุตสาหกรรม 
 3.2.23 ถงัหมกั (Fermenter) ขนาด 750 ลิตร พร้อมชุดควบคุม ของโรงงานตน้แบบ 
โครงการวิจยัผลิตกรดอินทรียแ์ละผลิตภณัฑชี์วภาพ เพื่องานระดบัอุตสาหกรรม 
 3.2.24 ถงัหมกั Starter A ขนาด 600 ลิตร พร้อมชุดควบคุม ขององคก์ารสุราฯ  
กรมสรรพสามิต 
 3.2.25 ถงัหมกั Starter B ขนาด 6,500 ลิตร พร้อมชุดควบคุม ขององคก์ารสุราฯ  
กรมสรรพสามิต 
 

3.3 สารเคม ี

 3.3.1 กากน ้าตาล (Molasses) 
 3.3.2 น ้าตาลกลูโคส (Glucose) 
 3.3.3 ผงยสีตส์กดั (Yeast Extract) 
 3.3.4 มอลตส์กดั (Malt extract) 
 3.3.5 เปปโทน (Peptone) 
 3.3.6 แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 
 3.3.7 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 
 3.3.8 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
 3.3.9 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O) 
 3.3.10 สารละลายกรดซลัฟูริก 1 นอร์มอล (1N H2SO4) 
 3.3.11 สารละลายแอมโมเนียมเหลว (NH3OH) 
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3.4 เช้ือจุลนิทรีย์  

 ในการศึกษาใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae SC90 ซ่ึงได้รับความอนุเคราะห์จาก
องคก์ารสุรา กรมสรรพสามิต โดยมีขั้นตอนในการเตรียมหวัเช้ือและเก็บรักษาเช้ือ ดงัน้ี น าเช้ือยสีต ์ 
S. cerevisiae SC90 ซ่ึงเก็บรักษาบนอาหารวุน้เอียง YM ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มาเขี่ยหมด
หลอด (full slant) ลงในบพัเฟิลฟลาสกข์นาด 500 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอาหารเหลว YM ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร (ภาคผนวก) จ านวน 2 คร้ัง เพื่อกระตุน้การเจริญเติบโต บ่มเช้ือในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 8 ชัว่โมง จากนั้นนบัจ านวนเซลลด์ว้ย 
ฮีมาไซโตมิเตอร์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ท าการเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1x107 เซลลต์่อมิลลิลิตร 
เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ในขั้นตอนต่อไป 
 

3.5 วิธีการทดลอง 

 3.5.1 การศึกษาจลนศาสตร์ของยีสต์ Saccharomyces cerevisiae SC90 เพ่ือหาระยะเวลา
ท่ีเหมาะสมต่อการเตรียมกล้าเช้ือ 
   ศึกษาจลนศาสตร์ของยสีต ์S. cerevisiae SC90 โดยเตรียมอาหารสูตร YM 
(ภาคผนวก) ปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร ในบฟัเฟิลฟลาสก์ (baffled flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปล่อยทิ้งไวใ้หเ้ยน็ ถ่ายหวัเช้ือ
ยสีตท่ี์มีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1x107 เซลลต์่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 5  
ลงในอาหาร จากนั้นน าไปบ่มในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 3 6 9 12 18 24 และ 30 ชัว่โมง น า
ตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด  
(องศาบริกซ์) วดัการเจริญของเช้ือโดยการนบัจ านวนเซลลด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ และค่าความขุ่น 
ของเซลลด์ว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร พร้อมทั้งบนัทึกผลการ
ทดลอง น าขอ้มูลจลนศาสตร์ท่ีไดไ้ปใชใ้นการศึกษาการขยายขนาดการผลิตกลา้เช้ือ 

 3.5.2 การศึกษาพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลติกล้าเช้ือ  
   เตรียมอาหารสูตรองคก์ารสุราฯ ดั้งเดิม, BUU 2C, BUU 2CD และ BUU 2D 
(แสดงดงัตารางท่ี 3-1) ปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร ในบฟัเฟิลฟลาสก์ (baffled flask) ขนาด 500 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปล่อยทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 
ถ่ายหวัเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1x107 เซลลต์่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 
5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ลงในอาหาร จากนั้นน าไปบ่มในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200  
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รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 3 6 9 
12 18 และ 24 ชัว่โมง น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายได้
ทั้งหมด (องศาบริกซ์) การเจริญของเช้ือโดยการนบัจ านวนเซลลด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ และค่าความ
ขุ่นของเซลลด์ว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เพื่อหาสูตรอาหารท่ีดี
ท่ีสุดส าหรับการศึกษาขยายขนาดการผลิตกลา้เช้ือในขอ้ต่อไป  
 
ตารางท่ี 3- 1 การพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกลา้เช้ือ 
 

ส่วนประกอบ 

(กรัมต่อลิตร) 

สูตรองคก์ารสุราฯ 

ดั้งเดิม 

BUU 2C BUU 2CD BUU 2D 

กากน ้าตาล 240 80 40 40 

ยสีตส์กดั  - 0.5 5 5 

แอมโมเนียมซลัเฟต  - 1.0 10 5 

ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต  - - - 3.6 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต  

- - - 3 

แมกนีเซียมซลัเฟต  - 0.1 1 1 

 
 3.5.3 การศึกษาขยายขนาดการผลติกล้าเช้ือจากสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช้ปริมาตร 3 ลิตร 
ในถังหมักขนาด 5 ลติร 
   เตรียมหัวเช้ือโดยเขี่ยเช้ือยสีตท่ี์เจริญอยูบ่นผิวหนา้อาหารวุน้เอียงหมดหลอด  
(full slant) เพาะเล้ียงเช้ือยสีตด์ว้ยอาหารสูตรท่ีดีท่ีสุดจากขอ้ 3.5.2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ในบฟัเฟิลฟลาสก ์(baffled flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เม่ือครบเวลาถ่ายเช้ือจากฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร
ลงบฟัเฟิลฟลาสก ์(baffled flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอาหาร 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มในตู้
บ่มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ระยะการเพาะเล้ียงตาม
การศึกษาจลนศาสตร์ในขอ้ 3.5.1 เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ในการทดลอง  
   เตรียมอาหารท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.5.2 ปริมาตร 3 ลิตร แยกละลายสารแต่ละชนิด
จนหมด ก่อนเทผสมกนั จากนั้นเทใส่ถงัหมกัปรับปริมาตรเป็น 2,850 มิลลิลิตร จดัเตรียมอุปกรณ์
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ของถงัหมกัใหเ้รียบร้อย จากนั้นท าการปรับเทียบ (calibration) อุปกรณ์วดัค่าความเป็นกรดด่าง 
พร้อมทั้งตั้งค่า (set points) สภาวะการท างานต่าง ๆ ของถงัหมกั ตามสภาวะท่ีตอ้งการศึกษา จากนั้น
น าถงัหมกัท่ีบรรจุอาหารเพาะเล้ียงแลว้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในกรณีท่ีอาหารเพาะเล้ียงท่ีศึกษามีการใชก้ากน ้าตาลใหแ้ยกน่ึงฆ่า
เช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ติดตั้งถงัหมกับรรจุอาหารเพาะเล้ียงท่ีผา่นการ
ฆ่าเช้ือแลว้ ต่อเขา้เคร่ืองควบคุม โดยตั้งค่าใหค้วบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็น
กรดด่างเท่ากบั 5.5 อตัรากวนผสม 550 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 2 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรอาหารต่อนาที (vvm) จากนั้นเติมสารอาหารต่าง ๆ ท่ีแยกน่ึงฆ่าเช้ือไวล้งในถงัหมกั เปิดใบ
กวนผสมสารอาหารในถงัหมกั เป็นเวลาประมาณ 5 นาที เพื่อใหส้ารอาหารต่าง ๆ ผสมเขา้กนั  
พร้อมทั้งเปิดระบบควบคุมสภาวะต่าง ๆ ตามท่ีก าหนด แลว้เติมหัวเช้ือยสีตท่ี์เตรียมไวข้า้งตน้ลงใน  
ถงัหมกั โดยใชค้วามเขม้ขน้หวัเช้ือร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร คิดเป็นปริมาตร 150 มิลลิลิตร 
เม่ือเทียบกบัปริมาตรการท างานในถงัหมกัทั้งหมด 3 ลิตร เพาะเล้ียงเซลลย์สีตเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 3 6 9 12 15 18 21 และ 24 ชัว่โมง น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ค่า
ความเป็นกรดด่าง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด (องศาบริกซ์) วดัการเจริญของเช้ือ โดยการ
นบัจ านวนเซลลด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ และค่าความขุ่นของเซลลด์ว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ท่ี
ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร พร้อมทั้งบนัทึกผลการทดลอง 

 3.5.4 การศึกษาการขยายขนาดการผลิตกล้าเช้ือจากสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช้ปริมาตร 50 
ลติร ในถังหมักขนาด 75 ลติร   
   เตรียมหัวเช้ือโดยเขี่ยเช้ือยสีตท่ี์เจริญอยูบ่นผิวหนา้อาหารวุน้เอียงหมดหลอด 
(full slant) เพาะเล้ียงเช้ือยสีตด์ว้ยอาหารสูตรท่ีดีท่ีสุดจากขอ้ 3.5.2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร
ในบฟัเฟิลฟลาสก ์(baffled flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร จ านวน 2 ฟลาสก ์น าไปบ่มในตูบ้่มเช้ือแบบ
เขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ระยะการเพาะเล้ียงตามการศึกษา
จลนศาสตร์ในขอ้ 3.5.1 เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ในการผลิตกลา้เช้ือขยายขนาดในถงัหมกัขนาด  
5 ลิตร  
   ท าการเตรียมอาหารสูตรท่ีดีท่ีสุดจากขอ้ 3.5.2 ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัหมกัขนาด  
5 ลิตร จดัเตรียมอุปกรณ์ของถงัหมกัใหเ้รียบร้อย จากนั้นท าการปรับเทียบ (calibration) อุปกรณ์วดั
ค่าความเป็นกรดด่าง พร้อมทั้งตั้งค่า (set points) สภาวะการท างานต่าง ๆ ของถงัหมกั ตามสภาวะท่ี
ตอ้งการศึกษา จากนั้นน าถงัหมกัท่ีบรรจุอาหารเพาะเล้ียงแลว้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในกรณีท่ีอาหารเพาะเล้ียงท่ีศึกษามีการใชก้ากน ้าตาล 
ยสีตส์กดั และสารก าจดัฟอง ให้แยกน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เม่ือ
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อุณหภูมิลดลงใหติ้ดตั้งถงัหมกับรรจุอาหารเพาะเล้ียงท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ต่อเขา้เคร่ืองควบคุม โดย
ตั้งค่าใหค้วบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 อตัรากวนผสม 
550 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที (vvm) จากนั้นเติม
สารอาหารต่าง ๆ ท่ีแยกน่ึงฆ่าเช้ือไวล้งในถงัหมกั เปิดใบกวนกวนผสมสารอาหารในถงัหมกั เป็น
เวลาประมาณ 5 นาที เพื่อให้สารอาหารต่าง ๆ ผสมเขา้กนั พร้อมทั้งเปิดระบบควบคุมสภาวะต่าง ๆ 
ท่ีก าหนด แลว้เติมหวัเช้ือยสีตท่ี์เตรียมไวข้า้งตน้ลงในถงัหมกั โดยใชค้วามเขม้ขน้ร้อยละ 5 โดย
ปริมาตรต่อปริมาตร คิดเป็น 150 มิลลิลิตร เม่ือเทียบกบัปริมาตรการท างานในถงัหมกัทั้งหมด 3 
ลิตร เพาะเล้ียงเซลลย์สีตเ์ป็นเวลา 15 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็นหัวเช้ือเร่ิมตน้ในถงัหมกัขนาด 75 ลิตร  
   ในการเตรียมอาหารในถงัหมกัขนาด 75 ลิตร โดยเตรียมอาหารสูตรท่ีดีท่ีสุดจาก
ขอ้ 3.5.2 แยกละลายสารอาหารแต่ละชนิดละลายจนหมด ก่อนเทผสมกนัลงในถงัหมกัปรับปริมาตร
เป็น 30 ลิตร เตรียมอุปกรณ์ของถงัหมกัใหเ้รียบร้อย โดยเช่ือมต่อระบบต่าง ๆ เขา้ถงัหมกั ได้แก่ pH 
sensor ป๊ัมกรดและเบส ระบบเติมอากาศ ท าการตม้ฆ่าเช้ือโดยการเติมไอน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าการลดอุณหภูมิของถงัหมกัลงประมาณ 60-70 องศาเซลเซียส 
เติมกากน ้าตาล ยสีตส์กดั และสารก าจดัฟอง ท่ีแยกฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที ลงในถงัหมกั จากนั้นตั้งค่า (set points) ให้ควบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส 
ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 อตัราการกวนผสม 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 2 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที (vvm) เปิดระบบควบคุมต่าง ๆ ใหส้ภาวะไดต้ามท่ีก าหนด แลว้
เติมกลา้เช้ือยสีตร้์อยละ 5 คิดเป็นปริมาตร 2.5 ลิตร เม่ือเทียบกบัปริมาตรการท างานในถงัหมกั
ทั้งหมด 50 ลิตร ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในถงัหมกั 5 ลิตร ผ่านการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตเ์ป็นเวลา 15 
ชัว่โมง และท าการเก็บตวัอย่างท่ีเวลา 0 3 6 9 12 และ 15 ชัว่โมง เพื่อน าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ค่า
ความเป็นกรดด่าง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด (องศาบริกซ์) วดัการเจริญของเช้ือ โดยการ
นบัจ านวนเซลลด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ และค่าความขุ่นของเซลลด์ว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ท่ี
ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร พร้อมทั้งบนัทึกผลการทดลอง 

