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กระบวนการแยกและทาํบริสุทธ์ิเอทานอลจากนํา้หมักของนํา้ทิง้โรงงานขนมจนี 

บทคัดย่อ 

 

 นํ้าทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีนจะมีลกัษณะสีขาวขุ่นและค่าซีโอดีของนํ้ าทิ้งเกินจากมาตรฐานนํ้ าทิ้ง

ของโรงงานอุตสาหกรรม กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 0.75 (ปริมาตรต่อปริมาตร) สามารถผลิตนํ้ าตาลรีดิวซ์

ไดสู้งสุด 20.56 กรัมต่อลิตร และสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัจะประกอบดว้ย pH 5.0, อตัราการกวน 150 

รอบต่อนาที และอุณหภูมิ 30°C ในขวดชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร จะมีผลไดข้องเอทานอล (YP/S) เท่ากบั 

0.059, 0.066 และ 0.068 กรัมต่อกรัม ตามลาํดบั 

 การทดลองขยายขนาดการหมกัเอทานอลจากนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยกรดซลัฟิวริก

เขม้ขน้ร้อยละ 0.75 โดยปริมาตร ดว้ยเช้ือยีสต ์Saccharomyces cerevisiae ในถงัหมกัขนาด 9 ลิตร อตัราการ

กวน 250 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง พบวา่ เช้ือยสีตจ์ะใชน้ํ้าตาลไปเกือบหมดตั้งแต่ 24 ชัว่โมงภายหลงัการ

หมกัและสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งสุดร้อยละ 0.12 (1.2 กรัมต่อลิตร) 

 การกลัน่ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เวลา 3 ชัว่โมง จะทาํให้เอทานอลในนํ้ าหมกัมีความบริสุทธ์ิ

เพิ่มข้ึนจากร้อยละ 0.092 เป็น 21.299 ดว้ยการกลัน่ซํ้ าสองรอบ 

 

คําสําคัญ: นํ้าทิ้งโรงงานขนมจีน ไฮโดรไลซีส การหมกั เอทานอล การกลัน่ 
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Separation and Purification Process of Ethanol from Fermentation Broth of Rice Noodle 

Wastewater 

Abstract 

 Characteristic of rice noodle wastewater is white color and has sediments. It has COD value more 

than standard of industrial factory. Sulfuric acid concentration ranged from 0-1% (v/v) was tested. The 

optimum concentration was 0.75% (v/v). Under these conditions, the highest reducing sugar was obtained 

20.56 g/L. Optimization of batch culture conditions showed the optimum conditions for ethanol 

production in 250 mL Erlenmeyer flask are as follows: initial pH, 5.0; agitation speed, 150 rpm and 

temperature, 30°C. The ethanol yield (YP/S) produced under these conditions was 0.059, 0.066 and 0.068 

g/g, respectively. 

 Scale up of bioreactor (9 L) for hydrolyzed rice noodle wastewater by sulfuric acid 0.75% v/v 

with Saccharomyces cerevisiae, agitation speed at 250 rpm and room temperature found that yeast 

consumed the sugar until zero at 24 hr and it produced the maximum ethanol 0.12% (1.2 g/L). 

 The purification of fermentation broth by distillation at 120°C, distillation time 3 hr and 2 cycle 

of distillation resulted purity of ethanol up 0.092% to 21.299%. 

Keywords: Rice noodle wastewater Hydrolysis Fermentation Ethanol Distillation 
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บทนํา 

ทีม่าและความสําคัญของปัญหา 

สถานการณ์วิกฤตพลงังานเน่ืองจากราคานํ้ ามนัดิบในตลาดโลกท่ีไดพุ้่งสูงข้ึนใน

ปัจจุบนัไดส่้งผลกระทบต่อภาคเกษตรกรรม พาณิชยกรรมและอุตสาหกรรมไทยเป็นอยา่งมาก จาก

ราคานํ้ ามนัดิบท่ีสูงข้ึนจะทาํให้ตน้ทุนในการผลิตสินคา้และบริการเพิ่มข้ึนตามไปด้วย เน่ืองจาก

พลงังานเป็นส่ิงท่ีมีความจาํเป็นต่อกิจกรรมทุกๆ อยา่งทั้งทางเศรษฐกิจ สังคม และการเมือง อยา่งไร

ก็ตามการจดัหาให้ไดพ้ลงังานมาและการนาํพลงังานไปใชล้ว้นแต่ตอ้งอาศยัการลงทุนปริมาณมาก

ดว้ย ดงัเช่น สาํนกังานพลงังานสากลหรือ EIA (International Energy Agency) ไดป้ระมาณการไวว้า่

ในช่วงปี 2544 – 2573 (ค.ศ 2001 – 2030) ดงัแสดงในรูปท่ี 1 โลกตอ้งลงทุนในกิจการพลงังานถึง 

640 ลา้นลา้นบาท โดยร้อยละ 60 (384 ลา้นลา้นบาท) ของการลงทุนดงักล่าวจะเป็นการลงทุนใน

กิจการไฟฟ้า ทั้งในส่วนของการผลิตไฟฟ้า และการสร้างสายส่ง สายจาํหน่ายไฟฟ้า ส่วนท่ีเหลือจะ

