
(1) 
 

  
 

 

การผลติเอทานอลจากแกนข้าวโพด 
Ethanol Production from Corncob 

 
 
 
 
 

วรลกัษณ์  คงจินดามุณ ี
Woraluk  Kongjindamunee 

 
 
 
 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญา 
วศิวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวชิาวศิวกรรมเคม ี

มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of 

Master of Engineering in Chemical Engineering 
Prince of Songkla University 

2556 
ลขิสิทธ์ิของมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 



(2) 
 

ช่ือวทิยานิพนธ์  การผลิตเอทานอลจากแกนขา้วโพด 

ผู้เขียน   นางสาววรลกัษณ์  คงจินดามุณี 
สาขาวชิา   วศิวกรรมเคมี 
 

 
 

อาจารย์ทีป่รึกษาวทิยานิพนธ์หลกั                         คณะกรรมการสอบ 

  
………………………..................................  ....……………………...….….ประธานกรรมการ 
(ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.สินินาฏ  จงคง)  (รองศาสตราจารย ์ดร.กลัยา  ศรีสุวรรณ) 
 

  ..……....………………………….........กรรมการ 
           (รองศาสตราจารย ์ดร.ลือพงศ ์ แกว้ศรีจนัทร์) 
 
  ………………………...........................กรรมการ 
  (ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.กุลชนาฐ  ประเสริฐสิทธ์ิ) 
   
  ...…………………………………..…..กรรมการ
  (ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.สินินาฏ  จงคง) 
            

 
 

 
 บณัฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์  อนุมติัให้นบัวิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีเป็นส่วน
หน่ึงของการศึกษา  ตามหลกัสูตรปริญญาวศิวกรรมศาสตรมหาบณัฑิต  สาขาวชิาวศิวกรรมเคมี 
 
 
 
  ………….…..………...…….…………. 
  (รองศาสตราจารย ์ดร.ธีระพล  ศรีชนะ) 
 คณบดีบณัฑิตวทิยาลยั 
 



(3) 
 

ขอรับรองวา่ ผลงานวจิยัน้ีมาจากการศึกษาวจิยัของนกัศึกษาเอง และไดแ้สดงความขอบคุณบุคคลท่ี
มีส่วนช่วยเหลือแลว้      

 
 

 ลงช่ือ………………………………………. 
 (ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.สินินาฏ จงคง)  
 อาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์  

 
ลงช่ือ……………………………………………  

                                                                  (นางสาววรลกัษณ์ คงจินดามุณี)  
                                                                  นกัศึกษา 

                                                                                                                     
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



(4) 
 

ขา้พเจา้ขอรับรองวา่ ผลงานวจิยัน้ีไม่เคยเป็นส่วนหน่ึงในการอนุมติัปริญญาในระดบัใดมาก่อน และ
ไม่ไดถู้กใชใ้นการยืน่ขออนุมติัปริญญาในขณะน้ี  
 

 
           ลงช่ือ………………………………………    
           (นางสาววรลกัษณ์ คงจินดามุณี)  
           นกัศึกษา 

 
 

 



(5) 
 

ช่ือวทิยานิพนธ์ การผลิตเอทานอลจากแกนขา้วโพด 

ช่ือผู้เขียน นางสาววรลกัษณ์ คงจินดามุณี 
สาขาวชิา วศิวกรรมเคมี 

ปีการศึกษา 2556 

บทคัดย่อ 

แกนข้าวโพดเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซ่ึงมีองค์ประกอบหลัก คือ 
คาร์โบไฮเดรตและเซลลูโลส ถูกน ามาใช้เป็นวตัถุดิบในการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับ   
การผลิตเอทานอล โดยแบ่งการศึกษาออกเป็น 2 กระบวนการหลกั คือ กระบวนการปรับสภาพและ
ยอ่ยแกนขา้วโพดซ่ึงเปรียบเทียบระหวา่งการใชส้ารเคมีและการใชเ้อนไซม ์และกระบวนการหมกั
ซ่ึงเปรียบเทียบระหว่างการใช้ยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) และยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
YSC2 

ส าหรับการปรับสภาพและย่อยด้วยสารเคมี ท าการศึกษาการปรับสภาพด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1-2.5 โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 50-80 องศาเซลเซียส และระยะเวลา 6-24 
ชั่วโมง และย่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.5-2 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ        
90-120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-6 ชั่วโมง พบสภาวะท่ีเหมาะสม คือ การปรับสภาพด้วย
สารละลายด่าง 2.5 โมลาร์ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง และยอ่ยดว้ยสารละลาย
กรดร้อยละ 0.5 โดยมวล อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ไดผ้ลผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ 
12.420 กรัมต่อลิตร และส าหรับการปรับสภาพและย่อยดว้ยเอนไซม์ ท าการศึกษาการปรับสภาพ
และย่อยดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสร้อยละ 0.05-0.2 โดยมวล อุณหภูมิ 80-100 องศาเซลเซียส 
เวลา 60-240 นาที และย่อยต่อด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลสร้อยละ 0.05-0.2 โดยมวล อุณหภูมิ  
50-70 องศาเซลเซียส เวลา 240-480 นาที พบสภาวะท่ีเหมาะสม คือ การปรับสภาพด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสร้อยละ 0.2 โดยมวล อุณหภูมิ 87.6 องศาเซลเซียส เวลา 150 นาที และย่อยด้วย
เอนไซมก์ลูโคอะไมเลสร้อยละ 0.13 โดยมวล อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 360 นาที ไดผ้ลผลิต
น ้ าตาลรีดิวซ์ 13.251 กรัมต่อลิตร ซ่ึงผลของการใช้เอนไซม์ให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มากกวา่การใช้
สารเคมี 

หลงัจากนั้นน าผลผลิตหลงัผ่านการปรับสภาพและย่อยด้วยสภาวะท่ีเหมาะสม  
มาศึกษาการหมกัดว้ยยีสตท่ี์ต่างชนิดกนั คือ ยีสตข์นมปัง (Baker’s yeast) และยีสต ์Saccharomyces 
cerevisiae YSC2 โดยมีปัจจยัส าคญัท่ีศึกษา คือ ปริมาณยีสตร้์อยละ 2-8 โดยมวล พีเอช 4.0-6.0 เป็น
เวลา 48-144 ชัว่โมง ภายใตก้ารควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส พบสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับ
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การหมกัผลผลิตหลงัปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมีโดยใชย้สีตข์นมปัง คือ ยสีตร้์อยละ 8 โดยมวล  
พีเอช 5.12 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ให้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 7.649 โดยปริมาตร และการหมกัโดย  
S. cerevisiae YSC2 สภาวะท่ีเหมาะสม คือ ยีสต์ร้อยละ 5.77 โดยมวล พีเอช 5.65 เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง ได้ผลผลิตเอทานอลน้อยกว่าเป็นร้อยละ 6.473 โดยปริมาตร ส าหรับการหมกัผลผลิต 
ท่ีปรับสภาพและย่อยด้วยเอนไซม์สภาวะท่ีเหมาะสมเม่ือใช้ยีสต์ขนมปัง  (Baker’s yeast) คือ  
ยีสต์ร้อยละ 8 โดยมวล พี เอช 5.33 ใช้เวลา 135 ชั่วโมง ได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 8.158  
โดยปริมาตร และการหมกัดว้ย S. cerevisiae YSC2 สภาวะท่ีเหมาะสม คือ ยีสตร้์อยละ 2 โดยมวล 
พีเอช 5.64 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ให้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 9.315 โดยปริมาตร ซ่ึงมากกวา่การหมกั
ดว้ยยสีตข์นมปังและเป็นวธีิท่ีใหผ้ลผลิตมีความบริสุทธ์ิมากท่ีสุด  
 การประมาณต้นทุนการผลิตทั้ง 4 แบบ พบว่า วิธีการผลิตซ่ึงมีตน้ทุนการผลิต
ต ่าสุด คือ 15.32 บาทต่อลิตร การปรับสภาพและย่อยดว้ยเอนไซม์และหมกัดว้ยยีสต์ S. cerevisiae 
YSC2 ซ่ึ ง คิด เ ป็นผลได้ เอทานอล  520.75 ลิตรต่อตันของวัต ถุ ดิบ  แ ต่วิ ธี ท่ี ให้ผลได้ของ 
เอทานอลมากท่ีสุดเป็น 549.31 ลิตรต่อตนั โดยการปรับสภาพและย่อยดว้ยสารเคมีและหมกัดว้ย
ยสีตข์นมปัง (Baker’s yeast) ซ่ึงมีตน้ทุนการผลิต 37.45 บาทต่อลิตร  
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ABSTRACT 

 

The corncob an agricultural residue, that composed mainly carbohydrate and 

cellulose contents was used as a raw material for ethanol productions. The productions were 

investigated by 2 major processes. These were the pretreatment followed by hydrolysis process that 

was studied by 2 different methods using chemicals compared with enzymes and the fermentation 

processes using baker’s yeast compared with Saccharomyces cerevisiae YSC2. 

For the pretreatment and hydrolysis processes using chemicals, the pretreatment 

factors were investigated with 1.0-2.5 M sodium hydroxide solutions at 50-80 °C for 6-24 h. Then 

the hydrolysis factors were 0.5-2.0 %wt sulfuric acid solution at 90-120 °C for 1-6 h. Optimum 

conditions were using 2.5 M alkaline at 60 °C for 18 h for the pretreatment and 0.5 %wt acid 

solution at 100 °C for 3 h for the hydrolysis. These could provide 12.420 g/L of reducing sugar 

content in the product. In addition, for enzyme method the pretreatment factors were 0.05-0.2 %wt 

alpha-amylase at 80-100 °C for 60-240 min. And the hydrolysis factors were using 0.05-0.2 %wt 

glucoamylase at 50-70 °C for 240-480 min. Optimum conditions were using 0.2 %wt alpha-

amylase at 87.6 °C for 150 min and using 0.13 %wt glucoamylase at 60 °C for 360 min. These 

could be obtained 13.251 g/L reducing sugar product. The enzyme method could get more 6.27 % 

the reducing sugar than that of the chemical method. 

After that the optimal pretreated and hydrolyzed products were fermented by using 

baker’s yeast compare to S. cerevisiae YSC2. Independent factors that were considered were  

2-8 %wt yeast amount with a pH of 4.0-6.0 for 48-144 h at a constant temperature of 30 °C.  
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For the products that were chemically pretreated and hydrolyzed, the optimal fermentation was  

8 %wt baker’s yeast with a pH of 5.12 for 48 h. This could get the 7.649 %v ethanol product. And 

the optimal fermentation using S. cerevisiae YSC2 was 5.77 %wt yeast with a pH of 5.65 for 48 h.          

It provided 6.473 %v ethanol product. In addition, for the enzymatic products which were carried 

out by the optimum using barker’s yeast was 8 %wt yeast with a pH of 5.33 for 135 h. The  

8.158 %v ethanol product could be obtained. As the highest ethanol product 9.315 %v was achieved 

by using 2 %wt S. cerevisiae YSC2 with a pH of 5.64 for 48 h.  

The capital costs of the 4 production methods were estimated. The lowest 

production cost was get for operating with the enzymatic pretreatment and hydrolysis followed by 

S. cerevisiae YSC2 fermentation. These cost 15.32 baht per liter of ethanol and ethanol yield was 

520.75 liter to ton of corncob. However the highest yield of 549.31 L/ton was received for operating 

with the chemical pretreatment and hydrolysis followed by baker’s yeast fermentation which cost 

37.45 baht/L. 
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  3.4.3 การทดลองหาสภาวะ ท่ี เหมาะสมด้วยวิ ธีของทากู ชิ  ( Taguchi Method)                      
ในการศึกษาการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วยสาร เคมี แบบล้างน ้ าให้เป็น 
 กลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด        30 

                   3.4.4 การหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ขนมปัง โดยใช้ผลผลิตหลังการปรับสภาพและย่อย 
                             ดว้ยสารเคมี แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด  33            

3.4.5 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ (Taguchi Method) ในการ         
ศึกษาการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงั  

          การปรับสภาพ             34 
            3.4.6 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอล โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่าน 

การปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบไม่มีการล้างน ้ าหลัง 
การปรับสภาพ             37 

            3.4.7 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วย                    
เอนไซม ์                     40 

      3.4.8 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอล โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่านการ  
                             ปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์                               46 

      3.4.9 การประมาณต้นทุนการผลิตเอทานอลด้วยวิ ธีการผลิตแบบต่างๆ และ 
                             การเปรียบเทียบขอ้ดี-ขอ้เสียแต่ละกระบวนการผลิต      48 
บทท่ี 4  ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง                    49 

4.1 องคป์ระกอบในแกนขา้วโพด           49 
4.2 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี แบบล้างน ้ าให้เป็นกลาง

ก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด          50 
       4.3 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ (Taguchi Method) ในการศึกษา  
                    การปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี แบบลา้งน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ย 
                    สารละลายกรด              54 
       4.4 การหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง โดยใชผ้ลผลิตหลงัการปรับสภาพและยอ่ยดว้ย   
                    สารเคมี แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด    60 
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สารบัญ (ต่อ) 
   เร่ือง                      หน้า 
 
       4.5 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ (Taguchi Method)  ในการศึกษา 
                    การปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี  แบบไม่ มีการล้างน ้ าหลัง 
                    การปรับสภาพ              62 
              4.6 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอล โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่านการ 
                    สภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงัการปรับสภาพ 67 
       4.7 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์83 
              4.8 การศึกษาหาสภาวะท่ี เหมาะสมในการหมักเอทานอล โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่าน 
                    การปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์              100 
              4.9 การประมาณตน้ทุนการผลิตเอทานอลดว้ยวิธีการผลิตแบบต่างๆ และการเปรียบเทียบ                   

ขอ้ดี-ขอ้เสียแต่ละกระบวนการผลิต               117 
บทท่ี 5  สรุปผลการทดลอง                             131
เอกสารอา้งอิง                                135 
ภาคผนวก                      141 

      ภาคผนวก ก  การเตรียมสารเคมีและวธีิการวเิคราะห์                                        142
       ภาคผนวก ข  ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลอง                                  149 
ประวติัผูเ้ขียน                              158 
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รายการตาราง 
ตารางที่                      หน้า 
 
2-1  การออกแบบสภาวะทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi 

        method                17 
3-1  ระดบัของตวัแปรท่ีใช้ในการทดลอง ส าหรับการปรับสภาพแกนขา้วโพดด้วยโซเดียม 

ไฮดรอกไซด ์               31 
3-2 แผนการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method ส าหรับ

การปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์              31 
3-3  ระดบัของตวัแปรท่ีใชใ้นการทดลอง ส าหรับการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟิวริก 32 
3-4 แผนการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method ส าหรับ

การยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟิวริก          33 
3-5  ระดับของตัวแปรท่ีใช้ในการทดลอง ส าหรับการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วย 

โซเดียมไฮดรอกไซด ์             35 
3-6  แผนการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method ส าหรับ 
                การปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์       35 
3-7   ระดบัของตวัแปรท่ีใชใ้นการทดลอง ส าหรับการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟิวริก 36 
3-8  แผนการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method  ส าหรับ

การยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟิวริก                  36 
3-9  ช่วงการทดลองและระดบัทั้ง 3 ปัจจยัท่ีท าการทดลองกระบวนการหมกัเอทานอล      37 
3-10 ผลการออกแบบการทดลองท่ีมีตวัแปรอิสระ 3 ตวัแปร ส าหรับศึกษาการหมกัเอทานอล   

                                                                                                                                         38 
3-11  ช่วงการทดลองและระดับทั้ง 3 ปัจจยัท่ีท าการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วย

เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-Amylase from Aspergillus oryzae)     40 
3-12 ผลการออกแบบการทดลองท่ีมีตวัแปรอิสระ 3 ตวัแปร ส าหรับศึกษาการปรับสภาพและ

ย่อยแกนขา้วโพดด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-Amylase from Aspergillus oryzae)
                        41 

3-13  ช่วงการทดลองและระดบัทั้ง 3 ปัจจยัท่ีท าการทดลองกระบวนการยอ่ยแกนขา้วโพดโดย
ใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Amyloglucosidase  from Aspergillus  niger)   43 
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 รายการตาราง (ต่อ)  
ตารางที่                      หน้า 
 
3-14 ผลการออกแบบการทดลองท่ีมีตัวแปรอิสระ 3 ตัวแปร ส าหรับศึกษาการย่อยแกน

ขา้วโพดโดยใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Amyloglucosidase  from Aspergillus  niger) 44 
3-15  ช่วงการทดลองและระดบัทั้ง 3 ปัจจยัท่ีท าการทดลองกระบวนการหมกัเอทานอล  46                                         
3-16 ผลการออกแบบการทดลองท่ีมีตวัแปรอิสระ 3 ตวัแปร ส าหรับศึกษาการหมกัเอทานอล

                                              47 
4-1   องคป์ระกอบของแกนขา้วโพด           49 
4-2 ผลการทดลองด้วยมาตรฐานของทากูชิ (Orthogonal Array) L4 (23) เพื่อหาสภาวะท่ี

เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  55 

4-3 การวิเคราะห์ปัจจัยตามมาตรฐานของทากูชิ   จากการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์           56 

4-4 ผลการทดลองด้วยมาตรฐานของทากูชิ  (Orthogonal Array) L4 (23) เพื่อหาสภาวะ 
ท่ีเหมาะสมส าหรับการยอ่ยแกนขา้วโพดสารละลายกรดซลัฟิวริก     58 

4-5  การวิเคราะห์ปัจจยัตามมาตรฐานของทากูชิ   จากการย่อยแกนขา้วโพดด้วยสารละลาย 
                กรดซลัฟิวริก               58 
4-6 ผลการทดลองด้วยมาตรฐานของทากูชิ (Orthogonal Array) L4 (23) เพื่อหาสภาวะ 

ท่ีเหมาะสมส าหรับการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 62 
4-7 การวิเคราะห์ปัจจัยตามมาตรฐานของทากูชิ   จากการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์           63 
4-8 ผลการทดลองด้วยมาตรฐานของทากูชิ (Orthogonal Array) L4 (23) เพื่อหาสภาวะ  

ท่ีเหมาะสมส าหรับการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก    65 
4-9  การวิเคราะห์ตารางมาตรฐานของทากูชิ   จากการย่อยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรด 
                ซลัฟิวริก                66 
4-10 ผลการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปังท่ีสภาวะต่างๆ โดยใชผ้ลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพ

และยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงัการปรับสภาพ   68 
4-11 ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการหมกัเอทานอลดว้ย 

ยสีตข์นมปัง โดยใชผ้ลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเคมี  70 
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รายการตาราง (ต่อ) 
ตารางที่                      หน้า 
 
4-12  ผลการทดลองการหมกัเอทานอลด้วยยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ท่ีสภาวะต่างๆ โดยใช้

ผลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี แบบไม่มีการลา้งน ้ าหลงั
การปรับสภาพ               76 

4-13  ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการหมกัเอทานอลดว้ย
ยีสต์ S. cerevisiae YSC2 โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดดว้ย
สารเคมี                 78 

4-14  ผลการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส    84 
4-15  ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการปรับสภาพและย่อย

แกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส         86 
4-16 ผลการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส                      92 
4-17  ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการปรับสภาพและย่อย

แกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส                94 
4-18  ผลการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปังท่ีสภาวะต่างๆ โดยใชผ้ลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพ

และยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์                101 
4-19  ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการหมกัเอทานอลดว้ย

ยสีตข์นมปัง โดยใชผ้ลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์   103 
4-20 ผลการทดลองการหมกัเอทานอลด้วยยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ท่ีสภาวะต่างๆ โดยใช้

ผลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์             109 
4-21 ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการหมกัเอทานอลดว้ย

ยีสต์ S. cerevisiae YSC2 โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดดว้ย
เอนไซม ์                     111 

4-22  ราคาสารเคมี (Commercial grade) ท่ีใช ้               117 
4-23  ตน้ทุนในการผลิตและปริมาณสารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการผลิตเอทานอลด้วยผลผลิต 
                ท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี            122 
4-24  ตน้ทุนในการผลิตและปริมาณสารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการผลิตเอทานอลด้วยผลผลิต 

ท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์                 123 
4-25    ผลผลิตเอทานอลและตน้ทุนในการผลิตทั้ง 4 วธีิ                   124 
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รายการตาราง (ต่อ) 
ตารางที่                      หน้า 
 

4-26     การเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลจากวัตถุ ดิบต่างๆ ซ่ึงหมักโดย  Saccharomyces 

             cerevisiae              125 

4-27      การเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลจากวตัถุดิบต่างๆ ซ่ึงหมกัโดยยสีตข์นมปัง              125 

4-28      สภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมีและเอนไซม ์     127 

4-29      สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลแต่ละกระบวนการ                 128 
4-30      การเปรียบเทียบขอ้ดี-ขอ้เสียระหวา่งการปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมีและเอนไซม ์   129 
4-31      การเปรียบเทียบขอ้ดี-ขอ้เสียแต่ละกระบวนการ              130 
ก-1        สภาวะในการตรวจวดัดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (GC)                 147 
ข-1        ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียม 
              ไฮดรอกไซด ์แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด               149 
ข-2       ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก                     
              ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส หลังจาก 
              ปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50  
              องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แบบล้างน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยด้วย  
              สารละลายกรด                            149 
ข-3        ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก                       
              ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชั่วโมง  ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส หลังจาก 
              ปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50  
              องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แบบล้างน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยด้วย  
              สารละลายกรด                                      150 
ข-4        ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 
              ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส หลงัจากปรับ

สภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  2 โมลาร์  อุณหภู มิ  50  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลาย
กรด                                    150 

 



(17) 
 

รายการตาราง (ต่อ) 
ตารางที ่       หน้า 
 
ข-5  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 

ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส หลงัจากปรับ
สภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ  50  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แบบล้างน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยด้วย
สารละลายกรด                   151 

ข-6  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
ร้อยละ 0.5 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 90-120 องศาเซลเซียส หลงัจากปรับ
สภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ  50           
องศาเซลเซียส เป็นเวลา  24 ชั่วโมง แบบล้างน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยด้วย
สารละลายกรด                       151 

ข-7  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้ งหมดท่ีได้จากการปรับสภาพแกนข้าวโพด 
ด้วยสารละลายโซเ ดียมไฮดรอกไซด์ ท่ีความเข้มข้น  2 โมลาร์   ท่ี อุณหภู มิ  50  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา  6-24 ชั่วโมง แล้วย่อยต่อด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
ร้อยละ 1 โดยมวล เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แบบล้างน ้ าให้เป็น
กลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด                  152 

ข-8  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้ งหมดท่ีได้จากการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วย   
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเข้มข้น 2-2.5 โมลาร์  ท่ี อุณหภูมิ  50-60  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-24 ชัว่โมง แลว้ยอ่ยต่อดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกร้อยละ 1 
โดยมวล เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส แบบลา้งน ้ าให้เป็นกลาง
ก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด                             152 

ข-9   ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีไดจ้ากการย่อยดว้ยสารละลายกรดซัลฟิวริก
ร้อยละ 0.5-1 โดยมวล เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส หลงัจาก
ปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2.5 โมลาร์  
ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ชัว่โมง  แบบลา้งน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการ
ยอ่ยดว้ยสารละลายกรด                                      153 

 
 



(18) 
 

รายการตาราง (ต่อ) 
ตารางที ่       หน้า 
 
ข-10  ปริมาณเอทานอลท่ีไดจ้ากการหมกัดว้ยยีสตข์นมปัง ท่ีระยะเวลาหมกั 48-144 ชัว่โมงโดย

ใช้ผลผลิตหลงัการปรับสภาพและย่อยดว้ยสารสารเคมี แบบลา้งน ้ าให้เป็นกลางก่อนท า
การยอ่ยดว้ยสารละลายกรด                            153 

ข-11  ป ริมาณเอทานอล ท่ีได้จากการหมักด้วยยีสต์ขนมปัง  ร้อยละ  2-10 โดยมวล          
ใช้ผลผลิตหลงัการปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมี แบบลา้งน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการ
ยอ่ยดว้ยสารละลายกรด                    154 

ข-12  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้ งหมดท่ีได้จากการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วย    
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2 โมลาร์  ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 6-24 ชัว่โมง แลว้ย่อยต่อดว้ยสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 1 โดยมวล เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แบบไม่มีการลา้งน ้ าหลงัการปรับสภาพ   
                                                                                                                                       154 

ข-13  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้ งหมดท่ีได้จากการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ท่ีความเข้มข้น 2-2.5 โมลาร์  ท่ี อุณหภูมิ  50-60  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง แลว้ยอ่ยต่อดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกร้อยละ 1 
โดยมวล เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แบบไม่มีการลา้งน ้ าหลงัการ
ปรับสภาพ                     155 

ข-14  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีไดจ้ากการย่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
ร้อยละ 0.5-1 โดยมวล เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส หลงัจาก
ปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2.5โมลาร์   
ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง  แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงัการปรับสภาพ                                                                               
              155 

ข-15  ป ริม าณน ้ า ต าล รี ดิ ว ซ์ และน ้ า ต าลทั้ งหมด ท่ี ได้จ ากก ารป รับสภาพและย่อ ย         
แกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส       156 

ข-16  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์
กลูโคอะไมเลส       157 

 
 



(19) 
 

รายการภาพประกอบ 

ภาพประกอบที่                   หน้า 

 

2-1  สถิติการส่งออกขา้วโพดหวานกระป๋อง          4 
2-2   ภาพ  (ก) ตน้ขา้วโพด  (ข) ใบขา้วโพด  (ค) ฝักขา้วโพด  (ง) แกนขา้วโพด   5 
2-3  โครงสร้างทางเคมีของเอทานอล           6 
2-4  (ก) อะไมโลส เกิดจากกลูโคสแต่ละหน่วยเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-1,4   
                (ข) อะไมโลแพกติน เกิดจากกลูโคสท่ีต่อเป็นแขนงดว้ยพนัธะ α-1,6    10 
3-1  แผนภาพขั้นตอนการผลิตเอทานอล           27 
3-2  ภาพแกนขา้วโพดหลงับด                    28 
3-3   การปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยอ่างน ้ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่  
                (Oil Bath with Shaker)             30 
3-4  ชุดขวดหมกัเอทานอล (Air-locked Flask)                 39 
3-5  การหมกัเอทานอลในท่ีมืด            48 
4-1  ปริมาณผลผลิตน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซดท่ี์ความเขม้ขน้ต่างๆ           50 
4-2   ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
                ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส      51 
4-3   ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
                ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส      52 
4-4   ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก         
                ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส      52 
4-5  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
                ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5-2โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส                          53 
4-6  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก    
   ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 90-120 องศาเซลเซียส     53 
4-7 ผลการศึกษาระยะเวลาในการหมกัเอทานอล 48-120 ชัว่โมง ดว้ยยีสต์ขนมปังร้อยละ 3 

โดยมวล พีเอชเร่ิมตน้ 5              60 
4-8 ผลการศึกษาร้อยละยสีตข์นมปัง 2-10 โดยมวล ในการหมกัเอทานอล เป็นเวลา 96 ชัว่โมง  

 พีเอชเร่ิมตน้ 5                61 



(20) 
 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
ภาพประกอบที่                    หน้า 

 
4-9  ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตเอทานอลจากการทดลองจริงและค่าจากการท านายดว้ย 

โปรแกรม Essential regression ของการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง           69 
4-10  กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งร้อยละยสีตข์นมปัง 
   และพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชเ้วลาในการหมกั 96 ชัว่โมง 71 
4-11  กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งร้อยละยสีตข์นมปัง 
   และเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชพ้ีเอชเร่ิมตน้ท่ี 5     72 
4-12  กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลาในการหมกัและ

พีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชย้สีตข์นมปังร้อยละ 5 โดยมวล 74 
4-13   ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าผลผลิตเอทานอลจากการทดลองจริงและค่าจากการท านาย      

ดว้ยโปรแกรม Essential regression ของการหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ S. cerevisiae YSC2

                 77 

4-14  กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างร้อยละยีสต์                                

S. cerevisiae YSC2 และเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชพ้ีเอชเร่ิมตน้ท่ี 5

                 79 

4-15 กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างร้อยละยีสต์                

S. cerevisiae YSC2  และพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใช้เวลาใน

การหมกั 96 ชัว่โมง              80 

4-16  กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลาในการหมกัและ

พีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชย้ีสต ์S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 5 

โดยมวล                 82 

4-17  ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าผลผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์จากการทดลองจริงและค่าจากการท านาย
ด้วยโปรแกรม Essential regression ของกระบวนการปรับสภาพและย่อยด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลส                85 

 
 



(21) 
 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
ภาพประกอบที ่                    หน้า 

 

4-18  กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างร้อยละแอลฟา 
อะไมเลสและอุณหภูมิท่ีมีผลต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  โดยใช้เวลาในการปรับสภาพ    
และยอ่ย 150 นาที              87 

4-19  กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างอุณหภูมิและเวลา     
ท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์  โดยใชร้้อยละแอลฟาอะไมเลส 0.13 โดยมวล  88 

4-20  กราฟพื้นผิว  (ก)  และกราฟโครงร่าง (ข)  แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง ร้อยละ 
แอลฟาอะไมเลสและเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  โดยใช้อุณหภูมิในการ 
ปรับสภาพและยอ่ย 90 องศาเซลเซียส                 90 

4-21  ความสัมพันธ์ระหว่างค่าผลผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์จากการทดลองจริงและค่าจากการ 
ท า น า ย ด้ ว ย โป รแก รม  Essential regression ข อ ง ก ร ะบ วนย่ อ ย ด้ ว ย เ อน ไซม ์
กลูโคอะไมเลส                              93 

4-22  กราฟพื้นผิว  (ก)  และกราฟโครงร่าง (ข)  แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง ร้อยละ 
กลูโคอะไมเลสและเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  โดยใช้อุณหภูมิในการย่อย 
60  องศาเซลเซียส                           95 

4-23   กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างอุณหภูมิและ 
เวลาท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์  โดยใชร้้อยละกลูโคอะไมเลส 0.13 โดยมวล         97 

4-24  กราฟพื้นผิว  (ก)  และกราฟโครงร่าง (ข)  แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง ร้อยละ 
กลูโคอะไมเลสและอุณหภูมิท่ีมีผลต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  โดยใช้เวลาในการย่อย 360 
นาที                              98 

4-25   ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตเอทานอลจากการทดลองจริงและค่าจากการท านายดว้ย 
โปรแกรม Essential regression ของการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง                      102 

4-26 กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งร้อยละยีสตข์นมปัง 
และเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชพ้ีเอชเร่ิมตน้ท่ี 5          104 

4-27 กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งร้อยละยีสตข์นมปัง 
และพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชเ้วลาในการหมกั 96 ชัว่โมง     
                             106 

 



(22) 
 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
ภาพประกอบที่                    หน้า 

 

4-28  กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเวลาในการหมกั 
และพีเอชเร่ิมต้นท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใช้ยีสต์ขนมปังร้อยละ 
5 โดยมวล                           107 

4-29   ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตเอทานอลจากการทดลองจริงและค่าจากการท านายดว้ย
โปรแกรม Essential regression ของการหมกัเอทานอลดว้ยยสีต ์S. cerevisiae YSC2 
                                  110 

4-30  กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละยีสต ์
 S. cerevisiae YSC2 และเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใช้พีเอชเร่ิมตน้ท่ี 5       
                        112 

4-31  กราฟพื้นผิว (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างร้อยละยีสต์  
S. cerevisiae YSC2 และพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใช้เวลาใน
การหมกั 96 ชัว่โมง                       113 

4-32  กราฟพื้นผิว (ก) กราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเวลาในการหมกัและ 
พีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชย้ีสต ์S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 5 
โดยมวล                          115 

4-33  แผนภาพแสดงการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมีและหมักด้วยยีสต ์
ขนมปัง                                                                                                                    118 

4-34         แผนภาพแสดงการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมีและหมกัด้วยยีสต ์
 S. cerevisiae YSC2                   119 

4-35  แผนภาพแสดงการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์และหมักด้วยยีสต์ 
ขนมปัง                             120 

4-36  แผนภาพแสดงการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์และหมักด้วย 
ยสีต ์S. cerevisiae YSC2    121 

ก-1  กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสส าหรับวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์        144 
ก-2  กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสส าหรับวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด        146 
ก-3  กราฟมาตรฐานสารละลายเอทานอลส าหรับการวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของเอทานอล  

                                                                                                                                       147 



1 
 

 
 

บทที ่1 
 

บทน ำ 
 

1.1 ควำมส ำคัญและทีม่ำของปัญหำ  

 

    พลงังานเช้ือเพลิงเป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการขบัเคล่ือนเศรษฐกิจของโลก  เน่ืองจากมี
ความตอ้งการใช้พลังงานทุกภาคส่วนทั้งในภาคอุตสาหกรรมการผลิตและการคมนาคมขนส่ง  
โดยเฉพาะน ้ ามนัปิโตรเลียม ซ่ึงมีความต้องการใช้เป็นปริมาณมากและมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนทุกปี  
ส่งผลให้เช้ือเพลิงปิโตรเลียมของโลกมีปริมาณลดลงและมีแนวโนม้ทางดา้นราคาสูงข้ึน  ซ่ึงส่งผล
กระทบต่อประเทศไทยเป็นอย่างมาก  เน่ืองจากภาวะทางเศรษฐกิจและอุตสาหกรรมต่างๆใน
ประเทศมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว  จึงตอ้งมีการน าเขา้เช้ือเพลิงในปริมาณสูง  ปัญหาดงักล่าว
ท าให้หน่วยงานทั้งภาครัฐและเอกชนช่วยกันหาหนทางแก้ไข  ซ่ึงการใช้พลังงานทางเลือกจะ
สามารถช่วยแกปั้ญหาเหล่าน้ีได ้  เพื่อลดการน าเขา้น ้ ามนัปิโตรเลียมจากต่างประเทศ  จึงไดมี้การ
พฒันาแหล่งพลงังานทดแทนจากผลผลิตทางการเกษตร  ท่ีเป็นทรัพยากรหลกัของประเทศไทย 
ซ่ึงเป็นประเทศเกษตรกรรม   แหล่งพลงังานทดแทนท่ีส าคญัของไทย คือ พลงังานจากชีวมวล     
ท่ีสามารถลดมลภาวะทางส่ิงแวดลอ้ม  และช่วยสร้างรายไดใ้หก้บัเกษตรกรไดอี้กทางหน่ึง  พลงังาน
ชีวมวลท่ีสามารถน ามาใชเ้ป็นเช้ือเพลิงเคร่ืองยนตมี์อยู ่2 ประเภทหลกั คือ เอทานอลและไบโอดีเซล   

   เอทานอลสามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบหลกั 3 ประเภท  คือ  วตัถุดิบท่ีมีองคป์ระกอบ
ส่วนใหญ่เป็นน ้ าตาล แป้ง และเซลลูโลส วตัถุดิบประเภทน ้ าตาล ไดแ้ก่ น ้ าออ้ย กากน ้ าตาล บีตรูท 
ข้าวฟ่างหวาน เป็นต้น  วตัถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่ ผลผลิตทางการเกษตรจ าพวกธัญพืช เช่น  
ขา้วจา้ว ขา้วสาลี ขา้วโพด  ขา้วบาร์เลย ์ขา้วฟ่าง และพวกพืชหวั เช่น มนัส าปะหลงั มนัฝร่ัง มนัเทศ  
เป็นตน้  และวตัถุดิบประเภทเซลลูโลส  ส่วนใหญ่เป็นผลพลอยไดจ้ากผลผลิตทางการเกษตร เช่น 
ฟางขา้ว ชานออ้ย ซงัขา้วโพด ร าขา้ว เศษไม ้  ข้ีเล่ือย วชัพืช รวมทั้งของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 
เช่น โรงงานกระดาษ เป็นตน้ (คณะกรรมาธิการกรมพลงังาน สภาผูแ้ทนราษฎร, 2545) 

   งานวิจยัน้ีจึงเลือกศึกษาการผลิตเอทานอลจากวสัดุเหลือใชท้างการเกษตรท่ีมีราคา
ถูกหรือแทบจะไม่มีราคา  เพื่อจะสามารถช่วยลดตน้ทุนรวมของการผลิตเอทานอล  โดยผลผลิต
เหลือทิ้งท่ีสนใจศึกษา คือ แกนขา้วโพด  เน่ืองจากแกนขา้วโพดมีองคป์ระกอบของน ้าตาล แป้ง และ
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เซลลูโลสในปริมาณท่ีเหมาะสม  แกนข้าวโพดเป็นผลผลิตเหลือทิ้งจากการแปรรูปข้าวโพด 
บรรจุกระป๋องหรือข้าวโพดแกะเมล็ด  ท่ีมีปริมาณมากในแต่ละปีและมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนทุกปี  
เช่น ในปี พ.ศ. 2551 มีการส่งออกขา้วโพดหวานกระป๋อง 153,384 ตนั มูลค่า 4,843.43 ล้านบาท   
ในปี พ.ศ. 2552 มีการส่งออกขา้วโพดหวานกระป๋อง 160,816 ตนั มูลค่า 5,105.16 ลา้นบาท เพิ่มข้ึน 
ร้อยละ 5 และในปี พ.ศ. 2553 มีการส่งออกขา้วโพดหวานกระป๋อง 173,169 ตนั มูลค่า 5,108.49  
ลา้นบาท ซ่ึงเพิ่มข้ึนร้อยละ 8 (สมาคมผูผ้ลิตอาหารส าเร็จรูป, 2554) แกนขา้วโพดเหล่าน้ียงัมีการ
น าไปใชป้ระโยชน์ไดน้อ้ยมาก จึงเป็นวตัถุดิบท่ีมีความเหมาะสมท่ีจะน ามาพฒันาผลิตเป็นพลงังาน
ทดแทน  โดยจะศึกษาการผลิตเอทานอลโดยการปรับสภาพและย่อยด้วยสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์และสารละลายกรดซัลฟิวริกเปรียบเทียบกบัการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและ
กลูโคอะไมเลส และศึกษาการหมกัเอทานอลดว้ยยีสตข์นมปัง (Baker’s yeast) เปรียบเทียบกบัการ
ใชย้สีต ์Saccharomyces cerevisiae YSC2 
 