 3.5.5 การศึกษาการขยายขนาดการผลิตกล้าเช้ือจากสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช้ปริมาตร 
500 ลติร ในถังหมักขนาด 750 ลติร ของโรงงานต้นแบบ 
   เตรียมอาหารท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.5.2 แยกละลายสารแต่ละชนิดละลายจนหมด 
ก่อนเทผสมกนั จากนั้นเทใส่ถงัหมกัปรับปริมาตรเป็น 450 ลิตร จดัเตรียมอุปกรณ์ของถงัหมกัให้
เรียบร้อย ท าการตม้ฆ่าเช้ือโดยการเติมไอน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
และท าการลดอุณหภูมิของถงัหมกัลงประมาณ 60-70 องศาเซลเซียส เติมกากน ้าตาล ยสีตส์กดัและ
สารก าจดัฟอง ท่ีแยกฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ตั้งค่า (set points) ให้
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ควบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 อตัราการกวนผสม 100 
รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที (vvm) เปิดระบบ
ควบคุมต่าง ๆ ใหส้ภาวะไดต้ามท่ีก าหนด เติมกลา้เช้ือยสีตป์ริมาตร 25 ลิตร ท่ีไดจ้ากถงัหมกัขนาด 
75 ลิตร ลงในถงัหมกัขนาด 750 ลิตร จากขอ้ 3.5.4 และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 3 6 9 12 และ 15 
ชัว่โมง เพื่อน าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวดัค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด (องศาบ
ริกซ์) วดัการเจริญของเช้ือ โดยการนบัจ านวนเซลลด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ และค่าความขุ่นของเซลล์
ดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร พร้อมทั้งบนัทึกผลการทดลอง 

 3.5.6 การทดลองการผลิตกล้าเช้ือยีสต์ด้วยสูตรอาหารท่ีเหมาะสม โดยการใช้ปริมาตร 
300 ลติร ในถังหมักขนาด 500 ลติร ขององค์การสุราฯ (Starter A) 
   เตรียมอาหารสูตรท่ีดีท่ีสุดจากขอ้ 3.5.2 หวัเช้ือโดยเขี่ยเช้ือยสีตท่ี์เจริญอยูบ่น
ผิวหนา้อาหารวุน้เอียงหมดหลอด (full slant) เพาะเล้ียงเช้ือยสีตด์ว้ยอาหาร ปริมาตร 50 และ 100 
มิลลิลิตร ในบฟัเฟิลฟลาสก ์(baffled flask) ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร น าไปบ่มในตูบ้่มเช้ือแบบ
เขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็นหัว
เช้ือเร่ิมตน้ในการทดลอง 
   ในการเตรียมอาหารสูตรท่ีดีท่ีสุดจากขอ้ 3.5.2 ปริมาตร 4.5 ลิตรลงในถงัหมกั
ขนาด 6 ลิตร ท าการเทียบค่า (calibration) sensors ต่าง ๆ คือ pH sensor และ dissolved oxygen 
sensor ใหท้ าก่อนน าถงัหมกัไปน่ึงฆ่าเช้ือ โดยเม่ือเทียบค่าแลว้ ใหเ้สียบ sensors ต่าง ๆ เขา้กบัถงั
หมกัจากนั้นบรรจุอาหารแลว้จึงน าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ใน
กรณีท่ีอาหารเพาะเล้ียงท่ีศึกษามีการใชก้ากน ้าตาล ยสีตส์กดั และสารก าจดัฟอง ใหแ้ยกน่ึงฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เม่ืออุณหภูมิลดลงใหติ้ดตั้งถงัหมกับรรจุอาหาร
เพาะเล้ียงท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ต่อเขา้เคร่ืองควบคุม โดยตั้งค่าใหค้วบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 35  
องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 อตัรากวนผสม 800 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 
2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที (vvm) จากนั้นเติมสารอาหารต่าง ๆ ท่ีแยกน่ึงฆ่าเช้ือไว้
ลงในถงัหมกั เปิดระบบควบคุมต่าง ๆ ใหส้ภาวะไดต้ามท่ีก าหนด แลว้เติมกลา้เช้ือยสีตป์ริมาตร 
400-450 มิลลิลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 4-5 ปริมาตรต่อปริมาตร ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในฟลาสก ์
แลว้ท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง จะไดก้ลา้เช้ือท่ีสมบูรณ์เหมาะสมส าหรับการใชง้านต่อไป 
   จากนั้นเตรียมอาหารท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.5.2 ปริมาตร 300 ลิตร ลงในถงัหมกั
ขนาด 500 ลิตร โดยท าการเติมน ้าลงในถงัหมกัประมาณ 250 ลิตร จากนั้นเติมกากน ้าตาล 24 ลิตร 
กวนผสมใหเ้ขา้กนั จดัเตรียมอุปกรณ์ของถงัหมกัใหพ้ร้อม โดยเช่ือมต่อระบบต่าง ๆ เขา้ถงัหมกั 
ไดแ้ก่ pH sensor, ป๊ัมกรดและเบส, ระบบเติมอากาศ ท าการตม้ฆ่าเช้ือโดยการเติมไอน ้าร้อนท่ีความ

3
1

1
9

6
8

3
1

0
0



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
6
0
9
1
0
1
0
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
2
0
6
2
5
6
3
 
2
0
:
3
4
:
1
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
0
1

29 
 
ดนั 1.5 บาร์ อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นลดอุณหภูมิของถงัหมกัลง ท า
การตั้งค่า (set points) ใหค้วบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 
อตัราการกวนผสม 220 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อ
นาที (vvm) เติมกลา้เช้ือปริมาตร 9 ลิตร ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในถงัหมกั 6 ลิตร จ านวน 2 ใบ เล้ียง
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 4 8 12 และ 16 ชัว่โมง เพื่อน าตวัอยา่งท่ีไดไ้ป
วดัค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด (องศาบริกซ์) การเจริญของเช้ือ โดย
การนบัจ านวนเซลลด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ และค่าความขุ่นของเซลลด์ว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์
ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร พร้อมทั้งบนัทึกผลการทดลอง 

 3.5.7 การทดลองการผลติกล้าเช้ือยีสต์ด้วยสูตรอาหารท่ีเหมาะสม โดยการใช้ปริมาตร 
3,000 ลติรในถังหมักขนาด 6,500 ลติร ขององค์การสุราฯ (Starter B) 
   เตรียมอาหารท่ีเหมาะสมจากขั้นตอนการศึกษาสูตรอาหารในขอ้ 3.5.2 ปริมาตร 
3,000 ลิตร ลงในถงัหมกั 6,500 ลิตร โดยท าการเติมน ้าลงในถงัหมกัประมาณ 1,500 ลิตร จากนั้น
เติมกากน ้าตาล กวนผสมให้เขา้กนั จดัเตรียมอุปกรณ์ของถงัหมกัใหพ้ร้อม โดยเช่ือมต่อระบบต่าง ๆ 
เขา้ถงัหมกั ไดแ้ก่ pH sensor ป๊ัมกรดและเบส ระบบเติมอากาศ ท าการตม้ฆ่าเช้ือโดยการเติมไอน ้า
ร้อนท่ีความดนั 1.5 บาร์ อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นลดอุณหภูมิของถงั
หมกัลง ท าการตั้งค่า (set points) ใหค้วบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากบั 5.5 อตัราการกวนผสม 100 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
อาหารต่อนาที (vvm) เติมกลา้เช้ือปริมาตร 300 ลิตร ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในถงัหมกั 500 ลิตร เล้ียง
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 4 8 12 และ 16 ชัว่โมง เพื่อน าตวัอยา่งท่ีไดไ้ป
วดัค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด (องศาบริกซ์) วดัการเจริญของเช้ือ โดย
การนบัจ านวนเซลลด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ และวดัความขุ่นของเซลลโ์ดยใชเ้คร่ืองสเปกโตโฟโต
มิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร พร้อมทั้งบนัทึกผลการทดลอง 

 3.5.8 การศึกษาเปรียบเทียบต้นทุนการผลติของสูตรอาหารเพ่ือการผลติกล้าเช้ือ 
   ท าการเปรียบเทียบตน้ทุนการผลิตระหวา่งวิธีการผลิตกลา้เช้ือแบบดั้งเดิมของ
องคก์ารสุรากบัวิธีการผลิตกลา้เช้ือแบบใหม่ท่ีปรับปรุง โดยเปรียบเทียบตน้ทุนราคาระหวา่งอาหาร
เล้ียงเช้ือในแต่ละสูตรท่ีใชใ้นการศึกษา เพื่อคดัเลือกอาหารท่ีมีความคุม้ทุนมากท่ีสุดส าหรับการ
ขยายกลา้เช้ือและเปรียบเทียบตน้ทุนแรงงานและเวลาในการเตรียมกลา้เช้ือส าหรับกระบวนการ
หมกั 
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 3.5.8.1. เปรียบเทียบตน้ทุนส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือต่อประสิทธิภาพของการผลิต
กลา้เช้ือ ในการศึกษาการขยายขนาดกลา้เช้ือ 
 

ส่วนประกอบ 

(กรัมต่อลิตร) 

สูตรองคก์าร

สุราฯ ดั้งเดิม 

BUU 2C BUU 2CD BUU 2D 

กากน ้าตาล     

ยสีตส์กดั      

แอมโมเนียมซสัเฟต      

ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต      

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต      

แมกนีเซียมซลัเฟต      

ราคารวมต่อหน่วย     

 
 3.5.8.2. เปรียบเทียบในขั้นตอนการผลิตกลา้เช้ือเร่ิมตน้ (Starter A และ Starter B)
สามารถน าไปใชใ้นการผลิตเอทานอลได ้โดยใชสู้ตรอาหารท่ีเหมาะสมกบัสูตรดั้งเดิมขององคก์าร
สุราฯ 

ตน้ทุนการผลิต Starter A ผลิตกลา้เช้ือแบบเดิม สูตรอาหารท่ีพฒันา 

ตน้ทุนวตัถุดิบ (บาท/500ลิตร)   

ตน้ทุนแรงงาน (บาท/คน/วนั)   

ตน้ทุนไฟฟ้า (บาท/ชัว่โมง/วนั)   

รวมราคาตน้ทุนการผลิต   

 

ตน้ทุนการผลิต Starter B ผลิตกลา้เช้ือแบบเดิม สูตรอาหารท่ีพฒันา 

ตน้ทุนวตัถุดิบ (บาท/5,000ลิตร)   

ตน้ทุนแรงงาน (บาท/คน/วนั)   

ตน้ทุนไฟฟ้า (บาท/ชัว่โมง/วนั)   

รวมราคาตน้ทุนการผลิต   
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บทที ่4  

ผลการวจิัย 

 

ส่วนที่ 1 การพฒันาสูตรอาหาร ในระดับห้องปฏิบัติการ และโรงงานต้นแบบ 
โครงการวิจัยผลติกรดอนิทรีย์และผลติภัณฑ์ชีวภาพ เพ่ืองานระดับอุตสาหกรรม ท่ี
มหาวิทยาลยับูรพา 