เป็นการลงทุนในระบบการผลิตพลงังานรูปแบบอ่ืนๆ ซ่ึงรวมถึงการผลิตพลงังานท่ีใชใ้นระบบการ

ขนส่ง สําหรับการผลิตพลงังานท่ีใชใ้นการขนส่งนั้นยงัคงเนน้หนกัไปในเร่ืองของการหาพลงังาน

เพื่อมาทดแทนนํ้ามนั ดงันั้นประเทศต่างๆ จึงทาํการคิดคน้และวิจยัเพื่อนาํนํ้ ามนัท่ีสกดัไดจ้ากพืชมา

ใชเ้ป็นพลงังานทดแทน 

การท่ีจะขยายผลแผนยทุธศาสตร์พลงังานให้ประสบความสําเร็จตามเป้าประสงคท่ี์กาํหนด

ไดน้ั้น รัฐบาลอาจจาํเป็นตอ้งปรับกลยุทธ์ดา้นการใช้พลงังานนํ้ ามนัเพื่อการพฒันาเศรษฐกิจของ

ประเทศโดยรวม ดว้ยการใช้ทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยู่อย่างมีประสิทธิภาพ  ประกอบกบัการนาํ

ความรู้ทางวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีท่ีมีอยู่แล้วนํามาพฒันาต่อยอดมาใช้เป็นเคร่ืองมือช่วย

ยกระดบัศกัยภาพในการพฒันาทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยู ่เพื่อสามารถนาํมาใชเ้ป็นพลงังานทดแทน

หรือเป็นพลงังานเสริมซ่ึงเป็นพลงังานอีกทางเลือกหน่ึง  จะเป็นการช่วยลดภาระค่าใช้จ่ายนํ้ ามนัท่ี

รัฐตอ้งนาํเขา้มาใชเ้พื่อพฒันาอุตสาหกรรมของประเทศ  
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รูปที ่1 การลงทุนดา้นพลงังานของโลก (http:// www.dede.go.th) 

 

 เอทานอลเป็นแหล่งพลงังานทางเลือกท่ีสําคญั และนับวนัจะยิ่งมีบทบาทและมี

ความสําคญัเพิ่มข้ึนตามลาํดบั สามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบหลายชนิดรวมถึงผลผลิตและวสัดุเหลือ

ใช้ทางการเกษตร เช่น ข้าว ข้าวโพด มันสําปะหลัง อ้อย และวสัดุเหลือทิ้งจากโรงงานท่ีมี

องคป์ระกอบของนํ้ าตาล แป้ง และเซลลูโลส เช่น ชานออ้ย กากนํ้ าตาลและนํ้ าทิ้งขนมจีน เป็นตน้ 

สารตั้งตน้ท่ีถูกนาํมาใช้ในการหมกัเอทานอลจึงควรเป็นสารตั้งตน้ท่ีราคาถูกโดยเฉพาะนํ้ าทิ้งจาก

โรงงานอุตสาหกรรม 

  โรงงานผลิตขนมจีนเป็นกิจการท่ีมีอยู่ทั่วประเทศทั้ งในระดับอุตสาหกรรม

ครัวเรือน ขนาดย่อม และขนาดใหญ่ กระบวนการผลิตขนมจีนก่อให้เกิดนํ้ าทิ้งท่ีมีสารอินทรีย์

ปนเป้ือนปริมาณท่ีสูง (COD: 11,400-29,000; BOD: 9,462-23,200; pH: 3.5-4.0) หากโรงงานระบาย

นํ้าทิ้งดงักล่าวลงสู่แหล่งนํ้าสาธารณะจะส่งผลต่อคุณภาพนํ้ าและระบบนิเวศวิทยาทางนํ้ า รวมทั้งยงั

เกิดกล่ินเหม็นรบกวนสร้างความเดือดร้อนให้ชาวบา้นใกล้เคียง ดงันั้นจึงมีความจาํเป็นท่ีจะตอ้ง

บาํบดันํ้าทิ้งดงักล่าวก่อนปล่อยออกสู่ส่ิงแวดลอ้ม ปัจจุบนัโรงงานผลิตขนมจีนขนาดใหญ่ส่วนมาก

ไดติ้ดตั้งระบบบาํบดันํ้ าเสียและสามารถควบคุมคุณภาพนํ้ าทิ้งไดต้ามมาตรฐานคุณภาพนํ้ าทิ้งของ

กรมโรงงานอุตสาหกรรม แต่การผลิตขนมจีนในระดบัอุตสาหกรรมครัวเรือนและขนาดยอ่มยงัทาํ
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ให้เกิดปัญหาต่อคุณภาพส่ิงแวดล้อมดงัท่ีได้กล่าวไวใ้นขา้งตน้ เน่ืองจากผูผ้ลิตขนมจีนในระดบั

ดังกล่าวขาดแคลนความรู้ เทคโนโลยี และเงินทุนสําหรับการบาํบดันํ้ าเสีย (Siripattanakul-

Ratpukdi, 2012) 

  ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงศึกษาการใชย้ีสตเ์พื่อบาํบดัสารอินทรียท่ี์ปนเป้ือนในนํ้ าทิ้งจาก

โรงงานขนมจีนในการผลิตเอทานอล โดยมุ่งเน้นการพฒันาระบบให้เหมาะสมต่อกิจการโรงงาน

ขนมจีนในระดบัครัวเรือน โดยทาํการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลแบบกะและการ

ทาํบริสุทธ์ิเอทานอลท่ีไดจ้ากการหมกัดว้ยการกลัน่เพื่อเป็นแนวทางในการใชป้ระโยชน์จากของเสีย

ของโรงงานต่อไปในอนาคต 
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วตัถุประสงของโครงการวจัิย 

1. ศึกษาคุณสมบติันํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนสาํหรับผลิตเอทานอล 

2. ศึกษาการไฮโดรไลซีสนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนสาํหรับผลิตเอทานอล 

3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมและประสิทธิภาพในการบาํบดันํ้ าทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีน

ดว้ยเช้ือยสีต ์Saccharomyces cerevisiae ต่อการผลิตเอทานอลแบบกะ 

4. ศึกษาการทาํบริสุทธ์ิเอทานอลจากนํ้าหมกัดว้ยการกลัน่ 
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การตรวจเอกสาร 

1. แป้ง   

แป้งเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีประกอบด้วยคาร์บอน ไฮโดรเจนและออกซิเจนในอตัราส่วน 

6:10:5 มีสูตรเคมีโดยทั่วไปคือ (C6H10O5) แป้งเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสซ่ึงประกอบด้วย 

anhydroglucose unit  เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ glucosidic linkage ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 1 ทางดา้น

ตอนปลายของสายพอลิเมอร์มีหน่วยกลูโคสท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์ (Aldehyde group) เรียกวา่ reducing 

end group แป้งประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของกลูโคส 2 ชนิด คือ พอลิเมอร์เชิงเส้น (แอมิโลส) และพอ

ลิเมอร์เชิงก่ิง (แอมิโลเพกทิน) วางตวัในแนวรัศมี แป้งจากแหล่งท่ีต่างกนัจะมีอตัราส่วนของแอ

มิโลสและแอมิโลเพกทินแตกต่างกนัดงัตารางท่ี 1 ทาํให้คุณสมบติัของแป้งแต่ละชนิดแตกต่างกนั 

(กลา้ณรงคแ์ละเก้ือกลู, 2543) 

 

ตารางที ่1 สมบติัท่ีสาํคญัของแอมิโลสและแอมิโลเพกทิน 

 

คุณสมบัติ แอมิโลส แอมิโลเพกทนิ 

ลกัษณะโครงสร้าง 

 

พนัธะท่ีจบั 

ขนาด 

การละลาย 

การทาํปฏิกิริยากบัไอโอดีน 

การจบัตวั 

สารประกอบของนํ้าตาลกลูโคส

เกาะกนัเป็นสายตรง 

α – 1,4 

200 - 2,000 หน่วยกลูโคส 

ละลายนํ้าไดน้อ้ยกวา่ 

สีนํ้าเงิน 

เม่ือใหค้วามร้อนแลว้ทิ้งไวจ้ะ

จบัตวัเป็นวุน้และแผน่แขง็ 

สารประกอบของนํ้าตาล

กลูโคสเกาะกนัเป็นก่ิงกา้น 

α – 1,4 และ α – 1,6 

มากกวา่ 10,000 หน่วยกลูโคส 

ละลายนํ้าไดดี้กวา่ 

สีแดงม่วง 

ไม่จบัตวัเป็นแผน่แขง็ 

ท่ีมา: Beynum และ Roels (1985) อา้งโดย กลา้ณรงคแ์ละเก้ือกลู (2543) 
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1.1 องค์ประกอบของแป้ง  

(1) แอมิโลส (Amylose) 

แอมิโลสเป็นพอลิเมอร์สายตรงของ α-D-กลูโคส เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α –1,4 

กลูโคซิดิก สามารถถูกไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ α-อะไมเลส, β-อะไมเลส และ กลูโคอะ

ไมเลส ปัจจุบนัพบว่าแอมิโลสไม่ใช่พอลิเมอร์สายตรง 100% แต่มีสายก่ิงท่ียาวจบักบัสายโซ่

หลกัดว้ยพนัธะ α –1,6-กลูโคซิดิกแต่จะพบสายก่ิงไม่มาก มีรายงานวา่อยูใ่นช่วง 9-20 ก่ิงต่อ

โมเลกุลแต่ละก่ิงมีนํ้าตาล  D-กลูโคส  4  ถึงมากกวา่  100 AGU  (หน่วยแอนไฮโดรกลูโคส)   

( Hizukuri และคณะ 1981 อา้งโดย วรรณา ตุลยธญั, 2549) ขนาดโมเลกุลของแอมิโลสอาจจะมี

จาํนวนนํ้ าตาลกลูโคสหรือระดบัการเกิดพอลิเมอร์ (DP: Degree of Polymerization) 1,000 ถึง 