1.2 วตัถุประสงค์ 
 

  1. เพื่อศึกษากระบวนการผลิตเอทานอลจากแกนขา้วโพด 
  2. เพื่อศึกษาและเปรียบเทียบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและย่อยดว้ย
สารเคมีและการใชเ้อนไซม ์
 3. เพื่อศึกษาและเปรียบเทียบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการหมกัเอทานอลด้วย 
ยสีตข์นมปัง (Baker’s yeast) และยสีต ์Saccharomyces cerevisiae YSC2 
  

1.3 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับจำกงำนวจัิย 
 

 1. เป็นการใช้ประโยชน์จากวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรท่ีมีจ านวนมาก ราคาถูก 
และหาไดง่้ายทุกฤดูกาล 

 2. เพื่อสร้างมูลค่าเพิ่มให้กับแกนข้าวโพด ซ่ึงเป็นวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
ท่ีมีมูลค่านอ้ยใหมี้มูลค่าสูงข้ึน 

 3. เป็นการสร้างรายไดใ้หก้บัเกษตรกรและโรงงานแปรรูป 
4. ได้กระบวนการและสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเอทานอลจากแกน

ขา้วโพด  
5. เป็นทางเลือกหน่ึงในการผลิตพลงังานทดแทน 
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บทที ่2 
 

ทฤษฏแีละงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
2.1 ข้าวโพดหวาน  
 
  ข้าวโพดหวาน (Sweet corn) เ ป็นพืชตระกูลหญ้า  วงศ์  ( Family)  กรามีนีอี  
(Gramineae) มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ ซี เมยส์ แซคคาราทา (Zea mays saccharata)  นิยมปลูกกนัอย่าง
แพร่หลาย เพื่อรับประทานฝักสด  เพราะฝักมีน ้ าตาลมาก  ท าให้มีรสหวาน  ขา้วโพดหวานยงัมี
คุณประโยชน์มากมาย นอกจากจะใชรั้บประทานเป็นผกัสดแลว้ ยงัสามารถน าไปแปรรูปไดห้ลาย 
รูปแบบ เช่น ขา้วโพดหวานบรรจุกระป๋องทั้งฝัก หรือบรรจุกระป๋องเฉพาะเมล็ด ท าครีมขา้วโพด
หวาน ขา้วโพดแช่แข็ง ซ่ึงผลิตภณัฑ์ต่างๆ เหล่าน้ี สามารถส่งไปจ าหน่ายยงัตลาดต่างประเทศ เช่น 
ญ่ีปุ่น เกาหลี จีน และกลุ่มประเทศในแถบยโุรป   
  ขา้วโพดสามารถปลูกไดอ้ยา่งกวา้งขวางทัว่โลก ขา้วโพดสามารถเจริญเติบโตไดดี้
บนพื้นท่ีซ่ึงมีระดบัเดียวกบัน ้ าทะเลไปจนถึงพื้นท่ีระดบัสูงกว่าน ้ าทะเล 3,000-3,900 เมตร แหล่ง
ผลิตขา้วโพดส าคญั ๆ เรียงตามปริมาณการผลิตมากไปหาน้อย คือ สหรัฐอเมริกา สหภาพโซเวียต 
รัสเซีย เม็กซิโก สหภาพแอฟริกาใต ้อาร์เจนตินา รูมาเนีย ยูโกสลาเวีย อินเดีย อิตาลี ฝร่ังเศส และ 
อินโดนิเซีย  ส าหรับในประเทศไทยอาจกล่าวไดว้า่ ขา้วโพดหวานเป็นพืชท่ีปลูกไดต้ลอดทั้งปีและ
ปลูกกนัทัว่ทุกภาคของประเทศ แหล่งเพาะปลูกขา้วโพดหวานท่ีส าคญั ได้แก่ ภาคเหนือมีแหล่ง
เพาะปลูกส่วนใหญ่ในจงัหวดัเชียงใหม่ เชียงราย ล าพูน ล าปาง  ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือปลูกกนัท่ี
จงัหวดัหนองคาย นครพนม ภาคกลาง จงัหวดักาญจนบุรี ราชบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี  ส่วนภาคใต้
ปลูกกนัมากในจงัหวดัสงขลา สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช  ผลผลิตขา้วโพดหวานร้อยละ 75 ของ
ผลผลิตทั้งหมด  น ามาแปรรูปเป็นขา้วโพดหวานกระป๋องส่งออกไปยงัต่างประเทศ  ซ่ึงขอ้มูลจาก
สมาคมผูผ้ลิตอาหารส าเร็จรูประบุปริมาณและมูลค่าการส่งออกขา้วโพดหวานกระป๋องแสดงดงั
ภาพประกอบท่ี 2-1 พบว่าปี พ.ศ. 2550 มีปริมาณส่งออก 151,276 ตนั มูลค่า 4,611.80 ล้านบาท          
ปี พ.ศ. 2551 ปริมาณส่งออก 153,384 ตนั มูลค่า 4,843.43 ล้านบาท ปี พ.ศ. 2552 ปริมาณส่งออก 
160,816 ตนั มูลค่า 5,105.16 ล้านบาท ปี พ.ศ. 2553 ปริมาณส่งออก 173,169 ตนั มูลค่า 5,108.49 
ลา้นบาท ปี พ.ศ. 2554 (มกราคม-มีนาคม) ปริมาณส่งออก 40,614 ตนั มูลค่า 1,220 ลา้นบาท จึงเป็น
โอกาสของประเทศไทยท่ีจะขยายการผลิตและการส่งออกขา้วโพดหวานต่อไปในอนาคตขา้งหน้า
ได ้(สมาคมผูผ้ลิตอาหารส าเร็จรูป, 2554) 
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ภาพประกอบท่ี 2-1  แสดงสถิติการส่งออกขา้วโพดหวานกระป๋อง 
ท่ีมา : http://www.thaifood.org/index.php/home 

  2.1.1 ลกัษณะทัว่ๆ ไปและลกัษณะทางพฤกษศาสตร์  
  (1) ราก รากแรกท่ีออกมาจากคพัภะ (Embryo) เป็นรากชัว่คราวเรียกว่า ไพรมารี 
(Primary) หรือ เซมินลั (Seminal) หลงัจากขา้วโพดเจริญเติบโตไดป้ระมาณ 7-10 วนั รากถาวรจะ
งอกข้ึนรอบๆ ขอ้ปลาย เม่ือเจริญเติบโตเต็มท่ีจะแผ่ออกไปโดยรอบประมาณ 100 เซนติเมตร และ
แทงลึกลงไปในดินแนวด่ิงยาวมากซ่ึงอาจยาวถึง 300 เซนติเมตร รากของขา้วโพดเป็นระบบราก
ฝอย (Fibrous root system)  
  (2) ล าตน้ ขา้วโพดมีล าตน้แข็ง ไส้แน่นไม่กลวง มีความยาวตั้งแต่ 30 เซนติเมตร 

จนถึง 8 เมตร แลว้แต่ชนิดของพนัธ์ุ ตามล าตน้มีขอ้ (Node) และปลอ้ง (Internode) ปลอ้งท่ีอยูใ่นดิน 

และใกลผ้ิวดินสั้น และจะค่อยๆ ยาวข้ึนไปทางดา้นปลาย ปลอ้งเหนือพื้นดินจะมีจ านวนประมาณ  

8-20 ปลอ้ง ขา้วโพดส่วนมากมีล าตน้สดสีเขียว แต่บางพนัธ์ุมีสีม่วง  

  (3) ใบ ขา้วโพดมีใบลกัษณะยาวรี คลา้ยพืชตระกูลหญา้ทัว่ไป ประกอบดว้ยตวัใบ 

กาบใบ และเข้ียวใบ ลกัษณะของใบรวมทั้งสีของใบแตกต่างกนัไป แลว้แต่ชนิดของพนัธ์ุ บางพนัธ์ุ

ใบสีเขียว บางพนัธ์ุใบสีม่วง และบางพนัธ์ุใบลายจ านวนใบก็เช่นเดียวกนัอาจมีตั้งแต่ 8-48 ใบ  

  (4) ดอก ขา้วโพดจดัเป็นพวกโมโนอิเซียส (Monoecious) คือ มีดอกตวัผูแ้ละดอก

ตวัเมียแยกอยูใ่นตน้เดียวกนั ช่อดอกตวัผู ้(Tassel) อยูต่อนบนสุดของล าตน้ ดอกตวัผูด้อกหน่ึงจะมี

อบัเกสร (Anther) 3 อบั แต่ละอบัจะมีเรณูเกสร (Pollen grain) ประมาณ 2,500 เม็ด ดงันั้นขา้วโพด

ตน้หน่ึง จึงมีเรณูเกสรอยู่เป็นจ านวนหลายลา้น และสามารถปลิวไปไดไ้กลกว่า 2,000 เมตร ส่วน

ดอกตวัเมียอยูร่วมกนัเป็นช่อ เกิดข้ึนตอนขอ้กลางๆ ล าตน้ ตน้หน่ึงอาจมีหลายช่อแลว้แต่ชนิดพนัธ์ุ 
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ดอกตวัเมียแต่ละดอกประกอบด้วยรังไข่ (Ovary) และเส้นไหม (Silk หรือ Style) ซ่ึงมีความยาว

ประมาณ 5-15 เซนติเมตร และยื่นปลายโผล่ออกไปรวมกนัเป็นกระจุกอยู่ตรงปลายช่อดอกซ่ึงมี

เปลือกหุ้มอยู่ ดอกพวกน้ีพร้อมท่ีจะผสมพนัธ์ุ หรือรับละอองเกสรได้เม่ือเส้นไหมโผล่ออกมา 

หลงัจากไดรั้บการผสมเส้นไหมจะแห้งเห่ียว และรังไข่เจริญเติบโตเป็นเมล็ด ช่อดอกตวัเมียท่ีรับการ

ผสมแล้วเรียกว่า ฝัก (Ear) แต่ละฝักอาจมีเมล็ดมากถึง 1,000 เมล็ด แกนกลางของฝักเรียกว่า ซัง 

(Cob) 

                                                          

                                         (ก)                                                                (ข)     

                                                            

                                         (ค)                                                                 (ง) 

ภาพประกอบท่ี  2-2  แสดงภาพ  (ก) ตน้ขา้วโพด  (ข) ใบขา้วโพด  (ค) ฝักขา้วโพด   

(ง) แกนขา้วโพด 
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2.2 เอทานอล 
 
  2.2.1 คุณสมบัติทัว่ไป 
  เอทานอล (Ethanol) หรือท่ีเรียกอีกช่ือหน่ึงว่า เอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl alcohol)  
เป็นแอลกอฮอล์ชนิดหน่ึง  ท่ีมีสูตรเคมี คือ C2H5OH  เกิดจากการแทนท่ีไฮโดรเจนอะตอมด้วย 
hydroxyl group (OH)  เน่ืองจากเอทานอลมีออกซิเจนประกอบอยูใ่นโมเลกุล  ออกซิเจนจะจบัตวัอยู่
ในรูปของอนุมูลไฮดรอกซิล (Hydroxyl, -OH) ท าให้โมเลกุลของเอธานอลมีคุณสมบัติเป็นขั้ ว 
(Polar) โครงสร้างทางเคมีของเอทานอล แสดงดงัภาพประกอบท่ี 2-3 เอทานอลมีน ้ าหนกัโมเลกุล
เท่ากบั 46.07 เป็นของเหลวใส  ติดไฟง่าย  ให้เปลวไฟสีน ้ าเงิน และไม่มีควนั โดยปกติเอทานอล
สามารถรวมตวักบัน ้า อีเทอร์ หรือครอโรฟอร์ม ไดทุ้กส่วน (มอก.640,2553)  มีจุดเดือดท่ี 78.5 องศา
เซลเซียส  จุดหลอมเหลวท่ี -114.1 องศาเซลเซียส  ความหนาแน่นเท่ากบั 0.789  กรัมต่อลูกบาศก์
เซนติเมตร  ท่ี 20 องศาเซลเซียส  (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน, 2553) 
 

 
 

ภาพประกอบท่ี 2-3 แสดงโครงสร้างทางเคมีของเอทานอล 
ท่ีมา : http://water-pacific.com/index.php/2010-08-14-10-07-37 

 
  2.2.2 ประโยชน์ของเอทานอล 
  เอทานอลสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย เช่น ใช้เป็นเคร่ืองด่ืม
แอลกอฮอล์ ใช้ในอุตสาหกรรมยา ใช้เป็นตวัท าละลายในอุตสาหกรรม เช่น สี แล็กเกอร์  ใช้เป็น
วตัถุดิบในการสังเคราะห์สารเคมีและชีวเคมี  ใช้ผลิตเป็นอาหาร เช่น น ้ าส้มสายชู เจลาติน  
ใช้ทางด้านการแพทย์ เช่น ใช้เช็ดแผล ใช้ในอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง ใช้เป็นตวัรีเอเจนต์ใน
ห้องปฏิบติัการ ใช้เป็นสารเติมแต่งเพิ่มค่าออกเทนและสารป้องกนัการน๊อกให้แก่น ้ ามนัเบนซิน  
เป็นตน้  

   
   
 

http://water-pacific.com/index.php/2010-08-14-10-07-37
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2.3 กระบวนการผลติเอทานอล 
 
 กระบวนการผลิตเอทานอลสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 วธีิ ดงัน้ี 
  2.3.1 กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี   ไดจ้ากกระบวนการแคทตาไลติกไฮเดรชนั 
(Catalytic  Hydraion) โดยใช้สารเอทิลลีน (Ethylene) เป็นวตัถุดิบ ซ่ึงเป็นอนุพนัธ์สารปิโตรเลียม  
เอทานอลท่ีไดจ้ะเรียกวา่ เอทานอลสังเคราะห์ (Synthetic Ethanol)  
                                                                                H3PO4 
    C2H4  +   H2O         C2H5OH                                  (สมการ 2.1)                 
               เอทิลีน      น ้า                เอทานอล 
 

2.3.2 กระบวนการทางชีวเคมี ไดจ้ากกระบวนการไกลโคไลซิส (Glycolysis) ซ่ึง
เป็นกระบวนการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีท่ีเกิดจากการท างานของเช้ือยีสต์ในการเปล่ียนน ้ าตาล
กลูโคสให้เป็นเอทานอล  ในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน เอทานอลท่ีไดจ้ะเรียกวา่ ไบโอเอทานอล (Bio-
ethanol)  วตัถุดิบท่ีใชผ้ลิตเอทานอล สามารถแบ่งออกเป็น 3 ประเภทใหญ่ๆ ดงัน้ี 
  (1) วตัถุดิบประเภทน ้ าตาล ได้แก่ น ้ าอ้อย กากน ้ าตาล บีตรูท ข้าวฟ่างหวาน  
เป็นตน้ ซ่ึงยสีตส์ามารถใชว้ตัถุดิบประเภทน้ีไดโ้ดยตรง โดยไม่ตอ้งผา่นกระบวนการใดๆ 
  (2) วตัถุดิบประเภทแป้ง ไดแ้ก่ ผลผลิตทางการเกษตรจ าพวกธญัพืช เช่น ขา้วเจา้ 
ขา้วสาลี ขา้วโพด ขา้วบาร์เลย ์ขา้วฟ่าง และพวกพืชหวั เช่น มนัส าปะหลงั มนัฝร่ัง มนัเทศ เป็นตน้  
ซ่ึงแป้งเป็นพอลิเมอร์ของน ้ าตาลกลูโคส เม่ือน าแป้งมาผา่นกระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 
จะไดน้ ้าตาลโมเลกุลเด่ียว จากนั้นจุลินทรียจึ์งสามารถเปล่ียนน ้าตาลโมเลกุลเด่ียวใหเ้ป็นเอทานอล 
  (3) ว ัตถุดิบประเภทเซลลูโลส  ส่วนใหญ่เป็นผลพลอยได้จากผลผลิตทาง
การเกษตร เช่น ฟางขา้ว ชานออ้ย ซังขา้วโพด ร าขา้ว เศษไม ้ข้ีเล่ือย วชัพืช รวมทั้งของเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม เช่น โรงงานกระดาษ เป็นตน้ วตัถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสประกอบดว้ย
ส่วนประกอบส าคญั 3 ชนิด คือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ส่วนใหญ่วตัถุดิบในกลุ่มน้ีจะ
ทนต่อการยอ่ยสลายอยา่งมาก 
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2.4 กระบวนการผลติเอทานอลทางชีวเคมี 
 

 การผลิตเอทานอล ประกอบดว้ยขั้นตอนหลกัๆ 3 ขั้นตอน ไดแ้ก่ การเตรียมและ
การปรับสภาพวตัถุดิบ การยอ่ย และการหมกั โดยมีรายละเอียดแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 
  2.4.1 การเตรียมและการปรับสภาพวตัถุดิบ (Pretreatment) 
  การเตรียมวตัถุดิบก่อนการหมกัเป็นขั้นตอนแรกในการผลิตเอทานอล มีอยู่หลาย
รูปแบบข้ึนกบัชนิดของวตัถุดิบท่ีน ามาใช ้ ไดแ้ก่ 
  (1) วตัถุดิบประเภทน ้ าตาล วตัถุดิบท่ีเป็นกากน ้ าตาล เพียงเจือจางดว้ยน ้ าเพื่อปรับ
ความเขม้ขน้ใหเ้หมาะสม  สามารถน าไปหมกัไดเ้ลย  
  (2) วตัถุดิบประเภทแป้ง เช่น หัวมนัส าปะหลัง จะมีวิธีการจดัเตรียมค่อนข้าง
ซบัซ้อน จะตอ้งน าไปผา่นกระบวนการยอ่ยใหเ้ป็นน ้ าตาลดว้ยการใชก้รดหรือเอนไซม ์เพื่อท าใหอ้ยู่
ในสภาพท่ีเหมาะสมก่อนจะท าการหมกัต่อไป 
  (3) วตัถุดิบประเภทเซลลูโลส ส่วนใหญ่เป็นผลพลอยไดจ้ากผลผลิตทางการเกษตร 
เ น่ื องจากในกระบวนการหมักใช้ เฉพาะ เซล ลูโลส  จึ งต้องแยก ลิกนิน  (Lignin)  และ 
เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) ออกจากโครงสร้างของวตัถุดิบก่อน เพราะองค์ประกอบทั้งสอง     
ท าให้กระบวนการเกิดปฏิกิริยากบัเอนไซม์ลดลงและเป็นอุปสรรคต่อการหมกัอีกดว้ย นอกจากน้ี
การปรับสภาพยงัช่วยใหเ้ซลลูโลสมีลกัษณะอ่อนนุ่ม และเป็นการปรับโครงสร้างเซลลูโลสใหอ้ยูใ่น
สภาพท่ีเหมาะสม คือ ลดความเป็นผลึกของเซลลูโลส และเพิ่มความเป็นรูพรุนของวตัถุดิบ ส่งผล
ใหเ้อนไซมเ์ขา้ถึงและท าปฏิกิริยาไดดี้  เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตน ้าตาล ลดการสูญเสียคาร์โบไฮเดรต 
หลีกเล่ียงการเกิดตวัยบัย ั้งในขั้นตอนการไฮโดรไลซิส และการหมกั วิธีการปรับสภาพแบ่งไดเ้ป็น   
4 วธีิคือ 
  3.1) การปรับสภาพดว้ยวิธีทางกายภาพ (Physical Pretreatment)  เป็นการลดขนาด
ของวตัถุดิบโดยวิธีการตดั การบดเพื่อลดความเป็นผลึกของเซลลูโลส ท าให้เส้นใยเซลลูโลสแตก
ออกเพื่อเพิ่มพื้นท่ีผิวในการเกิดปฏิกิริยาให้มากข้ึน การบดสามารถท าลายความเป็นผลึกของ
เซลลูโลส และเพิ่มการยอ่ยสลายใหง่้ายข้ึน 
  3.2) การปรับสภาพดว้ยวิธีทางเคมี (Chemical Pretreatment) จะใชส้ารละลายกรด
เพื่อเพิ่มความสามารถในการยอ่ยเฮมิเซลลูโลส เพราะเฮมิเซลลูโลสสามารถยอ่ยสลายในสารละลาย
กรดได้ดีกว่าเซลลูโลสหรือใช้สารละลายเบสเพื่อเพิ่มปริมาณการละลายของเฮมิเซลลูโลสและ
ลิกนิน  เช่น  การใช้สารประกอบอลัคาไลน์ (Alkali Pretreatment) การใช้แอมโมเนีย (Ammonia 
Pretreatment) การใชก้รด (Acid Pretreatment) เป็นตน้ 
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  3.3) การปรับสภาพด้วยวิ ธีทางเคมีฟิสิกส์  ( Physico-Chemical Pretreatment)   
เป็นวิธีท่ีใช้วิธีทางกายภาพร่วมกับการใช้สารเคมี เช่น การปรับสภาพฟางข้าวด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium Hydroxide) ในสภาวะความดันสูง พบว่าประสิทธิภาพใน 
การปรับสภาพฟางขา้วจะข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของโซเดียมไฮดรอกไซดแ์ละความร้อนท่ีเพิ่มข้ึน 
  3.4) การปรับสภาพด้วยวิธีทางชีวภาพ (Biological Pretreatment)  เป็นการใช้
เอนไซม์จากจุลินทรีย์ ในการเปล่ียนโครงสร้างท่ีซับซ้อนของเซลลูโลสให้อยู่ในรูปโซ่ตรง  
นอกจากน้ียงัช่วยลดความเป็นผลึกอีกดว้ย 
  2.4.2 กระบวนการย่อย 
  (1) วตัถุดิบประเภทแป้ง การผลิตเอทานอลจากวตัถุดิบประเภทแป้งจะตอ้งน าไป
ผา่นกระบวนการย่อยให้เป็นน ้ าตาลก่อนดว้ยวิธีการทางเคมี ฟิสิกส์ หรือวิธีทางชีวภาพ เพื่อเปล่ียน
แป้งให้มีโครงสร้างโมเลกุลอยูใ่นรูปน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว (น ้ าตาลกลูโคส) กระบวนการท่ีนิยมใชมี้ 
2 วธีิ คือ 
  1.1) การใชก้รด (Acid Hydrolysis)  การใชก้รดย่อยแป้งใหก้ลายเป็นกลูโคส นิยม
ใช้กรดเกลือ (HCl) กรดคาร์บอนิก (H2CO3) กรดไนตริก (HNO3) กรดก ามะถนั (H2SO4) และกรด 
ไนตริก ปัจจุบนัการใชก้รดในการยอ่ยแป้งเป็นน ้ าตาลไม่เป็นท่ีนิยม เน่ืองจากการยอ่ยแป้งดว้ยกรด
ตอ้งท าปฏิกิริยาร่วมกบัความร้อนท่ีอุณหภูมิสูง ซ่ึงประสิทธิภาพในการยอ่ยจะข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้
ของกรด ชนิดของกรด เวลาและอุณหภูมิในการยอ่ย อีกทั้งยงัก่อให้เกิดผลิตภณัฑ์อ่ืนท่ีไม่ตอ้งการ 
เช่น สารเฟอร์ฟูรอล 
  1.2) การใช้เอนไซม์ (Enzymatic Hydrolysis) เป็นวิธีการใช้เอนไซม์ในการย่อย
แป้ง การใช้เอนไซม์ย่อยแป้งจะเป็นท่ีนิยมมากกว่า เน่ืองจากเป็นวิธีการท่ีสะดวกและประหยดั
ตน้ทุนการผลิต ใหค้่าความเขม้ขน้ของเอทานอลสูง รวมทั้งไม่ท าลายส่ิงแวดลอ้ม การยอ่ยสลายแป้ง
อาศยัการท างานของเอนไซม ์2 กลุ่ม คือ เอนไซมท่ี์ใชใ้นการตดัพนัธะ α-1,4 ท่ีเช่ือมระหวา่งกลูโคส
แต่ละหน่วยและเอนไซม์ท่ีตดัพนัธะ α-1,6 ท่ีเป็นสาขาเช่ือมอะไมโลแพกติน ซ่ึงโครงสร้างของ 
อะไมโลสและอะไมโลแพกตินแสดงไดด้งัภาพประกอบท่ี 2-4    
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(ก) อะไมโลส 

 

 
 

(ข) อะไมโลแพกติน 
 
ภาพประกอบท่ี 2-4 แสดง (ก) อะไมโลส เกิดจากกลูโคสแต่ละหน่วยเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-1,4   

(ข) อะไมโลแพกติน เกิดจากกลูโคสท่ีต่อเป็นแขนงดว้ยพนัธะ α-1,6 
ท่ีมา : http://5e.plantphys.net/article.php?ch=t&id=422 

    
การยอ่ยสลายแป้งโดยใชเ้อนไซมป์ระกอบดว้ย 2 ขั้นตอนใหญ่ ๆ คือ Liquefaction 

และ Saccharification  (กลา้ณรงค,์ 2549) 
 1. Liquefaction เม่ือใส่น ้ าเย็นลงไปผสมกบัน ้ าแป้ง เม็ดแป้งจะดูดน ้ าได้ปริมาณ

หน่ึง ท าให้เม็ดแป้งมีความช้ืนเพิ่มมากข้ึนแต่ไม่สามารถพองตวัได้ เน่ืองจากแป้งประกอบด้วย
พนัธะ 1,4 และ 1,6 แอลฟาไกลโคซิดิกท่ียึดจบักนัอย่างหนาแน่น เม่ือให้ความร้อนจนถึงอุณหภูมิ
ประมาณ 60-70 องศาเซลเซียส  ท าให้การจบัตวัระหว่างโมเลกุลของแป้งคลายตวัลงเกิดปฏิกิริยา
รับน ้ าและเกิดการพองตัวของเม็ดแป้ง  ท าให้สารละลายแป้งมีความหนืดและใส เรียกว่า 
Gelatinization เ ม่ือให้ความร้อนต่อไปจนอุณหภูมิสูงข้ึนประมาณ 100-105 องศาเซลเซียส     
เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสจะท าการยอ่ยแป้งท่ีต าแหน่ง 1,4 แอลฟาไกลโคซิดิกแบบสุ่ม ท าให้ความ
หนืดลดลง ได้ผลผลิตเป็นมอลโตสเดกซ์ตรินและโอลิโกแซคคาไรด์   ขั้ นตอนน้ีเรียกว่า 
Liquefaction  

http://5e.plantphys.net/article.php?ch=t&id=422
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  2. Saccharification  หลังจากท าขั้นตอน Liquefaction จนได้มอลโตสเดกซ์ตริน
และโอลิโกแซคคาไรด์แลว้ เติมเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสเพื่อย่อยสลายพนัธะ 1,4 และ 1,6 แอลฟา
ไกลโคซิดิกของโมเลกุลมอลโตสเดกซ์ตริน และโอลิโกแซคคาไรด์ให้สมบูรณ์ยิ่งข้ึน  ท่ีอุณหภูมิ    
60 องศาเซลเซียส จนไดก้ลูโคสออกมาขั้นตอนน้ีเรียกวา่ Saccharification  
  (2) วตัถุดิบประเภทเซลลูโลส 
  เน่ืองจากวสัดุชนิดลิกโนเซลลูโลสมีองคป์ระกอบของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 
ดงันั้นเม่ือท าการยอ่ยเซลลูโลสจะไดน้ ้าตาลออกมา ถา้การยอ่ยเกิดอยา่งสมบูรณ์จะไดน้ ้าตาลกลูโคส
อยา่งเดียว แต่ถา้ไม่สมบูรณ์จะเกิดทั้งกลูโคสและโอลิโกแซคคาไรด์ ส่วนเฮมิเซลลูโลสจะไดน้ ้าตาล
หลายชนิด ซ่ึงจะข้ึนกบัโครงสร้างของน ้าตาลในเฮมิเซลลูโลส ส าหรับการยอ่ยมี 2 วธีิดว้ยกนั คือ 
  2.1) การย่อยทางเคมี เป็นวิธีการย่อยเซลลูโลสให้ได้กลูโคสเป็นผลิตภัณฑ์  
โดยตรง สามารถใช้กรดเข้มข้นหรือกรดเจือจาง ได้แก่ กรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 70 ข้ึนไป       
กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ร้อยละ 40 ข้ึนไป กรดซลัฟิวริกเจือจางร้อยละ 1 เป็นตน้  วิธีน้ีไดผ้ลผลิต
ค่อนขา้งน้อย เพราะมีการท าลายน ้ าตาลท่ีเกิดข้ึน เน่ืองจากน ้ าตาลท่ีเกิดข้ึนจะท าปฏิกิริยาต่อท าให้
ไดผ้ลพลอยไดอ่ื้นๆ เช่น สารเฟอร์ฟูรอล และกรดอาจท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนท่ีไม่ใช่เซลลูโลสท าให้
ไดผ้ลผลิตท่ีไม่ตอ้งการ และตอ้งยอ่ยท่ีอุณหภูมิสูงประมาณ 140-160 องศาเซลเซียส ซ่ึงปฏิกิริยาจะ
เกิดรุนแรงและไม่เฉพาะเจาะจง  
  2.2) การยอ่ยโดยใชเ้อนไซม ์เอนไซมจ์ะท าปฏิกิริยายอ่ยสลายเซลลูโลส ไดผ้ลผลิต
เป็นน ้ าตาล เอนไซม์ท่ีใช้ในปฏิกิริยาการย่อยสลายเซลลูโลส คือ เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase)            
การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์เป็นปฏิกิริยาท่ีจ  าเพาะเจาะจงและไม่รุนแรง ท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มี
ความบริสุทธ์ิสูง  แต่ใชเ้วลานานเม่ือเทียบกบัวธีิทางเคมี ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นเอนไซมท่ี์พบในจุลินทรีย์
หลายชนิดทั้งราและแบคทีเรียท่ีนิยมน ามาใช้ คือ เซลลูเลส  ท่ีได้จาก  Trichoderma viride หรือ
ภายหลงัจดัอยูใ่น T. reessi 
  2.4.3 การหมัก (Fermentation) มีรากศัพท์มาจากค ากิริยาภาษาลาตินท่ีเรียกว่า   
ฟีเวอร์  (fervere) แปลวา่ การเดือด (to boiling) โดยเกิดเป็นฟองปุดข้ึนมาในน ้าสกดัผลไมห้รือเมล็ด
ข้าวมอลท์ ซ่ึงเป็นการเปล่ียนแปลงทางเคมี เน่ืองจากยีสต์ย่อยสลายน ้ าตาลภายใต้สภาวะไม่มี
ออกซิเจน เกิดเป็นฟองแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ผุดข้ึนมาเหมือนน ้ าเดือด ในทางชีวเคมี การหมกั 
หมายถึง กระบวนทางชีวเคมีภายในเซลล์ เพื่อสร้างพลงังานจากการย่อยสลายสารอินทรียห์รือ 
การเปล่ียนแปลงทางเคมีของสารประกอบอินทรียด์ว้ยเอนไซม์ โดยมีสารอินทรียเ์ป็นทั้งตวัให้และ
ตวัรับอิเล็กตรอน  
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  การหมกัท าหลงัจากเตรียมวตัถุดิบเรียบร้อยแลว้ น ามาเทลงในถงัหมกั (Fermentor)  
ซ่ึงอาจน ามาผา่นหรือไม่ผ่านขั้นตอนการฆ่าเช้ือก็ได ้ ข้ึนอยู่กบัชนิดของการหมกัและวตัถุดิบท่ีใช้  
โดยทัว่ไปจะใช้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ียีสต์สามารถใช้ไดป้ระมาณร้อยละ 14-18 สารอาหารท่ี
ตอ้งเตรียมเพิ่มเติม คือ แอมโมเนียซลัเฟสประมาณ 700-400 กรัมต่อลิตร  ซ่ึงใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจน  
เติมกรดซัลฟิวริกเพื่อปรับความเป็นกรดด่างให้เหมาะสมกบัการเจริญของยีสต์ประมาณ 4.5-5.0  
จากนั้นเติมเช้ือยีสตป์ระมาณร้อยละ 5-8 โดยมวล  การหมกัจะใชเ้วลาประมาณ 2-3 วนั ในสภาวะ 
ไร้อากาศท่ีอุณหภูมิประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส จะไดเ้อทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ประมาณร้อยละ 
8-12 โดยปริมาตร 
             ตามทฤษฎีการหมกัเอทานอลโดยใช้น ้ าตาลกลูโคส ถ้าใช้น ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้
ร้อยละ 100 ยีสตจ์ะเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสเป็นเอทานอลไดร้้อยละ 51.11 โดยมวลและก๊าซคาร์บอน
ไดอ้อกไซดร้์อยละ 48.89 โดยมวล  ดงัสมการ 2.2 
 

(-C6H10O5-)n  +  nH2O              nC6H12O6                 2nCH3CH2OH  +  2n CO2       (สมการ 2.2) 
 Starch Water  Glucose                        Ethanol  Carbon dioxide 
 90 10 100 51.11 48.89 
 
  ในทางปฏิบติัน ้ าตาลเพียงร้อยละ 95 เท่านั้นท่ีจะเปล่ียนไปเป็นแอลกอฮอล์ ทั้งน้ี
เพราะน ้ าตาลบางส่วนถูกยีสต์ใชส้ าหรับการเจริญเติบโตของตวัมนัเองและถูกเปล่ียนเป็นผลพลอย
ไดอ่ื้น ไดแ้ก่  Acetaldehyde  ร้อยละ 0-0.03 

  Acetic acid  ร้อยละ 0.05-0.25 
  Glycerine  ร้อยละ 2.5-3.6 
  Lactic acid  ร้อยละ 0-0.2 
  Succinic acid  ร้อยละ 0.5-0.77 
  Fusel oil  ร้อยละ 0.25-0.5 
  Furfural   เล็กนอ้ย 
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2.4.3.1 การหมักแอลกอฮอล์ สามารถแบ่งออกเป็น 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
  (1) การหมกัแบบแบทช์ (Batch Fermentation)  เป็นกระบวนการหมกัผลิตภณัฑ์
โดยอาศยัการเติมวตัถุดิบ สารอาหาร และหวัเช้ือ ลงไปในถงัหมกัเพียงคร้ังเดียวตลอดกระบวนการ 
  (2) การหมกัแบบเฟดแบทช์ (Fed Batch Fermentation)   เป็นกระบวนการท่ีมีการ
เติมวตัถุดิบและสารอาหารลงไปในถงัหมกัมากกว่า 1 คร้ังข้ึนไป เพื่อให้เช้ือจุลินทรียส์ามารถใช้
วตัถุดิบและสารอาหารไดใ้นปริมาณสูงข้ึน 
  (3) การหมกัแบบต่อเน่ือง (Continuous Fermentation)    เป็นกระบวนการหมกัท่ีมี
การเติมวตัถุดิบและสารอาหารเขา้ไปในถงัหมกัและแยกเอาผลิตภณัฑ์ออกมาตลอดเวลา ท าให้
สามารถผลิตผลิตภณัฑไ์ดสู้งสุดในระยะเวลาเท่ากนัเม่ือเทียบกบัการหมกัทั้งสองชนิดท่ีกล่าวมา 