4.1 ศึกษาจลนศาสตร์ของยีสต์ Saccharomyces cerevisiae SC90 เพ่ือหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อ
การเตรียมกล้าเช้ือ 
 จากการศึกษาจลนศาสตร์เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเตรียมกลา้เช้ือ โดยการ
เพาะเล้ียงยสีต ์S. cerevisiae SC90 ในอาหารสูตร YM (ภาคผนวก) ปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร 
บรรจุในบฟัเฟิลฟลาสก ์(baffled flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร ถ่ายหวัเช้ือยสีตท่ี์มีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 
1x107 เซลลต่์อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 5 ลงในอาหาร จากนั้นน าไปบ่มใน
ตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัว่โมง ท า
การตรวจสอบการเจริญของยีสต ์พบวา่ เช้ือเจริญเขา้สู่ระยะ log phase ในช่วง 6 ถึง 18 ชัว่โมงแรก 
ท่ีเวลา 18 ชัว่โมงมีความเขม้ขน้เซลลสู์งสุด 227 x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร จากนั้นการเจริญจะลดลง
เขา้สู่ระยะคงท่ี (stationary phase) สามารถวดัค่าความขุ่นของเซลลแ์ละค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้มี
แนวโนม้ไปในทิศทางเดียวกนั คือ ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง ค่าความขุ่นของเซลลแ์ละค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้
เท่ากบั 0.49 และ 0.3 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั หลงัจากส้ินสุดกระบวนการเพาะเล้ียงค่าความขุ่นของ
เซลลแ์ละค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้เพิ่มขึ้นเท่ากบั 13.95 และ 8.74 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ค่าปริมาณ
ของแขง็ท่ีละลายได ้เร่ิมตน้ 0 ชัว่โมงมีค่าเท่ากบั 5.67 องศาบริกซ์ หลงัจากนั้นปริมาณของแขง็ท่ี
ละลายไดจ้ะลดลงและคงท่ี และหลงัจากส้ินสุดท่ี 30 ชัว่โมง เท่ากบั 2.00 องศาบริกซ์ และค่าความ
เป็นกรดด่างเปล่ียนแปลงอยูใ่นช่วง 3.90-5.00 ดงัแสดงในภาพท่ี 4-1 
 จากขอ้มูลการทดลองน ามาค านวนค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ พบวา่อตัราการเจริญ

จ าเพาะ (µx) เท่ากบั 0.29 กรัมต่อชัว่โมง อตัราการเจริญจ าเพาะ (µN) เท่ากบั 0.40 เซลลต่์อชัว่โมง 
อตัราผลิตมวลเซลล ์(QX) เท่ากบั 0.52 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราเพิ่มจ านวนเซลล ์(QN) 
เท่ากบั 13.13 x106 เซลลต่์อลิตรต่อชัว่โมง (ตารางท่ี 4-1) 
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ตารางท่ี 4- 1 พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์การเจริญของ S. cerevisiae SC90 ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง 
 

X 

(g/l) 

N 

(x106 cells/ml) 
µx 

(h-1) 

µN 

(h-1) 

Qx 

(g/l/h) 

QN 

(x106cell/l/h) 

6.19 ± 0.28 157.50 ± 6.61 0.29 0.40 0.52 13.13 

 

 X  คือ ปริมาณมวลเซลล ์คิดจากน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) 

 N  คือ ปริมาณเซลล ์คิดจากจ านวนเซลล ์(เซลลต์่อมิลลิลิตร) 

 µx  คือ อตัราการเจริญจ าเพาะ (กรัมต่อชัว่โมง) 

 µN  คือ อตัราการเจริญจ าเพาะ (เซลลต่์อชัว่โมง) 

 QX  คือ อตัราการผลิตมวลเซลล ์(กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 

 QN   คือ อตัราเพิ่มจ านวนเซลล ์(เซลลต่์อลิตรต่อชัว่โมง) 
 

 
 

ภาพท่ี 4- 1 การเจริญของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 โดยตรวจสอบ               ค่าความขุ่นของเซลล ์ 
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร)                จ านวนเซลล ์x106 เซลลต์่อมิลลิลิตร  

 ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์)              ค่าความเป็นกรดด่าง     
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 จากการศึกษาจลนศาสตร์ของยสีต ์S. cerevisiae SC90 เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม
ส าหรับการผลิตกลา้เช้ือท่ีมีความแขง็แรงและก าลงัเจริญอยา่งรวดเร็ว มีปริมาณกลา้เช้ือมากเพียงพอ
โดยเช้ือท่ีอยูใ่นระยะการเจริญกา้วหนา้ (log phase) เพื่อใหมี้ระยะปรับตวั (lag phase) อาหารใหม่
สั้นท่ีสุด โดยระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับผลิตกลา้เช้ือ คือ 12 ชัว่โมง เพื่อใชใ้นการเตรียมกลา้เช้ือ
ในการทดลองขั้นต่อไป 
 

4.2 การพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลติกล้าเช้ือ  
 ในการพฒันาสูตรอาหารจากสูตรดั้งเดิมขององคก์ารสุราฯ และสูตรอาหารพฒันาจ านวน 
3 สูตร ไดแ้ก่ BUU 2C, BUU 2CD และ BUU 2D โดยมีส่วนประกอบดงัแสดงในตารางท่ี 3-1 น า
อาหารในแต่ละสูตรการเพาะเล้ียง S. cerevisiae SC90 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บรรจุในบฟัเฟิล 
ฟลาสก ์(baffled flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยใชสู้ตรดั้งเดิมขององคก์ารสุราฯ เป็นชุดควบคุม 
จากนั้นถ่ายหวัเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1x107 เซลลต่์อมิลลิลิตร ท่ีผา่นการเพาะเล้ียงในระดบั 
ฟลาสกเ์ป็นเวลา 12 ชัว่โมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 5 ลงในอาหาร น าไปเล้ียงในตู้
บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และเขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท า
การเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 3 6 9 12 18 และ 24 ชัว่โมง เพื่อตรวจสอบการเจริญของยสีต์ 
 อาหารสูตรดั้งเดิมขององคก์ารสุราฯ เล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ ความขุ่นของเซลล ์
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มขึ้นเท่ากบั 5.48 ± 0.33 3.44 ± 0.21 กรัมต่อลิตร และ 
73.33 x 106± 3.82 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ซ่ึงใหป้ริมาณเซลลน์อ้ยมาก จะเห็นไดว้่าระยะ
ปรับตวั (lag phase) นานประมาณ 12 ชัว่โมง และมีระยะทวีคูณ (log phase) ท่ี 18-24 ชัว่โมง ดงันั้น
จึงพฒันาสูตรอาหาร BUU2C จากสูตรอาหารดั้งเดิมขององคก์ารสุราฯ โดยลดปริมาณกากน ้าตาล
เหลือ 80 กรัมต่อลิตร หรือคิดปริมาณน ้าตาลท่ีแทจ้ริงประมาณ 40 กรัมต่อลิตร แลว้เพิ่มยสีตส์กดั 
0.5 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียซัลเฟต 1.0 กรัมต่อลิตร และแมกนีเซียมปริมาตร 0.1 กรัมต่อลิตร เล้ียง
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ความขุ่นของเซลล ์น ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มขึ้น
เท่ากบั 15.83 ± 1.10 9.90 ± 0.97 กรัมต่อลิตร และ 233.33 x 106 ± 0.97 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
จะเห็นไดว้า่ระยะปรับตวั (lag phase) ลดลง และมีระยะทวีคูณ (log phase) ท่ี 6-12 ชัว่โมง ปริมาณ
ของแขง็ท่ีละลายไดล้ดลงจาก 5.33 เหลือ 2.5 องศาบริกซ์ ค่าความเป็นกรดด่างอยูร่ะหว่าง 4.7-5.4 
ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ปริมาณของแขง็ยงัเหลือในปริมาณค่อนขา้งสูง จึงพฒันาต่อเป็นอาหารสูตร 
BUU2CD โดยลดปริมาณกากน ้าตาลลงเหลือ 40 กรัมต่อลิตร หรือคิดปริมาณน ้าตาลท่ีแทจ้ริง
ประมาณ 20 กรัมต่อลิตร และเพิ่มปริมาณยสีตส์กดั แอมโมเนียซลัเฟตและแมกนีเซียมซลัเฟต 10 
เท่า จากสูตรอาหาร BUU2C เล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ความขุ่นของเซลล ์ 
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น ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มขึ้นเท่ากบั 18.97 ± 0.38 11.88 ± 0.24 กรัมต่อลิตร และ 
247.5 x 106 ± 0.50 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ระยะปรับตวั (lag phase) สั้นลง และมี
ระยะทวีคูณ (log phase) ท่ี 6-12 ชัว่โมง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดล้ดลงจาก 4.33 เหลือ 2.55 
องศาบริกซ์ ค่าความเป็นกรดด่างอยูร่ะหวา่ง 5.3-4.7 ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ค่าความเป็นกรดด่างมีความแปร
ผนัอยู ่จึงท าการพฒันาอาหารเป็นสูตร BUU2D ซ่ึงประกอบดว้ย กากน ้าตาล 40 กรัมต่อลิตร ยสีต์
สกดั 5 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซลัเฟต 5 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 3.6 กรัมต่อลิตร 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 3 กรัมต่อลิตร และแมกนีเซียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตร เล้ียงเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ความขุ่นของเซลล ์น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง และความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มขึ้นเท่ากบั 
22.4 ± 0.28 14.04 ± 0.18 กรัมต่อลิตร และ 346 x 106 ± 0.89 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั จะเห็นวา่
ระยะปรับตวั (lag phase) สั้นลง มีระยะทวีคูณ (log phase) ตั้งแต่ 6 ชัว่โมงเป็นตน้ไป ปริมาณ
ของแขง็ท่ีละลายไดล้ดลงจาก 5 เหลือ 3.5 ค่าความเป็นกรดด่างอยูใ่นช่วง 5.3-5.1 (ภาพท่ี 4-2 และ
ภาพท่ี 4-3) 
 

ตารางท่ี 4- 2 ค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ท่ีเวลา 0 และ 24 ชัว่โมง 
 

พารามิเตอร์ 
เวลา 

ชัง่โมง 

สูตรอาหาร 

ดั้งเดิม BUU 2C BUU 2CD BUU 2D 

ความขุ่นของเซลล ์
0 2.510.02 2.550.02 1.890.26 3.390.26 

24 5.480.33 15.831.10 18.970.38 22.40.28 

น ้าหนกัเซลลแ์หง้ 

(กรัมต่อลิตร) 

0 1.570.01 1.160.01 1.190.05 2.460.16 

24 3.460.21 9.900.97 11.880.24 14.040.18 

ความเขม้ขน้เซลล ์x106 

(เซลลต์่อมิลลิลิตร) 

0 2.230.01 2.000.50 2.500.50 2.000.87 

24 73.333.82 223.337.70 247.500.50 346.000.89 

ปริมาณของแขง็ท่ี

ละลายได ้(องศาบริกซ์) 

0 16.00 5.33 4.33 5.00 

24 9.00 2.50 2.55 3.50 

 

 จากผลการศึกษาโดยพิจารณาค่าพารามิเตอร์ (ตารางท่ี 4-2) พบวา่อาหารสูตร BUU 2D ท่ี

พฒันาขึ้น สามารถท าใหห้ัวเช้ือเพิ่มขึ้นถึง 1.5 เท่าจากสูตร BUU2C และเพิ่มขึ้น 4.7 จากอาหารสูตร
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ดั้งเดิมขององคก์ารสุราฯ แต่เน่ืองจากการเจริญในฟลาสกถ์ูกจ ากดัโดยปริมาณของอากาศท่ีมีอยู่

เพียงในฟลาสกเ์ท่านั้น ดงันั้นจึงใชอ้าหารสูตร BUU 2D มาศึกษาระดบัขยายขนาดเพื่อน าผล

การศึกษาไปใชใ้นการเตรียมหวัเช้ือในระดบัอุตสาหกรรม 

 

 

 
 

ภาพท่ี 4- 2 การพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสม โดยแสดงค่าความขุ่นของเซลล ์(ก) และ น ้าหนกัเซลล์

แหง้ (กรัมต่อลิตร) (ข) ซ่ึงประกอบดว้ยอาหาร 4 สูตร คือ 

สูตรองคก์ารสุรา  ดั้งเดิม BUU 2C BUU 2CD                 BUU 2D 
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ภาพท่ี 4- 3 การเปล่ียนแปลงของค่าจ านวนเซลล ์x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร (ก), ปริมาณของแขง็ท่ี

ละลายไดท้ั้งหมด (องศาบริกซ์) (ข) และค่าความเป็นกรดด่างในการเจริญของ S. cerevisiae SC90 ท่ี