6,000 AGU ทั้งน้ีข้ึนกบัแหล่งของแอมิโลส เช่น สตาร์ชขา้วสาลีจะมี DP ในช่วง 1,000 – 2,000 

เป็นตน้ 

  เน่ืองจากแอมิโลสมีสายโมเลกุลท่ียาว ดงันั้น เม่ืออยู่ในสารละลายแอมิโลสจะอยู่

ในรูปแบบเกลียว (ฮีลิกซ์) ท่ีสามารถจบักบัไอโอดีน โดยไอโอดีนในรูปไอออนของโพลีไอโอ

ไดด์ ( −
3I  หรือ −

5I ) จะเขา้ไปอยู่ภายในของเกลียวจึงทาํให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อนของแอ

มิโลสกบัไอโอดีนท่ีมีสีนํ้ าเงิน (ค่า λmax ประมาณ 640 nm) นอกจากน้ีเม่ือแอมิโลสอยู่ใน

สารละลายจะมีแนวโน้มท่ีโมเลกุลจะรวมกลุ่มระหว่างสายโซ่เกิดโมเลกุลเกลียวคู่ โมเลกุล

เหล่าน้ีสามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจนเกิดข้ึนส่งผลให้แอมิโลสเกิดการรีโทรเกรด (retrograde) 

ไดเ้จลหรือตะกอนท่ีไม่ละลายนํ้ าเกิดข้ึนได ้(ในกรณีหลงัจะเกิดข้ึนเม่ือแอมิโลสมีระดบัความ

เขม้ขน้ตํ่าเช่นร้อยละ 1) (วรรณา ตุลยธญั, 2549) 

 

(2) แอมิโลเพกทนิ (Amylopectin) 

แอมิโลเพกทินเป็นโมเลกุลของสตาร์ชท่ีมีขนาดใหญ่กวา่แอมิโลสหลายเท่าและมี

ก่ิงมาก ประกอบดว้ย α-D-กลูโคส ท่ีเช่ือมต่อกนัเป็นสายตรงดว้ยพนัธะ α-1,4-กลูโคซิดิกและมี

สายก่ิงมากมายท่ีจบักบันํ้ าตาลในสายตรงดว้ยพนัธะ α-1,6-กลูโคซิดิก ปริมาณสายก่ิงในแอมิโลเพ

กทินมีประมาณร้อยละ 4 - 5  ลกัษณะรูปแบบโมเลกุลของแอมิโลเพกทินเป็นคลสัเตอร์ (Cluster) 

แต่ละคลสัเตอร์ประกอบดว้ยสายหลกัมีหน่ึงปลายรีดิวซ่ิงอยูท่ี่ไฮลมั มีโซ่-B เป็นสายก่ิงยอ่ยจบัต่อ

ออกไปจากโซ่หลกัและมีโซ่-A จบัต่อออกไปจากโซ่-B โดยโซ่-A เป็นก่ิงชั้นนอกสุดไม่มีก่ิงมาจบั

อีก สายก่ิงเหล่าน้ีถา้ยาวเพียงพอจะสามารถอยู่แบบเกลียวคู่ได ้จึงทาํให้มีการรวมตวัของสายก่ิงท่ี
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ใกล้เคียงกนัจบัยึดดว้ยพนัธะไฮโดรเจน จึงเกิดลกัษณะในแต่ละคลสัเตอร์ แอมิโลเพกทินจึงเป็น

โมเลกุลสตาร์ชท่ีไม่ละลายนํ้ าเยน็และทนต่อกรดได ้ แอมิโลเพกทินมีระดบัการเกิดพอลิเมอร์ (DP) 

104 ถึง 105 ต่อโมเลกุล มีนํ้ าหนกัโมเลกุล 107 ถึง 108 ดาลตนั ถึงแมจ้ะมีฮีลิกซ์ในสายก่ิง แต่จะสั้ น

กวา่แอมิโลส ดงันั้นแอมิโลเพกทินเม่ือยอ้มดว้ยสารละลายไอโอดีน (สารละลาย I2/KI) จะให้สีม่วง

แดง (ค่า λmax ประมาณ 540 nm) เม่ือแอมิโลเพกทินอยูใ่นสารละลายในสภาวะเป็นกลางจะไม่เกิด

การรีโทรเกรด โมเลกุลจะเสถียรหรือคงตวั เพราะการมีก่ิงกา้นมากทาํให้ไม่สามารถรวมตวักนัได้

ง่ายเหมือนแอมิโลส (วรรณา ตุลยธญั, 2549) 

 

1.2 การเกดิเจลาติไนเซชัน (gelatinization)  

 โมเลกุลของแป้งประกอบดว้ยหมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) จาํนวนมากยึด

เกาะกนัด้วยพนัธะไฮโดรเจน มีคุณสมบติัชอบนํ้ า (Hydrophilic) เน่ืองจากเม็ดแป้งอยู่ในรูปของ

ร่างแห micelles ดงันั้นการจดัเรียงตวัลกัษณะน้ีจะทาํให้เม็ดแป้งละลายในนํ้ าเยน็ไดย้าก  ดงันั้น