2.4.3.2 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการท างานของยสีต์ในระหว่างกระบวนการหมัก 
 เพื่อให้มีประสิทธิภาพในการหมกัสูงสุด และไดป้ริมาณเอทานอลสูง จ าเป็นตอ้งมี
การควบคุมส่ิงแวดลอ้มในการหมกัในทุกขั้นตอน เพื่อให้เหมาะสมต่อการท างานของยีสต์ในการ
หมกัเอทานอล ดงัน้ี 
 (1) อุณหภูมิ อุณหภูมิมีความส าคญัต่อกระบวนการหมกัเอทานอลด้วยเช้ือยีสต์ 
เน่ืองจากในระหว่างการหมกัเอทานอลจะมีความร้อนเกิดข้ึนในระบบ ซ่ึงเกิดจากการท างานของ
ยีสต์ โดยการหมกัเอทานอลจากน ้ าตาลกลูโคสจะเกิดความร้อนประมาณ 140.2 แคลลอร่ีต่อกรัม
กลูโคส ซ่ึงจะถ่ายเทความร้อนลงในน ้ าหมกั ท าใหน้ ้าหมกัมีอุณหภูมิสูงข้ึน ยีสตส์ามารถเจริญไดดี้ท่ี
อุณหภูมิปานกลางในช่วง 30-35 องศาเซลเซียส ในสภาพท่ีอาหารอุดมสมบูรณ์ ยีสต์จะทนต่อ
อุณหภูมิสูงไดดี้ และจะหยุดเจริญเม่ืออุณหภูมิต ่ากว่า 0 และเกินกว่า 40 องศาเซลเซียส โดยพบว่า
เซลล์ยีสต์ในระยะท่ีมีการเจริญเกิดการตายได้ ถา้น าไปไวท่ี้อุณหภูมิตั้งแต่ 50-60 องศาเซลเซียส 
(Rose and Harrison, 1971) ซ่ึงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจะแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บั
สายพนัธ์ุของเช้ือยสีตท่ี์ใช ้(Hughes, 1984)   
 (2) ค่าพีเอช ยีสต์เจริญได้ดีท่ีค่าพีเอชในช่วงท่ีเป็นกรด คือ ในช่วงพีเอช 3.0-6.5   
แต่พีเอชท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญอยู่ระหว่าง 4.5-5.0 (Reed and Nagodawithana, 1991) ซ่ึงใน
สภาพกรดอ่อนน้ีสามารถช่วยควบคุมการปนเป้ือนแบคทีเรียไดดี้ ซ่ึงการหมกัเอทานอลจากซูโครส
มีความไวต่อการเปล่ียนแปลงพีเอชมากกวา่การใชก้ลูโคส (Rose, 1987) ส าหรับอาหารท่ีมีบฟัเฟอร์
ต ่าพีเอชเร่ิมตน้ส าหรับการหมกัท่ีเหมาะสมควรมีค่าประมาณ 5.5 แต่อาหารท่ีมีบฟัเฟอร์สูงพีเอชท่ี
ใชค้วรอยูใ่นช่วง 4.5-4.7 (สาวติรี, 2540) 
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 (3) ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต ์คือ การท่ีกลูโคส
หรือแป้ง (คาร์โบไฮเดรต) ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้สูง ท าให้ความสามารถในการหายใจ
เสียไปหรือท่ีเรียกว่า Crabtree หรือ Glucose effect ซ่ึงเป็นการกดดันเมตาบอลิซึม (Metabolism)  
ท่ีเกิดข้ึนเม่ืออาหารเล้ียงเช้ือมีคาร์โบไฮเดรตความเขม้ขน้ระดบัหน่ึง คือ มีกลูโคส (Glucose) หรือ
ซูโครส (Sucrose) ความเข้มขน้สูงกว่าร้อยละ 0.02-0.1 โดยมวล ท าให้การหายใจถูกยบัย ั้งอย่าง
รุนแรง (สาวติรี, 2549) 
  (4) ความเขม้ขน้ของเอทานอล ในสภาพท่ีมีเอทานอลสูงการเจริญและการหมกั     
เอทานอลด้วยยีสต์จะถูกยบัย ั้ง เพราะเอทานอลมีผลต่อเอนไซม์และสรีรวิทยาของเซลล์ยีสต์  
เม่ือเอทานอลมีความเขม้ขน้ร้อยละ 4.7-7.8 โดยมวล ยีสต์จะหยุดการเจริญเติบโต การท่ียีสต์ไม่
เจริญเติบโตจะส่งผลใหอ้ตัราการหมกัลดลงดว้ย 
  (5) ปริมาณออกซิเจน เน่ืองจากยีสต์มีการเจริญเติบโตสูงในสภาวะท่ีมีออกซิเจน 
แต่จะมีผลให้การหมกัลดลง ยีสต์จะใช้ออกซิเจนในการหายใจเพื่อการเจริญเติบโตและแตกหน่อ 
(Budding) โดยจะไม่ให้เอทานอลออกมาแต่จะมีเพียงคาร์บอนไดออกไซด์และน ้ าเกิดข้ึนเท่านั้น 
ดงันั้นการหมกัอย่างต่อเน่ืองควรมีอากาศบา้งในระหว่างการหมกั เพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์ทดแทน
เซลล์ท่ีตายลงและยงัพบวา่การให้อากาศเพียงเล็กนอ้ย จะท าให้มีการใชก้ลูโคสไดม้ากข้ึน และช่วย
ใหย้สีตมี์ความทนทานต่อเอทานอลไดดี้อีกดว้ย 
 (6) ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ คาร์บอนไดออกไซด์มีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของยีสต์ ทั้ งในสภาวะท่ีมีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน ท่ีความดันบรรยากาศปกติ หากมี
คาร์บอนไดออกไซดสู์งจะเกิดการยบัย ั้งการเจริญและการหมกัอยา่งรุนแรง (สาวติรี, 2549) 
  
2.5  เอนไซม์ทีใ่ช้ในการย่อยแป้ง  
  

2.5.1 เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (Kenedy, 1989) 
  เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-Amylase) เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถผลิตข้ึนได้เอง
ภายในเซลล์ของส่ิงมีชีวิตหลงัจากนั้นจะถูกขบัออกนอกเซลล์  หรือเรียกอีกอย่างว่า Extracellular  
enzyme  มกัพบในสัตว ์ พืช  และจุลินทรีย ์ ท าหนา้ท่ียอ่ยแป้งแบบสุ่มท่ีต าแหน่งพนัธะแอลฟา-1,4 
ไกลโคซิดิก (α-1,4 Glycosidic linkages) อยา่งรวดเร็ว  ท าใหแ้ป้งมีขนาดเล็กลง  ซ่ึงมีขนาดแตกต่าง
กนัตามความยาวของสายโซ่  เอนไซม์ชนิดน้ีมีความสามารถในการย่อยอะไมโลส (Amylose) ได้
เป็นอยา่งดี  และจะให้ผลิตภณัฑเ์ป็นน ้าตาลมอลโตส (Moltose)  และมอลโตไตรโอส (Maltotriose)  
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ในขั้นสุดทา้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจะท าการย่อยมอลโตไตรโอสเป็นมอลโตส  และกลูโคส
อยา่งชา้ๆ แต่ไม่สามารถยอ่ยพนัธะแอลฟา-1,6 ไกลโคซิดิก ท่ีต าแหน่งก่ิงกา้นของแป้งได ้  
  2.5.2 เอนไซม์เบต้าอะไมเลส  (β-Amylase) 
  เอนไซม์เบตา้อะไมเลส  (β-Amylase)  พบมากในขา้วสาลี  มนัฝร่ังหวาน  และ    
ถัว่เหลือง  ท าหน้าท่ีย่อยพนัธะแอลฟา-1,4 ไกลโคซิดิกของแป้ง ผลิตภณัฑ์ท่ีได้หลงัการย่อย คือ  
เบตา้มอลโตส  (β-moltose)   
  2.5.3 เอนไซม์กลูโคอะไมเลส (อรอุมา, 2546) 
  เอนไซม์กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) มี ช่ือเรียกในระบบ α-1,4-Glucan  
glucohydrolase  จัดเป็นเอนไซม์ประเภท Exo-acting carbohydrase  ผลิตได้จากเช้ือจุลินทรีย์
โดย เฉพาะ เ ช้ือราในสกุล  Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,  Penicillium  และ  Rhizopus  
สามารถยอ่ยสลายพนัธะท่ีจบักนัของน ้ าตาลกลูโคสทั้งพนัธะ α-1, 4 และก่ิง α-1, 6 จากปลาย non 
reducing จะตดัจากปลายเขา้ไปคร้ังละ 1 หน่วยกลูโคส โดยการยอ่ยสลายพนัธะก่ิง α-1,6 จะเกิดข้ึน
ช้ากว่าการตดัพนัธะ α-1, 4  เอนไซม์กลูโคอะไมเลสสามารถย่อยน ้ าแป้ง มอลโตส และมอลโต- 
ไตรโอสไดร้วดเร็วมาก และสามารถเปล่ียนแป้งเป็นกลูโคสไดอ้ยา่งสมบูรณ์  
 
2.6 ยสีต์ทีใ่ช้ในกระบวนการหมักเอทานอล 
 

2.6.1 ยีสต์ขนมปัง (สาวิตรี, 2549)  ยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) อยู่ในสารพนัธ์ุ 
Saccharomyces cerevisiae  เป็นยีสต์ท่ีใช้ท  าให้โดขนมปังข้ึนฟู การเปล่ียนแปลงน้ีมีผลต่อความ
อร่อยและความคงตวัของผลิตภณัฑ์ โดยเม่ือผสมยีสตข์นมปังกบัแป้งสาลีท่ีช้ืนและมีน ้าตาลอยูแ่ลว้
เล็กนอ้ยยสีตจ์ะเปล่ียนน ้าตาลเป็นเอทานอลและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ซ่ึงโดนกกัอยูภ่ายในเม่ือมี
ปริมาณมากจึงเป็นสาเหตุใหโ้ดข้ึนฟู  แบ่งออกไดเ้ป็น 4 ประเภท ไดแ้ก่ 
  (1) คอมเพรสยีสต์ หรือ ยีสต์สด (Fresh หรือ Compressed yeast)  เกิดจากการน า
ยีสต์ขนมปังมาอดัเป็นกอ้นคลา้ยเนย ลกัษณะเป็นสีน ้ าตาลอ่อนค่อนขา้งขาว มีความช้ืนประมาณ
ร้อยละ 70 จึงควรเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 2-5 องศาเซลเซียส 
  (2) บลัคย์ีสต ์มีลกัษณะเป็นเม็ดเล็กๆ มีวิธีการผลิตเช่นเดียวกบัการผลิตคอมเพรส
ยสีต ์และมีองคป์ระกอบเหมือนกบัคอมเพรสยสีต ์
  (3) แอกทีฟดรายยีสต์ ยีสตข์นมปังท่ีอยู่ในรูปของยีสตแ์ห้งท่ีว่องไวน้ีเซลล์อยู่ใน
ระยะพกัตวั และจะกลบัมามีชีวติปกติใหม่เม่ือท าใหมี้ความช้ืน ยสีตข์นมปังแบบยสีตแ์หง้ท่ีวอ่งไวน้ี
จะมีอายยุาวกวา่ยสีตส์ด  
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  (4) อินสแทนต์แอกทีฟดรายยีสต์ มีลักษณะเป็นผงละเอียดและแห้ง สามารถ
น าไปใช้งานได้โดยตรง อีกทั้ งเป็นยีสต์ท่ีมีก าลังหมักสูง มีความช้ืนประมาณร้อยละ 4-6                        
มีโปรตีน 38-60 ของน ้าหนกัแหง้ของของแขง็ท่ีเป็นยสีต ์    
  2.6.2 ยีสต์ Saccharomyces  cerevisiae เป็นเช้ือยีสต์ส าหรับการหมกัเอทานอลใน
อุตสาหกรรมข้ึนกบัชนิดของคาร์โบไฮเดรต การหมกัแอลกอฮอล์จากน ้าตาลโดยทัว่ไป มกัจะเหมาะ
กบัเช้ือยีสตพ์วก Saccharomyces sp. สามารถหมกัแอลกอฮอล์จากน ้ าตาลแลคโตสได ้ เช้ือ C. utilis 
ใช้หมกัน ้ าทิ้งจากโรงงานกระดาษ เน่ืองจากเช้ือน้ีสามารถใช้น ้ าตาลเพนโตสได้ เช้ือ Pachysolen 
tannophilus และ Pichia stipitis สามารถใชน้ ้าตาลไซโลสในการหมกัแอลกอฮอลไ์ด ้ 
  ยีสต์ทั้ งหมดท่ีกล่าวมามีความสามารถในการหมกัน ้ าตาลชนิดต่างๆ แต่พบว่า 
S.cerevisiae เป็นยีสตท่ี์ทนต่อสภาวะแวดลอ้มต่างๆ ท่ีไม่เหมาะสมไดดี้กวา่ยสีตช์นิดอ่ืน เป็นยีสตท่ี์
มีความส าคญัในอุตสาหกรรมการหมกัน ้ าตาลกลูโคส เป็นสายพนัธ์ุท่ีไดรั้บการคดัเลือกจนเป็นท่ี
ยอมรับในอุตสาหกรรมการหมกั คุณสมบติัท่ีส าคญั คือ สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในสภาพแวดลอ้ม
ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสสูง มีประสิทธิภาพในการเปล่ียนน ้ าตาลเป็นเอทานอลไดดี้ และ
ยงัสามารถหมกัน ้ าตาลกลูโคส ฟรุคโตส  แมนโนส ซูโครส มอลโทส กาแลคโตส และราฟฟิโนส  
เช้ือท่ีหมกัแอลกอฮอล์จะสังเกตได้จากการเขย่าขวดจะปรากฏเป็นฟองเกิดข้ึนเป็นจ านวนมาก 
Saccharomyces เป็นเช้ือท่ีส าคัญ  เน่ืองจากคุณสมบัติหลายอย่างท่ีดีกว่าเ ช้ืออ่ืนๆ เซลล์ของ 
Saccharomyces มีลกัษณะรูปไข่ ทรงกลม หรือค่อนไปทางทรงกระบอก และมีการแบ่งตวัแบบ 
Multipolar budding  
 

2.7 วธีิของทากูชิ (Tagushi Method)     

วิธีของทากูชิเป็นการน าหลกัทางสถิติมาประยุกต์ใช้ในงานทางด้านวิศวกรรม  
ได้รับการพฒันาโดย ดร. แกนอิชิ ทากูชิ เพื่อออกแบบการทดลอง ซ่ึงแต่ละปัจจัยท่ีใช้ในการ
ออกแบบดว้ยวิธีน้ีจะไดม้าจากการทดลองเบ้ืองตน้ และจะถูกออกแบบการทดลองในรูปเมทริกซ์ 
(Matrix) ส าหรับการออกแบบการทดลองประกอบด้วย 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนในการออกแบบ
สภาวะการทดลอง (Screening Experiments) โดยใช้ตารางมาตรฐานของวิธีทากูชิ  (Orthogonal 
Array) ซ่ึงการจดัล าดบัท่ีนิยมใช้ในตารางมาตรฐานของวิธีทากูชิจะมี 2 ระดบัและ 3 ระดบั (The 
two-level factorial (2n) or three-level factorial (3n) experiment) เพื่อลดจ านวนการทดลอง ขั้นตอน
ท่ีสอง คือ การทดลองเพื่อหาสภาวะการทดลองท่ีดีท่ีสุดจากตารางมาตรฐานทากูชิ ตัวอย่าง            
การออกแบบสภาวะการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method       
แสดงดงัตารางท่ี 2-1 
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ตารางท่ี 2-1  แสดงการออกแบบสภาวะทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ 
Taguchi method 

 

การทดลองท่ี ปัจจยั 
A B C 

1 1 1 1 
2 1 2 2 
3 2 1 2 
4 2 2 1 

 

2.8 วธีิการพืน้ผวิผลตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) 

 วธีิการพื้นผวิผลตอบสนองเป็นกระบวนการท่ีใชค้วามรู้ทางคณิตศาสตร์ และสถิติ 

มาใช้หาจุดท่ีเหมาะสมของกระบวนการ ประกอบดว้ยกลุ่มของตวัแปรตามหลกัคณิตศาสตร์และ

สถิติ  โดยการใชห้ลกัการเหล่าน้ีแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งผลตอบสนองและตวัแปรอิสระ ในการ

วิเคราะห์ผลของตวัแปรอิสระจากผลการทดลองมาสร้างเป็นสมการทางคณิตศาสตร์ในรูปพื้นผิว

ผลตอบสนอง การออกแบบการทดลองดว้ยเทคนิค RSM มีขั้นตอนดงัน้ี  

 ก าหนดตัวแปรท่ีจะศึกษาซ่ึงประกอบด้วยตัวแปรอิสระและตัวแปรตาม ใน

กระบวนการทางเคมีและชีวเคมีท่ีมีผลกระทบจากตวัแปรต่างๆ มากมาย โดยจะเลือกบางตวัแปรท่ีมี

ผลกระทบโดยตรง การระบุตวัแปรอิสระจะสามารถก าหนดทิศทางในการพฒันาระดบัความส าคญั

ของตวัแปรได้ เพราะจะเก่ียวขอ้งต่อความส าเร็จในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยตรง ผลของ 

ตวัแปรอิสระแสดงในการพล็อตกราฟพื้นผิว (Surface plot) และกราฟโครงร่าง (Conture plot) โดย  

การพล็อตแบบโครงร่างจะแสดงรูปร่างและต าแหน่งของการพล็อตพื้นผิวได้อย่างแม่นย  าข้ึน           

การ Regression analysis แบบจ าลองของสมการก าลังสอง (Quadratic equation) ดังสมการ 2.3  

โดยค่า Y เป็นตัวแปรตาม  b0, bi, bii, bij  เป็นค่าสัมประสิทธ์ิแบบจุดตัด (Intercept) สัมประสิทธ์ิ 

เชิงเส้น (Linear) สัมประสิทธ์ิก าลังสอง (Quadratic) และสัมประสิทธ์ิเชิงซ้อน (Interaction) 

ตามล าดบั ขณะท่ี Xi  และ Xj  เป็นตวัแปรอิสระ (i≠j) แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์จ านวน 3 ตวัแปร  
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Y = b0 + b1 X1 + b2 X2 + b3 X3 + b11X1
2+ b22 X2

2+ b33X3
2 +b12 X1 X2 + b23 X2 X3+ b13 X1 X3 

                                                                                                         (สมการ 2.3) 

           แผนการทดลองแบบ CCD น้ีพฒันามาจากแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลท่ีมี

ระดับของปัจจัย 2 ระดับ (2k Factorial design) หรือแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลเชิงส่วน 

(Fractional Factorial design) เน่ืองจากแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลท่ีมีระดับของปัจจัย              

2 ระดับนั้นไม่สามารถใช้หาตัวแบบความสัมพนัธ์ท่ีมีความสัมพนัธ์เชิงเส้นโค้งหรือตัวแบบ

ความสัมพนัธ์อนัดบัสองได ้โดยท่ีแผนการทดลองท่ีสามารถใช้ได้จะตอ้งมีระดบัของปัจจยัอย่าง

นอ้ย 3 ระดบั เช่น แผนการทดลองแบบ 3k  แฟคทอเรียล แต่เน่ืองจากแผนการทดลองดงักล่าวจะตอ้ง

มีการซ ้ าท่ีแต่ละปัจจยั (replicate) เพื่อใชใ้นการทดสอบความเหมาะสมของตวัแบบ (lack of fit test) 

ซ่ึงในกรณีท่ีมีปัจจยัจ านวนมากจะท าใหจ้  านวนคร้ังของการทดลองมีมาก  

 

2.9 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
 
  Cheng และคณะ (2011) ไดท้  าการศึกษาการปรับสภาพซงัขา้วโพดดว้ยสารละลาย
โซเดียมซัลไฟต์ โดยใช้ซังข้าวโพดท่ีมีขนาดในช่วง 2-4 มิลลิเมตร ท าการสกัดลิกนินออกด้วย
เบนซิน-เอทานอล ในกระบวนการปรับสภาพใชถ้งัสแตนเลสขนาด 200 มิลลิลิตร และมีน ้ ามนัเป็น
ตวัให้ความร้อน  ใชซ้งัขา้วโพด 6 กรัม ผสมกบัสารละลายโซเดียมซลัไฟตร้์อยละ 5-10  ระยะเวลา
ในการปรับสภาพ 1-2 ชัว่โมง  อุณหภูมิท่ีใช้ 150-180 องศาเซลเซียส พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การปรับสภาพ คือ ใช้ความเข้มของสารละลายโซเดียมซัลไฟต์ร้อยละ  7.1  อตัราส่วนระหว่าง
สารละลายโซเดียมซลัไฟตต่์อซงัขา้วโพดเป็น 7.6 ต่อ 1 ท าการทดลองท่ีอุณหภูมิ 156 องศาเซลเซียส  
เ ป็นระยะ เวลา  1.4 ชั่วโมง  ได้ผลผลิต ท่ี มีองค์ประกอบของกลูแคนร้อยละ  76.8 ± 0.3   
ไซเลนร้อยละ  6.6 ± 0.2 และลิกนินร้อยละ 12.6 ± 0.4 แล้วน าไปย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส  
30 Filter paper unit (FPU) ต่อกรัมกลูแคน ท่ีอุณหภูมิ  45 ± 0.1 องศาเซลเซียส  พีเอช 4.8 และเขย่า 
140 รอบต่อนาที  หลงัจากนั้นท าการหมกัแบบ Simultaneous  Saccharification  and  Fermentation  
Process  ดว้ยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae  ท่ีพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ใหผ้ลผลิตเอทานอล 60.8  กรัมต่อลิตร และร้อยละเชิงทฤษฎีเป็น 72.2  
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Liu และคณะ (2010) ไดท้  าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากซังขา้วโพด  โดยน า    
ซงัขา้วโพดมาปรับสภาพดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1 โดยมวล  หลงัจากนั้นน ามา
อบให้แห้งแลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง  บดให้ละเอียดขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1 มิลลิเมตร  น าไปหา
ค่าองค์ประกอบของซังข้าวโพดพบว่า มี เฮมิเซลลูโลสร้อยละ1.8 เซลลูโลสร้อยละ 65.7  
ลิกนินร้อยละ 3.2 เถ้าร้อยละ 5.9 และอ่ืน ๆ ร้อยละ 23.4  น ามาย่อยด้วย P. decumbens JUA10-1        
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 ชัว่โมง  เขยา่เป็นเวลา 300 รอบต่อนาที  แลว้ยอ่ยต่อดว้ย  
β-Glucosidase ร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส น ามา
หมกัด้วย  Penicillium  decumbens JUA 10-1 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมต้น 4.8 เป็น
เวลา 142 ชัว่โมง ไดผ้ลผลิตเอทานอลร้อยละ 57.2   
  Zhang และคณะ (2010) ได้ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากซังขา้วโพดแห้ง  
โดยมีวิธีการปรับสภาพท่ีแตกต่างกัน 3 วิธี วิธีแรก คือ แช่ซังขา้วโพดในสารละลายแอมโมเนีย    
ร้อยละ 15 โดยมวล ในอตัราส่วน 1 กรัมของซงัขา้วโพดต่อ 6  มิลลิลิตรของสารละลายแอมโมเนีย  
ให้ความร้อนโดย Water bath ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง กรองแยกของแข็ง
ออกแล้วล้างน ้ าให้สะอาด วิธีท่ี 2 แช่ซังขา้วโพดในสารละลายกรดฟอร์มิกในอตัราส่วน 1 กรัม
ของแข็งต่อ 6 มิลลิลิตรของสารละลายกรดฟอร์มิก และให้ความร้อนท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
6 ชัว่โมง กรองของแขง็ออกแลว้ลา้งน ้าใหส้ะอาด น าส่วนของแขง็มายอ่ยดว้ยสารละลายแอมโมเนีย
ร้อยละ 15 โดยมวล ในอตัราส่วน 1 กรัมของซงัขา้วโพดต่อ 6  มิลลิลิตรของสารละลายแอมโมเนีย  
ให้ความร้อนโดย Water bath ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 12 ชัว่โมง กรองแยกของแข็ง
ออกแลว้ลา้งน ้ าให้สะอาด วิธีท่ี 3 แช่ซงัขา้วโพดในสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 2 โดยมวล ใน
อตัราส่วน 1 กรัมของซงัขา้วโพดต่อ 10 มิลลิลิตรของสารละลายกรดซัลฟิวริก ให้ความร้อนท่ี 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที กรองแยกของแข็งออกแลว้ลา้งน ้ าให้สะอาด  น าส่วนของแข็งไป
ยอ่ยต่อดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 2 โดยมวล ในอตัราส่วน 1 กรัมของซงัขา้วโพด
ต่อ 6 มิลลิลิตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ใหค้วามร้อนท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
กรองแยกของแข็งออกแล้วล้างน ้ าให้สะอาด  น าของแข็งท่ีได้ทั้ง 3 วิธีมาอบให้แห้ง แล้วน าไป
วเิคราะห์องคป์ระกอบ พบวา่วิธีท่ี 3  ดีท่ีสุด  เน่ืองจากสามารถก าจดัองคป์ระกอบท่ีไม่ใช่เซลลูโลส
ไดดี้และไดส่้วนท่ีเป็นเซลลูโลสถึงร้อยละ 86  จึงไดน้ าผลผลิตจากวิธีท่ี 3 มาท าการหมกัดว้ยยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae 5 กรัมต่อลิตร  ดว้ยวธีิการหมกัแบบ Simultaneous  Saccharification  and  
Fermentation  Process (SSF) โดยใช้ซังขา้วโพดร้อยละ 19 โดยมวลต่อปริมาตร พีเอชเร่ิมตน้ 4.8 

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  96 ชั่วโมง ได้ผลผลิตเอทานอลท่ีมีความเข้มข้น 69.2  
กรัมต่อลิตร และมีร้อยละเชิงทฤษฎีเป็น 81.2 
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  Kahar และคณะ (2010) ไดท้  าการศึกษาการปรับสภาพซงัขา้วโพดดว้ยสารละลาย
กรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ต ่า โดยท าการปรับสภาพซงัขา้วโพดดว้ยการน าซงัขา้วโพดมาหัน่เป็นช้ิน
เล็กๆ แล้วน าไปตากแดดเป็นเวลา  3 วนั หลังจากนั้ นน าไปบดด้วย ball-milled  จนมีขนาด 5 
มิลลิเมตร แล้วน าไปปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.5 และร้อยละ 5.0  โดย
ปริมาตร  ศึกษาการปรับสภาพซงัขา้วโพดโดยการทดลองท่ี 1  ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส   เป็น
เวลา 20 นาที การทดลองท่ี 2 ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง การทดลองท่ี 3 ท่ี
อุณหภูมิ 122 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที การทดลองท่ี 4 ท่ีอุณหภูมิ 122 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 2 ชัว่โมง การทดลองท่ี 5 ท่ีอุณหภูมิ 128 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  การทดลองท่ี 6  
ท่ีอุณหภูมิ 128 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพ 
ซงัขา้วโพด คือ ใชส้ารละลายกรดซลัฟิวริกร้อยละ 0.5  โดยปริมาตร  ท่ีอุณหภูมิ 122 องศาเซลเซียส   
เป็นเวลา 20 นาที ท าการย่อยด้วยเอนไซม์อะไมเลส 1.8 กรัมต่อซังข้าวโพดแห้ง 10 กรัม                      
พีเอชเร่ิมตน้ 5.0  ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั สามารถยอ่ยเซลลูโลสแลว้เปล่ียนเป็น
น ้ าตาลไดร้้อยละ 80 โดยมวล หลงัจากนั้นน าไปหมกัดว้ยยีสต์ S.cerevisiae NBRC2114  1.25 กรัม
ต่อซังขา้วโพด 100 กรัม ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ชัว่โมง ใช้การหมกั
แบบ Simultaneous  Saccharification  and  Fermentation  Process (SSF)  ได้ผลผลิต เอทานอล       
ร้อยละ 77 โดยมวล  
  Abedinifar และคณะ (2009) ได้ท าการศึกษากระบวนการผลิตเอทานอลจาก         
ฟางขา้ว โดยการอบแห้งฟางขา้วเป็นเวลา 10 วนั น าไปบดและแยกขนาดให้มีขนาดอยูใ่นช่วง 295-
833 ไมโครเมตร น าฟางขา้ว 900 กรัม มาปรับสภาพซ่ึงประกอบดว้ย 2 วิธีดว้ยกนั คือ วธีิแรกแช่ลง
ในสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 5 ปริมาตร 6 ลิตร เป็นเวลา 20  ชั่วโมง วิธีท่ี 2 น าฟางข้าว 
ใส่ในถังปฏิกรณ์ขนาด 10 ลิตร แล้วให้ความร้อนด้วยไอน ้ า เ ป็นเวลา 3 นาที  ท่ีความดัน 
1.5 เมกกะปาสคาล และคงความดนัน้ีเป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นท าให้เยน็จนกระทัง่ความดนั
ลดลงเหลือ 0.2 เมกกะปาสคาล น าส่วนท่ีเป็นของแข็งไปลา้งดว้ยน ้ า 3 คร้ัง กรองและเก็บรักษาไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปศึกษากระบวนย่อย (Hydrolysis) ต่อไป โดยใช้เอนไซม ์
เซลลูเลสท่ีมีความเขม้ขน้ 15 Filter paper unit (FPU) ของเซลลูเลส และ 50 International Unit ( I.U.)   
β-Glucosidase ต่อกรัมของเซลลูโลส ใช้ฟางข้าวความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร ท่ี อุณหภู มิ   
45 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 5.0  เป็นเวลา 48  ชั่วโมง พบว่าการปรับสภาพด้วยกรดสามารถ
เปล่ียนเป็นน ้ าตาลได้สูงสุดถึง 0.718 กรัมต่อกรัมเซลลูโลส น าฟางข้าวท่ีผ่านการย่อยมาหมัก 
ดว้ย M. indicus,  R. oryzae และ Saccharomyces  cerevisiae  พบวา่ M. indicus  ใหผ้ลผลิตเอทานอล  
0.39 กรัมต่อกรัมฟางข้าว  R. oryzae ให้ผลผลิตเอทานอล 0.36 กรัมต่อกรัมฟางข้าว และ 
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Saccharomyces cerevisiae ให้ผลผ ลิต เอทานอล  0.41 ก รัม ต่อก รัมฟางข้าว  จะ เ ห็นได้ว่ า 
Saccharomyces cerevisiae  มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลมากกวา่ M. indicus และ R. oryzae    
  Gaspar และคณะ (2007) ไดศ้ึกษาการใช ้เส้นใยขา้วโพด (Corn fiber) เป็น
วตัถุดิบหลกัในกระบวนการผลิตเอทานอล โดยท าการย่อยเส้นใยขา้วโพดร้อยละ 10 โดยมวล  
ดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-1,4 Amylase) ในปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรของสารละลายเอนไซม์
ต่อกรัมเส้นใยข้าวโพด ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเร่ิมต้น 4.8 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
จากนั้ นเติมเอนไซม ์แอลฟาอะไมเลสปริมาณเท่ากับข้างต้นอีกคร้ังแล้วท าการกวนผสม 
ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง น าผลิตท่ีไดไ้ปกรองและลา้งดว้ยน ้ าร้อนจ านวน  
3 คร้ัง ส าหรับตะกอนของแข็ง ท่ีได้ (Destarched Corn Fiber, DCF) น าไปแช่ในสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1 สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 2 สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1 และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 2 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง   
ภายใตค้วามดนั 2 บรรยากาศ ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส แยกของแข็ง (Pretreated corn fiber, 
PCF)  ออกจากของเหลวเฮมิเซลลูโลสดว้ยการหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ท าการย่อยของแข็ง PCF 
ดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสจ านวน 0.05 มิลลิลิตรของสารละลายเอนไซมต่์อกรัมเส้นใยขา้วโพด 
เส้นใยข้าวโพดร้อยละ 10 โดยมวล พีเอชเร่ิมต้น 4.8 ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  
1 ชั่วโมง  และเติมเอนไซม์จ  านวนดังกล่าวอีกคร้ังท าการย่อยเป็นเวลา 1 ชั่วโมง  ท่ีอุณหภูมิ              
90 องศาเซลเซียส และท าการหมกัดว้ย Saccharomyces cerevisiae 2.5 กรัมต่อลิตร เส้นใยขา้วโพด 
ร้อยละ 5 โดยมวล ปรับพีเอชเป็น 4.8 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 48 ชั่วโมง    
ความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีได้โดยใช้สารละลายร้อยละ 1 และร้อยละ 2 ของโพแทสเซียม  ให้
ผลผลิตเอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ 12.5 และ 11.6 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงเท่ากบัร้อยละ 96.9 และ 
ร้อยละ 89.9 ของผลไดต้ามทฤษฎี และพบวา่เม่ือใชเ้วลาในการหมกัมากกวา่ 48 ชัว่โมง ความเขม้ขน้
ของเอทานอลท่ีไดจ้ะลดลงเน่ืองจากเกิดกรดแลกติก ซ่ึงจะไม่เกิดในช่วงแรกๆ    
  Chen และคณะ (2007)  ไดท้  าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากซงัขา้วโพด โดยการ
น าซงัขา้วโพดแห้งมาผา่นการบดจนมีขนาด 2 มิลลิเมตร มาปรับสภาพดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก
เขม้ข้นร้อยละ 1 ท่ีอุณหภูมิ 108 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ในอตัราส่วนซังขา้วโพดต่อ
สารละลายกรดซัลฟิวริกเป็น 1 ต่อ 6 กรองเอาของเหลวออก น าส่วนของแข็งไปล้างน ้ าจนพีเอช
เท่ากบั 4.8 หลงัจากนั้นน าไปอบให้แห้ง แลว้น าไปวิเคราะห์หาองคป์ระกอบ พบวา่ มีองคป์ระกอบ
ของเซลลูโลสร้อยละ 59.4 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 6.5 ลิกนินร้อยละ 22.2 และอ่ืนๆ อีกร้อยละ 11.9 
น าไปย่อยด้วยเอนไซม์ Trichoderma reesei  ZU-02  ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา               
48  ชั่วโมง ได้ผลผลิตจากการย่อยร้อยละ 67.5  แล้วน าไปหมักด้วย S. cerevisiae 316 จ านวน             
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3 กรัมต่อลิตร กบัผลผลิตหลงัการย่อย 95.3 กรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา      
18 ชัว่โมง ไดผ้ลผลิตเอทานอล 95.3 กรัมต่อลิตร หรือมีร้อยละเชิงทฤษฎีเป็น 94   
  Karimi และคณะ (2006) ได้ท าการศึกษาการปรับสภาพฟางขา้วด้วยสารละลาย
กรดเจือจางในกระบวนการผลิตเอทานอลโดยใช ้Mucor indicus และ Rhizopus oryzae  ดว้ยวิธีการ
หมกัแบบ Simultaneous  Saccharification  and  Fermentation  Process (SSF)  น าฟางขา้วมาบดให้
มีขนาดเล็กกวา่ 833 ไมโครเมตร  ซ่ึงประกอบดว้ยเฮมิเซลลูโลสร้อยละ 27 (±0.5) เซลลูโลสร้อยละ 
39 (±1) ลิกนินร้อยละ 12 (±0.5) และเถา้ร้อยละ 11 (±0.5)  น าฟางขา้ว 600 กรัม  มาปรับสภาพโดย
การแช่ฟางขา้วในสารละลายกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 0.5  ปริมาตร 4 ลิตร เป็นเวลา 20 ชัว่โมง        
น าของผสมท่ีไดใ้ส่ลงถงัปฏิกรณ์  แลว้ให้ความร้อนดว้ยไอน ้ าให้ไดค้วามดนัเท่ากบั 15 บาร์ และ   
คงความดนัน้ีเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นท าให้เยน็จนความดนัเท่ากบั 2 บาร์ น าส่วนท่ีเป็นของแข็ง 
ไปล้า งด้วยน ้ า จ  านวน 5 ค ร้ั ง  ท่ี อุณหภู มิ  50 องศา เซล เ ซี ยส  กรองและ เก็บ รักษาไว้ท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น ามาย่อยด้วยเซลลูเลส 35 Filter paper unit (FPU) ต่อมิลลิลิตร และ  
β-Glycosidase 112 IU ต่ อ มิ ล ลิ ลิ ต ร  จ ากนั้ น เ ข้ า สู่ ก ระบวนการหมักแบบ  Simultaneous  
Saccharification  and  Fermentation  Process (SSF)  เป็นเวลา 7 วนั โดยเปรียบเทียบกับฟางข้าว 
ท่ีผ่านการหมักด้วย  M. indicus  และ R. oryzae  พีเอชเร่ิมต้น 5.5 ± 0.1 พบว่าการหมักโดยใช้  
15 Filter paper unit (FPU)ต่อกรัมฟางข้าวแห้ง  กับ  R. oryzae ให้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ  
74 มากกวา่การหมกัดว้ย M. indicus  ซ่ึงไดผ้ลผลิตเอทานอลเพียงร้อยละ 68 เท่านั้น   
  บัญชา โลหะรัตน์ (2554)  ได้ท าการศึกษาการย่อยเมล็ดขนุนด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลส โดยศึกษาปัจจยัต่างๆ ดงัน้ี อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการยอ่ยเมล็ดขนุนของเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลส 80-100 องศาเซลเซียส อตัราส่วนโดยมวลของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสต่อเมล็ด
ขนุนเป็น 0.0005:1-0.002:1 และเวลาในการยอ่ย 1-4 ชัว่โมง ค่าพีเอช 6 หลงัจากนั้นน ามายอ่ยเพื่อให้
แป้งมีโมเลกุลเล็กลงดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส  โดยศึกษาปัจจยัต่าง ๆ ดงัน้ี  อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ในการย่อยแป้งของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสท่ี 50-70 องศาเซลเซียส  อตัราส่วนโดยมวลเอนไซม์
กลูโคอะไมเลสต่อเมล็ดขนุนเป็น 0.0005:1-0.002:1 และเวลาในการย่อย 4–8 ชัว่โมง ค่าพีเอช 4.5 
พบว่าสภาวะในการปรับสภาพท่ีเหมาะสมส าหรับเมล็ดขนุนสด คือ ใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส  
ร้อยละ 0.13 ท่ีอุณหภูมิ 90.9 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเร่ิมตน้ 6.0 เป็นเวลา 160 นาที  หลงัจากนั้นยอ่ย
ต่อดว้ยเอนไซม์กลูโคอะไมเลสร้อยละ 0.13 ท่ีอุณหภูมิ 60.0 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 4.5 เป็นเวลา 
360 นาที สามารถให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด 83 กรัมต่อลิตร น าน ้ าตาลท่ีได้มาหมกัด้วยยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae ร้อยละ 0.4  ใชร้ะยะเวลาในการหมกั 2 วนั  ไดป้ริมาณเอทานอลร้อยละ 
10.5 โดยปริมาตร   
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              วรายุทธ เนติกานต์ (2553) ได้ท าการศึกษาการใช้เศษของแข็งเหลือทิ้งจาก
กระบวนการผลิตขา้วโพดหวานบรรจุกระป๋องเพื่อการผลิตเอทานอลอาร์-ฟีนิลแอซีติลคาร์บินอล
และฟอสเฟตไอออน   ท าการศึกษาโดยใช้จุลินทรียจ์  านวน 15 สายพนัธ์ุ  น ามาเพาะเล้ียงกลา้เช้ือ
ขนาด 10 มิลลิลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือ 100 มิลลิลิตร ท่ีมีแหล่งอาหารคาร์บอนเป็นเศษของแขง็เหลือ
ทิ้งจากกระบวนการผลิตขา้วโพดหวานบรรจุกระป๋องท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลสร้อยละ 1
โดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ก่อนน าไปผสมกบักากน ้าตาลเขม้ขน้
เพื่อให้ความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ทั้งหมดเป็น 120 กรัมต่อลิตร  ในสภาวะตั้งน่ิงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
ผลการทดลองพบ S. cercerevisiae TISTR 5020 และ 5606  มีความสามารถในการผลิตเอทานอลท่ี  
40.7 ± 3.56  และ 35.4 ± 12.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  