เล้ียงในสูตรอาหารต่าง ๆ กนัคือ 

สูตรองคก์ารสุรา ดั้งเดิม BUU 2C BUU 2CD                BUU 2D 
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4.3 การขยายขนาดการผลติกล้าเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 จากการพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกลา้เช้ือ พบวา่อาหารสูตร BUU 2D 
เหมาะสมผลิตกลา้เช้ือ เน่ืองจากมีจ านวนเซลลเ์พิ่มสูงกวา่อาหารสูตรอ่ืน และมากกวา่อาหารสูตร
ดั้งเดิมขององคก์ารสุรา ฯ ถึง 4.7 เท่า ดงันั้นจึงน าอาหารสูตร BUU2D มาใชใ้นการเพาะเล้ียงใน
ระดบัขยายขนาดปริมาตร 3 ลิตร ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยจะเพิ่มปริมาณกากน ้าตาลเป็น 2 เท่า 
(คิดเป็นกากน ้าตาลประมาณ 80 กรัมต่อลิตร) เน่ืองจากถงัหมกัมีประสิทธิภาพมากกวา่การเพาะเล้ียง
ในระดบัฟลาสก ์ท าการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 
อตัรากวนผสม 550 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
(vvm) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 จากการเพาะเล้ียง S. cerevisiae SC90 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมงพบวา่
เช้ือเขา้สู่ระยะการเจริญกา้วหนา้ (log phase) ในช่วง 6 -15 ชัว่โมง และหลงัจาก 18 ชัว่โมงเขา้สู่
ระยะการเจริญคงท่ี (stationary phase) พบวา่ท่ีเวลาเร่ิมตน้เท่ากบั 0 ชัว่โมง ความขุ่นของเซลล ์ค่า
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลล ์มีค่าเร่ิมตน้เท่ากบั 3.08 ± 0.20 1.93 ± 0.12 กรัมต่อลิตร 
และ 22.25x106± 3.18 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และเม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ความขุ่นของเซลล ์ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลล ์มีค่าเพิ่มขึ้นเท่ากบั 30.00 ± 0.56 
18.08 ± 0.35 กรัมต่อลิตร และ 330 x106 ± 5.08 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั แสดงดงัตารางท่ี  4-1 
ซ่ึงการเจริญเติบโตมีการเพิ่มขึ้นจ านวนเซลลต์ามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึ้น แต่จะถูกจ ากดัดว้ยสารอาหารท่ี
ลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึ้น เม่ือท าการวิเคราะห์ปริมาณของแขง็ละลายได ้พบวา่เร่ิมตน้สามารถ
วดัได ้5.0 องศาบริกซ์ และเม่ือส้ินสุดกระบวนการวดัได ้3.0 องศาบริกซ์ ซ่ึงจากการทดลองท าให้
ทราบวา่เวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตกลา้เช้ือในระดบัการขยายขนาดอยู่ระหวา่ง 9 -15 ชัว่โมง 
และท่ีเวลา 15 ชัว่โมง มีความชนัของกราฟสูงท่ีสุด ดงันั้นจึงเลือกใชร้ะยะเวลาท่ี 15 ชัว่โมงใน
การศึกษาในระดบัการขยายขนาดอ่ืน ๆ ต่อไป (ภาพท่ี 4-4 และ 4-5) 
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ภาพท่ี 4- 4 การเปรียบเทียบพารามิเตอร์ในการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดย 
              ค่าความขุ่นของเซลล ์             น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร)             จ านวนเซลล ์x106 

เซลลต์่อมิลลิลิตร               ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) และ             ค่าความเป็นกรดด่าง    
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ภาพท่ี 4- 5 การขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ในแต่ละพารามิเตอร์ โดย 
               ค่าความขุ่นของเซลล ์(ก)               น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) (ข) 

                จ านวนเซลล ์x106 เซลลต์่อมิลลิลิตร(ค)              ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) 

(ง) และ               ค่าความเป็นกรดด่าง (จ)  
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4.4 การขยายขนาดการผลติกล้าเช้ือในถังหมักขนาด 75 ลิตร 
 การผลิตกลา้เช้ือในระดบัขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกั 5 ลิตร ปริมาตรการเพาะเล้ียง 3 
ลิตร เช้ือสามารถเจริญไดดี้ท่ีเวลา 15 ชัว่โมง จากนั้นน ากลา้เช้ือมาขยายขนาดผลิตกลา้เช้ือปริมาตร 
50 ลิตร ในถงัหมกัขนาด 75 ลิตร ดว้ยอาหารสูตร BUU 2D โดยเพิ่มความเขม้ขน้ขององคป์ระกอบ
ต่าง ๆ 2 เท่า เน่ืองจากถงัหมกัท่ีใชมี้ขนาดใหญ่และมีประสิทธิภาพในการท างานมากกวา่เดิม จึงมี
การเพิ่มความเขม้ขน้ของอาหารเพื่อใหส้ัมพนัธ์กบัปัจจยัดงักล่าว เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35  
องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 อตัรากวนผสม 300 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 
2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที (vvm) แลว้เติมกลา้เช้ือร้อยละ 5 คิดเป็นปริมาตร 2.5 
ลิตร ท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 15 ชัว่โมง พบวา่เช้ือเขา้สู่ระยะการเจริญกา้วหนา้ (log phase) ในช่วง 
3 ชัว่โมงแรกเป็นตน้ไป เม่ือท าการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ท่ีเวลาเร่ิมตน้ 0 ชัว่โมง ความขุ่นของ
เซลล ์ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลล ์มีค่าเร่ิมตน้เท่ากบั 8.75 ± 0.35 5.51 ± 0.22  
กรัมต่อลิตร และ 16.25 x 106 ± 0.35 เซลลต่์อมิลลิลิตร และเม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 15 ชัว่โมง 
ความขุ่นของเซลล ์ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มขึ้นสัมพนัธ์กบัเวลามีค่าเท่ากบั 
23.00 ± 0.71 14.49 ± 0.45 กรัมต่อลิตร และ 410 x106 ± 8.84 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั แต่เม่ือท า
การวิเคราะห์ปริมาณของแขง็ละลายได ้พบวา่เร่ิมตน้สามารถวดัได ้8.0 องศาบริกซ์ และเม่ือส้ินสุด
กระบวนการวดัได ้4.5 องศาบริกซ์ (ภาพท่ี 4-6 และภาพท่ี 4-7) 
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ภาพท่ี 4- 6 การเปรียบเทียบพารามิเตอร์ของการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกัขนาด 75 ลิตร ของ
โรงงานตน้แบบ ในการเล้ียงเช้ือ 50 ลิตร โดย              ค่าความขุ่นของเซลล ์             น ้าหนกัเซลล์
แหง้ (กรัมต่อลิตร)              จ านวนเซลล ์x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร             ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด 
(องศาบริกซ์) และ              ค่าความเป็นกรดด่าง     
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ภาพท่ี 4- 7 ผลการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกั 75 ลิตร ของโรงงานตน้แบบ ในแต่ละพารามิเตอร์ 
              ค่าความขุ่นของเซลล ์(ก)                น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) (ข)                

จ านวนเซลล ์x106 เซลลต์่อมิลลิลิตร (ค)              ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) (ง) และ 

               ค่าความเป็นกรดด่าง (จ)  
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4.5 การขยายขนาดการผลติกล้าเช้ือในถังหมักขนาด 750 ลิตร ของโรงงานต้นแบบ 
 จากการศึกษาการขยายขนาดกลา้เช้ือทั้งสองขนาดขา้งตน้ เช้ือสามารถเจริญไดดี้และกลา้
เช้ือท่ีไดแ้ขง็แรงดี จึงมาท าขยายขนาดในถงัหมกั 750 ลิตร โดยใชก้ลา้เช้ือปริมาตร 25 ลิตร  
จากถงัหมกัขนาด 75 ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 5 ของปริมาตรอาหาร เป็นหัวเช้ือตั้งตน้ในการ
เพาะเล้ียงปริมาตร 500 ลิตรของโรงงานตน้แบบ โดยใชอ้าหารสูตร BUU 2D ความเขม้ขน้ของ
กากน ้าตาลเพิ่มขึ้น 2 เท่า เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ควบคุมค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 
5.5 อตัรากวนผสม 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
(vvm) เป็นเวลา 15 ชัว่โมง พบวา่เช้ือเขา้สู่ระยะการเจริญกา้วหนา้ (log phase) ในช่วง 3 ชัว่โมงแรก 
เป็นตน้ไป เม่ือท าการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ท่ีเวลาเร่ิมตน้เท่ากบั 0 ชัว่โมง ความขุ่นของเซลล ์ 
ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลล ์มีค่าเร่ิมตน้เท่ากบั 6.20 ± 0.42 3.91 ± 0.27  
กรัมต่อลิตร และ 34.25 x 106± 1.06 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และเม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 
15 ชัว่โมง ความขุ่นของเซลล ์ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มมากขึ้นสัมพนัธ์กบั
เวลา มีค่าเท่ากบั 24.50 ± 2.12 15.44 ± 1.34 กรัมต่อลิตร และ 360 x 106 ± 10.61 เซลลต์่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั เม่ือท าการวิเคราะห์ปริมาณของแขง็ละลายได ้พบวา่เร่ิมตน้สามารถวดัได ้5.0  
องศาบริกซ์ และเม่ือส้ินสุดกระบวนการวดัได ้4.0 องศาบริกซ์ (ภาพท่ี 4-8 และภาพท่ี 4-9) 
 ในการศึกษาการขยายขนาดการผลิตโดยการเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 75 และ 750 ลิตร 
โดยมีปริมาตรการเพาะเล้ียง 3 50 และ 500 ลิตร ตามล าดบั ท าการเปรียบเทียบกบัการผลิตกลา้เช้ือ
ขององคก์ารสุราฯ ในถงัหมกัขนาด 500 ลิตร ปริมาตรการหมกั 300 ลิตร ท่ีไม่มีการเติมอากาศ 
พบวา่การเพาะเล้ียงกลา้เช้ือในระดบัขยายขนาดท่ีมหาวิทยาลยับูรพา ดว้ยอาหารสูตร BUU 2D เล้ียง
ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 อตัรากวนผสม 300 รอบต่อนาที อตัรา
การใหอ้ากาศ 2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที (vvm) เป็นเวลา 15 ชัว่โมง มีปริมาณของ
กลา้เช้ือสูงกวา่กลา้เช้ือท่ีผลิตดว้ยอาหารสูตรดั้งเดิมท่ีเล้ียงในสภาวะท่ีไม่มีการเติมอากาศดงัแสดง
ในตารางท่ี 4-3 ดงันั้นจึงน าอาหารสูตร 2D และสภาวะการเล้ียงไปใชใ้นการเพาะเล้ียงในระดบั
อุตสาหกรรม  
 

 

 

 

 

3
1

1
9

6
8

3
1

0
0



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
6
0
9
1
0
1
0
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
1
2
0
6
2
5
6
3
 
2
0
:
3
4
:
1
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
0
1

44 
 
ตารางท่ี 4- 3 ประสิทธิภาพการเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 75 และ750 ลิตร ปริมาตรเพาะเล้ียง 3 
50 และ 500 ลิตร  
 

ปริมาตร
เพาะเล้ียง 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

ความขุ่นของ
เซลล ์

น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

ความเขม้ขน้
เซลลx์106 

(เซลลต์่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณของแขง็
ท่ีละลายได ้
(%brix) 

300 ลิตร*  
(องคก์ารสุรา) 

0 - - 0.12 17 
16 - - 5.46 16.6 

3 ลิตร 
0 3.08 ± 0.20 1.93 ± 0.12 22.25 ± 3.18 5.0 
24 30.00 ± 0.56 18.08 ± 0.35 330.00 ± 5.08 3.0 

50 ลิตร 
0 8.75 ± 0.35 5.51 ± 0.12 16.25 ± 0.35 8.0 
15 23.00 ± 0.71 14.49 ± 0.45 410.00 ± 8.80 4.5 

500 ลิตร 
(โรงงานตน้แบบ) 

0 6.20 ± 0.42 3.91 ± 0.27 34.25 ± 1.06 5.0 
15 24.50 ± 2.12 15.46 ± 1.34 360.00 ± 10.61 4.0 

*ขอ้มูลจากองคก์ารสุรา 

 
 

ภาพท่ี 4- 8 การเปรียบเทียบพารามิเตอร์ของการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกัขนาด 750 ลิตร ของ
โรงงานตน้แบบ โดย             ค่าความขุ่นของเซลล ์              น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) 
              จ านวนเซลล ์x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร               ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) และ 

              ค่าความเป็นกรดด่าง     
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ภาพท่ี 4- 9 ผลการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกั 750 ลิตร ของโรงงานตน้แบบ ในแต่ละ
พารามิเตอร์ โดย             ค่าความขุ่นของเซลล ์(ก)               น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) (ข) 
              จ านวนเซลล ์x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร (ค)              ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) 
(ง) และ              ค่าความเป็นกรดด่าง (จ)    
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ส่วนที่ 2 การศึกษาการผลติกล้าเช้ือในระดับอุตสาหกรรม ท่ีองค์การสุรา 