ในขณะท่ีแป้งอยูใ่นนํ้ าเยน็เม็ดแป้งจะดูดซึมนํ้ าและพองตวัไดเ้ล็กนอ้ย (Leach และคณะ, 1959 อา้ง

โดยกลา้ณรงค์ ศรีรอตและเก้ือกูล ปิยจอมขวญั, 2543) แต่เม่ือให้ความร้อนกบัสารละลายนํ้ าแป้ง 

พนัธะไฮโดรเจนจะคลายตัวลง เม็ดแป้งจะดูดนํ้ าแล้วพองตัว ดังแสดงในภาพท่ี 2 ช่วง A-B 

ส่วนผสมของนํ้าแป้งจะมีความหนืดมากข้ึนและใสข้ึน เน่ืองจากโมเลกุลของนํ้าอิสระท่ีเหลืออยูร่อบ 

ๆ เม็ดแป้งเหลือนอ้ยลง  เม็ดแป้งเคล่ือนไหวไดย้ากข้ึนทาํให้เกิดความหนืด ปรากฏการณ์น้ีเรียกว่า 

การเกิดเจลาติไนเซชนั อุณหภูมิท่ีสารละลายเร่ิมเกิดความหนืดเรียกวา่ อุณหภูมิเร่ิมเจลาติไนซ์  เม่ือ

ตรวจวดัโดยเคร่ืองมือวดัความหนืดมักจะเรียกจุดน้ีว่าอุณหภูมิท่ีเร่ิมเปล่ียนแปลงความหนืด 

(Pasting temperature) หรือเวลาท่ีเร่ิมเปล่ียนแปลงความหนืด  (Pasting time) ซ่ึงจะแตกต่างกนัใน

แป้งแต่ละชนิด แป้งจากพืชหัว เช่น แป้งมนัสําปะหลงั แป้งมนัฝร่ังจะมีอุณหภูมิเร่ิมเจลาติไนซ์ตํ่า

กวา่อุณหภูมิจากแป้งธญัพืช 

 

1.3 การเกดิรีโทรเกรเดชัน (Retrogradation) 

  เม่ือแป้งได้รับความร้อนจนถึงอุณหภูมิท่ีเกิดเจลาติไนเซชันแล้วให้ความร้อน

ต่อไป  จะทาํให้เม็ดแป้งพองตวัเพิ่มข้ึนจนถึงจุดท่ีพองตวัเต็มท่ีและแตกออก  โมเลกุลของแอ

มิโลสขนาดเล็กจะกระจดักระจายออกมาทาํใหค้วามหนืดลดลง เม่ือปล่อยให้เยน็ตวั โมเลกุลแอมิโล

สท่ีอยู่ใกลก้นัจะเกิดการจดัเรียงตวักนัใหม่ดว้ยพนัธะไฮโดรเจนระหว่างโมเลกุล  เกิดเป็นร่างแห

สามมิติโครงสร้างใหม่ท่ีสามารถอุม้นํ้ าและไม่มีการดูดนํ้ าเขา้มาอีก มีความหนืดคงตวัมากข้ึน เกิด
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ลกัษณะเจลเหนียวคลา้ยฟิลม์หรือผลึก ดงัแสดงในภาพท่ี 2 เรียกปรากฏการณ์น้ีวา่ การเกิดรีโทรเกร

เดชนั หรือการคืนตวั หรือ setback  (Smith, 1979 อา้งโดย กลา้ณรงค ์ศรีรอตและเก้ือกูล ปิยจอม

ขวญั, 2543)  เม่ือลดอุณหภูมิให้ตํ่าลงไปอีกลกัษณะการเรียงตวัของโครงสร้างจะแน่นมากข้ึน 

โมเลกุลอิสระของนํ้าท่ีอยูภ่ายในจะถูกบีบออกมานอกเจล ซ่ึงเรียกวา่ syneresis ปรากฏการณ์ทั้งสอง

น้ีจะทาํใหเ้จลมีลกัษณะขาวขุ่นและมีความหนืดเพิ่มข้ึน  

 

รูปที ่2 การเกิดเจลาติไนเซชนัและรีโทรเกรเดชนัของแป้ง 

ทีม่า : http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0350/gelatinization 

 การคืนตวัของแป้งเปียกและสารละลายแป้งทาํใหส้ารละลายมีความหนืดเพิ่มข้ึน มีลกัษณะ

ขุ่นและทึบแสง  เกิดช้ินส่วนท่ีไม่ละลายในแป้งเปียกท่ีร้อน เกิดการตกตะกอนของอนุภาคแป้งท่ีไม่

ละลาย ทาํให้เกิดเจลและโมเลกุลนํ้ าถูกบีบออกมานอกเจล  ในการคืนตวัของแป้งเม่ือเกิดข้ึนอย่าง

ชา้ๆ จะเกิดการตกตะกอนเม่ือเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วจะทาํให้เจลขุ่น  

 การคืนตวัของแป้งข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ ไดแ้ก่ ชนิดของแป้ง ความเขม้ขน้ของแป้ง