ยุทธศักด์ิ สุบการี (2551) ได้ท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต              
เอทานอลจากเส้นใยปาล์มโดยใช้วิธี Simultaneous  Saccharification  and  Fermentation  Process 
(SSF)  ท าการทดลองโดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลต่อปริมาตร       
ต้มเป็นเวลา 15 นาที แล้วน ามาย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ Trichoderma reesei และ
Aspergillus niger  จ  านวน 10 Filter paper unit (FPU) ต่อกรัมเส้นใยปาล์ม ใช้พีเอช 5.0 ท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส พบวา่  T. reesei  ให้น ้ าตาลรีดิวซ์สูงท่ีสุด 11.21 ± 0.95 กรัมต่อลิตร  หลงัจากนั้น
ศึกษาสภาวะ ท่ี เหมาะสมในการผลิต เอทานอลแบบ Simultaneous  Saccharification  and  
Fermentation  Process (SSF)  ใช้ปริมาณเส้นใยปาล์ม 100 กรัมต่อลิตร  เอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ  
T. reesei 6 Filter paper unit (FPU) ต่อกรัมเส้นใยปาล์ม ผสมกบัเบตา้-กลูโคซิเดสจาก  เช้ือ A. niger  
3 IU ต่อกรัมเส้นใยปาล์ม พีเอช 5.0 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อตัราการเขย่า 160 รอบต่อนาที  
ผลการทดลองพบวา่ใหป้ริมาณผลผลิตเอทานอล 10.38 กรัมต่อลิตร   

ปรียารัตน์ โยวะผุย (2550) ได้ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการ     
ท าให้เป็นน ้ าตาลควบคู่กบัการหมกัจากวสัดุเหลือใช้ทางการเกษตร โดยศึกษาปัจจยัต่างๆ ดงัน้ี  
ปริมาณแป้งท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล โดยใช้ความเขม้ขน้ของแป้งร้อยละ 0.25 แลว้น าไป
ยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 166.7 มิลลิยนิูต ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  
และเติมเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส 333.33 มิลลิยูนิต ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้เวลา           
24 ชัว่โมง แลว้จึงใส่ S.cerevisiae 5048 หมกัไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
และ 36 ชัว่โมง ไดผ้ลผลิตเอทานอล 0.832 กรัมต่อลิตร และ 0.8912 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั จะเห็น
ไดว้า่เม่ือระยะเวลาในการหมกัเพิ่มข้ึนปริมาณเอทานอลท่ีไดจ้ะมีปริมาณเพิ่มข้ึนดว้ย   
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รัชดาภรณ์ เบญจวฒันานนท์ (2550) ได้ท าการศึกษาการผลิตเอทานอลจาก      
หยวกกลว้ยโดยใชย้ีสต ์Saccharomyces cerevisiae ดว้ยวิธีการหมกัแบบกะ  ท าการทดลองโดยการ
น าหยวกกลว้ยซ่ึงมีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลกัมาย่อยดว้ยกรดเกลือเขม้ขน้  ท่ีค่าพีเอช 4.5-5  
เพื่อให้เซลลูโลสเปล่ียนเป็นแป้งก่อนซ่ึงใช้เวลาประมาณ 15-30 นาที หลงัจากนั้นน าแป้งท่ีไดม้า
หมกัด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae  และปรับความหวานท่ีระดับความเข้มข้นของน ้ าตาล      
20 บริกซ์ ท าการหมกัเป็นเวลา 5-7 วนั ใชพ้ีเอชในการหมกั 4.5–5 หลงัจากนั้นน าเอทานอลท่ีผลิตได้
กลัน่ดว้ยเคร่ือง Ratory evaporator  ไดป้ริมาณเอทานอลเฉล่ีย 676.76 มิลลิลิตร และเม่ือน าไปกลัน่
ล าดบัส่วนไดผ้ลผลิตเอทานอลบริสุทธ์ิร้อยละ 80.66   
  กล้าณรงค์ และคณะ (2549) ท าการศึกษาการพัฒนาการผลิตเอทานอลจาก             
มนัส าปะหลงัโดยการปรับปรุงการย่อยแป้งดิบดว้ยเอนไซม ์ใชม้นัเส้นเขม้ขน้ร้อยละ 25 โดยมวล
แห้ง จ านวน 2.5 ลิตร ปรับพีเอชเป็น 4.5 ท าการย่อยแป้งดิบด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและ
กลูโคอะไมเลสท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.125, 0.25 และ 0.5 โดยมวลแห้ง ท าการหมกัด้วยยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง น าไปวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลและน ้ าตาลดว้ยเคร่ือง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ได้น ้ าส่าท่ีมีปริมาณเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 7.61, 
9.95, และ 10.40 โดยมวล จากการศึกษาพบวา่เม่ือใชป้ริมาณเอนไซมเ์พิ่มมากข้ึนจะท าใหไ้ดป้ริมาณ
ผลผลิตเอทานอลเพิ่มมากข้ึนดว้ย  
    เกศมณี และคณะ (2546) ไดท้  าการศึกษาการผลิตเอทานอลจากเปลือกสับปะรด  
ท าการทดลองโดยแช่เปลือกสับปะรดท่ีบดแลว้ ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 1.0-2.5 
โมลาร์ ในอตัราส่วนโดยมวลของเปลือกสับปะรดต่อสารละลายเท่ากบั 1 ต่อ 10 ท่ีอุณหภูมิห้อง  
โดยให้สารละลายท่วมเปลือกสับปะรดตลอดเวลา แช่ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้กรองดว้ยผา้  
เอาสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ออก แลว้เติมลงไปใหม่โดยใช้กบัความเขม้ขน้เดียวกบัท่ีแช่     
ในอัตราส่วนเท่าเดิม น าไปต้มโดยเคร่ืองอังน ้ าอุ่น ท่ีอุณหภูมิ 50-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา               
90 นาที พบว่าท่ีความเข้มข้น 2.5 โมลาร์ แช่เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน าไปต้มท่ีอุณหภูมิ                    
70 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที มีปริมาณเซลลูโลสร้อยละ 91.32 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 0.46 และ
ลิกนินร้อยละ 4.09 แลว้น าเปลือกสับปะรดท่ีผ่านการปรับสภาพมาย่อยดว้ยลูกแป้งในอตัราส่วน
ตะกอนเปลือกสับปะรดต่อลูกแป้งเป็น 1.5 ต่อ 0.1 ในน ้ า 7.5 มิลลิลิตร ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
หลังจากนั้นท าการวดัหาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ทุก 12-15 ชั่วโมง แล้วน าไปหมักด้วยเช้ือยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae ปริมาณร้อยละ 5 โดยปริมาตรของสารละลายน ้ าตาล  ท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 5.0  
ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นระยะเวลา 7 วนั  ไดผ้ลผลิตเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 4.55 โดยปริมาตร   
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บทที ่3 

 

วสัดุ อปุกรณ์และวธีิการวิจัย 

3.1 วสัดุ 

  3.1.1 วตัถุดิบ 

  แกนข้าวโพดพันธ์ุซูก้า จากร้านข้าวโพดน่ึงของคุณรัก ท่ีตลาดนัดเปิดท้าย 

อาเช่ียนเทรด อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

  3.1.2 เอนไซม์และจุลนิทรีย์ 

3.1.2.1 เอนไซม์แอลฟาอะไม เลส  (  α-Amylase from Aspergillus oryzae )  

ผลิตโดย Sigma-Aldrich  

3.1.2.2 เอนไซม์กลูโคอะไมเลส (Amyloglucosidase  from Aspergillus  niger)  

ผลิตโดย Sigma-Aldrich  

3.1.2.3 ยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) ชนิดยีสต์แห้งส าเร็จรูป ตรา เฟอร์มิพัน 

บราวน์ บริษทั เบอร์ล่ี ยุคเกอร์ สเปเชียลต้ีส์ จ  ากดั กรุงเทพฯ โดยเก็บรักษายีสต์ขนมปังท่ีอุณหภูมิ  

5 องศาเซลเซียส  

  3.1.2.4 ยสีต ์Saccharomyces cerevisiae YSC2 ผลิตโดย Sigma-Aldrich  

  3.1.3 สารเคมีเพือ่การวเิคราะห์  

  3.1.3.1 3,5-Dinitrosalicylic acid Laboratory Grade ผลิตโดย Sigma 

3.1.3.2 ฟีนอล (Phenol) Laboratory Grade ผลิตโดย Panreac Sintesis 

  3.1.3.3 โซเดียมซลัไฟท ์(Sodium sulfite) Laboratory Grade ผลิตโดย Merck 

  3.1.3.4 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) Laboratory Grade ผลิตโดย 

Merck 

3.1.3.5 โซเดียมโปแตสเซียมทาร์เทรต (Sodium potassiumtartrate) Laboratory 

Grade ผลิตโดย Merck 
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  3.1.3.6 เอทานอล (Commercial Grade) ความบริสุทธ์ิ 99.9 เปอร์เซ็นต์ ผลิตโดย 

Sigma-Aldrich 

  3.1.3.7 กลูโคส (Laboratory Grade) ผลิตโดย Ajax Finechem 

  3.1.3.8 สารละลายแอมโมเนีย 25 เปอร์เซ็นต ์

3.2 อุปกรณ์ 

  3.2.1 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

3.2.1.1 เคร่ืองป่ัน (Blender): Moulinex รุ่น Moulinette S ใช้ส าหรับบดละเอียด

วตัถุดิบ 

  3.2.1.2 อ่างน ้ ามันควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Oil Bath with Shaker): Memmert  

รุ่น WNB 45 ใชใ้นการศึกษาการปรับสภาพ ยอ่ย และควบคุมอุณหภูมิในกระบวนการหมกั  

  3.2.1.3 เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง ใชส้ าหรับชัง่ตวัอยา่งและสารเคมี 

  3.2.1.4 เคร่ืองเหวีย่งแยก (Centrifuge) ใชส้ าหรับแยกของเหลวในตวัอยา่งหลงัจาก

กระบวนการหมกั 

  3.2.1.5 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

   3.2.2 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 

  3.2.2.1  UV-Visible Spectrophotometer เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้วิเคราะห์หาค่าความ

เขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์และน ้าตาลทั้งหมด 

  3.2.2.2 เคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (Gas chromatography, GC)  รุ่น HP 6890 

flame ionization detector เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้วิเคราะห์หาค่าความเข้นข้นของเอทานอลท่ีได้จาก

กระบวนการหมกั เป็นเทคนิคการแยกสารท่ีมีลกัษณะเป็นเน้ือเดียวออกจากกนั โดยเอทานอลจะถูก

ฉีดเขา้สู่ระบบ หลงัจากนั้นจะระเหยกลายเป็นไอ แลว้ถูกพาด้วยก๊าซเฉ่ือย (mobile phase) ไปยงั

คอลมัน์ (stationary phase) เพื่อท าการแยกสารออกจากกนั สารท่ีแยกได้จะถูกบนัทึก เพื่อท าการ

วเิคราะห์หาความเขม้ขน้ต่อไป 

 
 



27 
 

3.3 วธีิด าเนินการวจัิย 
 
  ส าหรับกระบวนการผลิตเอทานอลนั้นมีหลายขั้นตอนดว้ยกนั ซ่ึงสามารถสรุปและ
แสดงขั้นตอนการศึกษาการผลิตเอทานอล ดงัภาพประกอบท่ี 3-1 
 

 

 
ภาพประกอบท่ี 3-1 แผนภาพขั้นตอนการผลิตเอทานอล 
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3.4 วธีิการทดลอง 

  3.4.1 ศึกษาองค์ประกอบของแกนข้าวโพด 

 น าแกนขา้วโพดหัน่เป็นช้ินเล็กๆ จากนั้นบดแกนขา้วโพดใหล้ะเอียดจนมีขนาดไม่
เกิน 2 มิลลิเมตร ด้วยเคร่ืองป่ัน Moulinex แสดงดังภาพประกอบท่ี 3-2 น ามาวิเคราะห์หา
องค์ประกอบ  ได้แก่ ปริมาณโปรตีน ปริมาณไขมนั ปริมาณความช้ืน ปริมาณเส้นใย ปริมาณ
คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ซ่ึงวิธีการวิเคราะห์แสดง
รายละเอียดดงัภาคผนวก ก 
 

 
 

 

ภาพประกอบท่ี 3-2 ภาพแกนขา้วโพดหลงับด 
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3.4.2 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเคมี  แบบล้างน ้าให้เป็น

กลางก่อนท าการย่อยด้วยสารละลายกรด 

  3.4.2.1 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 

  น าแกนขา้วโพดท่ีบดละเอียดมาปรับสภาพดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ี

ความเขม้ขน้ 1, 1.5, 2 และ 2.5 โมลาร์ อตัราส่วนโดยมวลของแกนขา้วโพดต่อสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด์เป็น 1 ต่อ 10 น าไปให้ความร้อนด้วยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Oil Bath 

with Shaker) ท่ีอุณหภูมิ 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน า

ผลผลิตท่ีไดไ้ปกรองแยกส่วนท่ีเป็นของแข็งไปลา้งจนกระทัง่น ้ าลา้งเป็นกลาง แลว้น าของแข็งมา

ย่อยต่อด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวล อัตราส่วนของแข็งต่อ

ของเหลวเป็น 1 ต่อ 10 ท าการย่อยแกนขา้วโพดโดยให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิ

แบบเขยา่ (Oil Bath with Shaker) ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมง น าผลผลิต

ไปวเิคราะห์หาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ดว้ยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer 

  3.4.2.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรด
ซลัฟิวริก 
  น าแกนข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ใน

สภาวะท่ีเหมาะสมจากหัวขอ้ 3.4.2.1 มาท าการย่อยดว้ยสารละลายกรดซัลฟิวริกท่ีมีความเขม้ขน้ 

ร้อยละ 0.5, 1, 1.5, และ 2 โดยมวล ในอตัราส่วนโดยมวลของแกนข้าวโพดต่อสารละลายกรด

ซลัฟิวริกเป็น 1 ต่อ 10 ท าการยอ่ยแกนขา้วโพดโดยใหค้วามร้อนดว้ยอ่างน ้ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบ

เขยา่ (Oil Bath with Shaker) ท่ีอุณหภูมิ 90, 100, 110 และ120 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1, 2, 3, 

4, 5 และ 6 ชั่วโมง  น าผลผลิตไปวิ เคราะห์ปริมาณน ้ าตาล รี ดิวซ์ด้วย เค ร่ือง  UV-Visible 

Spectrophotometer ทุกๆ 1 ชัว่โมง 
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  3.4.3 การทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ (Taguchi Method) ใน                  

การศึกษาการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบล้างน ้าให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยด้วย

สารละลายกรด 

  3.4.3.1 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยวิธีของทากูชิ ในการศึกษาการปรับ

สภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

  น าแกนขา้วโพดท่ีบดละเอียดมาปรับสภาพดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ี
ความเขม้ขน้ 2-2.5 โมลาร์ อตัราส่วนโดยมวลของแกนขา้วโพดต่อสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เป็น 1 ต่อ 10 น าไปให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Oil Bath with Shaker) 
แสดงดงัภาพประกอบท่ี 3-3  ท่ีอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10-24 ชัว่โมง จากนั้น
น าผลผลิตท่ีไดไ้ปกรองแยกส่วนท่ีเป็นของแข็งไปลา้งจนกระทัง่น ้าลา้งเป็นกลาง แลว้น าของแขง็มา
ย่อยต่อด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวล อัตราส่วนของแข็งต่อ
ของเหลวเป็น 1 ต่อ 10 ท าการย่อยแกนขา้วโพดโดยให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิ
แบบเขยา่ (Oil Bath with Shaker) ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมง น าผลผลิต
ไปวเิคราะห์หาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์และน ้าตาลทั้งหมดดว้ยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer 
 

 
 
 

ภาพประกอบท่ี 3-3 การปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่  
(Oil Bath with Shaker) 
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  การออกแบบการทดลอง (Screening Experiments) และหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ย
ตารางมาตรฐานของวธีิทากชิู (Orthogonal Array) 2 ระดบั (The two-level factorial (2n) experiment) 
ส าหรับปัจจัย ท่ีใช้ในการวางแผนการทดลองมี 3 ปัจจัย  ประกอบด้วย ความเข้มข้นของ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (C) อุณหภูมิ (T) และระยะเวลาในการปรับสภาพ (t) ซ่ึงแต่ละปัจจัย 
จะประกอบดว้ย  2 ระดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 3-1 และ 3-2  
 
ตารางท่ี 3-1 ระดับของตัวแปรท่ีใช้ในการทดลอง ส าหรับการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วย 
โซเดียมไฮดรอกไซด ์

Factor Level 1 Level 2 

C (M) 2 2.5 

T (°C) 50 60 
t (h) 10 24 

 
ตารางท่ี 3-2 แผนการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method ส าหรับ
การปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์
 

Exp. No. C T t 

1 1 1 1 

2 1 2 2 

3 2 1 2 

4 2 2 1 
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3.4.3.2 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยวิธีของทากูชิ ในการศึกษาการยอ่ย

แกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 

  น าแกนข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ใน

สภาวะท่ีเหมาะสมจากหัวขอ้ 3.4.3.1 มาท าการย่อยดว้ยสารละลายกรดซัลฟิวริกท่ีมีความเขม้ขน้ 

ร้อยละ 0.5-1 ในอตัราส่วนโดยมวลของแกนขา้วโพดต่อสารละลายกรดซัลฟิวริกเป็น 1 ต่อ 10 ท า

การย่อยแกนข้าวโพดโดยให้ความร้อนด้วยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Oil Bath with 

Shaker) ท่ีอุณหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-4 ชั่วโมง น าผลผลิตไปวิเคราะห์หา

ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์และน ้าตาลทั้งหมดดว้ยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer 

  การออกแบบการทดลอง (Screening Experiments) และหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ย

ตารางมาตรฐานของวธีิทากชิู (Orthogonal Array) 2 ระดบั (The two-level factorial (2n) experiment) 

ส าหรับปัจจยัท่ีใชใ้นการวางแผนการทดลองมี 3 ปัจจยั ประกอบดว้ย ความเขม้ขน้ของกรดซลัฟิวริก 

(C) อุณหภูมิ (T) และระยะเวลาในการปรับสภาพ (t) ซ่ึงแต่ละปัจจยัจะประกอบด้วย 2 ระดับ  

ดงัแสดงในตารางท่ี 3-3 และ 3-4 

ตารางท่ี 3-3 ระดบัของตวัแปรท่ีใชใ้นการทดลอง ส าหรับการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟิวริก 

Factor Level 1 Level 2 

C (%w) 0.5 1 

T (°C) 100 110 

t (h) 3 4 
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ตารางท่ี 3-4 แผนการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method ส าหรับ
การยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟิวริก 
 

Exp. No. C T t 

1 1 1 1 

2 1 2 2 

3 2 1 2 
4 2 2 1 

 
3.4.4 การหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปัง โดยใช้ผลผลิตจากการปรับสภาพและ

ย่อยด้วยสารเคมี แบบล้างน า้ให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยด้วยสารละลายกรด 

  3.4.4.1 การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง  

  น าผลผลิตหลงัการปรับสภาพและย่อยจากสภาวะท่ีเหมาะสมจากหัวขอ้ 3.4.3.1

และ 3.4.3.2 มาท าการหมกัเอทานอล โดยน ามาเติมยีสต์ขนมปังท่ีร้อยละ 3 โดยมวล (ของน ้ าหนกั

ยสีตต่์อแกนขา้วโพด) แลว้คนให้เขา้กนั ปรับค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5 เติมก๊าซไนโตรเจนลงในขวด

หมกัเพื่อไล่อากาศออกและปิดจุก Air-lock  ท าการหมกัเป็นระยะเวลา 48-120 ชัว่โมง ในท่ีมืดโดย

ควบคุมอุณหภูมิดว้ยอ่างควบคุมอุณหภูมิ (Oil bath) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส น าผลผลิตหลงั

การหมกัมากรองด้วยผา้ขาว  แยกเอาส่วนของเหลวมาท าการเหวี่ยงแยกด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง 

(Centrifuge) ดว้ยความเร็วรอบ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้น าผลผลิตของเหลวใสมา

วเิคราะห์หาปริมาณเอทานอลดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (Gas chromatography, GC) 

  3.4.4.2 การศึกษาปริมาณยีสต์ท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ขนมปัง

  น าผลผลิตหลงัการปรับสภาพและย่อยจากสภาวะท่ีเหมาะสมจากหัวขอ้ 3.4.3.1 

และ 3.4.3.2 มาท าการหมกัเอทานอล โดยน ามาเติมยีสต์ขนมปังท่ีร้อยละ 2-10 โดยมวล (ของ

น ้าหนกัยสีตต่์อแกนขา้วโพด) แลว้คนใหเ้ขา้กนั ปรับค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5 เติมก๊าซไนโตรเจนลง

ในขวดหมักเพื่อไล่อากาศออกและปิดจุก Air-lock ท าการหมักเป็นระยะเวลาท่ี เหมาะสม 

จากหัวข้อ 3.4.4.1 ในท่ีมืดโดยควบคุมอุณหภูมิด้วยอ่างควบคุมอุณหภูมิ (Oil bath) ท่ีอุณหภูมิ  
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30 องศาเซลเซียส น าผลผลิตหลงัการหมกัมากรองด้วยผา้ขาว  แยกเอาส่วนของเหลวมาท าการ

เหวี่ยงแยกด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ด้วยความเร็วรอบ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  

10 นาที แล้วน าผลผลิตของเหลวใสมาวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลด้วย เคร่ืองแก๊สโครมาโต- 

กราฟฟี (Gas chromatography, GC) 

  3.4.5 การทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ (Taguchi Method) ใน

การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบไม่มีการล้างน ้าหลังการปรับสภาพ

  3.4.5.1 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยวิธีของทากูชิ ในการศึกษาการปรับ

สภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

  น าแกนขา้วโพดท่ีบดละเอียดมาปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
ท่ีความเข้มข้น 2-2.5 โมลาร์ อัตราส่วนโดยมวลของแกนข้าวโพดต่อสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซดเ์ป็น 1 ต่อ 5 น าไปใหค้วามร้อนดว้ยอ่างน ้ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ (Oil Bath with 
Shaker) ท่ีอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 18 - 24 ชัว่โมง จากนั้นน าผลผลิตท่ีไดม้า
ยอ่ยต่อดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 1 โดยมวล โดยการปรับพีเอชสารละลายจนเป็น 
0.69  ดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 15 โมลาร์  (ท่ีพีเอชดงักล่าวสารละลายกรดซลัฟิวริกจะมีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 1 โดยมวล) ท าการยอ่ยแกนขา้วโพดโดยใหค้วามร้อนดว้ยอ่างน ้ามนัควบคุมอุณหภูมิ
แบบเขยา่ (Oil Bath with Shaker) ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน า
ผลผลิตไปวิ เคราะห์หาปริมาณน ้ าตาล รีดิวซ์และน ้ าตาลทั้ งหมดด้วยเค ร่ือง  UV-Visible 
Spectrophotometer 
  การออกแบบการทดลอง (Screening Experiments) และหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ย
ตารางมาตรฐานวธีิของทากชิู (Orthogonal Array) 2 ระดบั (The two-level factorial (2n) experiment) 
ส าหรับปัจจยัท่ีใช้ในการวางแผนการทดลองมี 3 ปัจจยั ประกอบด้วย ความเขม้ขน้ของโซเดียม   
ไฮดรอกไซด ์(C) อุณหภูมิ (T) และระยะเวลาในการปรับสภาพ (t) ซ่ึงแต่ละปัจจยัจะประกอบดว้ย 2 
ระดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 3-5 และ 3-6 
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ตารางท่ี 3-5 ระดบัของตวัแปรท่ีใชใ้นการทดลอง ส าหรับการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยโซเดียม  
ไฮดรอกไซด ์
 

Factor Level 1 Level 2 

C (M) 2 2.5 

T (°C) 50 60 

t (h) 18 24 

 
ตารางท่ี 3-6 แผนการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method ส าหรับ
การปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์
 

Exp. No. C T t 

1 1 1 1 
2 1 2 2 

3 2 1 2 

4 2 2 1 
 

  3.4.5.2 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ ในการศึกษาการย่อย

แกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 

  น าแกนข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ใน

สภาวะท่ีเหมาะสมจากหัวขอ้ 3.4.5.1 มาท าการย่อยดว้ยสารละลายกรดซัลฟิวริกท่ีมีความเขม้ขน้ 

ร้อยละ 0.5-1 โดยมวล โดยการปรับพีเอชสารละลายจนเป็น 0.69-0.99  ดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 

15 โมลาร์ (ท่ีพีเอชดงักล่าวสารละลายกรดซลัฟิวริกจะมีความเขม้ขน้ร้อยละ 1 และ 0.5 โดยมวล) ท า

การย่อยแกนข้าวโพดโดยให้ความร้อนด้วยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Oil Bath with 

Shaker) ท่ีอุณหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-4 ชั่วโมง จากนั้นน าผลผลิตไป

วเิคราะห์หาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์และน ้าตาลทั้งหมดดว้ยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer 
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  การออกแบบการทดลอง (Screening Experiments) และหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ย

ตารางมาตรฐานของวธีิทากชิู (Orthogonal Array) 2 ระดบั (The two-level factorial (2n) experiment) 

ส าหรับปัจจยัท่ีใชใ้นการวางแผนการทดลองมี 3 ปัจจยั ประกอบดว้ย ส าหรับปัจจยัท่ีใชใ้นการวาง

แผนการลองมี 3 ปัจจยั ประกอบดว้ย ความเขม้ขน้ (C) อุณหภูมิ (T) และระยะเวลา (t) ท่ีใช้ในการ

ยอ่ยแกนขา้วโพด  ซ่ึงแต่ละปัจจยัจะประกอบดว้ย 2 ระดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 3-7 และ 3-8 

ตารางท่ี 3-7 ระดบัของตวัแปรท่ีใชใ้นการทดลอง ส าหรับการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟิวริก 
 

Factor Level 1 Level 2 

C (%w) 0.5 1 

T (°C) 100 110 
t (h) 3 4 

 
ตารางท่ี 3-8 แผนการทดลอง Orthogonal Array L4 (23) ตามมาตรฐานของ Taguchi method ส าหรับ
การยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกรดซลัฟิวริก 
 

Exp. No. C T t 

1 1 1 1 

2 1 2 2 

3 2 1 2 

4 2 2 1 
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3.4.6 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล โดยใช้ผลผลิตที่ผ่าน

การปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบไม่มีการล้างน า้หลงัการปรับสภาพ 

  การออกแบบการทดลองการหมกัเอทานอลดว้ยยสีต ์2 ชนิด คือ ยสีตข์นมปัง และ 

ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YSC2 จากผลผลิตท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยด้วยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด์และสารละลายกรดซัลฟิวริก แบบไม่มีการล้างน ้ าหลังการปรับสภาพ 

ด าเนินการโดยใช้เทคนิคพื้นผิวผลตอบสนอง (Response Surface Methodology, RSM) โดยมีตวั

แปรท่ีศึกษา คือ ปริมาณยีสต์ ระยะเวลาในการหมกั และค่าเอชเร่ิมตน้ รายละเอียดของขั้นตอนใน

การออกแบบการทดลองแสดงดงัต่อไปน้ี 

1.ก าหนดตวัแปรท่ีจะศึกษาและช่วงของการทดลอง ไดแ้ก่ 

  1.1 ตวัแปรอิสระ (Independent variable) ประกอบดว้ย 3 ตวัแปร คือ ปริมาณยีสต์
ร้อยละ (X1) 2-8 โดยมวล  ระยะเวลาในการหมกั (X2) 48-144 ชั่วโมง และค่าพีเอชเร่ิมต้น (X3)  
4.0-6.0 
  1.2 ตวัแปรตาม (Response) คือ ปริมาณเอทานอล (ร้อยละโดยปริมาตร) 
  2. เลือกออกแบบสภาวะการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ซ่ึง
ก าหนดช่วงและระดบัของปัจจยัท่ีศึกษาดงัตารางท่ี 3-9 จากการออกแบบการทดลองท าใหไ้ดส้ภาวะ
การทดลองทั้งหมด 17 การทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 3-10 
 
ตารางท่ี 3-9 ช่วงการทดลองและระดบัทั้ง 3 ปัจจยั ท่ีท าการทดลองกระบวนการหมกัเอทานอล 

 

ตวัแปรอิสระ สัญลกัษณ์ ช่วงและระดบัของปัจจยั 
-1.68 -1 0 1 1.68 

ร้อยละยสีต ์(โดยมวล) X1 2 3.22 5 6.78 8 
ระยะเวลาในการหมกั (ชัว่โมง) X2 48 72 96 120 144 

พีเอชเร่ิมตน้ X3 4 4.5 5 5.5 6 
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ตาราง ท่ี  3-10 ผลการออกแบบการทดลอง ท่ี มีตัวแปรอิสระ  3 ตัวแปร ส าห รับ ศึกษา 

การหมกัเอทานอล 

การทดลอง 
ท่ี 

ร้อยละยสีต ์
(โดยมวล) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

พีเอชเร่ิมตน้ 
Response 

 
1 2.00 96 5.0  

 
 
 
 
 

ปริมาณ 
เอทานอล 
(ร้อยละโดย
ปริมาตร) 

2 3.22 72 4.5 
3 3.22 72 5.5 
4 3.22 120 4.5 
5 3.22 120 5.5 
6 5.00 48 5.0 
7 5.00 96 4.0 
8 5.00 96 5.0 
9 5.00 96 5.0 

10 5.00 96 5.0 
11 5.00 96 6.0 
12 5.00 144 5.0 
13 6.78 72 4.5 
14 6.78 72 5.5 
15 6.78 120 4.5 
16 6.78 120 5.5 
17 8.00 96 5.0 
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  วธีิการทดลอง 

น าแกนขา้วโพดท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยจากสภาวะท่ีเหมาะสมในหัวขอ้ท่ี 

3.4.5.1 และ 3.4.5.2 มาท าการหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ร้อยละ 2-8 โดยมวลของแกนขา้วโพดเร่ิมตน้ 

ค่าพีเอชเร่ิมต้นในช่วง 4-6 ระยะเวลาในการหมัก 48-144 ชั่วโมง  ในชุดขวดหมักขนาด 250 

มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเติมก๊าซไนโตรเจน (Nitrogen gas)  ลงในขวดหมกัเพื่อไล่อากาศออกและปิด

จุกด้วย Air-lock แสดงดังภาพประกอบท่ี 3-4 แล้วน าไปเก็บไวใ้นท่ีมืด ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30  

องศาเซลเซียส ดว้ย Oil bath  พร้อมทั้งเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 60 รอบต่อนาที  เม่ือครบก าหนดตาม

จ านวนชั่วโมงในการหมกั  น าน ้ าหมกัท่ีได้ไปหมุนเหวี่ยงด้วยเคร่ืองเหวี่ยงแยก (Centrifuge) ท่ี

ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าสารละลายใสไปวเิคราะห์ปริมาณเอทานอล

ดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (Gas chromatography, GC) 

 
 

ภาพประกอบท่ี 3-4 ชุดขวดหมกัเอทานอล (Air-locked Flask) 
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3.4.7 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วย

เอนไซม์ 

3.4.7.1 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพด

ดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-Amylase from Aspergillus oryzae) 

การออกแบบการทดลองการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลส ด าเนินการโดยใช้เทคนิคพื้นผิวผลตอบสนอง (Response Surface Methodology, 

RSM) โดยมีตัวแปรท่ีศึกษา คือ เวลา อุณหภูมิในการปรับสภาพและย่อย และร้อยละแอลฟา 

อะไมเลส รายละเอียดของขั้นตอนในการออกแบบการทดลองแสดงดงัต่อไปน้ี 

1. ก าหนดตวัแปรท่ีจะศึกษาและช่วงของการทดลอง ไดแ้ก่ 

  1.1 ตวัแปรอิสระ (Independent variable) ประกอบดว้ย 3 ตวัแปร คือ เวลาในการ
ปรับสภาพและย่อย (X1)  60-240 นาที อุณหภูมิในการปรับสภาพและย่อย (X2)   80-100  
องศาเซลเซียส  ร้อยละแอลฟาอะไมเลส (X3) 0.05-0.2 โดยมวล 
  1.2 ตวัแปรตาม (Response) คือ น ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร)  
   2. เลือกออกแบบสภาวะการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ซ่ึง
ก าหนดช่วงและระดับของปัจจยัท่ีศึกษาดงัตารางท่ี 3.11 จากการออกแบบการทดลองท าให้ได้
สภาวะการทดลองทั้งหมด 17 การทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 3.12 
 

ตารางท่ี 3-11 ช่วงการทดลองและระดบัทั้ง 3 ปัจจยั ท่ีท าการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ย

เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-Amylase from Aspergillus oryzae) 

 

ตวัแปรอิสระ สัญลกัษณ์ ช่วงและระดบัของปัจจยั 
-1.68 -1 0 1 1.68 

เวลา (นาที) X1 60 95 150 205 240 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) X2 80 85 90 95 100 
ร้อยละแอลฟาอะไมเลส  

(โดยมวล) 
X3 0.05 0.08 0.13 0.17 0.20 
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ตาราง ท่ี  3-12 ผลการออกแบบการทดลอง ท่ี มีตัวแปรอิสระ  3  ตัวแปร ส าห รับ ศึกษา 

การปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-Amylase from Aspergillus 

oryzae) 

การทดลอง 
ท่ี 

เวลา 
(นาที) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ร้อยละแอลฟาอะไมเลส 
(โดยมวล) 

Response 
 

1 60 90 0.13  
 
 
 
 
 

ปริมาณ 
น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

2 95 85 0.08 
3 95 85 0.17 
4 95 95 0.08 
5 95 95 0.17 
6 150 90 0.05 
7 150 80 0.13 
8 150 90 0.13 
9 150 90 0.13 

10 150 90 0.13 
11 150 90 0.20 
12 150 100 0.13 
13 205 85 0.08 
14 205 85 0.17 
15 205 95 0.08 
16 205 95 0.17 
17 240 90 0.13 

 

   

 

 



42 
 

  วธีิการทดลอง 

  น าแกนขา้วโพดหัน่เป็นช้ินเล็กๆ จากนั้นบดแกนขา้วโพดใหล้ะเอียดจนมีขนาดไม่

เ กิน 2 มิลลิ เมตร ด้วย เค ร่ืองป่ัน Moulinex  ชั่งแกนข้าวโพดบด 20 กรัม ลงในขวดขนาด  

250 มิลลิลิตร เติมน ้าปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ปรับความเป็นกรดด่างให้เท่ากบั 6.0  แลว้เติมเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลส ( α-Amylase from  Aspergillus oryzae)  ร้อยละ 0.05-0.2 โดยมวลต่อแกน

ขา้วโพดเร่ิมตน้  น าไปให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ (Oil Bath with Shaker) 

เป็นเวลา 60-240 นาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 80-100 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 80 

รอบต่อนาที  จากนั้นวางไวใ้ห้เยน็จนเป็นอุณหภูมิห้อง แลว้วิเคราะห์หาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และ

น ้าตาลทั้งหมดดว้ยเคร่ือง UV - Visible Spectrometer   
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3.4.7.2 ศึกษาการยอ่ยผลผลิตหลงัการปรับสภาพดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส   
  การออกแบบการทดลองการย่อยวตัถุดิบท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยด้วย

เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสโดยใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลส (Amyloglucosidase  from Aspergillus  

niger)  ด าเนินการโดยใชเ้ทคนิคพื้นผิวผลตอบสนอง (Response Surface Methodology, RSM) โดย

มีตัวแปรท่ีศึกษา คือ เวลาในการย่อย อุณหภูมิในการย่อย และร้อยละกลูโคอะไมเลส ซ่ึงมี

รายละเอียดของขั้นตอนการด าเนินการดงัต่อไปน้ี 

  1.ก าหนดตวัแปรท่ีจะศึกษาและช่วงของการทดลอง ไดแ้ก่ 

  1.1 ตวัแปรอิสระ (Independent variable) ประกอบดว้ย 3 ตวัแปร คือ ระยะเวลาใน

การย่อย  (X1)  240-480 นาที อุณหภู มิในการย่อย  (X2)  50-70 องศาเซลเซียส  และร้อยละ 

กลูโคอะไมเลส (X3) 0.05-0.20 โดยมวล  

  1.2 ตวัแปรตาม (Response) คือ ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร)  

  2. เลือกออกแบบสภาวะการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ซ่ึง

ก าหนดช่วงและระดบัของปัจจยัท่ีศึกษาดงัตารางท่ี 3-13 จากการออกแบบการทดลองท าให้ได้

สภาวะการทดลองทั้งหมด 17 การทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 3-14  

 

ตารางท่ี 3-13 ช่วงการทดลองและระดบัทั้ง 3 ปัจจยั ท่ีท าการทดลองกระบวนการยอ่ยแกนขา้วโพด

โดยใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Amyloglucosidase  from Aspergillus  niger) 

 

ตวัแปรอิสระ สัญลกัษณ์ ช่วงและระดบัของปัจจยั 
-1.68 -1 0 1 1.68 

เวลา (นาที) X1 240 290 360 430 480 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) X2 60 55 60 65 70 

ร้อยละกลูโคอะไมเลส (โดยมวล) X3 0.05 0.08 0.13 0.17 0.20 
 

 



44 
 

ตารางท่ี 3-14 ผลการออกแบบการทดลองท่ีมีตวัแปรอิสระ 3 ตวัแปร ส าหรับศึกษาการย่อยแกน

ขา้วโพดโดยใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Amyloglucosidase  from Aspergillus  niger)   

การทดลอง 
ท่ี 

เวลา 
(นาที) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ร้อยละ 
กลูโคอะไมเลส 
(โดยมวล) 

Response 
 

1 240 60 0.13  
 
 
 
 
 

ปริมาณ 
น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

2 290 55 0.08 
3 290 55 0.17 
4 290 65 0.17 
5 290 65 0.08 
6 360 50 0.13 
7 360 60 0.05 
8 360 60 0.13 
9 360 60 0.13 