กรมสรรพสามิต 

4.6 การทดลองการผลติกล้าเช้ือยีสต์ด้วยสูตรอาหารท่ีเหมาะสม โดยการใช้ปริมาตร 300 ลติร ในถัง
หมักขนาด 500 ลติร ขององค์การสุราฯ (Starter A) 
 ในการผลิตหวัเช้ือในถงัหมกั Starter A แบบดั้งเดิมขององคก์ารสุราฯ ท าการเพาะเล้ียง
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง สามารถผลิตกลา้เช้ือไดเ้พียง 5.46 x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร ปริมาณของแขง็ท่ี
ละลายไดท้ั้งหมดเท่ากบั 17 องศาบริกซ์ และเม่ือส้ินสุดกระบวนการเพาะเล้ียงกลา้เช้ือมีปริมาณ
ของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมดเท่ากบั 16.6 องศาบริกซ์ แสดงวา่มีอตัราการใชน้ ้าตาลในปริมาณท่ี
ค่อนขา้งต ่า (ภาพท่ี 4-10) 
 

 
 

ภาพท่ี 4- 10 ผลการเพาะกลา้เช้ือในถงัหมกั Starter A แบบดั้งเดิม โดย              จ านวนเซลล ์x 106 
เซลลต์่อมิลลิลิตร              ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) และ              ค่าความเป็นกรดด่าง   
  
 จากการศึกษาเบ้ืองตนัในระดบัฟลาสก ์และระดบัขยายขนาดท่ีโรงงานตน้แบบ 
มหาวิทยาลยับูรพา พบวา่ อาหารสูตร 2D เหมาะสมส าหรับการเตรียมกลา้เช้ือเพื่อการผลิตเอทานอล 
ดงันั้นจึงน าอาหารสูตร 2D มาเพาะเล้ียงในถงัหมกั Starter A ท่ีผา่นการปรับปรุงถงัหมกัใหมี้สภาวะ
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ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกลา้เช้ือ แต่เน่ืองจากอาหารสูตร BUU 2D มีตน้ทุนค่อนขา้งสูง เน่ืองจาก
ราคาของยสีตส์กดั อีกทั้งการปรับปรุงมีการควบคุมค่าความเป็นกรดเบส จึงไดน้ าอาหารสูตร 2D 
มาท าการดดัแปลงเพื่อลดตน้ทุนการผลิตเป็นอาหารสูตร BUU 2D ดดัแปลง มีส่วนประกอบ คือ 
กากน ้าตาล 80 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 10 กรัมต่อลิตร เพื่อน าไปใชใ้น
การศึกษาระดบัอุตสาหกรรม โดยมีการเตรียมหวัเช้ือตั้งตน้ส าหรับการเพาะเล้ียงกลา้เช้ือในถงัหมกั
ขนาด 6 ลิตร จ านวน 2 ชุด โดยเตรียมอาหารปริมาตร 4.5 ลิตร ลงในถงัหมกัขนาด 6 ลิตร แลว้ท า
การถ่ายกลา้เช้ือยสีตท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงในฟลาสก ์ปริมาตร 200 มิลลิลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 5  
โดยปริมาตรต่อปริมาตร ลงในถงัหมกัขนาด 6 ลิตร ท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง จะไดก้ลา้
เช้ือท่ีสมบูรณ์เหมาะสมเพื่อน าไปใชใ้นการขยายเพาะเล้ียงในถงั Starter A 

 ในการเตรียมอาหารสูตร BUU 2D ดดัแปลง ปริมาตร 300 ลิตร ลงในถงัหมกัขนาด 500 
ลิตร โดยท าการเติมน ้าลงในถงัหมกัประมาณ 250 ลิตร จากนั้นเติมกากน ้าตาล 24 กิโลกรัม กวน
ผสมใหเ้ขา้กนั จดัเตรียมอุปกรณ์ของถงัหมกัใหพ้ร้อม โดยเช่ือมต่อระบบต่าง ๆ เขา้ถงัหมกั ไดแ้ก่ 
ค่าความเป็นกรดด่าง sensor ป๊ัมกรดและเบส ระบบเติมอากาศ ท าการตม้ฆ่าเช้ือโดยการเติมไอน ้า
ร้อนท่ีความดนั 1.5 บาร์ อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นลดอุณหภูมิของ 
ถงัหมกัแลว้ตั้งค่า (set points) ใหค้วบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากบั 5.5 อตัราการกวนผสม 220 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
อาหารต่อนาที (vvm) เติมกลา้เช้ือร้อยละ 3 คิดเป็นปริมาตร 9 ลิตร (เม่ือเทียบกบัปริมาตรการท างาน
ในถงัหมกัทั้งหมด 300 ลิตร) ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในถงัหมกั 6 ลิตร จ านวน 2 ชุด เล้ียงเป็นเวลา 
16 ชัว่โมง และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 4 8 12 และ 16 ชัว่โมง จากนั้นน าไปวิเคราะห์การเจริญ
ของยสีต ์ท่ีเวลาเร่ิมตน้ 0 ชัว่โมง ความขุ่นของเซลล ์ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลล ์ 
มีค่าเร่ิมตน้เท่ากบั 2.60 ± 0.14 1.64 ± 0.09 กรัมต่อลิตร และ 14.00 x 106± 1.41 เซลลต์่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั และเม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง ความขุ่นของเซลล ์ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
และความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มขึ้นสัมพนัธ์กบัเวลาการเพาะเล้ียง 12.00 ± 0.00 7.56 ± 0.00 กรัมต่อลิตร 
และ 275.00 x 106 ± 7.07 เซลลต์่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ค่าความเป็นกรดด่างควบคุมตลอดการ
ทดลองใหเ้ท่ากบั 5.5 ± 0.10 ดงัแสดงในภาพท่ี 4-11 และ 4-12 (ง) 
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ภาพท่ี 4- 11 การเปรียบเทียบผลทุกพารามิเตอร์ของการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกัขนาด  
500 ลิตร ขององคก์ารสุรา (Starter A) ปรับปรุง โดย              ค่าความขุ่นของเซลล ์             น ้าหนกั
เซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร)              จ านวนเซลล ์x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร            ของแขง็ท่ีละลาย
ทั้งหมด (องศาบริกซ์) และ               ค่าความเป็นกรดด่าง     
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ภาพท่ี 4- 12 ผลการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกั 500 ลิตร ขององคก์ารสุรา ในแต่ละพารามิเตอร์
โดย              ค่าความขุ่นของเซลล ์(ก)              น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) (ข)            
จ านวนเซลล ์x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร (ค)              ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) (ง) และ 
              ค่าความเป็นกรดด่าง (จ)    
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4.7 การทดลองการผลติกล้าเช้ือยีสต์ด้วยสูตรอาหารท่ีเหมาะสม โดยการใช้ปริมาตร 3,000 ลติร ใน
ถังหมักขนาด 6,500 ลติร ขององค์การสุราฯ (Starter B) 
 การผลิตหวัเช้ือถงัหมกั Starter B แบบดั้งเดิม เพาะเล้ียงดว้ยอาหารท่ีมีความเขม้ขน้
กากน ้าตาลสูง อีกทั้งเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม เช่น ไม่มีการเติมอากาศ ระบบควบคุม
อุณหภูมิไม่ดี การกวนไม่ดี รวมถึงการไม่ควบคุมความเป็นกรดด่าง เม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 
ชัว่โมง พบวา่ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง มีความเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 4.83 x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร เม่ือ
ส้ินสุดกระบวนการ กลา้เช้ือมีความเขม้ขน้เซลลเ์ท่ากบั 105.83 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร ซ่ึงหวัเช้ือท่ี
ผลิตไดมี้ปริมาณท่ีต ่ามาก (ดงัแสดงในภาพท่ี 4-13) 
 

 
 

ภาพท่ี 4- 13 ผลการเพาะเล้ียงกลา้เช้ือในถงั Starter B ดั้งเดิม โดย              จ านวนเซลล ์x 106 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร             ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) และ              ค่าความเป็นกรดด่าง  

 ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงขยายกลา้เช้ือจากถงัหมกั Starter A ความเขม้ขน้ร้อยละ 6 
หรือคิดเป็นปริมาตร 300 ลิตร และอาหารเล้ียงเช้ือสูตร 2D ปรับปรุงเช่นเดียวกบัถงั starter A เติม
หวัเช้ือลงในถงัหมกัขนาด 6,500 ลิตร ปริมาตรการเพาะเล้ียง 3,000 ลิตร ท่ีมีการควบคุมอุณหภูมิ
เท่ากบั 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 อตัราการกวนผสม 220 รอบต่อนาที  
อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที (vvm) เล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 4 8 12 และ 16 ชัว่โมง น าตวัอยา่งท่ีเก็บไปวิเคราะห์พารามิเตอร์การ
เจริญ 
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 จากวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ท่ีเวลาเร่ิมตน้เท่ากบั 0 ชัว่โมง ความขุ่นของเซลล ์น ้าหนกั
เซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลล ์มีค่าเร่ิมตน้เท่ากบั 4.29 ± 0.20 2.71 ± 0.12 กรัมต่อลิตร และ 
17.50 x 106 ± 1.80 เซลลต่์อมิลลิลิตร ตามล าดบั และเม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง ความ
ขุ่นของเซลล ์ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มขึ้นสัมพนัธ์กบัเวลาการเพาะเล้ียง
เท่ากบั 20.43 ± 0.51 12.87 ± 0.32 กรัมต่อลิตร และ 433.33 x 106 ± 40.72 เซลลต์่อมิลลิลิตร ปริมาณ
ของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมดเร่ิมตน้ท่ี 0 ชัว่โมงวดัได ้10.3 องศาบริกซ์ เม่ือเวลาผา่นไปการ
ตรวจสอบปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมดจะลดลงและคงท่ี หลงัจากส้ินสุดกระบวนการ
เพาะเล้ียงท่ีเวลา 16 ชัว่โมง วดัปริมาณของแขง็ท่ีละลายได ้9.7 องศาบริกซ์ (ดงัแสดงในภาพท่ี 4-14 
และภาพท่ี 4-15) จากผลการทดลองจะพบวา่เม่ือมีการปรับเปล่ียนสูตรอาหารและปรับปรุงสภาวะ
การเล้ียงท าใหป้ริมาณกลา้เช้ือท่ีผลิตไดสู้งกวา่เดิมถึง 4 เท่า 
 

 
 

ภาพท่ี 4- 14 การเปรียบเทียบผลทุกพารามิเตอร์ของการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกัขนาด 6,500 
ลิตร ขององคก์ารสุรา (Starter B) โดย             ค่าความขุ่นของเซลล ์             น ้าหนกัเซลลแ์หง้  
(กรัมต่อลิตร)              จ านวนเซลล ์x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร             ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด  
(องศาบริกซ์) และ              ค่าความเป็นกรดด่าง    
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ภาพท่ี 4- 15 ผลการขยายขนาดกลา้เช้ือในถงัหมกั 6,500 ลิตร ขององคก์ารสุรา ในแต่ละพารามิเตอร์ 
โดย              ค่าความขุ่นของเซลล ์(ก)              น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) (ข)            

จ านวนเซลล ์x106 เซลลต์่อมิลลิลิตร (ค)             ของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) (ง) และ 

              ค่าความเป็นกรดด่าง (จ)  
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ตารางท่ี 4- 4 ประสิทธิภาพการเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 500 ลิตร (Starter A) และ 6,500 ลิตร 
(Starter B) ปริมาตรเพาะเล้ียง 300 ลิตร (Starter A) และ 3,000 ลิตร (Starter B) 
 

ปริมาตรเพาะเล้ียง 
เวลา 

(ชัว่โมง
) 

ความขุ่นของ
เซลล ์

น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

ความเขม้ขน้
เซลลx์106 

(เซลลต์่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณของแขง็
ท่ีละลายได ้
(%brix) 

300 ลิตร*  
(Starter A ดั้งเดิม) 

0 - - 0.12 17.0 
16 - - 5.46 16.6 

300 ลิตร  
(Starter A ปรับปรุง) 

0 2.60 ± 0.14 1.64 ± 0.09 14.00 ± 1.41 10.3 
16 12.00 ± 0.00 7.56 ± 0.00 275.00 ± 7.07 9.7 

3,000 ลิตร*  
(Starter B ดั้งเดิม) 

0 - - 4.83 ± 0.38 19.2 
16 - - 105.83 ± 9.46 15.2 

3,000 ลิตร  
(Starter B ปรับปรุง) 

0 4.30 ± 0.20 2.71 ± 0.12 17.50 ± 1.80 10.7 
16 20.43 ± 0.51 12.87 ± 0.32 433.33 ± 40.72 7.0 