กระบวนการให้ความร้อน กระบวนการให้ความเยน็ อุณหภูมิ ระยะเวลา ความเป็นกรด-เบสของ

สารละลายปริมาณและขนาดของแอมิโลส แอมิโลเพกทินและองค์ประกอบทางเคมีอ่ืนๆ ในแป้ง 

ในสภาวะท่ีอุณหภูมิตํ่าและความเขม้ขน้ของแป้งสูง แป้งสามารถคืนตวัไดช้า้ลง  ในการชะลอการ
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คืนตวัของแป้งจะใชเ้กลือของ monovalent anion และ cation, calcium nitrate และ urea (Swinkels, 

1985b อา้งโดย กลา้ณรงค ์ศรีรอตและเก้ือกลู ปิยจอมขวญั, 2543)  

 ปริมาณและขนาดของแอมิโลสมีความสาํคญัต่อการคืนตวัของแป้ง  แป้งท่ีมีปริมาณแอมิโล

สสูงจะเกิดการคืนตวัได้มากและเร็วกว่าแป้งท่ีมีปริมาณแอมิโลเพกทินสูง อตัราในการคืนตวัจะ

สูงสุด (การละลายตํ่าท่ีสุด) ท่ี degree of polymerization ของแอมิโลสเท่ากบั 100 ถึง 200 อตัราการ

คือตวัจะลดลงเม่ือโมเลกุลของแอมิโลสยาวหรือสั้ นกว่าน้ี  ในการทาํให้แอมิโลสท่ีคืนตวักลบัมา

ละลายไดอี้กคร้ังหน่ึงตอ้งใชอุ้ณหภูมิสูงถึง 100 ถึง 160 แอมิโลเพกทินจะมีผลทาํให้เกิดการคืนตวั

นอ้ยมาก  ดงันั้นแป้งแต่ละชนิดจะมีอตัราการคืนตวัท่ีแตกต่างกนั ในแป้งขา้วโพดขา้วเหนียวจะมี

อตัราการคืนตวัของแป้งตํ่าท่ีสุด  เน่ืองจากไม่มีแอมิโลสในแป้งขา้วโพดขา้วเหนียว  สําหรับแป้ง

ขา้วโพดและแป้งสาลีจะมีอตัราการคืนตวัสูงกวา่แป้งมนัฝร่ังและแป้งมนัสําปะหลงัเน่ืองจากในแป้ง

ธญัพืชมีปริมาณแอมิโลสสูง (ประมาณร้อยละ 28)  มีแอมิโลสโมเลกุลเล็กและมีไขมนัในปริมาณสูง

ทาํให้เกิดการจบัตวัเป็น amylose-lipid complex (Swinkels, 1985b อา้งโดย กลา้ณรงค ์ศรีรอตและ

เก้ือกลู ปิยจอมขวญั, 2543)  

  

1.4 การผลตินํา้เช่ือมกลูโคส 

 การผลิตนํ้ า เ ช่ือมกลูโคสนั้ นสามารถแบ่งเป็นขั้ นตอนได้ดัง รูปท่ี  3 โดยมี

รายละเอียดของขั้นตอนดงัน้ี 

1.4.1 การเตรียมนํา้แป้ง 

   การเตรียมนํ้ าแป้งเป็นตวักาํหนดผลิตภณัฑ์ท่ีได้และกาํลังการ

ผลิต ถา้เตรียมนํ้ าแป้งท่ีมีความเขม้ขน้ของแป้งสูง จะไดผ้ลผลิตสูง ใช้พลงังานในการตม้ระเหยนํ้ า

น้อย การผสมแป้งกบันํ้ ามีขอ้กาํหนดเน่ืองจากความยืดหยุ่นของแป้งเม่ือถูกความร้อนถึงอุณหภูมิ

ของการสุก (Gelatinization) ฉะนั้นถ้าตอ้งการให้มีเน้ือแป้งในนํ้ าแป้งมากๆ ตอ้งทาํการย่อยแป้ง

ขณะท่ีแป้งกาํลงัจะสุก เพื่อท่ีจะไดน้ํ้าแป้งท่ีมีความหนืดตํ่า โดยทัว่ไปจะเตรียมนํ้ าแป้งประมาณร้อย

ละ 35 - 40 โดยนํ้ าหนกั ในกรณีท่ีใช้นํ้ าแป้งโดยตรงหรือผสมแป้งโดยประมาณอาจใช้ Buame’ 

Hydrometer วดัความเขม้ขน้ของนํ้ าแป้ง ซ่ึงจะเทียบเท่ากบันํ้ าแป้งท่ีมีความเขม้ขน้ประมาณ 17 - 19 

Be’ 
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การเตรียมนํ้าแป้ง 

การยอ่ยแป้งคร้ังแรก 

การยอ่ยแป้งคร้ังสุดทา้ย 

การทาํนํ้าเช่ือมบริสุทธ์ิ 

การตม้ระเหย 

นํ้าเช่ือมกลูโคส 

รูปที ่3 กระบวนการผลิตนํ้าเช่ือมกลูโคส 

ทีม่า : กลา้ณรงค ์ศรีรอตและเก้ือกลู ปิยะจอมขวญั (2543) 