10 360 60 0.13 
11 360 60 0.20 
12 360 70 0.13 
13 430 55 0.17 
14 430 55 0.08 
15 430 65 0.08 
16 430 65 0.17 
17 480.00 60 0.13 
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  วธีิการทดลอง 

น าแกนขา้วโพดท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-Amylase 
from Aspergillus oryzae) ท่ีไดจ้ากสภาวะท่ีเหมาะสมในกิจกรรมท่ี 3.4.7.1 มาปรับความเป็นพีเอช
ให้เท่ากบั 4.5 แลว้เติมเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Amyloglucosidase  from Aspergillus  niger) ร้อยละ 
0.05-0.2 โดยมวลต่อแกนขา้วโพดเร่ิมตน้ น าไปให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ ามนัควบคุมอุณหภูมิแบบ
เขย่า (Oil Bath with Shaker) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50-70 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งเขย่าดว้ยความเร็ว
รอบ 80 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 240-480 นาที จากนั้นวางไวใ้ห้เย็นจนเป็นอุณหภูมิห้อง แล้ว
วเิคราะห์หาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์และน ้าตาลทั้งหมดดว้ยเคร่ือง UV - Visible Spectrometer   
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  3.4.8 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล โดยใช้ผลผลิตที่ผ่านการ

ปรับสภาพและย่อยด้วยเอนไซม์ 

  การออกแบบการทดลองการหมกัเอทานอลดว้ยยสีต ์2 ชนิด คือ ยีสตข์นมปัง และ 

ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YSC2 โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยด้วยเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์กลูโคอะไมเลส ด าเนินการโดยใช้เทคนิคพื้นผิวผลตอบสนอง 

(Response Surface Methodology, RSM) โดยมีตวัแปรท่ีศึกษา คือ ปริมาณยีสต์ ระยะเวลาในการ

หมกั และค่าพีเอชเร่ิมตน้ รายละเอียดของขั้นตอนในการออกแบบการทดลองแสดงดงัต่อไปน้ี 

1.ก าหนดตวัแปรท่ีจะศึกษาและช่วงของการทดลอง ไดแ้ก่ 

  1.1 ตวัแปรอิสระ (Independent variable) ประกอบดว้ย 3 ตวัแปร คือ ปริมาณยีสต์
ร้อยละ (X1) 2-8 โดยมวล ระยะเวลาในการหมกั (X2) 48-144 ชั่วโมง และค่าพีเอชเร่ิมต้น (X3)  
4.0-6.0 
  1.2 ตวัแปรตาม (Response) คือ ปริมาณเอทานอล (ร้อยละโดยปริมาตร) 
  2. เลือกออกแบบสภาวะการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ซ่ึง
ก าหนดช่วงและระดับของปัจจยัท่ีศึกษาดังตารางท่ี 3-15 จากการออกแบบการทดลองท าให้ได้
สภาวะการทดลองทั้งหมด 17 การทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 3-16  
 
ตารางท่ี  3-15 ช่วงการทดลองและระดับทั้ ง  3 ปัจจัย  ท่ีท าการทดลองกระบวนการหมัก 

เอทานอล 

 

ตวัแปรอิสระ สัญลกัษณ์ ช่วงและระดบัของปัจจยั 
-1.68 -1 0 1 1.68 

ร้อยละยสีต ์(โดยมวล) X1 2 3.22 5 6.78 8 
ระยะเวลาในการหมกั (ชัว่โมง) X2 48 72 96 120 144 

พีเอชเร่ิมตน้ X3 4 4.5 5 5.5 6 
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ตาราง ท่ี  3-16 ผลการออกแบบการทดลอง ท่ี มีตัวแปรอิสระ  3 ตัวแปร ส าห รับ ศึกษา 

การหมกัเอทานอล 

การทดลอง 
ท่ี 

ร้อยละยสีต ์
(โดยมวล) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

พีเอชเร่ิมตน้ 
Response 

 
1 2.00 96 5.0  

 
 
 
 
 

ปริมาณ 
เอทานอล 
(ร้อยละโดย
ปริมาตร) 

2 3.22 72 4.5 
3 3.22 72 5.5 
4 3.22 120 4.5 
5 3.22 120 5.5 
6 5.00 48 5.0 
7 5.00 96 4.0 
8 5.00 96 5.0 
9 5.00 96 5.0 

10 5.00 96 5.0 
11 5.00 96 6.0 
12 5.00 144 5.0 
13 6.78 72 4.5 
14 6.78 72 5.5 
15 6.78 120 4.5 
16 6.78 120 5.5 
17 8.00 96 5.0 
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  วธีิการทดลอง 

น าแกนขา้วโพดท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยจากสภาวะท่ีเหมาะสมในหัวขอ้ท่ี 

3.4.7.1 และ 3.4.7.2 มาท าการหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ร้อยละ 2-8 โดยมวลของแกนขา้วโพดเร่ิมตน้  

ค่าพีเอชเร่ิมต้นในช่วง 4-6  ระยะเวลาในการหมัก 48-144 ชั่วโมง  ในชุดขวดหมกัขนาด 250 

มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเติมก๊าซไนโตรเจน (Nitrogen gas)  ลงในขวดหมกัเพื่อไล่อากาศออกและปิด

จุกด้วย  Air-lock แล้วน าไปเก็บไว้ในท่ี มืด  ควบคุมอุณหภู มิ ท่ี  30 องศาเซลเซียส  ด้วย  

Oil bath  พร้อมทั้งเขย่าด้วยความเร็วรอบ 60 รอบต่อนาที  เม่ือครบก าหนดตามจ านวนชัว่โมงใน 

การหมกัน าน ้ าหมกัท่ีไดไ้ปหมุนเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองเหวี่ยงแยก (Centrifuge) ท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าสารละลายใสไปวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเคร่ืองแก๊ส 

โครมาโตกราฟฟี (Gas chromatography, GC) 

 

ภาพประกอบท่ี 3-5 การหมกัเอทานอลในท่ีมืด 

3.4.9 การประมาณต้นทุนการผลิตเอทานอลด้วยวิธีการผลิตแบบต่างๆ และการ

เปรียบเทยีบข้อดี-ข้อเสียแต่ละกระบวนการผลติ 

น ารายละเอียดแต่ละกระบวนการมาเปรียบเทียบกระบวนการผลิตโดยค านึงถึง

ตน้ทุนการผลิต และเปรียบเทียบขอ้ดี-ขอ้เสียแต่ละกระบวนการ 
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บทที ่4 
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

4.1 องค์ประกอบในแกนข้าวโพด 

จากการศึกษาองคป์ระกอบวตัถุดิบแกนขา้วโพด ดว้ยวิธีตามมาตรฐานของ AOAC 

ผลท่ีได้แสดงดงัตารางท่ี 4-1 จะเห็นได้ว่าแกนขา้วโพดมีองค์ประกอบท่ีสามารถใช้ในการหมกั 

เอทานอล ดงัน้ี ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดร้อยละ 22.76 โดยมวล และมีปริมาณของเส้นใย 

ร้อยละ 7.11 โดยมวล ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  (Miller, 1959) 1.68 กรัมต่อลิตร จะเห็นได้ว่า 

แกนข้าวโพดเป็นวัตถุดิบเหลือทิ้งทางการเกษตรอีกทางเลือกหน่ึงท่ีสามารถน ามาใช้เป็น 

วตัถุดิบในการผลิตเอทานอล 

ตารางท่ี 4-1 องคป์ระกอบของแกนขา้วโพด 
 

องค์ประกอบ วธีิทดสอบ 
ผลการทดสอบ  

(ร้อยละโดยมวล) 
โปรตีน AOAC 1.17  
ไขมนั AOAC 0.15  
ความช้ืน AOAC 75.48 
เถา้ AOAC 0.44  

เส้นใย AOAC 7.11  
แป้ง  

(Total Carbohydrate) 
Calculation 22.76 

น ้าตาลรีดิวซ์ Miller, 1959 1.68 กรัมต่อลิตร 
น ้าตาลทั้งหมด Modified Phenol Sulfuric Method 3.71 กรัมต่อลิตร 

พลงังาน  Calculation 97.07 kcal 
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4.2 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบล้างน ้าให้เป็นกลางก่อนท า 

การย่อยด้วยสารละลายกรด 

4.2.1 ผลการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

 

ภาพประกอบท่ี 4-1 ปริมาณผลผลิตน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ความเขม้ขน้ต่างๆ 

จากภาพประกอบท่ี 4-1 จะเห็นได้ว่าเม่ือใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ี 

ความเข้มข้นเพิ่มข้ึน จะให้ผลผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ ท่ีมีแนวโน้มเพิ่ม ข้ึนด้วย ท่ีสภาวะการใช ้

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

เน่ืองจากได้ค่าน ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากบั 0.093  กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีค่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 

การใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2.5 โมลาร์ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส คือ 0.093  

กรัมต่อลิตร แต่เน่ืองด้วยท่ีสภาวะอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จะเป็นสภาวะท่ีประหยดัพลงังาน  

 จึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
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4.2.2 ผลการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแกนขา้วโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 

ปัจจยัท่ีศึกษา คือ ความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซัลฟิวริก อุณหภูมิ และระยะเวลาในการย่อย  

โดยก าหนดให้ท าการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสภาวะท่ีเหมาะสมจากหัวขอ้ 4.2.1 คือ ท่ีความ

เขม้ขน้ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ไดผ้ลการทดลอง

ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 4-2 ถึง 4-5 

 

ภาพประกอบท่ี 4-2 ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลาย 

กรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  

เป็นระยะเวลา 1-6 ชัว่โมง 
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ภาพประกอบท่ี 4-3 ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลาย 

กรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  

เป็นระยะเวลา 1-6 ชัว่โมง 

 

ภาพประกอบท่ี 4-4 ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลาย 

กรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  

เป็นระยะเวลา 1-6 ชัว่โมง 
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ภาพประกอบท่ี 4-5 ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลาย 

กรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส  

เป็นระยะเวลา 1-6 ชัว่โมง 

 

ภาพประกอบท่ี 4-6 แสดงปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรด

ซลัฟิวริกความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 90-120 องศาเซลเซียส  

เป็นระยะเวลา 1-6 ชัว่โมง 
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จากการทดลองการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลาย

กรดซลัฟิวริก พบวา่สารละลายกรดซลัฟิวริกท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5 โดยมวล ของการด าเนินการ

ทุกๆ อุณหภูมิ จะให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มากกว่าท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆ ดงันั้นจึงเปรียบเทียบเฉพาะ

ความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.5 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิต่างๆ ดงัภาพประกอบท่ี  

4-6 จะเห็นได้ว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 

ควรด าเนินการท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง สามารถผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ได ้1.537 

กรัมต่อลิตร 

 

4.3 การทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ (Taguchi Method) ในการศึกษาการปรับ

สภาพแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบล้างน า้ให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยด้วยสารละลายกรด 

4.3.1 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยวธีิของทากชิู ในการศึกษาการปรับ

สภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

 เร่ิมจากก าหนดปัจจยัตวัแปรท่ีตอ้งการศึกษา จากนั้นท าตารางออกแบบสภาวะ  

การทดลองส าหรับท าการปรับสภาพแกนขา้วโพด โดยระดบัและค่าของปัจจยัท่ีใชใ้นการออกแบบ

การทดลองไดม้าจากการวเิคราะห์ผลของแนวโนม้การศึกษาปัจจยัต่างๆ ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 

4-1 และตารางท่ี ข-7 ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4-2 

ก าหนดให้ C  = ความเขม้ขน้ของโซเดียมไฮดรอกไซด์  

         (ระดบัของตวัแปร: 1 = 2 โมลาร์ และ 2 = 2.5 โมลาร์) 

 T = อุณหภูมิในการปรับสภาพ  

         (ระดบัของตวัแปร: 1 = 50 องศาเซลเซียส และ 2 = 60 องศาเซลเซียส) 

  t = ระยะเวลาในการปรับสภาพ  

       (ระดบัของตวัแปร: 1 = 10 ชัว่โมง และ 2 = 24 ชัว่โมง) 
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ตารางท่ี 4-2 ผลการทดลองดว้ยมาตรฐานของทากชิู (Orthogonal Array) L4 (23) เพื่อหาสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
 

การ

ทดลองท่ี 

ความเขม้ขน้ 

(โมลาร์) 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์  

(กรัมต่อลิตร) 

1 2 50 10 0.954 

2 2 60 24 0.848 

3 2.5 50 24 1.236 

4 2.5 60 10 1.272 

 
พบว่าสภาวะท่ีท าให้ได้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงท่ีสุด คือ การปรับสภาพด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเข้มข้น 2.5 โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็น
ระยะเวลา 10 ชัว่โมง ไดผ้ลผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ 1.272 กรัมต่อลิตร ส าหรับการวิเคราะห์ผลการทดลอง
การปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ตามมาตรฐานของทากูชิ แสดงดงั
ตารางท่ี 4-3 ซ่ึงคอลมัน์ท่ี 2 จะศึกษาถึงผลของแต่ละปัจจยัท่ีมีต่อการปรับสภาพ ส าหรับคอลมัน์ท่ี 3 
จะแสดงถึงปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัท่ีมีต่อกระบวนการปรับสภาพ  ส าหรับวิธีการค านวณผลของ
แต่ละปัจจยัมีรายละเอียดดงัน้ี 
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ตารางท่ี 4-3 การวิเคราะห์ปัจจยัตามมาตรฐานของทากูชิ   จากการปรับสภาพแกนขา้วโพดด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
 

No. C T t 
C 
x 
T 

C 
x 
t 

T 
x 
t 

Response 
901.0

2

21
1 




yy
C  

254.1
2

43

2 



yy

C  

1 1 1 1 1 1 1 y1= 0.954 095.1
2

31

1 



yy

T  

2 1 2 2 2 2 1 y2= 0.848 060.1
2

42
2 




yy
T  

3 2 1 2 2 1 2 y3= 1.236 113.1
2

41
1 




yy
t  

4 2 2 1 1 2 2 y4= 1.272 042.1
2

32
2 




yy
t  

 
 

113.1
2

41
1 




yy
CxT  095.1

2

31

1 



yy

Cxt  901.0
2

21
1 




yy
Txt  

042.1
2

32

2 



yy

CxT  060.1
2

42
2 




yy
Cxt  254.1

2

43

2 



yy

Txt  

ผลของ 354.086.030.121  CCC  

ผลของ 035.006.110.121  TTT  

ผลของ 071.013.103.121  ttt  

ผลของ 071.013.103.121  CxTCxTCxT  

ผลของ 035.006.110.121  CxtCxtCxt  

ผลของ 354.086.030.121  TxtTxtTxt  
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จากการวิเคราะห์ผลของปัจจยัส าคญัในการปรับสภาพด้วยตารางมาตรฐานของ 

ทากชิู พบวา่ปัจจยัของความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (C) มีผลต่อการปรับสภาพ

แกนขา้วโพดมากท่ีสุด คือ การเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(C) จะมีผลต่อ

การปรับสภาพแกนขา้วโพดมากกวา่การเพิ่มปัจจยัของอุณหภูมิ (T) และระยะเวลาในการปรับสภาพ 

(t) ส าหรับปฏิสัมพนัธ์ของปัจจยัทั้งสาม พบว่าปฏิสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัของอุณหภูมิ (T) และ

ระยะเวลาในการปรับสภาพ (t)  มีผลเก้ือหนุนต่อกนัมากท่ีสุด  

4.3.2 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยวธีิของทากชิู ในการศึกษาการยอ่ยแกน

ขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 

เร่ิมจากก าหนดปัจจยัตวัแปรท่ีตอ้งการศึกษา จากนั้นท าตารางออกแบบสภาวะการ

ทดลองส าหรับท าการยอ่ยแกนขา้วโพด โดยระดบัและค่าของปัจจยัท่ีใชใ้นการออกแบบการทดลอง

ไดม้าจากการวเิคราะห์ผลของแนวโนม้การศึกษาปัจจยัต่างๆ ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 4-2 ถึง 4-6 

ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4-4  

ก าหนดให้      

   C  = ความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซลัฟิวริก  

           (ระดบัของตวัแปร: 1 = ร้อยละ 0.5 โดยมวล และ 2 = ร้อยละ 1 โดยมวล) 

  T = อุณหภูมิในการยอ่ย  

          (ระดบัของตวัแปร: 1 = 100 องศาเซลเซียส และ  2 = 110 องศาเซลเซียส) 

   t =  ระยะเวลาในการปรับสภาพ  

          (ระดบัของตวัแปร: 1 = 3 ชัว่โมง และ 2 = 4 ชัว่โมง) 
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ตารางท่ี 4-4 ผลการทดลองด้วยมาตรฐานของทากูชิ (Orthogonal Array) L4 (23) เพื่อหาสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 
 

การ
ทดลอง

ท่ี 

ความเขม้ขน้ 
(ร้อยละโดยมวล) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์  
(กรัมต่อลิตร) 

1 0.5 100 3 1.659 
2 0.5 110 4 0.981 
3 1 100 4 1.183 
4 1 110 3 1.121 

   

พบว่าปัจจยัท่ีท าให้ได้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงท่ีสุด คือ การย่อยด้วยสารละลาย
กรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.5 โดยมวล  ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง  ได้
ผลผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ 1.659 กรัมต่อลิตร  ส าหรับการวิเคราะห์ผลการทดลองการย่อยแกนขา้วโพด
ดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกตามมาตรฐานของทากูชิ แสดงดงัตารางท่ี 4-5 ซ่ึงคอลมัน์ท่ี 2 จะศึกษา
ถึงผลของแต่ละปัจจยัท่ีมีต่อกระบวนการย่อย ส าหรับคอลมัน์ท่ี 3 จะแสดงถึงปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง
ปัจจยัท่ีมีต่อกระบวนการยอ่ย  ส าหรับวธีิการค านวณผลของแต่ละปัจจยัมีรายละเอียดดงัน้ี 

 
ตารางท่ี 4-5 การวิเคราะห์ปัจจยัตามมาตรฐานของทากูชิ   จากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลาย 
กรดซลัฟิวริก 
 

No. C T t 
C 
x 
T 

C 
x 
t 

T 
x 
t 

Response 
320.1

2

21
1 




yy
C  

152.1
2

43

2 



yy

C  

1 1 1 1 1 1 1 y1= 1.659 421.1
2

31

1 



yy

T  

2 1 2 2 2 2 1 y2= 0.981 051.1
2

42
2 




yy
T  

3 2 1 2 2 1 2 y3= 1.183 390.1
2

41
1 




yy
t  

4 2 2 1 1 2 2 y4= 1.121 082.1
2

32

2 



yy

t  
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390.1
2

41
1 




yy
CxT  421.1

2

31

1 



yy

Cxt  320.1
2

21
1 




yy
Txt  

082.1
2

32

2 



yy

CxT  051.1
2

42
2 




yy
Cxt  152.1

2

43

2 



yy

Txt  

ผลของ 168.015.132.121  CCC  

ผลของ 370.005.142.121  TTT  

ผลของ 308.008.139.121  ttt  

ผลของ 308.008.139.121  CxTCxTCxT  

ผลของ 370.005.142.121  CxtCxtCxt  

ผลของ 168.015.132.121  TxtTxtTxt  

จากการวิเคราะห์ผลด้วยตารางมาตรฐานของทากูชิ  พบว่าปัจจยัของอุณหภูมิใน

การยอ่ย (T) มีผลต่อการยอ่ยแกนขา้วโพดมากท่ีสุด คือ การเพิ่มหรือลดอุณหภูมิ (T) จะมีผลต่อการ

ยอ่ยแกนขา้วโพดมากกว่าการเพิ่มหรือลดปัจจยัของความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซลัฟิวริก (C) 

และระยะเวลาในการยอ่ย (t) ส าหรับปฏิสัมพนัธ์ของปัจจยัทั้งสาม พบวา่ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยั

ของความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซลัฟิวริก (C) และระยะเวลาในการยอ่ย (t) มีผลเก้ือหนุนต่อกนั

มากท่ีสุด นอกจากน้ีปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซลัฟิวริกท่ีใช้ในการยอ่ย 

(C) และ อุณหภูมิในการยอ่ย (T)  ยงัมีผลเก้ือหนุนต่อกนัมากเช่นกนั 
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4.4 การหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปัง โดยใช้ผลผลิตหลังการปรับสภาพและย่อยด้วยสารเคมี    

แบบล้างน า้ให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยด้วยสารละลายกรด 

4.4.1 ผลของเวลาในการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง 

น าวตัถุดิบท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยมาท าการศึกษาการหมกัเอทานอลด้วย

ยสีตข์นมปัง ปัจจยัท่ีศึกษา คือ ระยะเวลาในการหมกัเอทานอล (48-120 ชัว่โมง) จากนั้นน าน ้ าหมกั

ท่ีได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (GC) ผลท่ีได้แสดงดัง

ภาพประกอบท่ี 4-7 จะเห็นไดว้า่เอทานอลจะมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนในช่วงแรก (จ านวนชัว่โมงในการ

หมกั 24-96 ชัว่โมง) และจะลดลงเม่ือจ านวนชัว่โมงในการหมกัเพิ่มข้ึน เน่ืองจากสารอาหารของ

ยีสต์เร่ิมหมดไปและเกิดสภาวะการสะสมของเอทานอล ท าให้อตัราการผลิตเอทานอลของยีสต์

ลดลง 

 

ภาพประกอบท่ี 4-7 ผลการศึกษาระยะเวลาในการหมกัเอทานอล 48-120 ชัว่โมง  

ดว้ยยสีตข์นมปังร้อยละ 3 โดยมวล พีเอชเร่ิมตน้ 5 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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4.4.2 ผลการศึกษาปริมาณยสีตท่ี์เหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง 

 

ภาพประกอบท่ี 4-8 ผลการศึกษาร้อยละยสีตข์นมปัง 2-10 โดยมวล 
ในการหมกัเอทานอล เป็นเวลา 96 ชัว่โมง พีเอชเร่ิมตน้ 5 

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 

ภาพประกอบท่ี 4-8 พบวา่ยสีตข์นมปังร้อยละ 2 โดยมวล จนถึงร้อยละ 8 โดยมวล 

ผลผลิตเอทานอลมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนในช่วงแรก และเร่ิมคงท่ีหลงัจากใช้ยีสต์ขนมปังร้อยละ 8-10 

โดยมวล ดงันั้นปริมาณยีสตข์นมปังท่ีเหมาะสมส าหรับการการหมกัเอทานอลควรใช้ยีสต์ขนมปัง

ร้อยละ 8 โดยมวล หากใชน้อ้ยเกินไปจะส่งผลใหไ้ดผ้ลผลิตเอทานอลนอ้ยมาก ไม่คุม้ค่า 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการผลิตเอทานอลจากแกนขา้วโพดให้ผลผลิต 

เอทานอลในปริมาณนอ้ย เน่ืองจากมีการสูญเสียน ้ าตาลไปกบัน ้าลา้งหลงัการปรับสภาพให้เป็นกลาง

ในขั้นตอนการปรับสภาพ ดังนั้นจึงมีการปรับปรุงขั้นตอนการทดลองโดยการเติมสารละลาย 

กรดซลัฟิวริกเพื่อปรับใหเ้ป็นกลางแทนการลา้งน ้าและเติมสารละลายกรดจนไดพ้ีเอชตามท่ีตอ้งการ

ก่อนท าการยอ่ย 
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4.5 การทดลองหาสภาวะที่ เหมาะสมด้วยวิ ธีของทากู ชิ  (Taguchi Method) ในการศึกษา 

การปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบไม่มีการล้างน า้หลงัการปรับสภาพ 

4.5.1 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ  ในการศึกษาการ 

ปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  แบบไม่มีการล้างน ้ าหลังการ 

ปรับสภาพ 

เร่ิมจากก าหนดปัจจยัตวัแปรท่ีตอ้งการศึกษา จากนั้นท าตารางออกแบบสภาวะ 

การทดลองส าหรับท าการปรับสภาพแกนขา้วโพด โดยระดบัและค่าของปัจจยัท่ีใชใ้นการออกแบบ

การทดลองไดม้าจากการวิเคราะห์ผลของแนวโนม้การศึกษาปัจจยัต่างๆ ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 

4-1 และตารางท่ี ข-12 ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4-6  

ก าหนดให้ C  = ความเขม้ขน้ของโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 

                  (ระดบัของตวัแปร: 1 = 2 โมลาร์ และ 2 = 2.5 โมลาร์) 

  T =  อุณหภูมิในการปรับสภาพ  

                       (ระดบัของตวัแปร: 1 = 50 องศาเซลเซียส และ 2 = 60 องศาเซลเซียส) 

   t =   ระยะเวลาในการปรับสภาพ  

                                   (ระดบัของตวัแปร: 1 = 18 ชัว่โมง และ 2 = 24 ชัว่โมง) 

 

ตารางท่ี 4-6 ผลการทดลองด้วยมาตรฐานของทากูชิ (Orthogonal Array) L4 (23) เพื่อหาสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์
 

การ
ทดลองท่ี 

ความเขม้ขน้ 
(โมลาร์) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ 
 (กรัมต่อลิตร) 

1 2 50 18 9.542 
2 2 60 24 10.704 
3 2.5 50 24 11.098 
4 2.5 60 18 11.627 
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พบว่าปัจจัยท่ีท าให้ได้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงท่ีสุด คือ การปรับสภาพด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเข้มข้น 2.5 โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็น
ระยะเวลา 18 ชั่วโมง ได้ผลผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ 11.627 กรัมต่อลิตร ส าหรับการวิเคราะห์ผลการ
ทดลองการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ตามมาตรฐานของทากูชิ 
แสดงดงัตารางท่ี 4-7 ซ่ึงคอลมัน์ท่ี 2 จะศึกษาถึงผลของแต่ละปัจจยัท่ีมีต่อการปรับสภาพ ส าหรับ
คอลมัน์ท่ี 3 จะแสดงถึงปฏิสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัท่ีมีต่อกระบวนการปรับสภาพ  ส าหรับวิธีการ
ค านวณผลของแต่ละปัจจยัมีรายละเอียดดงัน้ี 

 
ตารางท่ี 4-7 การวิเคราะห์ปัจจยัตามมาตรฐานของทากูชิ   จากการปรับสภาพแกนขา้วโพดด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
 

No. C T t 
C 
x 
T 

C 
x 
t 

T 
x 
t 

Response 
10.123

2

21
1 




yy
C  

11.363
2

43

2 



yy

C  

1 1 1 1 1 1 1 y1= 9.542 10.320
2

31

1 



yy

T  

2 1 2 2 2 2 1 y2= 10.704 11.166
2

42
2 




yy
T  

3 2 1 2 2 1 2 y3= 11.098 10.585
2

41
1 




yy
t  

4 2 2 1 1 2 2 y4= 11.627 10.901
2

32
2 




yy
t  

 

10.585
2

41
1 




yy
CxT  10.320

2

31

1 



yy

Cxt  10.123
2

21
1 




yy
Txt  

10.901
2

32

2 



yy

CxT  11.166
2

42
2 




yy
Cxt  11.363

2

43

2 



yy

Txt  

ผลของ 1.24086.030.121  CCC  

ผลของ 0.84606.110.121  TTT  

ผลของ 0.31613.103.121  ttt  
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ผลของ 0.31613.103.121  CxTCxTCxT  

ผลของ 0.84606.110.121  CxtCxtCxt  

ผลของ 1.24086.030.121  TxtTxtTxt  

จากการวิเคราะห์ผลดว้ยตารางมาตรฐานของทากูชิ พบวา่ปัจจยัของความเขม้ขน้

ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (C) มีผลต่อการปรับสภาพแกนขา้วโพดมากท่ีสุด คือ การเพิ่ม

ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (C) จะมีผลต่อการปรับสภาพแกนข้าวโพด

มากกวา่การเพิ่มปัจจยัของอุณหภูมิ (T) และระยะเวลาในการปรับสภาพ (t) ส าหรับปฏิสัมพนัธ์ของ

ปัจจยัทั้งสาม พบวา่ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัของอุณหภูมิ (T) และระยะเวลาในการปรับสภาพ (t)  

มีผลเก้ือหนุนต่อกนัมากท่ีสุด 

จากผลการทดลองการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด์ แบบไม่มีการลา้งน ้ าหลงัการปรับสภาพ พบว่าสามารถผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ไดม้ากกว่า

แบบลา้งน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยดว้ยสารละลายกรด จึงเลือกใช้วิธีการดงักล่าวในขั้นตอน

การยอ่ยและการหมกัเอทานอล 

4.5.2 การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยวิธีของทากูชิ ในการศึกษาการย่อย 

แกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงัการปรับสภาพ 

เร่ิมจากก าหนดปัจจยัตวัแปรท่ีตอ้งการศึกษา จากนั้นท าตารางออกแบบสภาวะการ

ทดลองส าหรับท าการยอ่ยแกนขา้วโพด โดยระดบัและค่าของปัจจยัท่ีใชใ้นการออกแบบการทดลอง

ไดม้าจากการวเิคราะห์ผลของแนวโนม้การศึกษาปัจจยัต่างๆ ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 4-2 ถึง 4-6 

ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4-8  
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ก าหนดให้ C  = ความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซลัฟิวริก  

           (ระดบัของตวัแปร: 1 = ร้อยละ 0.5 โดยมวล และ 2 = ร้อยละ 1 โดยมวล) 

  T =  อุณหภูมิในการยอ่ย  

           (ระดบัของตวัแปร: 1 = 100 องศาเซลเซียส และ  2 = 110 องศาเซลเซียส) 

   t =   ระยะเวลาในการปรับสภาพ  

           (ระดบัของตวัแปร: 1 = 3 ชัว่โมง และ 2 = 4 ชัว่โมง) 

 
ตารางท่ี 4-8 ผลการทดลองด้วยมาตรฐานของทากูชิ (Orthogonal Array) L4 (23) เพื่อหาสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 
 

การทดลอง
ท่ี 

ความเขม้ขน้ 
(ร้อยละโดยมวล) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์  
(กรัมต่อลิตร) 

1 0.5 100 3 12.420 
2 0.5 110 4 9.644 
3 1 100 4 10.460 
4 1 110 3 9.622 

   
พบว่าปัจจยัท่ีท าให้ได้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงท่ีสุด คือ การย่อยด้วยสารละลาย

กรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.5 โดยมวล  ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง  ได้
ผลผลิตน ้าตาลรีดิวซ์ 12.420 กรัมต่อลิตร  ส าหรับการวิเคราะห์ผลการทดลองการยอ่ยแกนขา้วโพด
ดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกตามมาตรฐานของทากชิู แสดงดงัตารางท่ี 4-9 ซ่ึงคอลมัน์ท่ี 2 จะศึกษา
ถึงผลของแต่ละปัจจยัท่ีมีต่อกระบวนการย่อย ส าหรับคอลมัน์ท่ี 3 จะแสดงถึงปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง
ปัจจยัท่ีมีต่อกระบวนการยอ่ย  ส าหรับวธีิการค านวณผลของแต่ละปัจจยัมีรายละเอียดดงัน้ี 
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ตารางท่ี 4-9 การวิเคราะห์ตารางมาตรฐานของทากูชิ  จากการย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารละลาย 
กรดซลัฟิวริก 
 

No. C T t 
C 
x 
T 

C 
x 
t 

T 
x 
t 

Response 
11.032

2

21
1 




yy
C  

10.041
2

43
2 




yy
C  

1 1 1 1 1 1 1 y1= 12.420 11.440
2

31
1 




yy
T  

2 1 2 2 2 2 1 y2= 9.644 9.633
2

42
2 




yy
T  

3 2 1 2 2 1 2 y3= 10.460 11.021
2

41
1 




yy
t  

4 2 2 1 1 2 2 y4= 9.622 10.052
2

32
2 




yy
t  

 

11.021
2

41
1 




yy
CxT  11.440

2

31
1 




yy
Cxt  11.032

2

21
1 




yy
Txt  

10.052
2

32
2 




yy
CxT  9.633

2

42
2 




yy
Cxt  10.041

2

43
2 




yy
Txt  

ผลของ 0.99115.132.121  CCC  

ผลของ 1.80705.142.121  TTT  

ผลของ 0.96908.139.121  ttt  

ผลของ 0.96908.139.121  CxTCxTCxT  

ผลของ 1.80705.142.121  CxtCxtCxt  

ผลของ 0.99115.132.121  TxtTxtTxt  
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จากการวิเคราะห์ผลด้วยตารางมาตรฐานของทากูชิ  พบว่าปัจจยัของอุณหภูมิใน

การยอ่ย (T) มีผลต่อการยอ่ยแกนขา้วโพดมากท่ีสุด คือ การเพิ่มหรือลดอุณหภูมิ (T) จะมีผลต่อการ

ยอ่ยแกนขา้วโพดมากกว่าการเพิ่มหรือลดปัจจยัของความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซลัฟิวริก (C) 

และระยะเวลาในการยอ่ย (t) ส าหรับปฏิสัมพนัธ์ของปัจจยัทั้งสาม พบวา่ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยั

ของความเขม้ขน้ของสารละลายกรดซลัฟิวริก (C) และระยะเวลาในการยอ่ย (t) มีผลเก้ือหนุนต่อกนั

มากท่ีสุด  

 

4.6 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล โดยใช้ผลผลิตที่ผ่านการปรับสภาพและ

ย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบไม่มีการล้างน า้หลงัการปรับสภาพ 

  4.6.1 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง 

จากการออกแบบการทดลองโดยใช้โปรแกรม RSM ท่ีก าหนดตัวแปรอิสระ  

3 ตัวแปร ได้แก่  ปริมาณยีสต์ขนมปัง  ระยะเวลา และพี เอชเร่ิมต้น โดยมีตัวแปรตาม คือ  

ปริมาณเอทานอล ได้ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4-10 ซ่ึงปริมาณเอทานอลสูงสุดในการ

ทดลอง คือ สภาวะท่ี 6 ซ่ึงใช้ปริมาณยีสต์ขนมปังร้อยละ 5 โดยมวล ใช้ระยะเวลาในการหมกั  

48 ชัว่โมงและพีเอชเร่ิมตน้ 5 ไดป้ริมาณเอทานอลร้อยละ 6.341 โดยปริมาตร 

น าข้อมูลท่ีได้จากการทดลองไปวิเคราะห์ตามหลักการ Analysis of variance 
(ANOVA) ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ขอ้มูลเชิงสถิติของปริมาณเอทานอล แลว้น ามาสร้างแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์โดยใชโ้ปรแกรม Essential regression  สามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของตวัแปรในการ
ทดลองท่ีมีผลต่อปริมาณเอทานอล ดงัแสดงในสมการท่ี 4.1 

ปริมาณเอทานอล = -0.8214-0.0087(ร้อยละยีสต์ขนมปัง)-2.5576(ระยะเวลา) + 

3.9849(พีเอชเร่ิมตน้)+0.0045(ร้อยละยีสต์ขนมปัง)2+0.0060(ระยะเวลา)2-0.6686(พีเอชเร่ิมตน้)2-

0.2538(ร้อยละยีสต์ขนมปัง×ระยะเวลา)+0.1889(ร้อยละยีสต์ขนมปัง×พีเอชเร่ิมต้น)+0.6763 

(ระยะเวลา×พีเอชเร่ิมตน้)                                                                                                                             (4 .1)                

 

 



68 

 

ตารางท่ี 4-10 ผลการหมักเอทานอลด้วยยีสต์ขนมปังท่ีสภาวะต่างๆ โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่าน 

การปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงัการปรับสภาพ 

ล าดบัท่ี 
ร้อยละยสีตข์นมปัง 

(โดยมวล) 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

พีเอชเร่ิมตน้ 
เอทานอล  (ร้อยละโดยปริมาตร) 
ผลการทดลอง ผลการท านาย 

1 2.00 96 5.0 5.330 5.640 
2 3.22 72 4.5 5.384 5.388 
3 3.22 72 5.5 5.578 5.324 
4 3.22 120 4.5 4.938 4.821 
5 3.22 120 5.5 6.149 6.110 
6 5.00 48 5.0 6.341 6.314 
7 5.00 96 4.0 4.040 3.878 
8 5.00 96 5.0 5.477 5.496 
9 5.00 96 5.0 5.561 5.496 

10 5.00 96 5.0 5.532 5.496 
11 5.00 96 6.0 5.754 5.776 
12 5.00 144 5.0 4.837 4.725 
13 6.78 72 4.5 5.651 5.831 
14 6.78 72 5.5 6.180 6.440 
15 6.78 120 4.5 3.060 3.457 
16 6.78 120 5.5 5.285 5.419 
17 8.00 96 5.0 5.942 5.431 
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การพิจารณาความเหมาะสมของแบบจ าลองท่ีไดจ้ะประเมินได้จาก P value ท่ีได้

จากสมการแบบจ าลองของแต่ละเทอม โดยแต่ละเทอมของปัจจัย ท่ีมีผลอย่างมีนัยส าคัญ 

ต่อกระบวนการจะให้ P value ท่ีต ่ากว่า 0.05 เทอมท่ีมี P value ยิ่งน้อย ตวัแปรนั้นจะมีอิทธิพลมาก 

ดงันั้น ผลจากแบบจ าลองปัจจยัท่ีมีผลต่อผลได้ของปริมาณเอทานอลมากท่ีสุด คือ ร้อยละยีสต์    

ขนมปังร่วมกับเวลา แสดงดังตารางท่ี 4-11 เม่ือน าค่าจากการท านายโดย RSM และค่าจากการ

ทดลองจริงมาพล็อตกราฟจะไดค้่า R2 เท่ากบั 0.9274 แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-9  ค่า R2  ท่ีเขา้ใกล ้

1 แสดงวา่ค่าท่ีไดจ้ากแบบจ าลองมีค่าใกลเ้คียงกบัขอ้มูลจากการทดลองจริง (R2adjusted = 0.8341)     