*ขอ้มูลจากองคก์ารสุรา 

 จากการตารางท่ี 4-4 พบวา่ประสิทธิภาพของถงัหมกั Starter A และ Starter B ท่ีได้
ปรับปรุงโดยใชอ้าหารสูตร 2D ปรับปรุงและปรับปรุงสภาวะการเล้ียงมีประสิทธิภาพสูงกวา่วิธีการ
เตรียมกลา้เช้ือแบบเดิม โดยในถงัหมกั starter A ปริมาตรการเพาะเล้ียง 300 ลิตร ความเขม้ขน้ของ
เซลลส์ามารถเพิ่มขึ้นถึง 53 เท่า เม่ือเทียบกบัการเตรียมหวัเช้ือแบบดั้งเดิม และในถงัหมกั starter B 
ความเขม้ขน้ของเซลลส์ามารถเพิ่มขึ้นถึง 26 เท่า เม่ือเทียบกบัการเตรียมหวัเช้ือแบบดั้งเดิม ดงันั้น
วิธีการเตรียมกลา้เช้ือท่ีผา่นปรับปรุงนบัวา่มีประสิทธิภาพสูง และสามารถน ามาใชใ้นระดบั
อุตสาหกรรมได ้
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 จากตารางท่ี 4-5 พบวา่สูตรดั้งเดิม มีราคาเท่ากบั 2.64 บาทต่อลิตร สูตรอาหาร BUU 2C 
ราคา 1.55 บาทต่อลิตร สูตรอาหาร BUU 2CD ราคา 7.02 บาทต่อลิตร สูตรอาหาร BUU 2D ราคา 
7.20 บาทต่อลิตร และสูตรอาหาร BUU 2D ดดัแปลง ราคา 1.16 บาทต่อลิตร จากตารางเปรียบเทียบ
พบวา่ อาหารท่ีไดรั้บการพฒันาเป็นสูตรอาหาร BUU 2D ดดัแปลง มีราคาท่ีต ่ากวา่อาหารสูตร BUU 
2D เน่ืองจากราคาส่วนใหญ่ของอาหารจะอยูท่ี่ยสีตส์กดั ดงันั้นในสูตรดดัแปลงจึงไม่เติมยสีตส์กดั  
ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต มีหนา้ท่ีเป็นบพัเฟอร์ ซ่ึงในการ
ทดลองไดมี้ควบคุมค่าความเป็นกรดด่าง ท าให้ตน้ทุนของสูตรอาหารลดลง 

จากนั้นท าการเปรียบเทียบตน้ทุนการผลิตระหวา่งวิธีการผลิตกลา้เช้ือแบบดั้งเดิมของ
องคก์ารสุราฯ กบัวิธีการผลิตกลา้เช้ือแบบใหม่ท่ีปรับปรุง โดยเปรียบเทียบตน้ทุนราคาระหวา่ง
อาหารเล้ียงเช้ือในแต่ละสูตรท่ีใชใ้นการศึกษา เพื่อคดัเลือกอาหารท่ีมีความคุม้ทุนมากท่ีสุดส าหรับ
การขยายกลา้เช้ือและ เปรียบเทียบตน้ทุนแรงงานและเวลาในการเตรียมกลา้เช้ือส าหรับ
กระบวนการหมกั (ตารางท่ี 4-6) 
 

ตารางท่ี 4- 6 การเปรียบเทียบตน้ทุนการผลิตในถงัหมกั Starter A และ ในถงัหมกั Starter B 
 

ตน้ทุนการผลิต Starter A ผลิตกลา้เช้ือแบบเดิม สูตรอาหารท่ีพฒันา 

ตน้ทุนวตัถุดิบ (บาท/ 300ลิตร) 901.50 232.50 

ตน้ทุนแรงงาน (บาท/ คน/ วนั) 681.81 681.81 

ตน้ทุนไฟฟ้า (บาท/ 16 ชัว่โมง) 5.82 148.62 

รวมราคาตน้ทุนการผลิต 1,589.13 1,062.93 

 

ตน้ทุนการผลิต Starter B ผลิตกลา้เช้ือแบบเดิม สูตรอาหารท่ีพฒันา 

ตน้ทุนวตัถุดิบ (บาท/ 3,000ลิตร) 9,015.00 2,325.00 

ตน้ทุนแรงงาน (บาท/ คน/ วนั) 681.81 681.81 

ตน้ทุนไฟฟ้า (บาท/ 16 ชัว่โมง) 198.91 1,307.71 

รวมราคาตน้ทุนการผลิต 9,895.72 4,313.52 

ตน้ทุนการผลิตรวม  

starter A และstarter B  
11,484.85 5,376.45 
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 จากการศึกษาสูตรอาหารท่ีพฒันาในถงัหมกั Starter A มีตน้ทุนวตัถุดิบลดลง เน่ืองจาก
ใชค้วามเขม้ขน้กากน ้าตาลลดลง ราคาสูตรอาหารลิตรละ 0.78 บาท หรือ 232.50 บาทต่อการ
เพาะเล้ียง 1 batch (ปริมาตร 300 ลิตร) ตน้ทุนแรงงานคิดจากนกัวิทยาศาสตร์ระดบัปริญญาตรี 1 คน 
ท างาน 22 วนัต่อเดือน ท างานวนัละ 8 ชัว่โมง เท่ากบั 681.81 บาทต่อวนั จากตน้ทุนไฟฟ้าจะเห็นได้
วา่ค่าไฟท่ีเพิ่มขึ้น จากการเพิ่มระบบการกวนผสม การให้อากาศ ระบบป๊ัมอตัโนมติัเพื่อรักษาความ
กรดด่าง ระบบควบคุมอุณหภูมิ ซ่ึงตอ้งใชก้ระแสไฟฟ้าในการท างาน รวมไปถึงระบบฆ่าเช้ือ ดงันั้น
ตน้ทุนไฟฟ้าคิดรวมทั้งหมดเท่ากบั 148.62 บาทต่อคร้ัง รวมราคาตน้ทุนการผลิตถงัหมกั Starter A 
พฒันาทั้งหมดเท่ากบั 1,062.93 บาทต่อการเพาะเล้ียง 1 batch เม่ือท าการเปรียบเทียบกบัถงัหมกั 
Stater A แบบดั้งเดิม ท่ีมีราคาตน้ทุนการผลิต 1,589.13 บาทต่อการเพาะเล้ียง 1 batch ท าใหป้ระหยดั
ค่าใชจ่้ายต่อการเพาะเล้ียง 1 batch ได ้526.20 บาท ส่วนการปรับปรุงสูตรอาหารในถงัหมกั Starter 
B มีตน้ทุนวตัถุดิบลดลง เน่ืองจากใชค้วามเขม้ขน้กากน ้าตาลลดลง ราคาสูตรอาหารลิตรละ 0.78 
บาท หรือ 2,325.00 บาทต่อการเพาะเล้ียง 1 batch (ปริมาตร 3,000 ลิตร) และมีการใชร้ะบบควบคุม
ต่าง ๆ เหมือนในถงัหมกั Starter A ท่ีกล่าวในขา้งตน้ ดงันั้นตน้ทุนค่าไฟฟ้าทั้งหมดเท่ากบั 1,307.71 
บาทต่อคร้ัง รวมราคาตน้ทุนการผลิตถงัหมกั Starter B พฒันาทั้งหมดเท่ากบั 4,313.52 บาทต่อการ
เพาะเล้ียง 1 batch เม่ือท าการเปรียบเทียบกบัถงัหมกั Stater B แบบดั้งเดิม ท่ีมีราคาตน้ทุนการผลิต 
9,895.72 บาทต่อการเพาะเล้ียง 1 batch ท าใหป้ระหยดัค่าใชจ่้ายต่อการเพาะเล้ียง 1 batch ได ้5,582.2 
บาท ซ่ึงจะเห็นไดว้า่การปรับปรุงสูตรอาหารจากสูตรอาหารดั้งเดิมเป็นสูตรอาหารสูตร 2D 
ปรับปรุง ท าใหส้ามารถลดตน้ทุนการผลิตรวม starter A และ starter B ไดเ้ท่ากบั 6,108.4 บาทต่อ
การเตรียมกลา้เช้ือ 1 คร้ัง หรือประหยดัไดถึ้งร้อยละ 55.7 เม่ือเปรียบกบัการหมกัดว้ยอาหารสูตร
ดั้งเดิมขององคก์ารสุรา  
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บทที ่5 

อภิปรายผลและสรุปผลการทดลอง 

 

5.1 การศึกษาจลนศาสตร์ของยีสต์ S.cerevisiae SC90  

จากการศึกษาจลนศาสตร์ของยสีต ์S. cerevisiae SC90 เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35  
องศาเซลเซียส โดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 1x107 เซลลต์่อมิลลิลิตร พบวา่อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดท่ี
เวลา 12 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 0.4 เซลลต่์อชัว่โมง ในอาหารสูตร YM ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานวิจยั
ของลกัขณา เหล่าไพบูลยแ์ละคณะ (2011) พบวา่ยสีต ์S. cerevisiae SC90 มีอตัราการเจริญจ าเพาะ
สูงสุด (µmax) 0.36 เซลลต่์อชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เน่ืองจากการศึกษาคร้ังน้ีมีอตัราการ
เจริญจ าเพาะสูงกวา่ ซ่ึงเกิดจากการใชอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Pornpukdeewattana et al. (2014) ไดท้ าการศึกษาความเหมาะสมของอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการ
เจริญของยสีต ์S. cerevisiae SC90 พบวา่ สามารถเจริญไดใ้นช่วง 30-40 องศาเซลเซียส และท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ และการสร้างผลิตภณัฑอี์กดว้ย  

5.2 การพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลติกล้าเช้ือ 
 การพฒันาสูตรอาหารจากสูตรดั้งเดิมขององคก์ารสุราท่ีมีองคป์ระกอบของน ้าตาลสูงถึง 
250 กรัมต่อลิตร ซ่ึงความเขม้ขน้ของน ้าตาลท่ีสูง ท าใหอ้าหารเล้ียงเช้ือขน้หนืดส่งผลต่อการละลาย
ของออกซิเจนในกระบวนการผลิตกลา้เช้ือ ท าให้เซลลเ์กิดความเครียดและหยดุการเจริญเติบโต 
จากการศึกษาของ Laopaiboon et al. (2007) การผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมกัแบบกะจาก 
น ้าคั้นล าตน้ขา้วฟ่างหวานภายใตส้ภาวะความเขม้ขน้น ้าตาล 18 20 และ 24 องศาบริกซ์ และการเติม
แอมโมเนียซลัเฟต 0.5 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลท่ีเหมาะสมมีค่าประมาณ 24  
องศาบริกซ์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานท่ีผา่นมาพบวา่อตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งน ้าตาล 200  
กรัมต่อลิตร ต่อยสีต ์30 กรัมต่อลิตร ส าหรับการผลิตเอทานอล (Louhichi, B., Belgaib, J., benamor, 
H., & Hajji, N., 2013) ซ่ึงความเขม้ขน้น ้าตาลในสูตรอาหารดั้งเดิมเหมาะสมส าหรับผลิตเอทานอล
มากกวา่การผลิตกลา้เช้ือ ท าใหเ้ม่ือเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีความเขม้ขน้เซลลเ์ท่ากบั 
73.33 x 106 