การปรับ pH ของนํ้ าแป้งให้ไดช่้วงท่ีเหมาะสมสําหรับเอนไซม ์(ในกรณีท่ีใชก้รดเป็น

ตวัย่อยคร้ังแรกตอ้งปรับ pH เป็นกรณีพิเศษ โดยไม่ใช้เอนไซม์)  ควรใช้กรดไฮโดรคลอริกและ 

Na2CO3 เป็นตวัปรับความเป็น กรด-ด่าง เพื่อช่วยในการย่อยคราวต่อไป ในกรณีท่ีตอ้งใช้เอนไซม์

ตอ้งให้นํ้ าแป้งมีแคลเซ่ียม (Ca) เน่ืองจาก Ca++ เป็น Co-enzyme  ท่ีช่วยในการดาํเนินกิจกรรมการ

ยอ่ย ปริมาณของ Ca++ ประมาณ 100 – 300 ppm  ซ่ึงในบางคร้ังนํ้ าท่ีใชใ้นโรงงานมีปริมาณ Ca++ 

(ในรูปของความเป็นด่างต่างๆ) มากเพียงพอ  

1.4.2 การย่อยแป้งคร้ังแรก (Liquefaction) 

  การย่อยคร้ังแรกของนํ้ าแป้งเพื่อลดความหนืดของนํ้ าแป้งเร่ิมตน้ เม่ือใช้

กรดในการยอ่ยคร้ังแรกเรียกวา่ “ thinning” หรือ “ dextrination ” การยอ่ยคร้ังแรกเป็นการทาํให้นํ้ า

แป้งท่ีสุกแลว้มีความหนืดนอ้ยและแป้งบางส่วนถูกย่อยทาํให้แป้งมีโมเลกุลเล็กลง ถา้เป็นการยอ่ย

ดว้ยเอนไซม์แลว้เอนไซม์ตอ้งเป็นกลุ่มพวก endo-enzyme เพื่อทาํหนา้ท่ีตดัหรือยอ่ยพนัธะนํ้ าตาล

กลูโคสท่ีจบัตวักนัเป็นแบบภายในจนไดแ้ป้งท่ีมีโมเลกุลเล็กลง เป็นกลุ่มๆ ท่ีเท่าๆ กนั ถา้วดัค่า DE 

จะไดป้ระมาณตั้งแต่ 5 - 20 ในทางปฏิบติัควรรักษาไวท่ี้ 10 -15 เพื่อป้องกนัการเกิดการรวมตวักนั

หรือจบัตวักนัใหม่ของแป้งท่ีมีโมเลกุลใหญ่ๆ และเกิดตะกอนแขวนลอยท่ีกรองยาก ลกัษณะการเกิด

ตะกอนเช่นน้ีเรียกวา่ การเกิดรีโทรเกรเดชัน่ Degree Buame (Be’) = 145- (145/ความถ่วงจาํเพาะ

ของสารละลายท่ี 20 o C)  
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(ก)  การยอ่ยคร้ังแรกดว้ยกรด  

  แม้ว่าตอนเร่ิมต้นการพฒันาอุตสาหกรรมนั้น การย่อยแป้งเป็นนํ้ าตาล

นํ้ าเช่ือมกลูโคส ใช้กรดเป็นตวัย่อย ปัจจุบนัน้ีหลงัจากวิวฒันาการของเอนไซม์ไดเ้ขา้มาสู่การผลิต

มากข้ึน การใช้กรดก็ลดลงไปเน่ืองจากการทาํงานกับกรดต้องใช้ความระมดัระวงัและใช้วสัดุ

อุปกรณ์เป็นพิเศษ แต่อย่างไรก็ตามยงัมีโรงงานท่ีผลิตนํ้ าเช่ือมกลูโคสโดยการใช้กรดเป็นตวัย่อย

ลว้นๆ (Acid - process) หรือใช้กรดย่อยคร้ังแรกและใช้เอนไซม์ยอ่ยคร้ังสุดทา้ย (Acid-enzyme 

process)  สําหรับการใช้กรดเป็นตวัย่อยนิยมใช้กรดไฮโดรคลอริก (HCL) มากกวา่กรดซลัฟิวริก 

ทั้งน้ีเน่ืองจากในกรณีท่ีนํ้ าท่ีใช้ในการย่อยมี Ca ++  อยู ่เกลือยิปซมั (CaSO4) จะตกตะกอนและจะ

เป็นตะกอนไปจนถึงผลิตภณัฑ ์ค่า pH จะปรับไวป้ระมาณ 1.8 จากนั้นก็จะให้ความร้อนสูงประมาณ 

130 - 140° C  จากการใหไ้อนํ้าโดยตรง (หรือทางออ้ม) ความดนัจะอยูป่ระมาณ 5 bar ปกติจะปฏิบติั

ในท่อปฏิกิริยา (Pipe-reaction หรือ jet cooker) ซ่ึงใชเ้วลาประมาณ 10 นาที ค่า DE จะไดป้ระมาณ 