ซ่ึงค่า R2 จะบอกถึงความน่าเช่ือถือของแบบจ าลองท่ีได้ หากค่า R2 มีค่าใกลเ้คียงกบั R2 Adjusted 

แสดงว่าแต่ละตัวแปรในแบบจ าลองท่ีได้มีผลอย่างมีนัยส าคญัต่อการหมกัเอทานอลด้วยยีสต์      

ขนมปัง  จากขอ้มูลแบบจ าลองท่ีได้สามารถแสดงความสัมพนัธ์ของตวัแปรต่างๆ กบัค่าปริมาณ      

เอทานอล ในรูปของกราฟพื้นผวิและกราฟโครงร่างไดด้งัภาพประกอบท่ี 4-10 ถึง 4-12 

 

ภาพประกอบท่ี 4-9  ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตเอทานอลจากการทดลองจริง 

และค่าจากการท านายดว้ยโปรแกรม Essential regression ของการหมกัเอทานอลดว้ยยีสตข์นมปัง 

 

y = 0.9274x + 0.3887
R² = 0.9274
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ตารางท่ี 4-11 ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการหมกัเอทานอลดว้ย

ยสีตข์นมปัง โดยใชผ้ลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี 

Term Coefficient Value Standard 
Error 

t – value P – value 

ค่าคงท่ี b0 -0.8214 10.0710 -0.0816 0.9373 
ร้อยละยสีตข์นมปัง b1 -0.0087 0.7755 -0.0113 0.9913 

เวลา b2 -2.5576 1.3489 -1.8961 0.0998 
พีเอชเร่ิมตน้ b3 3.9849 3.1794 1.2534 0.2503 

ร้อยละยสีตข์นมปัง× 
ร้อยละยสีตข์นมปัง 

b4 0.0045 0.0321 0.1391 0.8933 

เวลา×เวลา b5 0.0060 0.0741 0.0811 0.9376 
พีเอชเร่ิมตน้× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b6 -0.6686 0.2964 -2.2554 0.0587 

ร้อยละยสีตข์นมปัง× 
เวลา 

b7 -0.2538 0.0654 -3.8826 0.0060 

ร้อยละยสีตข์นมปัง× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b8 0.1889 0.1308 1.4449 0.1917 

เวลา× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b9 0.6763 0.2328 2.9057 0.0228 

 

  4.6.1.1 ผลของปัจจยัส าคญั (ตวัแปรอิสระ) ต่อปริมาณผลผลิตเอทานอลท่ีไดจ้าก

การหมกัดว้ยยสีตข์นมปัง   

   ผลของปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระทั้ง 3 ซ่ึงประกอบดว้ยปริมาณยสีตข์นมปัง 

ระยะเวลา และพีเอชเร่ิมต้นต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล ได้น าเสนอในรูปกราฟพื้นผิวสามมิติ 

(Surface plot) และกราฟโครงร่าง (Contour plot) ของความสัมพนัธ์ตวัแปรต่างๆ เพื่อคาดคะเน

สภาวะท่ีเหมาะสม การพล็อตค่าจะพิจารณาไดค้ร้ังละสองตวัแปร โดยท่ีตวัแปรหน่ึงมีค่าคงท่ีเป็น 

ค่ากลางแสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-10 ถึง 4-12 
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(1) ผลของปริมาณยสีตข์นมปังและพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกัเอทานอล 

 

(ก) 

 

(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-10 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละยสีตข์นมปังและพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล  

โดยใชเ้วลาในการหมกั 96 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ผลของปริมาณยีสต์ขนมปังและพีเอชเร่ิมต้นต่อปริมาณเอทานอลแสดงดัง

ภาพประกอบท่ี 4-10 (ก) และ (ข) พบว่าในช่วงพีเอชเร่ิมตน้ 4.0-4.9 เม่ือเพิ่มปริมาณยีสต์ขนมปัง 

ท าให้ไดป้ริมาณเอทานอลน้อยลง ปริมาณเอทานอลจะมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนดว้ยการเพิ่มร้อยละยีสต์   

ขนมปังในช่วงพีเอชเร่ิมตน้ตั้งแต่ 4.9-6.0 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของวเิชียร (2552) ไดท้  าการผลิต

เอทานอลจากน ้ าออ้ยโดยใช้เช้ือ Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 โดยศึกษาผลของพีเอช

เร่ิมต้นของอาหารท่ี 4.5 และ 5.0 พบว่าท่ีพีเอช 4.5 สามารถผลิตเอทานอลได้เพียงร้อยละ 6.26     

โดยมวล ซ่ึงน้อยกว่าท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 5.0 ได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 6.95 โดยมวล เม่ือพิจารณา

ปริมาณยีสต์ขนมปังพบวา่ยีสต์ขนมปังนอ้ยกวา่ร้อยละ 6 โดยมวล นั้นไม่เพียงพอส าหรับการหมกั  

เอทานอลและเม่ือเพิ่มปริมาณยสีตข์นมปังตั้งแต่ร้อยละ 6 โดยมวลเป็นตน้ไป ปริมาณเอทานอลท่ีได้

มีค่าสูงข้ึน 

(2) ผลของปริมาณยสีตข์นมปังและระยะเวลาในการหมกัเอทานอล 
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(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-11 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละยสีตข์นมปังและเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชพ้ีเอชเร่ิมตน้ท่ี 5 

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ผลของปริมาณยีสต์ขนมปังและระยะเวลาในการหมกัต่อปริมาณเอทานอลแสดง

ดงัภาพประกอบท่ี 4-11 (ก) และ (ข) พบวา่ปริมาณผลผลิตเอทานอลมีค่าเพิ่มข้ึน ดว้ยการเพิ่มข้ึนของ

ปริมาณยีสต์ขนมปังในช่วงร้อยละ 6-8 โดยมวล ท่ีระยะเวลาหมกั 48-72 ชั่วโมง ดงันั้น สภาวะท่ี

เหมาะสมในช่วงปัจจยัท่ีศึกษา คือ ระยะเวลาการหมกั 48 ชัว่โมงและยสีตข์นมปังร้อยละ 8 โดยมวล 

 

 

 

 

 

2.0

3.3

4.7

6.0

7.3

2.00 2.89 3.78 4.67 5.56

ร้อยละยสีต์
ขนมปัง
(โดยมวล)เอท

าน
อล

(ร้อ
ยล
ะโ
ดย
ปริ

มา
ตร
) 

เวลา (วนั)

6.7-8.0
5.3-6.7
4.0-5.3
2.7-4.0
1.3-2.7

      48         69           91           112 133 

                            เวลา (ชัว่โมง) 

 

 



74 

 

(3) ผลของเวลาและพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกัเอทานอล 

   

 

(ก) 

 

(ข)  

ภาพประกอบท่ี 4-12 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลา 
ในการหมกัและพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชย้สีต ์

ขนมปังร้อยละ 5 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ผลของเวลาในการหมักและพี เอชเ ร่ิมต้นต่อปริมาณเอทานอลแสดงดัง 

ภาพประกอบท่ี 4-12 (ก) และ (ข) พบว่าเม่ือระยะเวลาในการหมกัเพิ่มข้ึน จะท าให้ได้ผลผลิต 

เอทานอลน้อยลงในช่วงพีเอชเร่ิมตน้ 4.00-4.67  หลงัจากปรับพีเอชเร่ิมตน้ในกระบวนการหมกั 

เอทานอลให้สูงกวา่ 4.67 จะส่งผลต่อการเพิ่มปริมาณเอทานอลเป็นอย่างมาก จะเห็นไดว้่าปริมาณ 

เอทานอลท่ีไดจ้ะเพิ่มสูงข้ึนในช่วงระยะเวลา 48-72 ชัว่โมงแรกของการหมกั และจะคงท่ีเม่ือใช้

ระยะเวลาในการหมกัตั้งแต่ 72 ชั่วโมงเป็นตน้ไป เน่ืองจากสารอาหารของยีสต์เร่ิมหมดไปและ 

เกิดสภาวะการสะสมของเอทานอล ท าให้อตัราการผลิตเอทานอลของยีสตล์ดลงเม่ือจ านวนชัว่โมง

ในการหมกัมากข้ึน  

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยยีสตข์นมปัง ภายใตส้มมติฐาน

สมการควบคุมตวัแปรต่างๆ ในขอบเขตสูงสุดและต ่าสุดท่ีตั้งไว ้แสดงดงัตารางท่ี 3-9  ผลการท านาย

สภาวะท่ีเหมาะสมแบบ CCD คือ ใช้ปริมาณยีสต์ขนมปังร้อยละ 8 โดยมวล ท าการหมักเป็น

ระยะเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 5.12 จะไดป้ริมาณเอทานอลร้อยละ 7.783 โดยปริมาตร จากการ

ทดลองจริงท่ีสภาวะดงักล่าว ไดผ้ลผลิตเอทานอลร้อยละ 7.649 โดยปริมาตร 

4.6.2 ก าร ศึกษาหาสภาวะ ท่ี เหมาะสมในการหมัก เอทานอลด้วยยีสต์  
Saccharomyces cerevisiae YSC2 

  จากการออกแบบการทดลองโดยใช้โปรแกรม RSM ท่ีก าหนดตัวแปรอิสระ  

3 ตวัแปร ไดแ้ก่ ปริมาณยีสต ์S. cerevisiae YSC2 ระยะเวลา และพีเอชเร่ิมตน้ โดยมีตวัแปรตาม คือ  

ปริมาณเอทานอล ได้ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4-12 ซ่ึงปริมาณเอทานอลสูงสุดใน 

การทดลอง คือ สภาวะท่ี 9 ซ่ึงใช้ปริมาณยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 5 โดยมวล ใชร้ะยะเวลา

ในการหมกั 96 ชัว่โมง และพีเอชเร่ิมตน้ 5 ไดป้ริมาณเอทานอลร้อยละ 6.408 โดยปริมาตร 

น าข้อมูลท่ีได้จากการทดลองไปวิเคราะห์ตามหลักการ Analysis of variance 

(ANOVA) ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ขอ้มูลเชิงสถิติของปริมาณเอทานอล แลว้น ามาสร้างแบบจ าลองทาง

คณิตศาสตร์โดยใช้โปรแกรม Essential regression  สามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของตวัแปรใน 

การทดลองท่ีมีผลต่อปริมาณเอทานอล ดงัแสดงในสมการท่ี 4.2 
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ปริมาณเอทานอล = -25.7845+1.3544(ร้อยละยีสต์) +3.6275(ระยะเวลา)+8.7869 

(พีเอชเร่ิมตน้)-0.1107(ร้อยละยีสต)์2-0.1533(ระยะเวลา)2-0.7116(พีเอชเร่ิมตน้)2-0.1024(ร้อยละยีสต ์

×ระยะเวลา)+ 0.0228(ร้อยละยสีต×์พีเอชเร่ิมตน้)-0.4397(ระยะเวลา×พีเอชเร่ิมตน้)                    (4.2) 
 

ตารางท่ี 4-12 ผลการทดลองการหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ท่ีสภาวะต่างๆ โดยใช้

ผลผลิตท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี แบบไม่มีการล้างน ้ าหลังการ 

ปรับสภาพ 

ล าดบัท่ี 
ร้อยละยสีต ์ 

S. cerevisiae YSC2 
(โดยมวล) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

พีเอชเร่ิมตน้ 
เอทานอล  (ร้อยละโดยปริมาตร) 

ผลการทดลอง ผลการท านาย 

1 2.00 96 5.0 5.389 5.298 
2 3.22 72 4.5 5.371 5.468 
3 3.22 72 5.5 5.760 5.893 
4 3.22 120 4.5 5.552 5.653 
5 3.22 120 5.5 5.295 5.199 
6 5.00 48 5.0 6.317 6.155 
7 5.00 96 4.0 5.543 5.412 
8 5.00 96 5.0 5.931 6.150 
9 5.00 96 5.0 6.408 6.150 

10 5.00 96 5.0 6.169 6.150 
11 5.00 96 6.0 5.433 5.464 
12 5.00 144 5.0 4.855 4.917 
13 6.78 72 4.5 5.425 5.621 
14 6.78 72 5.5 6.129 6.127 
15 6.78 120 4.5 5.109 5.077 
16 6.78 120 5.5 4.701 4.704 
17 8.00 96 5.0 5.058 5.009 
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  การพิจารณาความเหมาะสมของแบบจ าลองท่ีไดจ้ะประเมินจาก P value ท่ีไดจ้าก

แบบจ าลองของแต่ละปัจจยั ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่าปริมาณเอทานอลมากท่ีสุด คือ ร้อยละยีสต์×ร้อยละ

ยีสต์ แสดงดงัตารางท่ี 4-13 เม่ือน าค่าจากการท านายและค่าจากการทดลองมาพล็อตกราฟจะไดค้่า 

R2 เท่ากบั 0.9354 แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-13  ค่า R2  ท่ีเขา้ใกล ้1 แสดงวา่ค่าท่ีไดจ้ากแบบจ าลองมี

ค่าใกลเ้คียงกบัขอ้มูลจากการทดลองจริง (R2adjusted = 0.8524) จากขอ้มูลแบบจ าลองท่ีไดส้ามารถ

แสดงความสัมพนัธ์ของตวัแปรต่างๆ กบัค่าปริมาณเอทานอล ในรูปของกราฟพื้นผิวและกราฟโครง

ร่างไดด้งัภาพประกอบท่ี 4-14 ถึง 4-16 

 

ภาพประกอบท่ี 4-13 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตเอทานอลจากการทดลองจริง 

และค่าจากการท านายดว้ยโปรแกรม Essential regression ของการหมกัเอทานอล 

ดว้ยยสีต ์S. cerevisiae YSC2 
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ตารางท่ี 4-13  ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการหมกัเอทานอล

ดว้ยยสีต ์S. cerevisiae YSC2 โดยใชผ้ลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี 

Term Coefficient Value Standard 
Error 

t – value P – value 

ค่าคงท่ี b0 -25.7845 5.8953 -4.3737 0.0033 
ร้อยละยสีต ์ b1 1.3544 0.4540 2.9835 0.0204 

เวลา b2 3.6275 0.7896 4.5941 0.0025 
พีเอชเร่ิมตน้ b3 8.7869 1.8611 4.7212 0.0022 
ร้อยละยสีต×์ 
ร้อยละยสีต ์

b4 -0.1107 0.0188 -5.8897 0.0006 

เวลา×เวลา b5 -0.1533 0.0434 -3.5340 0.0095 
พีเอชเร่ิมตน้× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b6 -0.7116 0.1735 -4.1009 0.0046 

ร้อยละยสีต×์ 
เวลา 

b7 -0.1024 0.0383 -2.6756 0.0317 

ร้อยละยสีต×์ 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b8 0.0228 0.0765 0.2981 0.7743 

เวลา× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b9 -0.4397 0.1362 -3.2273 0.0145 

  4.6.2.1 ผลของปัจจยัส าคญั (ตวัแปรอิสระ) ต่อปริมาณผลผลิตเอทานอลท่ีไดจ้าก
การหมกัดว้ยยสีต ์S. cerevisiae YSC2 

   ผลของปฏิสัมพนัธ์ระหว่างตัวแปรอิสระทั้ ง 3 ซ่ึงประกอบด้วยปริมาณยีสต์  

S. cerevisiae YSC2  ระยะเวลา และพีเอชเร่ิมตน้ต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล ไดน้ าเสนอในรูปกราฟ

พื้นผวิสามมิติ (Surface plot) และกราฟโครงร่าง (Contour plot) ของความสัมพนัธ์ตวัแปรต่างๆ เพื่อ

คาดคะเนสภาวะท่ีเหมาะสม การพล็อตค่าจะพิจารณาได้คร้ังละสองตวัแปร โดยท่ีตวัแปรหน่ึงมี

ค่าคงท่ีเป็นค่ากลาง แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-14 ถึง 4-16 
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(1) ผลของปริมาณยสีต ์S. cerevisiae YSC2 และระยะเวลาในการหมกัเอทานอล 

 

(ก) 

 

(ข)  

ภาพประกอบท่ี 4-14 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละยสีต ์S. cerevisiae YSC2 และเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล  

โดยใชพ้ีเอชเร่ิมตน้ท่ี 5 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

2.0

5.30.0
0.7
1.3
2.0
2.7
3.3
4.0
4.7
5.3
6.0
6.7

2.0 2.9 3.8 4.7 5.6

ร้อยละยสีต์
S. cerevisiae 

YSC2 
(โดยมวล)

เอท
าน

อล
 (ร้
อย
ละ

โด
ยป

ริม
าต
ร) 

เวลา (วนั)

6.0-6.7

5.3-6.0

4.7-5.3

4.0-4.7

2.0

3.3

4.7

6.0

7.3

2.00 2.89 3.78 4.67 5.56

ร้อยละยสีต์
S. cerevisiae 

YSC2
(โดยมวล)

เอท
าน

อล
 (ร้
อย
ละ

โด
ยป

ริม
าต
ร) 

เวลา (วนั)

6.0-6.7
5.3-6.0
4.7-5.3
4.0-4.7
3.3-4.0

69 91 112 133 
48 

เวลา (ชัว่โมง) 

 

          48          69         91        112       133 

                               เวลา (ชัว่โมง) 

 

 



80 

 

ผลของปริมาณยีสต ์S. cerevisiae YSC2 และจ านวนชัว่โมงในการหมกัต่อปริมาณ

เอทานอลแสดงดังภาพประกอบท่ี 4-14 (ก) และ (ข) พบว่าการใช้ยีสต์ S. cerevisiae YSC2  

ร้อยละ 2-3.3 โดยมวล นั้นไม่เพียงพอส าหรับการหมกัเอทานอล เม่ือเพิ่มปริมาณยีสต์ S. cerevisiae 

YSC2 มากกว่าร้อยละ 4.0 โดยมวล ผลผลิตเอทานอลท่ีได้มีแนวโน้มเพิ่มข้ึนและพบว่าปริมาณ         
เอทานอลท่ีได้จะเพิ่มสูงข้ึนในช่วงระยะเวลา 48-72 ชั่วโมงของการหมัก และจะลดลงเม่ือใช้

ระยะเวลาในการหมกัตั้งแต่ 72 ชัว่โมงเป็นตน้ไป เน่ืองจากสารอาหารของยีสตเ์ร่ิมหมดไปและเกิด

สภาวะการสะสมของเอทานอล ท าให้อตัราการผลิตเอทานอลของยีสตล์ดลงเม่ือจ านวนชัว่โมงใน

การหมกัเพิ่มข้ึน ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัแกนข้าวโพดด้วยยีสต์ S. cerevisiae 

YSC2 คือ ให้ยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 5.77 โดยมวล ท าการหมกัเป็นเวลา 48 ชั่วโมงท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

(2)  ผลของปริมาณยีสต์  S. cerevisiae YSC2 และพี เอชเ ร่ิมต้นในการหมัก 

เอทานอล 
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(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-15 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละยสีต ์S. cerevisiae YSC2 และพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล  

โดยใชเ้วลาในการหมกั 96 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ผลของปริมาณยีสต์ S. cerevisiae YSC2 และพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกั ต่อปริมาณ

เอทานอลแสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-15 (ก) และ (ข) พบวา่ปริมาณผลผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึนดว้ยการ
เพิ่มของปริมาณยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ในช่วงร้อยละ 2.0-6.0 โดยมวล และพีเอชเร่ิมตน้ในช่วง 
4.0-5.6 และพบว่าปริมาณเอทานอลจะลดลงเม่ือใช้ปริมาณยีสต์ยีสต์ S. cerevisiae YSC2 มากกว่า

ร้อยละ 6.0 โดยมวล พีเอชเร่ิมตน้สูงกวา่ 5.6 จากกราฟจะเห็นไดว้า่ท่ีปริมาณเอทานอลสูงสุดนั้นตอ้ง
ด าเนินการท่ีสภาวะพีเอชเร่ิมตน้เป็น 5.65 ใชย้สีต ์S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 5.77 โดยมวล  
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(3) ผลของเวลาและพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกัเอทานอล 

 

(ก)  

 

 (ข)  

ภาพประกอบท่ี 4-16 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลา 

ในการหมกัและพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชย้สีต ์S. cerevisiae YSC2 

ร้อยละ 5 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ผลของเวลาและพี เอชเ ร่ิมต้นในการหมักต่อปริมาณเอทานอลแสดงดัง

ภาพประกอบท่ี 4-16 (ก) และ (ข) พบว่าได้ปริมาณผลผลิตเอทานอลสูงสุดท่ีร้อยละ 6.473                

โดยปริมาตร จากกราฟจะเห็นไดว้่าท่ีปริมาณผลผลิตเอทานอลสูงสุดนั้นมีพีเอชเร่ิมตน้ 5.65 และ

หมกัเป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง 

 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลด้วยยีสต์  S. cerevisiae YSC2 

ภายใตส้มมติฐานสมการควบคุมตวัแปรต่างๆ ในขอบเขตสูงสุดและต ่าสุดท่ีตั้งไว ้แสดงดงัตารางท่ี 

3-9  ผลการท านายสภาวะท่ีเหมาะสมแบบ CCD คือ ใช้ปริมาณยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 

5.77 โดยมวล  ท าการหมกัเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง ท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 5.65 จะไดป้ริมาณเอทานอล 

ร้อยละ 6.510 โดยปริมาตร จากการทดลองจริงท่ีสภาวะดงักล่าวไดผ้ลผลิตเอทานอลร้อยละ 6.473 

โดยปริมาตร 

 

4.7 การศึกษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์ 

  4.7.1 ผลการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 
  จากการออกแบบการทดลองโดยใช้โปรแกรม RSM ท่ีก าหนดตัวแปรอิสระ  

3 ตวัแปร ไดแ้ก่ เวลา อุณหภูมิ และร้อยละแอลฟาอะไมเลส โดยมีตวัแปรตาม คือ น ้ าตาลรีดิวซ์ 

ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4-14 ซ่ึงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดในการทดลอง คือ สภาวะ
ท่ี 11 ซ่ึงใช้เวลาในการปรับสภาพ 150 นาที อุณหภูมิในการปรับสภาพ 90 องศาเซลเซียส  และ 

ร้อยละแอลฟาอะไมเลส 0.2 โดยมวล ไดป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 6.170 กรัมต่อลิตร 

น าข้อมูลท่ีได้จากการทดลองไปวิเคราะห์ตามหลักการ Analysis of variance 

(ANOVA) ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ขอ้มูลเชิงสถิติของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ แลว้น ามาสร้างแบบจ าลอง

ทางคณิตศาสตร์โดยใชโ้ปรแกรม Essential regression  สามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของตวัแปรใน

การทดลองท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ ดงัแสดงในสมการท่ี 4.3 
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น ้ าตาลรีดิวซ์ = -100.0114+0.0605(เวลา)+2.2346(อุณหภูมิ)+19.9032(ร้อยละ

แอลฟาอะไมเลส)-1.7603×105(เวลา)2-0.0119(อุณหภูมิ)2+85.4187(ร้อยละแอลฟาอะไมเลส)2 -

0.0005(เวลา×อุณหภูมิ)-0.0403(เวลา×ร้อยละแอลฟาอะไมเลส) -0.3387(อุณหภูมิร้อยละแอลฟา 

อะไมเลส)                                     (4.3)                      

ตารางท่ี 4-14 ผลการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส              

  

ล าดบัท่ี 

 
เวลา  
(นาที) 

 
อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 

ร้อยละ 
แอลฟาอะไมเลส 

(โดยมวล) 

น ้าตาลรีดิวซ์ ( กรัมต่อลิตร) 

ผลการ 
ทดลอง 

ผลการ 
ท านาย 

1 60 90 0.13 4.817 5.061 
2 95 85 0.08 4.764 4.711 
3 95 85 0.17 5.710 5.478 
4 95 95 0.08 5.184 4.845 
5 95 95 0.17 5.254 5.313 
6 150 90 0.05 5.199 5.474 
7 150 80 0.13 4.366 4.469 
8 150 90 0.13 5.259 5.348 
9 150 90 0.13 5.364 5.348 

10 150 90 0.13 5.393 5.348 
11 150 90 0.20 6.170 6.184 
12 150 100 0.13 3.751 3.848 
13 205 85 0.08 5.637 5.374 
14 205 85 0.17 5.615 5.749 
15 205 95 0.08 4.897 4.925 
16 205 95 0.17 5.153 5.002 
17 240 90 0.13 5.296 5.351 
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  การพิจารณาความเหมาะสมของแบบจ าลองท่ีไดจ้ะประเมินจาก P value ท่ีไดจ้าก

แบบจ าลองของแต่ละปัจจยั ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มากท่ีสุด คือ อุณหภูมิ แสดงดงั

ตารางท่ี 4-15 เม่ือน าค่าจากการท านายและค่าจากการทดลองมาพล็อตกราฟจะได้ค่า R2 เท่ากับ 

0.9064 แสดงดังภาพประกอบท่ี 4-17  ค่า R2  ท่ีเข้าใกล้ 1 แสดงว่าค่าท่ีได้จากแบบจ าลองมีค่า

ใกลเ้คียงกบัขอ้มูลจากการทดลองจริง (R2adjusted = 0.7861)  จากขอ้มูลแบบจ าลองท่ีไดส้ามารถ

แสดงความสัมพนัธ์ของตวัแปรต่างๆ กบัค่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในรูปของกราฟพื้นผิวและกราฟ 

โครงร่างไดด้งัภาพประกอบท่ี 4-18 ถึง 4-20 

 

ภาพประกอบท่ี 4-17 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตน ้าตาลรีดิวซ์จากการทดลองจริงและ 

ค่าจากการท านายดว้ยโปรแกรม Essential regression ของกระบวนการปรับสภาพและยอ่ย 

ดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

 

 

 

y = 0.9064x + 0.4836
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ตารางท่ี 4-15 ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการปรับสภาพและ

ยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

Term Coefficient Value Standard 
Error 

t – value P – value 

ค่าคงท่ี b0 -100.0114 19.8138 -5.0476 0.0015 
เวลา b1 0.0605 0.0315 1.9220 0.0961 

อุณหภูมิ b2 2.2346 0.4140 5.3973 0.0010 
ร้อยละ 

แอลฟาอะไมเลส 
b3 19.9032 38.4519 0.5176 0.6207 

เวลา×เวลา b4 -1.7603E-05 0.0000 -0.6552 0.5332 
อุณหภูมิ×อุณหภูมิ b5 -0.0119 0.0023 -5.2559 0.0012 

ร้อยละแอลฟาอะไมเลส×
ร้อยละแอลฟาอะไมเลส 

b6 85.4187 38.8926 2.1963 0.0641 

เวลา×อุณหภูมิ b7 -0.0005 0.0003 -1.6168 0.1500 
เวลา× 

ร้อยละแอลฟาอะไมเลส 
b8 -0.0403 0.0370 -1.0867 0.3132 

อุณหภูมิ× 
ร้อยละแอลฟาอะไมเลส 

b9 -0.3387 0.4084 -0.8295 0.4342 

 

  4.7.1.1 ผลของปัจจัยส าคัญ (ตัวแปรอิสระ) ต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จาก       
การปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยแอลฟาอะไมเลส  

ผลของปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระทั้ง 3 ซ่ึงประกอบดว้ย เวลา อุณหภูมิ และ
ร้อยละแอลฟาอะไมเลสต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ได้น าเสนอในรูปกราฟพื้นผิวสามมิติ (Surface 
plot) และกราฟโครงร่าง (Contour plot) ของความสัมพนัธ์ตวัแปรต่างๆ เพื่อคาดคะเนสภาวะ           
ท่ีเหมาะสม การพล็อตค่าจะพิจารณาไดค้ร้ังละสองตวัแปร โดยท่ีตวัแปรหน่ึงมีค่าคงท่ีเป็นค่ากลาง  
แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4.18 ถึง 4.20 
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(1) ผลของร้อยละแอลฟาอะไมเลสและอุณหภูมิในการปรับสภาพและยอ่ย

 

(ก) 

 

(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-18 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละแอลฟาอะไมเลสและอุณหภูมิท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์   

โดยใชเ้วลาในการปรับสภาพและยอ่ย 150 นาที 
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ผลของปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและอุณหภูมิในการปรับสภาพและย่อย 

ต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-18 (ก) และ (ข) พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มี    

ค่าเพิ่มข้ึนด้วยการเพิ่มปริมาณของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและอุณหภูมิในช่วง 80.0-91.1         

องศาเซลเซียส จากการทดลองจะเห็นได้ว่าเอนไซม์สามารถย่อยได้ดีท่ีอุณหภูมิประมาณ 87.6  

องศาเซลเซียส ปริมาณเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสร้อยละ 0.2 โดยมวล สามารถยอ่ยแกนขา้วโพดได้

น ้ าตาลรีดิวซ์สูงท่ีสุด เน่ืองจากเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสสามารถย่อยสลายพนัธะแอลฟา-1,4  

ไกลโคซิดิก (α-1,4 Glycosidic linkages) ไดอ้ย่างรวดเร็ว จากงานวิจยัของไพลิน (2545) ไดศึ้กษา

การละลายน ้ าตาลท่ีได้จากกระบวนการผลิตร าขา้วโปรตีนสูงโดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส  

ท าการศึกษาอุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสโดยปรับ 

พีเอชท่ี 4, 5, 6, 7, 8, 9, และ 10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 75, 85, 90 องศาเซลเซียส พบว่าสภาวะท่ีอุณหภูมิ  

90 องศาเซลเซียส พีเอช 6 ใหป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์สูงสุด 13.66 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

(2) ผลของอุณหภูมิและเวลาในการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพด 
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(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-19 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิ
และเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์  โดยใชร้้อยละแอลฟาอะไมเลส 0.13 โดยมวล 

ผลของอุณหภูมิและเวลาในการปรับสภาพและย่อยต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์แสดง

ดงัภาพประกอบท่ี 4-19 (ก) และ (ข) พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนดว้ยการเพิ่มของอุณหภูมิ

และระยะเวลาในการปรับสภาพและย่อย แต่การเพิ่มของอุณหภูมิในช่วง 88.9-100 องศาเซลเซียส 

จะส่งผลใหไ้ดป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ลดลง ดงันั้น อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและยอ่ยดว้ย

เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส คือ ประมาณ 87.6 องศาเซลเซียส ท าการปรับสภาพและยอ่ยเป็นเวลา 150 

นาที ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของปรียารัตน์ (2550) ได้ท าการย่อยกากมันส าปะหลัง 0.25 

เปอร์เซ็นต์ ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 166.7 มิลลิยูนิต ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็น

เวลานาน 120 นาที และเติมเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส 333.33 มิลลิยูนิต พร้อมใส่เ ช้ือ       

S. cerevisiae 5048 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไดผ้ลผลิตเอทานอล 0.832 

กรัมต่อลิตร 
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(3) ผลของร้อยละแอลฟาอะไมเลสและเวลาในการปรับสภาพและยอ่ย 

 

(ก) 

 

(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-20 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละแอลฟาอะไมเลสและเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์  โดยใชอุ้ณหภูมิ 

ในการปรับสภาพและยอ่ย 90 องศาเซลเซียส 
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ผลของปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเวลาในการปรับสภาพและย่อย  

ต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-20 (ก) และ (ข) พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์

เพิ่มข้ึนด้วยการเพิ่มของปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในช่วงร้อยละ 0.17-0.2 โดยมวล และ

ระยะเวลาในการปรับสภาพและยอ่ยในช่วง 100-180 องศาเซลเซียส ดงันั้นเพื่อใหไ้ดป้ริมาณน ้าตาล

รีดิวซ์สูงสุด จึงควรใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสร้อยละ 0.2 โดยมวล และด าเนินการปรับสภาพและ

ยอ่ยเป็นเวลา 150 นาที 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลส ภายใต้สมมติฐานสมการควบคุมตัวแปรต่างๆ ในขอบเขตสูงสุดและต ่าสุด 
ท่ีตั้ งไว้ แสดงดังตารางท่ี 3-11  ผลการท านายสภาวะท่ีเหมาะสมแบบ CCD คือ ใช้เอนไซม์            
แอลฟาอะไมเลสร้อยละ 0.20 โดยมวล ท าการปรับสภาพและยอ่ยเป็นระยะเวลา 150 นาที ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 87.6 องศาเซลเซียส จะไดป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 6.251 กรัมต่อลิตร จากการทดลองจริงท่ี
สภาวะดงักล่าวไดผ้ลผลิตน ้าตาลรีดิวซ์ 6.208 กรัมต่อลิตร 
 

4.7.2 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์
กลูโคอะไมเลส 

  จากการออกแบบการทดลองโดยใช้โปรแกรม RSM ท่ีก าหนด ตัวแปรอิสระ 

3 ตวัแปร ไดแ้ก่ เวลา อุณหภูมิ และร้อยละกลูโคอะไมเลส โดยมีตวัแปรตาม คือ น ้าตาลรีดิวซ์ ไดผ้ล

การทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4-16 ซ่ึงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดในการทดลอง คือ สภาวะท่ี 10 
ซ่ึงใชเ้วลาในการยอ่ย 360 นาที อุณหภูมิในการยอ่ย 60 องศาเซลเซียส และร้อยละกลูโคสอะไมเลส 

0.13 โดยมวล ไดป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 13.815 กรัมต่อลิตร 

จากขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองน าไปวิเคราะห์ตามหลกัการ Analysis of variance 

(ANOVA) ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ขอ้มูลเชิงสถิติของปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ แลว้น ามาสร้างแบบจ าลอง

ทางคณิตศาสตร์โดยใชโ้ปรแกรม Essential regression  สามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของตวัแปรใน

การทดลองท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ ดงัแสดงในสมการท่ี 4.4 
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น ้ าตาลรีดิวซ์ = -119.2841+0.1087(เวลา)+3.2034(อุณหภูมิ)+246.7250(ร้อยละ
กลูโคสอะไมเลส)-0.0001(เวลา)2-0.0274(อุณหภูมิ)2-393.5210(ร้อยละกลูโคสอะไมเลส)2-0.0005 
(เวลา×อุณหภูมิ)-0.2984(เวลา×ร้อยละกลูโคสอะไมเลส)  -0.5775(อุณหภูมิ×ร้อยละกลูโคสอะ
ไมเลส)                                      (4.4)                 
 
ตารางท่ี 4-16 ผลการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 
 

ล าดบัท่ี 
เวลา  
(นาที) 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

ร้อยละ 
กลูโคสอะไมเลส  

(โดยมวล) 

น ้าตาลรีดิวซ์ ( กรัมต่อลิตร) 
ผลการ 
ทดลอง 

ผลการ
ท านาย 

1 240 60 0.13 10.759 11.189 
2 290 55 0.08 10.255 9.854 
3 290 55 0.17 12.505 12.534 
4 290 65 0.17 12.381 12.201 
5 290 65 0.08 10.426 10.035 
6 360 50 0.13 10.405 10.435 
7 360 60 0.05 10.217 10.777 
8 360 60 0.13 12.854 13.462 
9 360 60 0.13 13.660 13.462 

10 360 60 0.13 13.815 13.462 
11 360 60 0.20 11.920 11.720 
12 360 70 0.13 10.779 11.008 
13 430 55 0.17 10.476 10.622 
14 430 55 0.08 11.741 11.666 
15 430 65 0.08 12.852 12.573 
16 430 65 0.17 10.867 11.013 
17 480 60 0.13 11.808 11.725 
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  การพิจารณาความเหมาะสมของแบบจ าลองท่ีไดจ้ะประเมินจาก P value ท่ีไดจ้าก

แบบจ าลองของแต่ละปัจจยั ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่าปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์มากท่ีสุด คือ อุณหภูมิ×อุณหภูมิ 

แสดงดงัตารางท่ี 4-17 เม่ือน าค่าจากการท านายและค่าจากการทดลองมาพล็อตกราฟจะได้ค่า R2 

เท่ากบั 0.9319 แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-21 ค่า R2  ท่ีเขา้ใกล ้1 แสดงวา่ค่าท่ีไดจ้ากแบบจ าลองมีค่า

ใกลเ้คียงกบัขอ้มูลจากการทดลองจริง (R2adjusted = 0.8443) จากขอ้มูลแบบจ าลองท่ีได้สามารถ

แสดงความสัมพนัธ์ของตวัแปรต่างๆ กบัค่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ในรูปของกราฟพื้นผิวและกราฟ

โครงร่างไดด้งัภาพประกอบท่ี 4-22 ถึง 4-24 

 

ภาพประกอบท่ี 4-21 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตน ้าตาลรีดิวซ์จากการทดลองจริงและ   ค่าจาก

การท านายดว้ยโปรแกรม Essential regression ของกระบวนยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 
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ตารางท่ี 4-17 ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการปรับสภาพและ

ยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 

Term Coefficient Value Standard 
Error 

t – value P – value 

ค่าคงท่ี b0 -119.2841 21.2091 -5.6242 0.0008 
เวลา b1 0.1087 0.0364 2.9902 0.0202 

อุณหภูมิ b2 3.2034 0.5492 5.8331 0.0006 
ร้อยละ 

กลูโคอะไมเลส 
b3 246.7250 52.9341 4.6610 0.0023 

เวลา×เวลา b4 -0.0001 0.0000 -4.8331 0.0019 
อุณหภูมิ×อุณหภูมิ b5 -0.0274 0.0043 -6.4293 0.0004 

ร้อยละกลูโคอะไมเลส×
ร้อยละกลูโคอะไมเลส 

b6 -393.5210 73.3970 -5.3615 0.0011 

เวลา×อุณหภูมิ b7 0.0005 0.0005 1.0707 0.3198 
เวลา× 

ร้อยละกลูโคอะไมเลส 
b8 -0.2984 0.0542 -5.5009 0.0009 

อุณหภูมิ× 
ร้อยละกลูโคอะไมเลส 

b9 -0.5775 0.7593 -0.7605 0.4718 

 

  4.7.1.1 ผลของปัจจยัส าคญั (ตวัแปรอิสระ) ต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยกลูโคอะไมเลส  

ผลของปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระทั้ง 3 ซ่ึงประกอบดว้ย เวลา อุณหภูมิ และ
ร้อยละกลูโคอะไมเลสต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ ไดน้ าเสนอในรูปกราฟพื้นผวิสามมิติ (Surface plot) 
และกราฟโครงร่าง (Contour plot) ของความสัมพนัธ์ตวัแปรต่างๆ เพื่อคาดคะเนสภาวะท่ีเหมาะสม 
การพล็อตค่าจะพิจารณาได้ค ร้ังละสองตัวแปร โดยท่ีตัวแปรหน่ึงมีค่าคงท่ี เ ป็นค่ากลาง  
แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-22 ถึง 4-24 
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(1) ผลของร้อยละกลูโคอะไมเลสและเวลาในการปรับสภาพและยอ่ย 

 

(ก) 

 

(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-22 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละกลูโคอะไมเลสและเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์   

โดยใชอุ้ณหภูมิในการยอ่ย 60  องศาเซลเซียส 
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  ผลของปริมาณเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสและระยะเวลาในการยอ่ยต่อปริมาณน ้าตาล

รีดิวซ์แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-22 (ก) และ (ข)  พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มีค่าเพิ่มข้ึนเม่ือใช้
ปริมาณเอนไซม์เพิ่มข้ึนและท าการย่อยเป็นเวลานาน 240-373 นาที  แต่เม่ือใช้ปริมาณเอนไซม์

กลูโคอะไมเลสมากกว่าร้อยละ 0.13 โดยมวล และย่อยเป็นเวลานานกว่า 373 นาที จะส่งผลให้
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลง ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยดว้ยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส คือ      

ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 360 นาที พบวา่การใช้เอนไซมก์ลูโคสอะไมเลสตอ้งมี

ความเหมาะสมไม่มากหรือน้อยจนเกินไป ถา้นอ้ยเกินไปจะไม่เพียงพอต่อการย่อยคาร์โบโฮเดรต

เป็นน ้ าตาล ท าให้ได้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์น้อย ถ้ามากเกินไปเอนไซม์จะเกิดการยบัย ั้งกันเอง       

ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของบญัชา (2554) ไดท้  าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยเมล็ด

ขนุนด้วยเอนไซม์กลูโคสอะไมเลส โดยการปรับสภาพและย่อยเมล็ดขนุนสดด้วยเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลสก่อนท่ีอุณหภูมิ 90.9 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 160 นาที ใช้เอนไซม์     

แอลฟาอะไมเลสร้อยละ 0.13 โดยมวล หลงัจากนั้นท าการย่อยต่อด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลสท่ี
อุณหภูมิ 50-70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 240-480 นาที ใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลสร้อยละ 0.05-0.2 
โดยมวล พบว่าสภาวะท่ี เหมาะสมในการย่อยด้วยเอนไซม์กลูโคสอะไมเลสท่ีอุณหภูมิ   

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 360 นาที ใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลสร้อยละ 0.13 โดยมวล ไดป้ริมาณ
น ้าตาลรีดิวซ์สูงสุด 82.98 กรัมต่อลิตร     
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(2) ผลของอุณหภูมิและเวลาในการยอ่ย 

 

(ก) 

 

(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-23 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิ
และเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์  โดยใชร้้อยละกลูโคอะไมเลส 0.13 โดยมวล 

240.0
0.0
1.5
3.0
4.4
5.9
7.4
8.9

10.4
11.9
13.3
14.8

50.0 54.4 58.9 63.3 67.8
เวลา (นาที)

น ้า
ตา
ลรี
ดิว

ซ์ 
(ก
รัม

ต่อ
ลิต

ร) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

13.3-14.8
11.9-13.3
10.4-11.9
8.9-10.4
7.4-8.9

240.0

293.3

346.7

400.0

453.3

50.0 54.4 58.9 63.3 67.8

เวลา (นาที)

น ้า
ตา
ลรี
ดิว

ซ์ 
(ก
รัม

ต่อ
ลิต

ร) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

13.3-14.8
11.9-13.3
10.4-11.9
8.9-10.4
7.4-8.9



98 

 

ผลของเวลาและอุณหภูมิในการยอ่ยต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์แสดงดงัภาพประกอบ

ท่ี 4-23 (ก)  และ (ข)  พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ มีค่ า เพิ่ม ข้ึนเ ม่ือใช้อุณหภูมิในการย่อย 

เพิ่มข้ึนและท าการย่อยเป็นเวลานาน 240-373 นาที  แต่เม่ือใช้อุณหภูมิในการย่อยมากกว่า  

60 องศาเซลเซียส และยอ่ยเป็นเวลานานกวา่ 373 นาที จะส่งผลใหป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ลดลง ดงันั้น

สภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส คือ ย่อยเป็นเวลานาน 360 นาที ท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เน่ืองจากเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสเป็นไกลโคโปรตีน (Manjunath et al.,  

1983) ท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิระหวา่ง 40-60 องศาเซลเซียส เม่ือมีอุณหภูมิสูงเกินไปจะท าใหโ้ปรตีน

แปลงสภาพจากธรรมชาติ จึงท าให้เอนไซม์มีสมบติัในการเร่งปฏิกิริยาลดลงหรือเสียไป ส่งผลให้

ไดป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน 

(3) ผลของร้อยละกลูโคอะไมเลสและอุณหภูมิในการปรับสภาพและยอ่ย 
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(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-24 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละกลูโคอะไมเลสและอุณหภูมิท่ีมีผลต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์  โดยใชเ้วลาในการยอ่ย 360 นาที 

 

  ผลของปริมาณเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสและอุณหภูมิในการยอ่ยต่อปริมาณน ้ าตาล

รีดิวซ์แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-24 (ก) และ (ข) พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มีค่าเพิ่มข้ึนเม่ือใช้

ปริมาณเอนไซมเ์พิ่มข้ึน และท าการยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 50-60 องสาเซลเซียส  แต่เม่ือใชป้ริมาณเอนไซม์
กลูโคอะไมเลสมากกวา่ร้อยละ 0.13 โดยมวล และยอ่ยท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 60 องศาเซลเซียส จะส่งผล

ให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลง ดังนั้น สภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์

กลูโคอะไมเลส คือ ใช้ปริมาณเอนไซม์กลูโคอะไมเลสร้อยละ 0.13 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ   

60 องศาเซลเซียส ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Srinorakutara และคณะ (2004) ไดศึ้กษาการย่อย

กากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมเ์ซลลูโลสและเพคติเนสก่อน หลงัจากนั้นยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ย

เอนไซม์ผสมระหว่างเซลลูโลส (15 NCU) และเพคติเนส (122.5 PG) ต่อกากมนัส าปะหลังแห้ง        

1 กรัม ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเท่ากบั 4.5 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไปย่อยต่อ 

ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (8.36 LU) ต่อกากมันส าปะหลังแห้ง 1 กรัม ท่ีอุณหภูมิ 100  

องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเท่ากบั 5.5 เป็นเวลา 2 ชัว่โมง และน ามายอ่ยต่อดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 
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(0.23 GAU) ต่อกากมนัส าปะหลงัแห้ง 1 กรัม ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเท่ากบั 4.5 เป็น

เวลา 4 ชัว่โมง พบวา่สามารถยอ่ยไดป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์สูงสุด คือ 122.4 กรัมต่อลิตร  

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแกนขา้วโพดด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

ภายใตส้มมติฐานสมการควบคุมตวัแปรต่างๆ ในขอบเขตสูงสุดและต ่าสุดท่ีตั้งไว ้แสดงดงัตารางท่ี 

3-13 ผลการท านายสภาวะท่ีเหมาะสมแบบ CCD คือ ใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสร้อยละ 0.13  

โดยมวล  ท าการย่อยเป็นระยะเวลา 360 นาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียส จะไดป้ริมาณ

น ้ าตาลรีดิวซ์ 13.493 กรัมต่อลิตร  จากการทดลองจริงท่ีสภาวะดงักล่าวได้ผลผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ 

13.251 กรัมต่อลิตร 

 

4.8 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักเอทานอล โดยใช้ผลผลิตที่ผ่านการปรับสภาพและ
ย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์ 

  4.8.1 ผลการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง 

จากการออกแบบการทดลองโดยใช้โปรแกรม RSM ท่ีก าหนดตัวแปรอิสระ  

3 ตัวแปร ได้แก่  ปริมาณยีสต์ขนมปัง ระยะเวลา และพี เอชเร่ิมต้น โดยมีตัวแปรตาม คือ  

ปริมาณเอทานอล ได้ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4-18 ซ่ึงปริมาณเอทานอลสูงสุดใน 

การทดลอง คือ สภาวะท่ี 16 ซ่ึงใช้ปริมาณยีสต์ขนมปังร้อยละ 6.78 โดยมวล ใช้ระยะเวลาใน 

การหมกั 120 ชัว่โมง และพีเอชเร่ิมตน้ 5.5 ไดป้ริมาณเอทานอลร้อยละ 8.295 โดยปริมาตร 

น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองไปวเิคราะห์ตามหลกัการ Analysis of variance 
(ANOVA) ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ขอ้มูลเชิงสถิติของปริมาณเอทานอล แลว้น ามาสร้างแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์โดยใชโ้ปรแกรม Essential regression  สามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของตวัแปรในการ
ทดลองท่ีมีผลต่อปริมาณเอทานอล ดงัแสดงในสมการท่ี 4.5 

ปริมาณเอทานอล  = -18.7649-0.1736( ร้อยละยีสต์ขนมปัง )+0.7213(ระยะ 
เวลา)+9.5093(พีเอชเร่ิมต้น)-0.0071(ร้อยละยีสต์ขนมปัง)2-0.2815(ระยะเวลา)2-0.9611(พีเอช
เร่ิมตน้)2+0.1492(ร้อยละยีสต์ขนมปัง×ระยะเวลา)-0.0751(ร้อยละยีสต์ขนมปัง×พีเอชเร่ิมต้น) + 
0.2362(ระยะเวลา×พีเอชเร่ิมตน้)                                                                                                  (4.5) 
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ตารางท่ี 4-18 ผลการหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ขนมปังท่ีสภาวะต่างๆ โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่านการปรับ

สภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์

ล าดบั
ท่ี 

ร้อยละยสีตข์นมปัง 
(โดยมวล) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

พีเอชเร่ิมตน้ 
เอทานอล  (ร้อยละโดยปริมาตร) 
ผลการทดลอง ผลการท านาย 

1 2.00 96 5.0 8.125 7.928 
2 3.22 72 4.5 6.789 7.106 
3 3.22 72 5.5 7.264 7.472 
4 3.22 120 4.5 7.141 7.132 
5 3.22 120 5.5 7.898 7.970 
6 5.00 48 5.0 6.392 6.004 
7 5.00 96 4.0 6.662 6.494 
8 5.00 96 5.0 7.949 7.923 
9 5.00 96 5.0 8.085 7.923 

10 5.00 96 5.0 7.924 7.923 
11 5.00 96 6.0 7.570 7.430 
12 5.00 144 5.0 7.509 7.590 
13 6.78 72 4.5 6.392 6.627 
14 6.78 72 5.5 6.410 6.725 
15 6.78 120 4.5 7.617 7.715 
16 6.78 120 5.5 8.295 8.285 
17 8.00 96 5.0 8.024 7.790 
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การพิจารณาความเหมาะสมของแบบจ าลองท่ีไดจ้ะประเมินจาก P value ท่ีไดจ้าก

แบบจ าลองของแต่ละปัจจยั ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่าปริมาณเอทานอลมากท่ีสุด คือ เวลา×เวลา แสดงดงั

ตารางท่ี 4-19 เม่ือน าค่าจากการท านายและค่าจากการทดลองมาพล็อตกราฟจะได้ค่า R2 เท่ากับ 

0.9107 แสดงดังภาพประกอบท่ี 4-25  ค่า R2  ท่ีเข้าใกล้ 1 แสดงว่าค่าท่ีได้จากแบบจ าลองมีค่า

ใกลเ้คียงกบัขอ้มูลจากการทดลองจริง (R2adjusted = 0.7960) จากขอ้มูลแบบจ าลองท่ีได้สามารถ

แสดงความสัมพนัธ์ของตวัแปรต่างๆ กบัค่าปริมาณเอทานอล ในรูปของกราฟพื้นผิวและกราฟโครง

ร่างไดด้งัภาพประกอบท่ี 4-26 ถึง 4-28 

 

 

ภาพประกอบท่ี 4-25 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตเอทานอลจากการทดลองจริงและ 

ค่าจากการท านายดว้ยโปรแกรม Essential regression ของการหมกัเอทานอลดว้ยยสีตข์นมปัง 

 

 

 

y = 0.9107x + 0.6617
R² = 0.9107
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ตารางท่ี 4-19 ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการหมกัเอทานอลดว้ย

ยีสต์ขนมปัง  โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่ านการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วย เอนไซม ์

 

Term Coefficient Value Standard 
Error 

t – value P – value 

ค่าคงท่ี b0 -18.7649 9.2169 -2.0359 0.0812 
ร้อยละยสีตข์นมปัง b1 -0.1736 0.7098 -0.2446 0.8138 

เวลา b2 0.7213 1.2345 0.5843 0.5774 
พีเอชเร่ิมตน้ b3 9.5093 2.9098 3.2681 0.0137 

ร้อยละยสีตข์นมปัง× 
ร้อยละยสีตข์นมปัง 

b4 -0.0071 0.0294 -0.2403 0.8170 

เวลา×เวลา b5 -0.2815 0.0678 -4.1507 0.0043 
พีเอชเร่ิมตน้× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b6 -0.9611 0.2713 -3.5425 0.0094 

ร้อยละยสีตข์นมปัง× 
เวลา 

b7 0.1492 0.0598 2.4940 0.0414 

ร้อยละยสีตข์นมปัง× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b8 -0.0751 0.1197 -0.6279 0.5500 

เวลา× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b9 0.2362 0.2130 1.1091 0.3040 

 

  4.8.1.1 ผลของปัจจยัส าคญั (ตวัแปรอิสระ) ต่อปริมาณเอทานอลท่ีไดจ้ากการหมกั

ดว้ยยสีตข์นมปัง   

   ผลของปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระทั้ง 3 ซ่ึงประกอบดว้ยปริมาณยสีตข์นมปัง 

ระยะเวลา และพีเอชเร่ิมต้นต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล ได้น าเสนอในรูปกราฟพื้นผิวสามมิติ 

(Surface plot) และกราฟโครงร่าง (Contour plot) ของความสัมพนัธ์ตวัแปรต่างๆ เพื่อคาดคะเน

สภาวะท่ีเหมาะสม การพล็อตค่าจะพิจารณาไดค้ร้ังละสองตวัแปร โดยท่ีตวัแปรหน่ึงมีค่าคงท่ีเป็น 

ค่ากลางแสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-26 ถึง 4-28 
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(1) ผลของปริมาณยสีตข์นมปังและระยะเวลาในการหมกัเอทานอล 

 

(ก) 

 

(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-26 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละยสีตข์นมปังและเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชพ้ีเอช 

เร่ิมตน้ท่ี 5 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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69 91 112 133 
48 

     48      69      91       112    133 

                        เวลา (ชัว่โมง) 
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ผลของปริมาณยีสต์ขนมปังและเวลาในการหมกัต่อปริมาณเอทานอลดงัแสดงใน

ภาพประกอบท่ี 4-26 (ก) และ (ข) พบว่าเม่ือปริมาณยีสต์ขนมปังเพิ่มข้ึนจะท าให้ได้ปริมาณ 

เอทานอลเพิ่มข้ึน ในช่วงระยะเวลาหมกั 120-144 ชั่วโมง เน่ืองจากการใช้ยีสต์ขนมปังน้อยกว่า 
ร้อยละ 4 โดยมวล นั้นไม่เพียงพอต่อการผลิตเอทานอลและเม่ือเพิ่มปริมาณยีสต์ขนมปังตั้งแต่ 

ร้อยละ 4 โดยมวล ผลผลิตเอทานอลท่ีไดมี้ปริมาณสูงข้ึน ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในช่วงปัจจยัท่ี

ศึกษา คือ ปริมาณยสีตข์นมปังร้อยละ 8 โดยมวล และเวลาในการหมกั 135 ชัว่โมง ซ่ึงสอดคลอ้งกบั

งานวิจยัของอสัมา (2555) ไดท้  าการศึกษาการหมกัเอทานอลโดยใช้เตา้ตาลโตนดผสมเปลือกส้ม

ดว้ยยสีตข์นมปัง  ปรับพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5  ปัจจยัท่ีศึกษา คือ ปริมาณยสีตข์นมปังร้อยละ 1-10 โดย

มวลของวตัถุดิบ และจ านวนชั่วโมงในการหมกั 24-240 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิห้อง (ในช่วง 27-29  

องศาเซลเซียส) พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอล คือ การใช้ยีสต์ขนมปังร้อยละ 5  

โดยมวลของวตัถุดิบ และท าการหมกัเป็นเวลา 120 ชัว่โมง 

(2) ผลของปริมาณยสีตข์นมปังและพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกัเอทานอล 
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ภาพประกอบท่ี 4-27 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละยสีตข์นมปังและพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล  

โดยใชเ้วลาในการหมกั 96 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ผลของปริมาณยีสต์ขนมปังและพีเอชเร่ิมต้นในการหมกัต่อปริมาณเอทานอล 

ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 4-27 (ก) และ (ข) พบวา่พีเอชเร่ิมตน้ในช่วง 4.0-4.7 ปริมาณเอทานอลท่ี

ได้มีคงท่ี เม่ือเพิ่มพีเอชเร่ิมตน้ตั้งแต่ 4.7-5.3 ปริมาณเอทานอลท่ีได้มีค่าเพิ่มข้ึน ดงันั้นสภาวะท่ี

เหมาะสม คือ ใชย้สีตข์นมปังร้อยละ 8 และปรับพีเอชเร่ิมตน้เป็น 5.33        
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(3) ผลของเวลาและพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกัเอทานอล 

 

(ก) 

 
(ข) 

 
ภาพประกอบท่ี 4-28 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลาใน

การหมกัและพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชย้สีตข์นมปัง 
ร้อยละ 5 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ผลของเวลาและพีเอชเร่ิมต้นในการหมักต่อปริมาณเอทานอลดังแสดงใน
ภาพประกอบท่ี 4-28 (ก) และ (ข) พบว่าเม่ือระยะเวลาในการหมกัเพิ่มข้ึน จะท าให้ได้ปริมาณ 
เอทานอลเพิ่มข้ึนในช่วงพีเอชเร่ิมตน้ 4.0-5.3 จะเห็นไดว้า่ปริมาณเอทานอลจะค่อยๆ เพิ่มข้ึนในช่วง
ชัว่โมงท่ี 1 ถึง 120 เน่ืองจากมีน ้าตาลเพียงพอต่อการเจริญเติบโตของยสีต ์จึงมีการเปล่ียนน ้าตาลให้
กลายเป็นเอทานอล  ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจยัของสายฤดี (2555) ได้ท าการหมกัเอทานอลจาก 
เส้นใยปาล์มดว้ยยีสตข์นมปังโดยปรับพีเอชเร่ิมตน้ใหเ้ป็น 5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ศึกษา
ระยะเวลาในการหมกัเป็นเวลา 1-168 ชั่วโมง พบว่าท่ีระยะเวลาการหมกั 120 ชั่วโมงให้ปริมาณ 
เอทานอลมากท่ีสุด  

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ขนมปัง ภายใตส้มมติฐาน

สมการควบคุมตวัแปรต่างๆ ในขอบเขตสูงสุดและต ่าสุดท่ีตั้งไว ้แสดงดงัตารางท่ี 3-15  ผลการ

ค านวณสภาวะ ท่ี เหมาะสมแบบ CCD คือ  ใช้ป ริมาณยีสต์ขนมปัง ร้อยละ  8 โดยมวล   

ท าการหมกัเป็นระยะเวลา 135 ชั่วโมง ท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 5.33 จะไดป้ริมาณเอทานอลร้อยละ 8.521  

โดยปริมาตร จากการทดลองจริงท่ีสภาวะดงักล่าวไดผ้ลผลิตเอทานอลร้อยละ 8.158 โดยปริมาตร 

4.8.2 ก า ร ศึกษาหาสภาวะ ท่ี เหมาะสมในการหมัก เอทานอลด้วย ยีสต์
Saccharomyces cerevisiae YSC2 

  จากการออกแบบการทดลองโดยใช้โปรแกรม RSM ท่ีก าหนดตัวแปรอิสระ  

3 ตวัแปร ไดแ้ก่ ปริมาณยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ระยะเวลา และพีเอชเร่ิมตน้ โดยมีตวัแปรตาม คือ  

ปริมาณเอทานอล ได้ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4-20 ซ่ึงปริมาณเอทานอลสูงสุดในการ

ทดลอง คือ สภาวะท่ี 6 ซ่ึงใช้ปริมาณยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 5 โดยมวล ใช้ระยะเวลาใน

การหมกั 48 ชัว่โมงและพีเอชเร่ิมตน้เป็น 5 ไดป้ริมาณเอทานอลร้อยละ 9.197 โดยปริมาตร 

น าข้อมูลท่ีได้จากการทดลองไปวิเคราะห์ตามหลักการ Analysis of variance 

(ANOVA) ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ขอ้มูลเชิงสถิติของปริมาณเอทานอล แลว้น ามาสร้างแบบจ าลองทาง

คณิตศาสตร์โดยใชโ้ปรแกรม Essential regression  สามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของตวัแปรในการ

ทดลองท่ีมีผลต่อปริมาณเอทานอล ดงัแสดงในสมการท่ี 4.6 
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ปริมาณเอทานอล = -24.3452+1.3507(ร้อยละยีสต์)+0.2078(ระยะเวลา) +11.6445 
(พีเอชเร่ิมตน้)-0.0056(ร้อยละยสีต)์2+0.1047(ระยะเวลา)2-0.9550(พีเอชเร่ิมตน้)2-0.0225(ร้อยละยสีต ์
×ระยะเวลา)-0.2500(ร้อยละยสีต×์พีเอชเร่ิมตน้) -0.1850(ระยะเวลา×พีเอชเร่ิมตน้)                   (4.6)
  
ตารางท่ี 4-20 ผลการทดลองการหมกัเอทานอลดว้ยยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ท่ีสภาวะต่างๆ โดยใช้

ผลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์

ล าดบั
ท่ี 

ร้อยละยสีต ์ 
S. cerevisiae YSC2 

(โดยมวล) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

พีเอชเร่ิมตน้ 
เอทานอล  (ร้อยละโดยปริมาตร) 

ผลการทดลอง ผลการท านาย 

1 2.00 96 5.00 8.887 8.809 
2 3.22 72 4.50 8.290 8.237 
3 3.22 72 5.50 8.780 8.972 
4 3.22 120 4.50 8.491 8.518 
5 3.22 120 5.50 8.906 8.883 
6 5.00 48 5.00 9.197 9.126 
7 5.00 96 4.00 7.571 7.663 
8 5.00 96 5.00 8.632 8.723 
9 5.00 96 5.00 8.686 8.723 

10 5.00 96 5.00 8.852 8.723 
11 5.00 96 6.00 7.973 7.873 
12 5.00 144 5.00 9.086 9.158 
13 6.78 72 4.50 8.567 8.600 
14 6.78 72 5.50 8.472 8.445 
15 6.78 120 4.50 8.905 8.721 
16 6.78 120 5.50 8.140 8.196 
17 8.00 96 5.00 8.461 8.537 
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การพิจารณาความเหมาะสมของแบบจ าลองท่ีไดจ้ะประเมินจาก P value ท่ีไดจ้าก

แบบจ าลองของแต่ละปัจจยั ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่าปริมาณเอทานอลมากท่ีสุด คือ พีเอชเร่ิมตน้ แสดงดงั

ตารางท่ี 4-21 เม่ือน าค่าจากการท านายและค่าจากการทดลองมาพล็อตกราฟจะได้ค่า R2 เท่ากับ 

0.9472 แสดงดังภาพประกอบท่ี 4-29 ค่า R2  ท่ีเข้าใกล้ 1 แสดงว่าค่าท่ีได้จากแบบจ าลองมีค่า

ใกลเ้คียงกบัขอ้มูลจากการทดลองจริง (R2adjusted = 0.8793) จากขอ้มูลแบบจ าลองท่ีได้สามารถ

แสดงความสัมพนัธ์ของตวัแปรต่างๆ กบัค่าปริมาณเอทานอล ในรูปของกราฟพื้นผิวและกราฟ 

โครงร่างไดด้งัภาพประกอบท่ี 4.30 ถึง 4-32 

 

ภาพประกอบท่ี 4-29 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าผลผลิตเอทานอลจากการทดลองจริงและ 

ค่าจากการท านายดว้ยโปรแกรม Essential regression ของการหมกัเอทานอล 

ดว้ยยสีต ์S. cerevisiae YSC2 
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ตารางท่ี 4-21 ผลการประมาณค่าสัมประสิทธ์ิ และค่าสถิติต่างๆ ของกระบวนการหมกัเอทานอลดว้ย

ยีสต์ S. cerevisiae YSC2 โดยใช้ผลผลิตท่ีผ่านการปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดด้วยเอนไซม ์

 

Term Coefficient Value Standard 
Error 

t – value P – value 

ค่าคงท่ี b0 -24.3452 4.4358 -5.4883 0.0009 
ร้อยละยสีต ์ b1 1.3507 0.3416 3.9542 0.0055 

เวลา b2 0.2078 0.5941 0.3498 0.7368 
พีเอชเร่ิมตน้ b3 11.6445 1.4004 8.3152 0.0001 
ร้อยละยสีต×์ 
ร้อยละยสีต ์

b4 -0.0056 0.0141 -0.3974 0.7029 

เวลา×เวลา b5 0.1047 0.0326 3.2066 0.0149 
พีเอชเร่ิมตน้× 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b6 -0.9550 0.1306 -7.3139 0.0002 

ร้อยละยสีต×์เวลา b7 -0.0225 0.0288 -0.7804 0.4608 
ร้อยละยสีต×์ 
พีเอชเร่ิมตน้ 

b8 -0.2500 0.0576 -4.3407 0.0034 

เวลา× 
พเีอชเร่ิมตน้ 

b9 -0.1850 0.1025 -1.8046 0.1141 

 

  4.8.2.1 ผลของปัจจยัส าคญั (ตวัแปรอิสระ) ต่อปริมาณผลผลิตเอทานอลท่ีไดจ้าก
การหมกัดว้ยยสีต ์S. cerevisiae YSC2 

   ผลของปฏิสัมพนัธ์ระหว่างตัวแปรอิสระทั้ ง 3 ซ่ึงประกอบด้วยปริมาณยีสต์             

S. cerevisiae YSC2 ระยะเวลา และพีเอชเร่ิมตน้ต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล ไดน้ าเสนอในรูปกราฟ

พื้นผวิสามมิติ (Surface plot) และกราฟโครงร่าง (Contour plot) ของความสัมพนัธ์ตวัแปรต่างๆ เพื่อ

คาดคะเนสภาวะท่ีเหมาะสม การพล็อตค่าจะพิจารณาได้คร้ังละสองตวัแปร โดยท่ีตวัแปรหน่ึงมี

ค่าคงท่ีเป็นค่ากลางแสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-30 ถึง 4-32 
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(1) ผลของปริมาณยสีต ์S. cerevisiae YSC2 และระยะเวลาในการหมกัเอทานอล 

 

(ก) 

 

(ข)  

ภาพประกอบท่ี 4-30 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละยสีต ์S. cerevisiae YSC2 และเวลาท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชพ้ีเอช 

เร่ิมตน้ท่ี 5 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ผลของปริมาณยสีต์ S. cerevisiae YSC2 และจ านวนชัว่โมงในการหมกัต่อปริมาณ

เอทานอลดงัแสดงในประกอบท่ี 4-30 (ก) และ (ข) พบว่าได้ปริมาณเอทานอลสูงท่ีสุดท่ีร้อยละ 
9.315 โดยปริมาตร จากกราฟจะเห็นไดว้า่ท่ีปริมาณเอทานอลสูงท่ีสุดนั้น ตอ้งใชย้ีสต์ S. cerevisiae 

YSC2 ร้อยละ 2 โดยมวล และท าการหมกัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

(2) ผลของปริมาณยสีต ์S. cerevisiae YSC2 และพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกัเอทานอล 

 

(ก) 
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(ข) 

ภาพประกอบท่ี 4-31 กราฟพื้นผวิ (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง 

ร้อยละยสีต ์S. cerevisiae YSC2 และพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล  

โดยใชเ้วลาในการหมกั 96 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ผลของปริมาณยีสต์ S. cerevisiae YSC2 และพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกั ต่อปริมาณ
เอทานอล ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 4-31 (ก) และ (ข) พบวา่ไดป้ริมาณเอทานอลสูงท่ีสุดท่ีร้อยละ 
9.315 โดยปริมาตร จากกราฟจะเห็นไดว้า่ท่ีปริมาณเอทานอลสูงท่ีสุดนั้นมีพีเอชเร่ิมตน้ 5.64 และใช้
ยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 2 โดยมวล ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Irfan (2010) ศึกษาการ
ผลิตเอทานอลจากสารสกดัแครอบโดยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae พบว่าสภาวะท่ีให้ผลผลิต    
เอทานอลสูงสุด คือ ใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ร้อยละ 3 พีเอชเร่ิมต้น 5.5 และหมักท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
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(3) ผลของเวลาและพีเอชเร่ิมตน้ในการหมกัเอทานอล 

 

(ก) 

 
(ข) 

 
ภาพประกอบท่ี 4-32 กราฟพื้นผวิ (ก) กราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลา 

ในการหมกัและพีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล โดยใชย้สีต ์S. cerevisiae YSC2 

ร้อยละ 5 โดยมวล ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ผลของพีเอชเร่ิมต้นและระยะเวลาในการหมักต่อปริมาณเอทานอลดังแสดง 

ในประกอบท่ี 4-32 (ก) และ (ข) พบวา่ไดป้ริมาณเอทานอลสูงสุดท่ีร้อยละ 9.315 โดยปริมาตร จาก

กราฟจะเห็นไดว้่าท่ีปริมาณเอทานอลสูงสุดนั้นตอ้งปรับพีเอชเร่ิมตน้ท่ี 5.64  และท าการหมกัเป็น

เวลา 48 ชั่วโมงซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจยัของ Narendranath และ Power (2005) ได้ศึกษาผลของ 

พีเอชในการหมกัเอทานอลดว้ย Saccharomyces cerevisiae ในช่วงพีเอช 4.0, 4.5, 5.0 และ 5.5 พบวา่

ท่ีพีเอช 5.5 ให้ผลผลิตเอทานอลสูงสุด ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใชเ้วลาในการหมกั 48 ชัว่โมง 

ไดผ้ลผลิตเอทานอลร้อยละ 15.75 โดยปริมาตร 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักเอทานอลด้วยยีสต์  S. cerevisiae YSC2 

ภายใตส้มมติฐานสมการควบคุมตวัแปรต่างๆ ในขอบเขตสูงสุดและต ่าสุดท่ีตั้งไว ้แสดงดงัตารางท่ี 

3-15  ผลการค านวณสภาวะท่ีเหมาะสมแบบ CCD คือ ใชป้ริมาณยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ร้อยละ 2 

โดยมวล  ท าการหมกัเป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมงท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 5.64 จะไดป้ริมาณเอทานอลร้อยละ 

9.470 โดยปริมาตร จากการทดลองจริงท่ีสภาวะดงักล่าวได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 9.315 โดย

ปริมาตร 
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4.9 การประมาณต้นทุนการผลิตเอทานอลด้วยวิธีการผลิตแบบต่างๆ และการเปรียบเทียบ 

ข้อดี-ข้อเสียของกระบวนการผลติแต่ละวธีิ 

  ราคาสารเคมีท่ีใชใ้นการประมาณตน้ทุนการผลิตแสดงดงัตารางท่ี 4-22 

ตารางท่ี 4-22 ราคาสารเคมี (Commercial grade) ท่ีใช ้ 

สารเคมี ราคาต่อหน่วย 
เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส* 81.33 บาทต่อกิโลกรัม 

เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส* 130.12 บาทต่อกิโลกรัม 

ยสีตข์นมปัง* 65.06 บาทต่อกิโลกรัม 

ยสีต ์S. cerevisiae YSC2 * 299.36 บาทต่อกิโลกรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด์* 13.83 บาทต่อกิโลกรัม 
สารละลายแอมโมเนีย* 7.40 บาทต่อลิตร 

กรดซลัฟิวริก* 14.37 บาทต่อลิตร 

น ้า** 0.32 บาทต่อลิตร 
 

ท่ีมา: * http://www.alibaba.com 

         ** http://www.pwa.co.th/service/tariff_rate.html  

 

  

 

 

 

 

 

 

http://www.alibaba.com/
http://www.pwa.co.th/service/tariff_rate.html
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 ขั้นตอนการผลิตเอทานอลดว้ยวธีิการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี

และหมกัดว้ยยีสต์ขนมปัง ปริมาณการใช้วตัถุดิบและสารเคมีต่างๆ แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-33  

และการประมาณตน้ทุนการผลิตแสดงดงัตารางท่ี 4-23 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 4-33 แผนภาพแสดงการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี 

และหมกัดว้ยยสีตข์นมปัง  

 

 

แกนขา้วโพดบดละเอียด 
20 กรัม 

การปรับสภาพ 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์2.5 โมลาร์ 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
10 กรัม 

 

กรดซลัฟิวริก 
7.23 มิลลิลิตร 

การยอ่ย 
สารละลายกรดซลัฟิวริกร้อยละ 0.5 โดยมวล 

สารละลายแอมโมเนีย  
4.7 มิลลิลิตร 

 การหมกั 
ยสีตข์นมปัง 1.6 กรัม 

เอทานอลร้อยละ 7.649 โดยปริมาตร 
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 ขั้นตอนการผลิตเอทานอลดว้ยวธีิการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี

และหมกัดว้ยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YSC2 ปริมาณการใชว้ตัถุดิบและสารเคมีต่างๆ แสดง

ดงัภาพประกอบท่ี 4-34 และการประมาณตน้ทุนการผลิตแสดงดงัตารางท่ี 4-23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 4-34 แผนภาพแสดงการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี  

และหมกัดว้ยยสีต ์S. cerevisiae YSC2 

 

แกนขา้วโพดบดละเอียด 
20 กรัม 

การปรับสภาพ 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์2.5 โมลาร์ 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
10 กรัม 

 

กรดซลัฟิวริก 
7.23 มิลลิลิตร 

การยอ่ย 
สารละลายกรดซลัฟิวริกร้อยละ 0.5 โดยมวล 

สารละลายแอมโมเนีย 
4.7 มิลลิลิตร 

 การหมกั 
ยสีต ์S. cerevisiae YSC2 1.150 กรัม 

เอทานอลร้อยละ 6.473 โดยปริมาตร 
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ขั้นตอนการผลิตเอทานอลด้วยวิธีการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วย

เอนไซมแ์ละหมกัดว้ยยสีตข์นมปัง ปริมาณการใชว้ตัถุดิบและสารเคมีต่างๆ แสดงดงัภาพประกอบท่ี 

4-35 และการประมาณตน้ทุนการผลิตแสดงดงัตารางท่ี 4-24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 4-35 แผนภาพแสดงการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์ 

และหมกัดว้ยยสีตข์นมปัง  

 

แกนขา้วโพดบดละเอียด 
20 กรัม 

การปรับสภาพและยอ่ย 
แอลฟาอะไมเลส 0.04 กรัม 

สารละลายแอมโมเนีย 

 0.03 มิลลิลิตร 

กรดซลัฟิวริก 

 0.004 มิลลิลิตร 

การยอ่ย 
กลูโคอะไมเลส 0.026 กรัม 

สารละลายแอมโมเนีย 

 0.05 มิลลิลิตร 

การหมกั 
ยสีตข์นมปัง 1.6 กรัม 

เอทานอลร้อยละ 8.158 โดยปริมาตร 
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 ขั้นตอนการผลิตเอทานอลด้วยวิธีการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วย

เอนไซม์และหมกัด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae YSC2 ปริมาณการใช้วตัถุดิบและสารเคมี

ต่างๆ แสดงดงัภาพประกอบท่ี 4-36 และการประมาณตน้ทุนการผลิตแสดงดงัตารางท่ี 4-24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 4-36 แผนภาพแสดงการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์ 

และหมกัดว้ยยสีต ์S. cerevisiae YSC2

 

แกนขา้วโพดบดละเอียด 
20 กรัม 

การปรับสภาพและยอ่ย 
แอลฟาอะไมเลส 0.04 กรัม 

สารละลายแอมโมเนีย 

 0.03 มิลลิลิตร 

กรดซลัฟิวริก 

 0.004 มิลลิลิตร 

การยอ่ย 
กลูโคอะไมเลส 0.026 กรัม 

สารละลายแอมโมเนีย 

 0.05 มิลลิลิตร 

การหมกั 
ยสีต ์S. cerevisiae YSC2 0.4 กรัม 

เอทานอลร้อยละ 9.315 โดยปริมาตร 
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ตารางท่ี 4-23 ตน้ทุนในการผลิตและปริมาณสารเคมีท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตเอทานอลดว้ยผลผลิต

ท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี 

 

 

 

 

 

 

 

สารเคมีท่ีใช ้
หมกัดว้ยยสีตข์นมปัง หมกัดว้ยยสีต ์ S. cerevisiae YSC2 

ปริมาณท่ีใช ้ ราคา (บาท) ปริมาณท่ีใช ้ ราคา (บาท) 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
10 
กรัม 