  3.82 เซลลต์่อมิลลิลิตร จากการศึกษาในคร้ังน้ี จะเห็นไดจ้ากภาพท่ี 4-2 แสดงวา่
เจริญเติบโตของอาหารสูตรดั้งเดิมมีช่วงระยะปรับตวั (lag phase) นานประมาณ 12 ชัว่โมง ซ่ึงควร
เป็นระยะท่ีจะตอ้งท าใหส้ั้นท่ีสุดในกระบวนการหมกัในระดบัอุตสาหกรรมเพื่อลดตน้ทุนการผลิต 
(กรองจนัทร์ รัตนประดิษฐ์, 2553) และมีช่วงระยะทวีคูณ (log phase) เพียง 18-24 ชัว่โมง ท าใหไ้ด้
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จ านวนเซลลย์สีตน์อ้ย เม่ือท าการเปรียบเทียบกบัอาหารสูตร BUU 2C โดยลดปริมาณกากน ้าตาลลง
เหลือ 80 กรัมต่อลิตร หรือประมาณ 5.33 องศาบริกซ์ หรือคิดค่าประมาณน ้าตาลท่ีแทจ้ริง 40 กรัม
ต่อลิตร (กรองจนัทร์ รัตนประดิษฐ์, 2553) และมีการเติมยสีตส์กดั 0.5 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียม
ซลัเฟต 1 กรัมต่อลิตร และแมกนีเซียมซลัเฟต 0.1 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 
ท าการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่เม่ือเล้ียงดว้ยอาหารสูตร 
BUU 2C หวัเช้ือเจริญไดดี้กว่าอาหารสูตรดั้งเดิมถึง 3 เท่า และช่วงระยะเวลาปรับตวัลดลงเหลือ
เพียง 6 ชัว่โมง และมีระยะทวีคูณเพิ่มขึ้น แสดงวา่ยสีตส์กดั แอมโมเนียมซลัเฟต และ แมกนีเซียม
ซลัเฟต ท่ีเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือมีส่วนช่วยในการปรับปรุงประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือ จาก
รายงานการศึกษาพบว่ายสีตส์กดัมีส่วนช่วยเพิ่มปริมาณไนโตรเจนอิสระท่ีเป็นแหล่งอาหารรองจาก
แหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเช้ือ ปริมาณท่ีเหมาะสมของอะมิโนไนโตรเจนอิสระ (free amino 
nitrogen: FAN) ควรมีค่าอยูร่ะหวา่ง 140-150 มิลลิกรัม FAN ต่อลิตร (O’Connor-Cox, et al., 1991) 
และมีการเติมแอมโมเนียซลัเฟตจะพบวา่ระยะปรับตวั (lag phase) มีช่วงท่ีสั้นลงเม่ือเทียบกบัท่ี
เพาะเล้ียงดว้ยอาหารสูตรดั้งเดิม สอดคลอ้งกบัรายงานของ Arrizon & Gschaedler (2002) พบวา่การ
เติมแอมโมเนียมซลัเฟต มีผลท าใหเ้ซลลเ์ขา้สู่ระยะทวีคูณไดเ้ร็วขึ้น และช่วยเพิ่มอตัราการหมกัและ
สามารถท าใหผ้ลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นร้อยละ 3.3 ซ่ึงค่าของความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมท่ี
เหมาะสมอยูร่ะหวา่ง 16.5- 66 มิลลิกรัมต่อลิตร (Mendes-Ferreira, A., Mendes-Faia, A., & Leao, 
C., 2004) และแมกนีเซียมซลัเฟต ซ่ึงมีส่วนช่วยในการแบ่งเซลลแ์ละกระบวนการเมตาบอรึซึมของ
เซลล ์(Udeh, H. O., & Kgatla, T. E., 2013) จากงานวิจยัก่อนหนา้น้ี พบวา่ปริมาณแมกนีเซียม
ไอออน (Mg2+) 500 ppm เป็นปริมาณท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญของยสีตใ์นสภาวะท่ีมีออกซิเจน 
ส่งผลใหย้สีตมี์จ านวนเซลลแ์ละอตัราการหมกัเพิ่มขึ้น (Rees, E., & Stewart, G., 1999) จากนั้นจึงท า
การปรับสูตรอาหารอีกคร้ัง เป็นอาหารสูตร 2CD โดยลดปริมาณกากน ้าตาลลงเหลือ 80 กรัมต่อลิตร 
เพิ่มปริมาณยสีตส์กดั แอมโมเนียมซลัเฟต และ แมกนีเซียมซลัเฟต 10 เท่าจากสูตร 2C แต่เม่ือท า
การเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรากฏวา่ประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นเพียงเลก็นอ้ยเท่านั้น ประมาณ 0.3 เท่า 
เม่ือเทียบกบัสูตร 2C ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา่ค่าความเป็นกรดด่างในอาหารสูตร BUU 2C และ 
BUU 2CD อยูใ่นช่วง 5.4-4.7 ดงันั้นจึงปรับสูตรอาหารเป็นสูตร 2D ซ่ึงประกอบดว้ย กากน ้าตาล 40 
กรัมต่อลิตร ยสีตส์กดั 5 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 3.6 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 3 กรัมต่อลิตร และแมกนีเซียมซลัเฟต 1 กรัมต่อลิตร โดยไดโพแทสเซียม
ฟอสเฟต 3.6 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตท าหนา้ท่ีเป็นสารบพัเฟอร์ในสูตร
อาหาร ท าให้ค่าความเป็นกรดด่างมีความเสถียรยิง่ขึ้นมีค่าอยูร่ะหวา่ง 5.1-5.3 ท าใหป้ระสิทธิภาพ
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เพิ่มขึ้นถึง 1.3 เท่าของสูตร 2C และเพิ่มขึ้นจากสูตรดั้งเดิมถึง 4.7 เท่า ดงันั้นจึงใชอ้าหารสูตร 2D ใน
การทดลองในระดบัขยายขนาด เน่ืองจากการทดลองในระดบัฟลาสกมี์ขอ้จ ากดัดา้นปริมาณอากาศ  

5.3 การขยายขนาดในถงัหมักขนาด 5 และ 75 ลติร 
 จากการศึกษาการขยายขนาดในถงัหมกัขนาด 5 ลิตรปริมาตรการหมกั 3 ลิตร โดยเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเช้ือสูตร BUU 2D ความเขม้ขน้เซลลท่ี์ 0 ชัว่โมง วดัไดเ้ท่ากบั 22.25 x 106 ±  3.18  
เซลลต่์อมิลลิลิตร เม่ือท าการหมกัเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มขึ้นเป็น  
330 x 106 ± 5.08 เซลลต์่อมิลลิลิตร พบวา่ช่วงปรับตวั (lag phase) 3 ชัว่โมงแรกของการเพาะเล้ียง 
ในการศึกษาคร้ังน้ีใชค้วามเขม้ขน้ของหวัเช้ือเร่ิมตน้ 1x107 คิดเป็นร้อยละ 5 สอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Zabed et al. (2014) ควรใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ระหวา่ง 1x104 ถึง 1x107เซลลต์่อ
มิลลิลิตร สอดคลอ้งกบัรายงานของ Breisha (2010) ระดบัความเขม้ขน้ของหวัเช้ือเร่ิมตน้ มีผลช่วย
ลดระยะปรับตวั (lag phase) และลดเวลาการหมกัจาก 72 ชัว่โมงเหลือเพียง 48 ชัว่โมง แต่ไม่มีผล
ต่อปริมาณผลผลิตของเอทานอล จากการทดลองในระดบัขยายขนาดมีการควบคุมปัจจยัทาง
กายภาพ ไดแ้ก่ ควบคุมอุณหภูมิท่ี 35 องศาเซลเซียส จากการศึกษาของ Soisuda et al. (2014) พบวา่
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญของ S. cerevisiae SC90 คือ 35 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมส าหรับการเจริญของ S. cerevisiae SC90 และใหผ้ลผลิตเอทานอลมากท่ีสุด 97.03  
กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรดด่างใหมี้ค่าเฉล่ีย 5.5 ซ่ึงค่าความเป็นกรดด่างนบัเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผล
ต่อเซลลโ์ดยตรง เน่ืองจากความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนไอออน (H+) มีผลต่อประจุรวม (total charge) 
ของผนงัเซลลซ่ึ์งส่งผลต่อการน าสารอาหารเขา้สู่เซลลเ์พื่อใชใ้นการเจริญเติบโต (Lin et al., 2012) 
การเติมอากาศเป็นปัจจยัส าคญัต่อการเจริญเติบโต (growth factor) ของเซลลย์สีต ์เน่ืองจากยสีต์
ตอ้งการออกซิเจนในกระบวนการการสังเคราะห์ชีวภาพของกรดไขมนั (เช่น กรดโอเลอิก) และ 
สเตอรอล (sterol) (เช่น เอโกสเตอรอล) ดงันั้นปริมาณออกซิเจนจึงตอ้งเพียงพอต่อการเจริญเติบโต 
ซ่ึงสามารถช่วยลดระยะเวลาการหมกัไดถึ้งร้อยละ 33 (Jones, H. L., A. Margaritis, & Stewart, R. 
J., 2007) และการกวนผสมเป็นปัจจยัส าคญัอีกอยา่งหน่ึงท่ีช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการ
หมกั เน่ืองจากการกวนผสมมีส่วนช่วยเพิ่มอตัราสัมผสัระหวา่งออกซิเจน อาหารและเซลลย์สีต ์อีก
ทั้งยงัช่วยใหเ้กิดการกระจายตวัของเซลลแ์ละสารอาหาร การกวนผสมท่ีดีควรอยู่ระหวา่ง 100 – 200 
รอบต่อนาที จากรายงาน Liu & Shen (2008) พบวา่สามารถเพิ่มผลผลิตเอทานอลสูงสุดถึงร้อยละ 
85.73 ท่ีอตัรากวนผสม 200 รอบต่อนาที จะเห็นไดว้า่หลงัจากการทดลองในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
ช่วงเวลาท่ีเซลลย์สีตอ์ยูใ่นระยะทวีคูณ (log phase) อยูร่ะหวา่งชัว่โมงท่ี 6-18 ดงันั้นจึงเลือกเวลาท่ี 
15 ชัว่โมง ส าหรับการน ากลา้เช้ือไปขยายขนาดในระดบัต่อไป เน่ืองจากกลา้เช้ือท่ีไดจ้ะอยูใ่นช่วงท่ี
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เซลลมี์ความแขง็แรง และสามารถเจริญเติบโตไดดี้ มาขยายขนาดต่อในถงัหมกัขนาด 75 ลิตร มี
ปริมาตรการหมกั 50 ลิตร พบวา่ท่ีเวลา 15 ชัว่โมง สามารถวดัความเขม้ขน้เซลลไ์ด ้410.00 x 106 
เซลลต์่อมิลลิลิตร ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดข้องถงัหมกั 5 ลิตรและ 50 ลิตรลดลงประมาณ 2 
องศาบริกซ์ และคงท่ีจนส้ินสุดเวลาการเล้ียง แสดงวา่น ้าตาลท่ีเหลือเป็นน ้าตาลท่ียสีตไ์ม่สามารถ
น าไปใชไ้ด ้(unfermentable sugar) ดงัรายงานของ Fadel, M., Zohri, A.-N., El‐Dean, A., Auob, A. 
H., & Deiab, B. (2016) ท าการทดลองเติมเอนไซมล์งในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกากน ้าตาลเป็น
องคป์ระกอบ พบวา่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการหมกัและใหผ้ลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นประมาณ
ร้อยละ 8.81 โดยเอนไซมท่ี์ใหไ้ปจะท าหนา้ท่ีในการสลายพอลิเมอร์ชีวภาพ (biopolymer) จากการ
ทดลองสูตรอาหารท่ีถูกพฒันาขึ้นสามารถน ามาใชไ้ดดี้ในระดบัขยายขนาด จากนั้นจึงน าหวัเช้ือท่ีได้
ไปเป็นกลา้เช้ือส าหรับการเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 750 ลิตร ของโรงงานตน้แบบ ท่ีมหาวิทยาลยั
บูรพา 

5.4 การขยายขนาดในถงัหมักขนาด 750 ลติร ของโรงงานต้นแบบ 

 จากการศึกษาในถงัหมกัขนาด 750 ลิตร ของโรงงานตน้แบบ มหาวิทยาลยับูรพา โดยถ่าย
หวัเช้ือปริมาตร 25 ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 5 โดยปริมาตร ท่ีไดจ้ากถงัหมกัขนาด 75 ลิตร ลงในถงั
หมกัขนาด 750 ลิตร โดยเพิ่มความเขม้ขน้ของกากน ้าตาล เน่ืองจากถงัหมกัมีประสิทธิภาพสูง และมี
การเติมอากาศ 2 vvm พบวา่ท่ีเวลา 15 ชัว่โมง สามารถวดัความเขม้ขน้เซลลไ์ดเ้ท่ากบั 360.00 x 106 

เซลลต์่อมิลลิลิตร จากการศึกษาพบวา่การเติมอากาศมีผลต่อการเจริญของเซลลย์สีต ์ช่วยใหเ้ซลล์
ยสีตล์ดระยะปรับตวัและระยะเวลาในกระบวนการหมกัลดลง (Chul, Wackerbauer, & Kang, 2007) 
จากการศึกษาพบวา่ปริมาณของแขง็ท่ีละลายได ้ลดลงเพียง 1 องศาบริกซ์ แสดงวา่ปริมาณน ้าตาลท่ี
เป็นองคป์ระกอบในอาหารเล้ียงเช้ือมีปริมาณสูงอยู ่สามารถท่ีจะพฒันาสูตรอาหารโดยลดปริมาณ
กากน ้าตาลลง เม่ือท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของถงัหมกัของโรงงานตน้แบบและ 
ถงัหมกั Starter A พบวา่ช่องวา่งดา้นบน (head space) ของโรงงานตน้แบบมี 250 ลิตร ในขณะท่ี
ขององคก์ารสุราฯ มีเพียง 200 ลิตร ท าใหอ้ตัราการแพร่ของออกซิเจนมีโอกาสแพร่ผา่นเซลลย์สีต์
ไดม้ากกวา่ ดงันั้นถงัหมกัของโรงงานตน้แบบจึงมีประสิทธิภาพมากกวา่ 

5.5 การขยายขนาดในถงัหมัก Starter A และ Starter B ระดับอุตสาหกรรม 
 กระบวนการเตรียมกลา้เช้ือในถงั starter A ขององคก์ารสุราแบบดั้งเดิม เป็นการเตรียมกลา้
เช้ือโดยไม่มีการเติมอากาศ และการกวนผสม อีกทั้งยงัใชอ้าหารท่ีมีความเขม้ขน้ของกากน ้าตาลสูง 
ท าใหเ้ซลลย์สีตเ์กิดความเครียดแลว้น าไปสู่ปรากฏการณ์ท่ีเรียกวา่ crabtree-effect ความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลควรต ่ากวา่ร้อยละ 25 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร เน่ืองจากความเขม้ขน้ของน ้าตาลจะไปมีผลต่อ
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แรงดนัออสโมซิสของเซลล ์และส่งผลเสียโดยตรงต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล ์
(Patrascu, Rapeanu, & Hopulele, 2009) เม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง สามารถผลิตกลา้
เช้ือไดเ้พียง 5.46 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร แต่พบวา่ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมดลดลงเพียง 
0.4 องศาบริกซ์ และในถงัหมกั starter B แบบดั้งเดิม เพาะเล้ียงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง วดัความเขม้ขน้
เซลลไ์ด ้105.83 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร ซ่ึงการผลิตหวัเช้ือแบบเดิมในถงัหมกั starter A และถงั
หมกั starter B ไดป้ริมาณกลา้เช้ือนอ้ยมากท าใหต้อ้งเตรียมกลา้เช้ือหลายถงั ท าใหส้ิ้นเปลือง
ค่าใชจ่้าย 
 การทดลองระดบัอุตสาหกรรมในถงัหมกั starter A ขนาดถงัหมกั 500 ลิตร ปริมาตรการ
หมกั 300 ลิตร ไดมี้การปรับปรุงประสิทธิภาพของถงั โดยควบคุมสภาวะของถงั ไดแ้ก่ มีการเติม
อากาศและการกวนผสม มีการควบคุมค่าความเป็นกรดด่างใหมี้ความใกลเ้คียงกบัสภาวะท่ีท าการ
ทดลองในระดบัขยายขนาด (เศรษฐวชัร ฉ ่าศาสตร์, กรองจนัทร์ รัตนประดิษฐ์, และขวญัฤทยั มาลยั
เรือง, 2562) และใชสู้ตรอาหาร 2D ปรับปรุงในการเพาะเล้ียง ถงัหมกั starter A เม่ือท าการเพาะเล้ียง
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง สามารถเพิ่มจ านวนเซลลไ์ดถึ้งร้อยละ 90.3 วดัความเขม้ขน้เซลลไ์ด ้275 x 106± 
7.07 เซลลต์่อมิลลิลิตร แสดงวา่อาหารสูตร 2D ปรับปรุงมีประสิทธิภาพเพียงพอในการเตรียมกลา้
เช้ือในระดบัอุตสาหกรรม ในสภาวะท่ีมีการเติมอากาศและควบคุมค่าความเป็นกรดด่าง และเม่ือ
กลา้เช้ือจากถงัหมกั starter A ขยายต่อในถงั starter B ปริมาณ 3,000 ลิตร สามารถขยายกลา้เช้ือได้
ถึงร้อยละ 90.3 ดงันั้นอาหารสูตร 2D ปรับปรุงมีประสิทธิภาพเพียงพอส าหรับการผลิตกลา้เช้ือ 

5.6 การศึกษาต้นทุนการผลติ 

 จากการศึกษาตน้ทุนการผลิตพบวา่ในส่วนของตน้ทุนอาหารเล้ียงเช้ือสูตร 2D ตน้ทุนการ
ผลิตต่อสูงเน่ืองจากยสีตส์กดัมีราคาสูง ดงันั้นเม่ือน าไปใชใ้นโรงงานอุตสาหกรรมจะมีตน้ทุนการ
ผลิตสูงดว้ยจึง ท าการปรับปรุงสูตรเป็น 2D ดดัแปลง เม่ือน าไปเล้ียงในถงั starter A ขนาด 500 ลิตร 
ปริมาตรเพาะเล้ียง 300 ลิตร พบวา่มีประสิทธิภาพใกลเ้คียงกบัสูตร 2D และเม่ือท าการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพต่อหน่วยในถงัหมกัขนาด starter A จะพบวา่การเตรียมกลา้เช้ือดวัยอาหาร 2D 
ปรับปรุงในสภาวะท่ีมีการปรับปรุงถงัหมกัมีประสิทธิภาพมากกวา่การเตรียมกลา้เช้ือแบบดั้งเดิม
ประมาณ 50 เท่า ดงันั้นท าให้ค่าใชจ่้ายในส่วนขององคป์ระกอบของอาหาร ค่าไฟ และแรงงาน ต่อ
หน่วยการผลิตลดลง อีกทั้งช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไดม้ากขึ้น  
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 

 

1. อาหารเลีย้งเช้ือ Yeast Malt medium (YM) (Breisha, 2010) ประกอบด้วย 

 Yeast extract     3 กรัมต่อลิตร 

 Malt extract      3 กรัมต่อลิตร 

 Peptone       5 กรัมต่อลิตร 

 Glucose       10 กรัมต่อลิตร 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ ปรับความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5 ปรับปริมาตรเป็น 

1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่ฟลาสก์ ฟลาสกล์ะ 100 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 10 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

2. สารละลายแอมโมเนียเหลว (NH3OH)  

 - ชัง่แอมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)  มา 66.07 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร  

 - ชัง่ NaOH 320 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร  

 - ค่อย ๆ เทผสมกนั จนเขา้กนั  

3. สารละลาย HCl 

 - ตวงกรด HCl เขม้ขน้ 37 % v/v ปริมาตร 334 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 

มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่  
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ภาคผนวก ข 
วิธีวิเคราะห์ 

 

1. การนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์  

 วาง Cover Glass บนฮีมาไซโตมิเตอร์ ซ่ึงแผน่ Cover Glass น้ีจะอยูเ่หนือผิวตาราง 0.1 
มิลลิเมตร ใชไ้มโครปิเปตดูดน ้าตวัอยา่ง (ท าการเจือจางความเขม้ขน้ท่ีหมาะสม) มา 50 ไมโครลิตร 
วางปลายปิเปตใกลข้อบ Cover Glass จากนั้นค่อยๆ หยดน ้ าตวัอยา่งลงไป ซ่ึงน ้าจะไหลเขา้ใต ้  
Cover Glass เองจนเตม็พื้นท่ีตาราง (ภาพท่ี ข-1) นบัปริมาณเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ บริเวณท่ี
ใชส้ าหรับการนบัจะแบ่งเป็น 9 ช่องในช่องตรงกลาง จะถูกแบ่งเป็น 25 ช่องเลก็ และแต่ละ 25 ช่อง
จะถูกแบ่งเป็น 16 ช่องเลก็การนบัเซลลย์สีตจ์ะท่ีอยูใ่นช่องท่ี 5 ของแต่ละ Chamber โดยสุ่มนบั  
5 ช่องในเส้นทแยงมุมแลว้น ามาค านวณหาปริมาณเซลลย์สีตด์งัน้ี 

 

ปริมาณเซลลย์สีต ์= จ านวนเซลลท่ี์นบัได ้x 5 x 104 x อตัราการเจือจาง 

 

 

ภาพท่ี ข- 1 การนบัเซลลย์สีตด์ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ 
  A = พื้นท่ีส าหรับการนบัมี 2 Chambers  
  B = บริเวณท่ีใชน้บัจะแบ่งออกเป็น 9 ช่อง  
  C = การนบัในเส้นแนวทแยงมุม  
  D = 16 ช่องเลก็ท่ีใชน้บัเซลล ์ 
ท่ีมา: (เดชาวุฒิ วานิชสรรพ,์ นิทศัน์ นิลฉวี, ทวีศกัด์ิ รัตนคม, และพรรณนิการ์ กงจกัร, 2558) 
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y = 0.6266x - 0.013

R² = 0.9972
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ค่าความขุ่นของเซลล์ (600 นาโนเมตร)

ภาพท่ี ข- 2 กราฟมาตรฐานการเจริญของยสีต ์S. cerevisiae SC90 

2. การวัดมวลเซลล์ โดยวิธีการวัดความขุ่นของเซลล์  

 น าตวัอยา่งท่ีตอ้งการวิเคราะห์มาไปน าเหว่ียงดว้ยเคร่ืองป่ันเหว่ียง (Centrifuge) ท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แยกส่วนใส (Supernatant) ในส่วนของตะกอน
เซลล ์(Pellet) ท่ีไดต้อ้งท าการลา้งเซลลใ์หส้ะอาด โดยเติมน ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนัดว้ยเคร่ืองผสม (Vortex) น าไปป่ันเหว่ียงอีกคร้ัง เทส่วนใสทิ้งเก็บเอาเฉพาะส่วนของตะกอน
เซลล ์จากนั้นท าการลา้งเซลลซ์ ้า อีก 2 คร้ัง ตะกอนเซลลท่ี์ไดน้ ามาวิเคราะห์ตอ้งท าการเติมน ้ากลัน่
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ก่อนท่ีจะน าไปเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ให้อยูใ่นระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 
จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร โดยใชน้ ้ากลัน่เป็นแบลงค ์ท า
การบนัทึกค่าการดูดกลืนแสงท่ีได ้และค่าอตัราการเจือจางเพื่อใชใ้นการค านวณค่าความขุ่น โดยค่า
ความขุ่นท่ีวดัไดส้ามารถค านวณกลบัเป็นน ้าหนกัแหง้ไดด้ว้ยการเปรียบเทียบค่ากบักราฟมาตรฐาน
การเจริญของจุลินทรีย ์สร้างกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งน ้าหนกัเซลลแ์หง้กบัค่าความขุ่นท่ีวดั
ได ้
3. กราฟมาตรฐานการเจริญของเช้ือ Saccharomyces cerevisiae SC90 

 น าเช้ือยสีต ์S. cerevisiae SC90 ถ่ายลงในอาหารเหลว YM เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 

150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการเก็บตวัอยา่ง 30 มิลลิลิตร เพื่อน าไปวดัความขุ่นให้

มีค่าอยูใ่นช่วง 0.1-0.8 ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และน าไป

วิเคราะห์หาปริมาณน ้าหนกัเซลลแ์หง้ จากนั้นน าค่าท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐานการเจริญของเช้ือ

ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงและน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
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4. การวิเคราะห์ปริมาณน ้าหนักเซลล์แห้ง (Cell Dry Weight)    

 น าตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดตวัอยา่งท่ีผา่นการชัง่น ้าหนกัไวเ้รียบร้อยแลว้ 

จากนั้นน ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติมน ้ากลัน่ 1 

มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสาร แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที ท าซ ้า 2 คร้ัง เพื่อลา้งตะกอนเซลล ์แลว้น าตะกอนเซลลท่ี์ไดไ้ปอบท่ีอุณหภูมิ 80  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปชัง่ดว้ยเคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง แลว้น ามาค านวณหา

ปริมาณน ้าหนกัเซลลแ์หง้ได ้ดงัน้ี 

 

 

5. การวิเคราะห์ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายได้ 

 การวิเคราะห์ปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายไดด้ว้ยเคร่ืองรีแฟรกโตมิเตอร์ 
(Refractometer) กดปุ่ มเปิดเคร่ืองค าวา่ Start เติมน ้ากลัน่ลงในหลุมใหท้่วมตอ้งระวงัไม่ใหเ้กิด
ฟองอากาศและกดปุ่ มค าวา่ Zero รอสักครู่ หลงัจากนั้นเทน ้ากลัน่ออกเช็ดท่ีหลุมเบา ๆ แลว้เติม
ตวัอยา่งโดยใชไ้มโครปิเปต ท าการปิเปตตวัอยา่งมา 500 ไมโครลิตร จึงกดปุ่ ม Start รอสักครู่จะขึ้น
ตวัเลขท่ีหนา้จอดิจิตอล ท าการจดบนัทึกค่าปริมาณของแข็งท่ีละลายทั้งหมด หน่วยเป็นองศาบริกซ์ 

 

ภาพท่ี ข- 3 เคร่ืองวดัปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายได ้
 

น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง (กรัมต่อลิตร) = [(น ้าหนกัเซลล ์(กรัม) + น ้าหนกัหลอด (กรัม)] – น ้าหนกัหลอด (กรัม) 
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