0.1383 
10 
กรัม 

0.1383 

กรดซลัฟิวริก 
 

7.23 
มิลลิลิตร 

0.1039 7.23 
มิลลิลิตร 

0.1039 

สารละลายแอมโมเนีย 
4.7 

มิลลิลิตร 
0.0348 4.7 

มิลลิลิตร 
0.0348 

ยสีต ์
1.6 
กรัม 

0.1041 1.15 
กรัม 

0.3443 

น ้า 
94.68 

มิลลิลิตร 
0.03039 94.68 

มิลลิลิตร 
0.03039 

รวม  0.4114  0.6516 
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ตารางท่ี 4-24 ตน้ทุนในการผลิตและปริมาณสารเคมีท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตเอทานอลดว้ยผลผลิต

ท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์

 

 

 

 

สารเคมีท่ีใช ้
หมกัดว้ยยสีตข์นมปัง หมกัดว้ยยสีต ์ S. cerevisiae YSC2 

ปริมาณท่ีใช ้ ราคา (บาท) ปริมาณท่ีใช ้ ราคา (บาท) 

เอนไซม ์
แอลฟาอะไมเลส 

0.040 
กรัม 

0.00325 
0.040 
กรัม 

0.00325 

สารละลาย
แอมโมเนีย 

0.030 
มิลลิลิตร 

0.00022 
0.030 

มิลลิลิตร 
0.00022 

เอนไซม ์
กลูโคอะไมเลส 

0.026 
กรัม 

0.00338 
0.026 
กรัม 

0.00338 

กรดซลัฟิวริก 
 

0.004 
มิลลิลิตร 

0.00005 
0.004 

มิลลิลิตร 
0.00005 

ยสีต ์
1.600 
กรัม 

0.10410 
0.400 
กรัม 

0.11974 

สารละลาย
แอมโมเนีย 

0.050 
มิลลิลิตร 

0.00037 
0.050 

มิลลิลิตร 
0.00037 

น ้า 
101.450 
มิลลิลิตร 

0.03257 
101.450 
มิลลิลิตร 

0.03257 

รวม  0.14394  0.15959 
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การเปรียบเทียบผลผลิตท่ีได้และต้นทุนในการผลิตเอทานอลทั้ ง 4 วิธี แสดง
รายละเอียดดงัตารางท่ี 4-25 พบว่าการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี และหมกัดว้ย

ยีสต์ขนมปังให้ผลผลิตเอทานอลมากท่ีสุด 549.31 ลิตรต่อตนั แต่การปรับสภาพและย่อยด้วย

เอนไซม์ และหมกัด้วยยีสต์ S. cerevisiae YSC2 มีค่าใช่จ่ายในการผลิตต ่าสุด 15.32 บาทต่อลิตร  

จะเห็นไดว้่าการปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมีมีราคาตน้ทุนในการผลิตเอทานอล 

สูงกวา่การใชเ้อนไซม์ 2-4 เท่า เน่ืองจากการใชส้ารเคมีแมว้า่จะมีราคาต่อหน่วยท่ีต ่ากวา่แต่มีการใช้

ในปริมาณมาก ส่งผลให้มีราคาตน้ทุนในการผลิตท่ีสูงกว่า ส่วนการใช้เอนไซม์แม้ว่าจะมีราคา 

ต่อหน่วยท่ีสูงกว่าแต่มีการใช้ในปริมาณน้อย จึงส่งผลให้มีราคาตน้ทุนในการผลิตท่ีต ่ากว่า ซ่ึง

สามารถช่วยลดค่าใช่จ่ายในการผลิตได้มากและมีความเป็นไปได้ของการลงทุนเพื่อสร้าง

โรงงานผลิตเอทานอล  

ตารางท่ี 4-25 แสดงผลผลิตเอทานอลและตน้ทุนในการผลิตทั้ง 4 วธีิ 

การปรับสภาพ
และยอ่ย 

ชนิดของยสีต ์ ผลผลิต* 
(ลิตรต่อตนั) 

ค่าใชจ่้าย 
(บาทต่อตนั) 

ค่าใชจ่้าย 
(บาทต่อลิตร) 

สารเคมี 
 

ขนมปัง 549.31 20,571 37.45 
S. cerevisiae YSC2 462.13 32,579 70.50 

เอนไซม ์ ขนมปัง 466.41 7,197 15.43 
S. cerevisiae YSC2 520.75 7,979 15.32 

 

* ลิตรเอทานอลร้อยละ 95 โดยปริมาตร ต่อตนัของวตัถุดิบแกนขา้วโพด 
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ตารางท่ี 4-26 การเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลจากวตัถุดิบต่างๆ ซ่ึงหมกัโดย Saccharomyces 

cerevisiae 

วตัถุดิบ ผลผลิต 
 (ลิตรต่อตนั) 

อา้งอิง 

แกนขา้วโพดท่ีปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมี  462.13 งานวจิยัน้ี 
แกนขา้วโพดท่ีปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ 520.75 งานวจิยัน้ี 
เมล็ดขนุนสด  486.000 บญัชา (2554) 
เมล็ดขนุนท่ีผา่นการสกดัพรีไบโอติกส์ 396.000 บญัชา (2554) 
มนัส าปะหลงั 160.000 Suthamma (2007) 
ขา้วโพด 375.000 Suthamma (2007) 
ขา้ว 375.000 Suthamma (2007) 
ออ้ย 70.000 Suthamma (2007) 
กากน ้าตาล 240.000 Suthamma (2007) 

 

ตารางท่ี 4-27 การเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลจากวตัถุดิบต่างๆ ซ่ึงหมกัโดยยสีตข์นมปัง 

 

วตัถุดิบ ผลผลิต  
(ลิตรต่อตนั) 

อา้งอิง 

แกนขา้วโพดท่ีปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมี 549.31 งานวจิยัน้ี 
แกนขา้วโพดท่ีปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ 466.41 งานวจิยัน้ี 
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จากตารางท่ี 4-26 แสดงการเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลจากวตัถุดิบต่างๆ           
ซ่ึงหมกัด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae พบว่าการใช้แกนขา้วโพดสามารถผลิตเอทานอลได้

มากกวา่วตัถุดิบอ่ืนๆ เน่ืองจากแกนขา้วโพดมีองคป์ระกอบพวกคาร์โบไฮเดรต และปริมาณน ้ าตาล

ท่ีผ่านการย่อยดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคสอะไมเลสมากพอท่ีจะผลิตเอทานอลได้

มากกวา่วตัถุดิบอ่ืน  

จากตารางท่ี 4-27 แสดงการเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลโดยใช้ยีสต์ขนมปัง 

พบว่าการปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และสารละลาย 

กรดซลัฟิวริกจากแกนขา้วโพด 1 ตนั สามารถผลิตเอทานอลไดม้ากกวา่การปรับสภาพและยอ่ยดว้ย
เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส เน่ืองจากการปรับสภาพและย่อยด้วยสารเคมีใช้

ระยะเวลาในการปรับสภาพและย่อยเป็นระยะเวลานานกว่าการปรับสภาพและย่อยด้วยเอนไซม ์

ท าให้วตัถุดิบมีความพร้อมท่ีจะย่อยไดม้ากกวา่และสามารถยอ่ยไดง่้ายกว่า ส่งผลให้สามารถผลิต              

เอทานอลไดม้ากกวา่การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ 
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ตารางท่ี 4-28 แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมีและเอนไซม ์

 

รายการ 
การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมี การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์

การปรับสภาพ ความเขม้ขน้ของโซเดียมโฮดรอกไซด์ (โมลาร์) 2.5 ร้อยละแอลฟาอะไมเลส (โดยมวล) 0.2 

อุณหภูมิในการปรับสภาพ (องศาเซลเซียส) 60 อุณหภูมิในการปรับสภาพ (องศาเซลเซียส) 87.6 

ระยะเวลาในการปรับสภาพ (ชัว่โมง) 18 ระยะเวลาในการปรับสภาพ (ชัว่โมง) 2.5 

การยอ่ย ความเขม้ขน้ของกรดซลัฟิวริก (ร้อยละโดยมวล) 0.5 ร้อยละกลูโคอะไมเลส (โดยมวล) 0.13 

อุณหภูมิในการยอ่ย (องศาเซลเซียส) 100 อุณหภูมิในการยอ่ย (องศาเซลเซียส) 60 

ระยะเวลาในการยอ่ย (ชัว่โมง) 3 ระยะเวลาในการยอ่ย (ชัว่โมง) 6 

น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

12.420 13.251 
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ตารางท่ี 4-29 แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลแต่ละกระบวนการ 

 

รายการ 

การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมี การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
หมกัดว้ย 

ยสีตข์นมปัง 

หมกัดว้ย 

ยสีต ์S. cerevisiae YSC2 

หมกัดว้ย 

ยสีตข์นมปัง 

หมกัดว้ย 

ยสีต ์S. cerevisiae YSC2 

ร้อยละยสีต ์(โดยมวล) 8 5.77 8 2 

เวลาการหมกั (ชัว่โมง) 48 48 135 48 

พีเอชเร่ิมตน้ 5.12 5.65 5.33 5.64 

ปริมาณเอทานอล 

(ร้อยละโดยปริมาตร) 

7.649 6.473 8.158 9.315 

ตน้ทุนในการผลิต 
(บาทต่อลิตร) 

37.45 70.50 15.43 15.32 
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ตารางท่ี 4-30 การเปรียบเทียบขอ้ดี-ขอ้เสียระหวา่งการปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมีและเอนไซม ์

รายการ การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมี การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์

ขอ้ดี 
- เก็บดูแลรักษาง่าย เน่ืองจากสามารถเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งได ้ - ปฏิกิริยามีความจ าเพาะเจาะจงจึงสามารถผลิต 

น ้าตาลรีดิวซ์ไดม้ากกวา่การใชส้ารเคมี (เล็กนอ้ย) 

ขอ้เสีย 

- ใชร้ะยะเวลาในการปรับสภาพและยอ่ยนานกวา่การใช้
เอนไซมท์ าใหส้ิ้นเปลืองพลงังาน 
- ใชป้ริมาณสารเคมีในการปรับพีเอชมากกวา่การใชเ้อนไซม ์
ท าใหมี้ตน้ทุนในการผลิตสูง 
 

- การเก็บรักษามีความยุง่ยาก เน่ืองจากตอ้งเก็บไวใ้น
ตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิต ่า (5 องศาเซลเซียส) 
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ตารางท่ี 4-31 การเปรียบเทียบขอ้ดี-ขอ้เสียแต่ละกระบวนการ  

 
รายการ 

การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมี การปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
ยสีตข์นมปัง ยสีต ์S. cerevisiae YSC2   ยสีตข์นมปัง ยสีต ์S. cerevisiae YSC2  

ขอ้ดี 
 

- สามารถหาซ้ือไดง่้าย 
- ตน้ทุนในการผลิตต ่ากวา่ 
การใชย้สีต ์S. cerevisiae 
YSC2 ถึง 2 เท่า 
-ใหผ้ลผลิตเอทานอลมาก
ท่ีสุด 549.31 ลิตรต่อตนั 

-  ใชป้ริมาณยสีต ์ 
S. cerevisiae YSC2   
นอ้ยกวา่ยสีตข์นมปัง  

- สามารถหาซ้ือไดง่้าย 
 
 
 
 

- อตัราการหมกัเอทานอลเกิดข้ึนไดเ้ร็ว       
ท  าใหร้ะยะเวลาในการหมกัสั้นลง 
- มีตน้ทุนในการผลิตต ่าสุด 
- ไดป้ริมาณเอทานอลมากกวา่การใช ้
ยสีตข์นมปัง 

ขอ้เสีย - ใชป้ริมาณยสีตข์นมปัง
มากกวา่ยสีต ์S. cerevisiae 
YSC2 

- การเก็บรักษามีความยุง่ยาก 
เน่ืองจากตอ้งเก็บไวใ้นตูเ้ยน็
ท่ีอุณหภูมิต ่า  
(5 องศาเซลเซียส) 

- ใชป้ริมาณยสีตข์นมปัง
มากกวา่ยสีต ์S. cerevisiae 
YSC2   
-ใชเ้วลาในการหมกัมากกวา่ 
ยสีต ์S. cerevisiae YSC2 
ท าใหส้ิ้นเปลืองพลงังาน 
 

- การเก็บรักษามีความยุง่ยาก เน่ืองจากตอ้ง
เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิต ่า 
 (5 องศาเซลเซียส) 
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บทที ่5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

5.1 การผลติเอทานอลจากแกนข้าวโพด 

  แกนขา้วโพดเป็นผลผลิตเหลือทิ้งทางการเกษตรท่ีมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตและ
เส้นใยมากพอท่ีจะน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลได ้

5.2 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี 

  สภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพวตัถุดิบดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
คือ ใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ท่ีความเข้มข้น 2.5 โมลาร์ ควบคุมอุณหภูมิ ท่ี  60  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จะไดน้ ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากบั 11.633 กรัมต่อลิตร และยอ่ยต่อ
ในสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก คือ สารละลายกรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ร้อยละ 
0.5 โดยมวล ควบคุมอุณหภูมิท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จะได้น ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด
เท่ากบั 12.420 กรัมต่อลิตร 

5.3 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์  

 สภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและยอ่ยวตัถุดิบดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส  
คือ ใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสร้อยละ 0.20 โดยมวล ควบคุมอุณหภูมิท่ี 87.6 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 150 นาที จะได้น ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 6.208 กรัมต่อลิตร และย่อยต่อในสภาวะ 
ท่ีเหมาะสมด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส คือ ใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสร้อยละ  0.13 โดยมวล 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 360 นาที จะไดน้ ้ าตาลรีดิวซ์สูงท่ีสุดเท่ากบั 13.251  
กรัมต่อลิตร 
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5.4 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี และหมักด้วยยสีต์ขนมปัง (Baker’s 

yeast) 

 สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยผลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ย

แกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และสารละลายกรดซลัฟิวริก โดยท าการหมกัดว้ย

ยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) คือ ใช้ยีสต์ขนมปังร้อยละ 8 โดยมวล พีเอชเร่ิมต้นประมาณ 5.12  

ท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส หมักเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 7.649  

โดยปริมาตร 

5.5 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี และหมักด้วยยีสต์ Saccharomyces 

cerevisiae YSC2  

  สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยผลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ย

แกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และสารละลายกรดซลัฟิวริก โดยท าการหมกัดว้ย

ยสีต ์Saccharomyces cerevisiae YSC2 คือ ใชย้ีสตร้์อยละ 5.77 โดยมวล พีเอชเร่ิมตน้ประมาณ 5.65 

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส หมกัเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 6.473 โดย

ปริมาตร 

5.6 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์ และหมักด้วยยสีต์ขนมปัง (Baker’s 

yeast) 

  สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยผลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ย

แกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส โดยท าการหมกัดว้ยยีสต์ขนมปัง 

(Baker’s yeast) คือ ใช้ยีสต์ขนมปังร้อยละ 8 โดยมวล พีเอชเร่ิมตน้ประมาณ 5.33  ท่ีอุณหภูมิ  30 

องศาเซลเซียส หมกัเป็นเวลา 135 ชัว่โมง ไดผ้ลผลิตเอทานอลร้อยละ 8.158 โดยปริมาตร 
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5.7 การศึกษาการปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์ และหมักด้วยยีสต์ Saccharomyces 

cerevisiae YSC2  

  สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเอทานอลดว้ยผลผลิตท่ีผา่นการปรับสภาพและยอ่ย

แกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส  โดยท าการหมักด้วยยีสต์

Saccharomyces cerevisiae YSC2 คือ ใช้ยีสต์ ร้อยละ 2 โดยมวล พี เอชเ ร่ิมต้นประมาณ 5.64  

ท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส หมักเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ได้ผลผลิตเอทานอลร้อยละ 9.315 

โดยปริมาตร 

5.8  การเปรียบเทียบข้อดี-ข้อเสีย และการประมาณต้นทุนการผลิตเอทานอลด้วยวิธีการผลิต 

แบบต่างๆ  

 5.8.1 การปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี และหมกัดว้ยยีสตข์นมปัง 
(Baker’s yeast) 

 การปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี และหมักด้วยยีสต์ขนมปัง 
(Baker’s yeast)  มีข้อดี คือ มีต้นทุนการผลิตต ่ากว่าการใช้ยีสต์ S. cerevisiae YSC2 ถึง 2 เท่า ได้
ผลผลิตเอทานอลมากท่ีสุด 549.31 ลิตรต่อตนั และมีตน้ทุนในการผลิต 37.45 บาทต่อลิตร  

 5.8.2 การปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยสารเคมี และหมักด้วยยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae YSC2 

การปรับสภาพและย่อยแกนขา้วโพดดว้ยสารเคมี และหมกัดว้ยยีสต ์S. cerevisiae 
YSC2 มีขอ้ดี คือ ใชป้ริมาณยสีต ์S. cerevisiae YSC นอ้ยกวา่ยสีตข์นมปัง แต่มีขอ้เสีย คือ ใหผ้ลผลิต
เอทานอล 462.13 ลิตรต่อตนั ซ่ึงน้อยกว่าการใช้ยีสต์ขนมปัง และมีตน้ทุนในการผลิตมากท่ีสุด 
70.50 บาทต่อลิตร 
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5.8.3 การปรับสภาพและยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยเอนไซม ์และหมกัดว้ยยสีตข์นมปัง 
(Baker’s yeast) 

การปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์ และหมักด้วยยีสต์ขนมปัง 
(Baker’s yeast) มีขอ้เสีย คือ ใชร้ะยะเวลาในการหมกันานกวา่การใชย้สีต ์S. cerevisiae YSC2 ท าให้
ส้ินเปลืองพลังงาน ซ่ึงให้ผลผลิตเอทานอล 466.41 ลิตรต่อตัน และมีต้นทุนในการผลิต 15.43  
บาทต่อลิตร 

5.8.4 การปรับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วยเอนไซม์ และหมักด้วยยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae YSC2 

การป รับสภาพและย่อยแกนข้าวโพดด้วย เอนไซม์และหมักด้วยยีสต์  
Saccharomyces cerevisiae YSC2 มีขอ้ดี คือ ใช้ระยะเวลาในการหมกัเร็ว ท าให้ประหยดัพลงังาน
มากกว่าการใช้ยีสต์ขนมปัง ให้ผลผลิตเอทานอล 520.75 ลิตรต่อตนั มีตน้ทุนในการผลิตต ่าท่ีสุด 
15.32 บาทต่อลิตร 
 
ข้อเสนอแนะ 

  ในขั้นตอนของการหมกัควรมีการศึกษาส่วนของ pH ระหวา่งหมกั เน่ืองจาก
สามารถควบคุมใหค้งท่ีทุกการทดลองไดเ้พียงแค่ pH เร่ิมตน้เท่านั้น และอุณหภูมิระหวา่งท าการ
หมกั เน่ืองจากยสีตแ์ต่ละชนิดมีความสามารถผลิตเอทานอลในอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารเคมแีละวธิีการวเิคราะห์ 
 

1. การวิเคราะห์หาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (Reducing Sugars) โดยวิธี Modified Dinitrosalicylic 
Acid (Miller, 1959)  
 

1.1 การเตรียมสารละลาย Dinitrosalicylic Acid 
สารละลาย Dinitrosalicylic Acid ประกอบดว้ยสารเคมีต่างๆดงัน้ี 
3,5-Dinitrosalicylic Acid  1%  w/v 
Phenol    0.2% w/v 
Sodium sulfite   0.05% w/v 
Sodium hydroxide   1% w/v 
Sodium potassium tartrate  20% w/v  

 
ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์ 2.5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 200 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 

Dinitrosalicylic Acid 2.5 กรัม ฟีนอล 0.5 กรัม โซเดียมซัลไฟท์ 0.125 กรัม โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
2.5 กรัม และโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 50 กรัม ลงไป จากนั้นผสมให้เขา้กนัด้วย Magnetic 
Stirrer และปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ 
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1.2 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสเพื่อใช้วิเคราะห์หาปริมาณ
น า้ตาลรีดิวซ์ ในสารตัวอย่าง  
 

1.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
(1) เตรียม Stock สารละลายกลูโคสความเขม้ขน้ 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณ 

100 มิลลิลิตร โดยชัง่กลูโคส 0.1 กรัม จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 100 มิลลิลิตร  
(2) เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเขม้ขน้ 100, 200, 400, 500, 600 700, 

และ 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยปิเปต Stock สารละลายกลูโคสความเขม้ขน้ 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 1, 2, 4, 5, 6, 7 และ 10 มิลลิลิตร ตามล าดับ จากนั้ นปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นเป็น                    
10 มิลลิลิตร 
 

1.2.2 ขั้นตอนการวเิคราะห์สารละลายกลูโคสเพือ่สร้างกราฟมาตรฐาน 
(1) ปิเปตสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเขม้ขน้ต่าง ๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดทดลอง 
(2) ปิเปตสารละลาย Dinitrosalicylic Acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้เขยา่ให้เขา้

กนั จากนั้นน าไปใหค้วามร้อนดว้ยอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
(3) ท าใหส้ารตวัอยา่งเยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้งอยา่งรวดเร็ว โดยวางลงบนน ้าแขง็  
(4) เติมน ้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer จากนั้นน าค่าการดูดกลืน
แสงท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐาน ซ่ึงแสดงในภาพประกอบท่ี ก-1 เพื่อใช้เปรียบเทียบหาปริมาณ
น ้าตาลรีดิวซ์ในสารตวัอยา่ง 
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ภาพประกอบท่ี ก-1 กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสส าหรับวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 
 

1.3 วเิคราะห์หาปริมาณน า้ตาลรีดิวส์ในสารตัวอย่าง  
(1) ปิเปตสารละลายตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
(2) ปิเปตสารละลาย Dinitrosalicylic Acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
(3) น าไปให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

10 นาที 
(4) ท าให้หลอดทดลองเยน็จนถึงอุณหภูมิห้องอยา่งรวดเร็ว โดยวางหลอดทดลอง

ลงบนน ้าแขง็ 
(5) เติมน ้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี         

ความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer จากนั้นน าค่าการดูดกลืน
แสงท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน (ภาพประกอบท่ี ก-1) 
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2. การวิเคราะห์หาปริมาณน ้าตาลทั้ งหมด  (Total Sugars) โดยวิธี  Modified Phenol Sulfuric 
Method (Dubois et al., 1956) 
 

2.1 อุปกรณ์ และสารเคมีทีใ่ช้ประกอบด้วย 
(1) ปิเปต (Pipette) ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 
(2) 5 เปอร์เซ็นต ์ฟีนอล  

  (3) 98 เปอร์เซ็นต ์กรดซลัฟิวริก  
 

2.2 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสเพื่อใช้วิเคราะห์หาปริมาณ
น า้ตาลทั้งหมดในสารตัวอย่าง  

2.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสส าหรับวเิคราะห์น า้ตาลทั้งหมด 
(1) เตรียมสาร Stock สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ปริมาณ 100 มิลลิลิตร โดยชัง่กลูโคส 0.1 กรัม จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 100 มิลลิลิตร  
(2) เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเขม้ขน้ 100, 200, 300, 400, 600, 800 

และ 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร โดยปิเปต Stock สารละลายกลูโคสความเขม้ขน้ 
1000 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณ 1, 2, 3, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิลิตร ตามล าดบั จากนั้นปรับปริมาตรดว้ย
น ้ากลัน่เป็น 10 มิลลิลิตร 

2.2.3 ข้ันตอนการวเิคราะห์สารละลายกลูโคสเพือ่สร้างกราฟมาตรฐาน 
(1) ปิเปตสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเขม้ขน้ต่าง ๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร      

ลงในหลอดทดลอง 
   (2) ปิเปตสารละลาย 5 เปอร์เซ็นต ์ฟีนอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
จากนั้นเขยา่เพื่อใหส้ารผสมกนั 

(3) ปิเปต 98 เปอร์เซ็นต์ กรดซัลฟิวริก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
จากนั้นเขยา่เพื่อใหส้ารผสมกนั 

(4) น าไปให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   
30 นาที 

(5) ท าให้หลอดทดลองเยน็จนถึงอุณหภูมิห้องอยา่งรวดเร็ว โดยวางหลอดทดลอง
ลงบนน ้ าแขง็ และน าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Visible 
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Spectrophotometer จากนั้ นน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน ซ่ึงแสดงใน
ภาพประกอบท่ี ก-2 เพื่อใชเ้ปรียบเทียบหาปริมาณน ้าตาลทั้งหมดในสารตวัอยา่ง 

 

 
ภาพประกอบท่ี ก-2 กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสส าหรับวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด 

 
2.3 การวเิคราะห์หาปริมาณน ้าตาลทั้งหมดในสารละลายตัวอย่าง  
(1) ปิเปตสารละลายตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 

   (2) ปิเปตสารละลาย 5 เปอร์เซ็นต ์ฟีนอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
จากนั้นเขยา่เพื่อใหส้ารผสมกนั 

(3) ปิเปต 98 เปอร์เซ็นต์ กรดซัลฟิวริก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
จากนั้นเขยา่เพื่อใหส้ารผสมกนั 

(4) น าไปให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   
30 นาที 

(5) ท าใหห้ลอดทดลองเยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้งอยา่งรวดเร็ว โดยวางหลอดทดลอง
ลงบนน ้าแขง็ และน าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Visible 
Spectrophotometer จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน (ภาพประกอบ
ท่ี ก-2) 
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3. การวเิคราะห์หาความเข้มข้นของเอทานอลทีไ่ด้จากการหมัก 
3.1 อุปกรณ์ และสารเคมีทีใ่ช้ประกอบด้วย 

 (1) เคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (Gas chromatography, GC)  

(2) 99.9 เปอร์เซ็นต ์เอทานอล 

 

3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอล 

เตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอลความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 และ 10.0 

เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยปิเปต 99.9 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล

ปริมาณ 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 และ 10 มิลลิลิตร ตามล าดับ จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นเป็น 10 

มิลลิลิตร 

3.3 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายเอทานอลเพื่อใช้วิเคราะห์หาความ

เข้มข้นและความบริสุทธ์ิของเอทานอลทีห่มักได้ 

น าสารละลายมาตรฐานเอทานอลความเข้มข้นต่าง ๆ ไปตรวจวดัตามสภาวะ 

ดังตารางท่ี ก-1  จากนั้ นน าค่าพื้นท่ีใต้พีค (Peak) ท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน ซ่ึงแสดงใน

ภาพประกอบท่ี ก-3 เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบหาความเขม้ขน้และความบริสุทธ์ิของเอทานอลท่ี

หมกัได ้

ตารางท่ี ก-1 สภาวะในการตรวจวดัดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (GC) 
 

 Condition 
Inlet temperature 150 ๐C 
Carrier gas He, flow 20 ml/min, Split mode 2.0 min  
Oven temperature Initial temperature 150 ๐C held  for 6 min 
Column HP-Innowax, length 30 m, internal diameter 0.32 

mm and film thickness 0.25 m 
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ภาพประกอบท่ี ก-3 กราฟมาตรฐานสารละลายเอทานอลส าหรับการวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ 
ของเอทานอล 
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ภาคผนวก ข 
 

ข้อมูลทีไ่ด้จากการทดลอง 
 

ตารางท่ี ข-1 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการปรับสภาพแกนข้าวโพดด้วยสารละลาย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

น ้าตาลรีดิวส์ (กรัมต่อลิตร) 

1 โมลาร์ 1.5 โมลาร์ 2 โมลาร์ 2.5 โมลาร์ 
50 0.062 0.075 0.093 0.082 
60 0.057 0.057 0.067 0.090 
70 0.041 0.041 0.055 0.087 
80 0.014 0.042 0.080 0.093 

 

ตารางท่ี ข-2 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก

ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชั่วโมง  ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส หลงัจากปรับสภาพ     

แกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา              

24 ชัว่โมง แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

ร้อยละ 0.5  
โดยมวล  

ร้อยละ 1.0  
โดยมวล 

ร้อยละ 1.5  
โดยมวล 

ร้อยละ 2.0  
โดยมวล 

1 0.506 0.115 0.027 0.030 
2 0.585 0.022 0.013 0.017 
3 0.997 0.028 0.013 0.019 
4 0.808 0.142 0.191 0.195 
5 0.839 0.145 0.194 0.212 
6 0.883 0.146 0.157 0.212 
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ตารางท่ี ข-3 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก

ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส หลงัจากปรับสภาพแกน

ข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา              

24 ชัว่โมง แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

เวลา 

(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

ร้อยละ 0.5  
โดยมวล  

ร้อยละ 1.0  
โดยมวล 

ร้อยละ 1.5  
โดยมวล 

ร้อยละ 2.0  
โดยมวล 

1 0.980 0.002 0.000 0.041 
2 1.023 0.011 0.000 0.013 
3 1.367 0.019 0.003 0.010 
4 1.537 0.106 0.016 0.005 
5 1.341 0.065 0.024 0.017 
6 1.133 0.060 0.023 0.002 

ตารางท่ี ข-4 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก

ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส หลงัจากปรับสภาพแกน

ข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา              

24 ชัว่โมง แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

ร้อยละ 0.5  
โดยมวล  

ร้อยละ 1.0  
โดยมวล 

ร้อยละ 1.5  
โดยมวล 

ร้อยละ 2.0  
โดยมวล 

1 0.706 0.069 0.053 0.037 
2 0.833 0.081 0.030 0.010 
3 1.357 0.057 0.079 0.055 
4 1.128 0.079 0.033 0.046 
5 1.096 0.041 0.052 0.049 
6 0.875 0.061 0.049 0.061 
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ตารางท่ี ข-5 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก

ร้อยละ 0.5-2 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส หลงัจากปรับสภาพแกน

ข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา              

24 ชัว่โมง แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

ร้อยละ 0.5  
โดยมวล  

ร้อยละ 1.0  
โดยมวล 

ร้อยละ 1.5  
โดยมวล 

ร้อยละ 2.0  
โดยมวล 

1 0.714 0.042 0.045 0.044 
2 0.769 0.056 0.021 0.026 
3 0.867 0.047 0.051 0.049 
4 0.969 0.073 0.068 0.067 
5 1.047 0.037 0.035 0.036 
6 1.055 0.042 0.063 0.055 

ตารางท่ี ข-6 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก

ร้อยละ 0.5 โดยมวล เป็นเวลา 1-6 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 90-120 องศาเซลเซียส หลงัจากปรับสภาพ

แกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา              

24 ชัว่โมง แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

90  
องศาเซลเซียส 

100  
องศาเซลเซียส 

110  
องศาเซลเซียส 

120 
องศาเซลเซียส 

1 0.506 0.980 0.706 0.714 
2 0.585 1.023 0.833 0.769 
3 0.997 1.367 1.357 0.867 
4 0.808 1.537 1.128 0.969 
5 0.839 1.341 1.096 1.047 
6 0.883 1.133 0.875 1.055 
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ตารางท่ี ข-7 แสดงปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์และน ้าตาลทั้งหมดท่ีไดจ้ากการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2 โมลาร์  ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

6-24 ชั่วโมง แล้วย่อยต่อด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 1 โดยมวล เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  

ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

การทดลอง
ท่ี 

ระยะเวลา  
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

น ้าตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

1 6 0.984 6.135 
2 10 1.139 8.240 
3 14 1.025 4.702 
4 18 1.007 4.457 
5 24 0.991 5.033 

 

ตารางท่ี ข-8 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้าตาลทั้งหมดท่ีไดจ้ากการปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2-2.5 โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10-24 ชัว่โมง แลว้ย่อยต่อดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกร้อยละ 1 โดยมวล เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  

ท่ีอุณหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

กาทดลอง
ท่ี 

ความเขม้ขน้ 
(โมลาร์) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

น ้าตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

1 2 50 10 0.954 12.249 
2 2 60 24 0.848 12.534 
3 2.5 50 24 1.236 11.915 
4 2.5 60 10 1.272 11.568 
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ตารางท่ี ข-9 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีได้จากการย่อยด้วยสารละลายกรด

ซลัฟิวริกร้อยละ 0.5-1 โดยมวล เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส หลงัจาก

ปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2.5 โมลาร์  ท่ีอุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ชัว่โมง  แบบลา้งน ้าใหเ้ป็นกลางก่อนท าการยอ่ยดว้ยสารละลายกรด 

การ
ทดลอง

ท่ี 

ความเขม้ขน้ 
(ร้อยละ 
โดยมวล) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

น ้าตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

1 0.5 100 3 1.659 11.068 
2 0.5 110 4 0.981 11.043 
3 1 100 3 1.183 10.672 
4 1 110 4 1.121 11.803 

 

ตารางท่ี ข-10 แสดงปริมาณเอทานอลท่ีไดจ้ากการหมกัดว้ยยีสต์ขนมปังท่ีระยะเวลาหมกั 48-120 

ชัว่โมง โดยใชผ้ลผลิตหลงัการปรับสภาพและยอ่ยดว้ยสารเคมี แบบลา้งน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการ

ยอ่ยดว้ยสารละลายกรด  
 

 

 

 

 

 

 

การทดลองท่ี ระยะเวลาหมกั (ชัว่โมง) เอทานอล (ร้อยละโดยปริมาตร) 
1 48 0.037 
2 72 0.038 
3 96 0.042 
4 120 0.040 
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ตารางท่ี ข-11 แสดงปริมาณเอทานอลท่ีหมกัดว้ยยีสตข์นมปังร้อยละ 2-10 โดยมวล  โดยใชผ้ลผลิต

หลงัการปรับสภาพและย่อยดว้ยสารเคมี แบบลา้งน ้ าให้เป็นกลางก่อนท าการย่อยดว้ยสารละลาย

กรด  

 

ตารางท่ี ข-12 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีไดจ้ากการปรับสภาพแกนขา้วโพด

ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ความเขม้ขน้ 2 โมลาร์  ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

6-24 ชั่วโมง แล้วย่อยต่อด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 1 โดยมวล เป็นเวลา 3 ชั่วโมง   

ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงัการปรับสภาพ 

การทดลอง
ท่ี 

ระยะเวลา  
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

น ้าตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

1 6 3.902 218.685 
2 10 4.523 257.268 
3 12 4.568 243.224 
4 14 4.059 244.716 
5 18 10.954 270.334 
6 24 10.164 292.948 

 

 

 

การทดลองท่ี ร้อยละของยสีต ์ เอทานอล (ร้อยละโดยปริมาตร) 
1 2 0.024 
2 4 0.036 
3 6 0.052 
4 8 0.091 
5 10 0.091 



155 
 

 

ตารางท่ี ข-13 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีไดจ้ากการปรับสภาพแกนขา้วโพด

ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2-2.5 โมลาร์  ท่ีอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วย่อยต่อด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 1 โดยมวล เป็นเวลา  

3 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงัการปรับสภาพ 

การ
ทดลองท่ี 

ความเขม้ขน้ 
(โมลาร์) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

น ้าตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

1 2 50 18 9.542 330.459 
2 2 60 24 10.704 360.972 
3 2.5 50 24 11.098 339.975 
4 2.5 60 18 11.627 356.152 

 

ตารางท่ี ข-14 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีไดจ้ากการย่อยดว้ยสารละลายกรด

ซลัฟิวริกร้อยละ 0.5-1 โดยมวล เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส หลงัจาก

ปรับสภาพแกนขา้วโพดดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2.5 โมลาร์  ท่ีอุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง  แบบไม่มีการลา้งน ้าหลงัการปรับสภาพ   

การ
ทดลองท่ี 

ความเขม้ขน้ 
(ร้อยละ 
โดยมวล) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

น ้าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

น ้าตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

1 0.5 100 3 12.420 270.994 
2 0.5 110 4 9.644 257.633 
3 1 100 3 10.460 254.975 
4 1 110 4 9.622 275.790 
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ตารางท่ี ข-15 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีได้จากการปรับสภาพและย่อย        
แกนขา้วโพดดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 
 

ล าดบัท่ี 
เวลา  
(นาที) 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

ร้อยละ 
แอลฟาอะไมเลส 

(โดยมวล) 

น ้าตาล ( กรัมต่อลิตร) 

น ้าตาลรีดิวซ์ น ้าตาลทั้งหมด 

1 60 90 0.13 4.817 244.300 
2 95 85 0.08 4.764 249.656 
3 95 85 0.17 5.710 251.919 
4 95 95 0.08 5.184 242.664 
5 95 95 0.17 5.254 267.582 
6 150 90 0.05 5.199 260.567 
7 150 80 0.13 4.366 243.700 
8 150 90 0.13 5.259 256.130 
9 150 90 0.13 5.364 258.126 

10 150 90 0.13 5.393 262.288 
11 150 90 0.20 6.170 266.305 
12 150 100 0.13 3.751 252.978 
13 205 85 0.08 5.637 255.969 
14 205 85 0.17 5.615 246.452 
15 205 95 0.08 4.897 272.155 
16 205 95 0.17 5.153 273.161 
17 240 90 0.13 5.296 265.948 
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ตารางท่ี ข-16 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และน ้ าตาลทั้งหมดท่ีได้จากการย่อยแกนขา้วโพดด้วย
เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 
 

ล าดบัท่ี 
เวลา  
(นาที) 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

ร้อยละ 
กลูโคสอะไมเลส  

(โดยมวล) 

น ้าตาล ( กรัมต่อลิตร) 

น ้าตาลรีดิวซ์ น ้าตาลทั้งหมด 

1 240 60 0.13 10.759 477.443 
2 290 55 0.08 10.255 431.054 
3 290 55 0.17 12.505 432.657 
4 290 65 0.17 12.381 489.457 
5 290 65 0.08 10.426 452.862 
6 360 50 0.13 10.405 416.960 
7 360 60 0.05 10.217 454.324 
8 360 60 0.13 12.854 433.571 
9 360 60 0.13 13.660 435.232 

10 360 60 0.13 13.815 446.072 
11 360 60 0.20 11.920 450.434 
12 360 70 0.13 10.779 476.187 
13 430 55 0.17 10.476 433.761 
14 430 55 0.08 11.741 423.925 
15 430 65 0.08 12.852 482.543 
16 430 65 0.17 10.867 468.499 
17 480 60 0.13 11.808 467.365 
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