15 - 20  หลงัจากปฏิกิริยาส้ินสุดแลว้  นํ้ าแป้งท่ีถูกยอ่ยจะปล่อยออกท่ีถงัความดนับรรยากาศ (Flash 

tank) แลว้จะถูกปรับ pH เป็น 4.5 – 5.0 โดย Na2CO3 เม่ือ pH  ถูกปรับไดใ้นช่วงน้ี เกลือ Na2CO3 จะ

ทาํให้เกิด CO2 ข้ึนบางส่วน บางส่วนตกตะกอนลงมาและทาํให้โปรตีนและไขมนัตกตะกอนลงมา

ด้วย  สําหรับการย่อยคร้ังแรกด้วยกรดต้องปรับเวลาให้เหมาะสม  โดยให้ค่า DE ของนํ้ าแป้ง

หลงัจากยอ่ยแลว้อยูไ่ม่นอ้ยกวา่ 18 เพื่อป้องกนัการคืนตวั 

(ข)  การยอ่ยคร้ังแรกดว้ยเอนไซม ์

  การออกแบบการย่อยทาํไดท้ั้งแบบถงัเด่ียวหรือแบบต่อเน่ือง หลกัเกณฑ์

ในการยอ่ยโดยเอนไซมเ์ม่ือเตรียมนํ้ าแป้งไดค้วามเขม้ขน้พอดี คาํนวณเอนไซมแ์ละเติมถูกตอ้ง เติม 

Ca++ (ในรูป CaCl2) และปรับ pH ให้ถูกตอ้งแลว้ การให้ความร้อนส่วนใหญ่ใชใ้นรูปของไอนํ้ าอดั

เขา้ไปในท่อส่งของนํ้ าแป้งโดยตรง  อุณหภูมิประมาณ 100 - 105° C ช่วงนํ้ าถือวา่สําคญัมาก เพราะ

เป็นการทาํลายหรือลดเช้ือจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนอยูก่บันํ้ าแป้ง  เอนไซมท่ี์ใช้ในช่วงน้ีสามารถทนต่อ

อุณหภูมิสูงและทาํการย่อยสลายแป้งในขณะท่ีอุณหภูมิเพิ่มข้ึนได้  หลงัจากท่ีลดความดนัลงไป

เท่ากบับรรยากาศ (Flash) นํ้ าแป้งจะถูกส่งลงไปในถงัย่อย ซ่ึงอาจเป็นแบบถงัเด่ียว (Batch) หรือ

ต่อเน่ือง  ในการใหค้วามร้อนเพื่อหยุดกิจกรรมของเอนไซมห์ลงัจากการยอ่ยคร้ังแรกข้ึนอยูก่บัชนิด

ของเอนไซมท่ี์ใช ้ เพราะในบางกรณีหลงัจากปฏิกิริยาเสร็จส้ิน ความสามารถของเอนไซมก์็หมดลง  

(เช่น เอนไซมข์อง Bacillus subtilis) จึงไม่ตอ้งใหค้วามร้อนเพื่อหยดุกิจกรรมเอนไซมอี์ก 

  นํ้าแป้งท่ียอ่ยแลว้ในช่วงน้ี ควรมีค่า  DE  อยูท่ี่ 10 - 15 หรือตํ่ากวา่  20  

เรียกผลิตภณัฑน้ี์วา่  “ MALTODEXTRIN ”  ก็เพียงนาํแป้งท่ียอ่ยระดบัน้ีแลว้ไปผา่นการทาํบริสุทธ์ิ 
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คือกรองดว้ยผงถ่านจนใส และนาํไประเหยนํ้ าดว้ยเคร่ืองตม้ระเหย ให้ไดค้วามเขม้ขน้จากเดิมร้อย

ละ  35 - 40 เป็นประมาณร้อยละ 60 แลว้นาํมาพ่นเป็นผงในเคร่ืองพ่นผง (Spray dryer)  จะได้

ผลิตภณัฑ ์MALTODEXTRIN (กลา้ณรงค ์ศรีรอตและเก้ือกลู ปิยะจอมขวญั, 2543) 

 

2. ยีสต์และกระบวนการหมักเอทานอล 

  ยีสต์เป็นจุลินทรียที์่โดยส่วนใหญ่มีการดาํรงชีวิตเป็นเซลล์เด่ียว (Unicellular 

form) มีรูปร่างหลายแบบ คือ กลม (Round) รี (Oval) สามเหลี่ยม (Triangular) รูปร่างแบบ

มะนาวฝร่ัง (Apiculate) ฟลาสก์ (Flask) ยาว (Elongated) และเป็นสาย (Filamentous) ยีสต์บาง

ชนิดมีการสร้างเส้นใยแบบ pseudomycelium และ true mycelium สําหรับ pseudomycelium 

อาจเกิดเม่ือมีการเพิ่มจาํนวนโดยการแตกหน่อที่เกิดข้ึนไม่หลุดจากเซลล์แม่ ทาํให้มีการเรียงต่อ

ของเซลล์เป็นสาย บางคร้ังมีการต่อกนัเป็นสายสั้ นๆ ซ่ึงแต่ละเซลล์มีรูปร่างคลา้ยกนัจดัเป็น 

rudimentary pseudomycelium บางชนิดเซลล์ที่เป็นแกนกลางยาวกว่าเซลล์อื่น และระหว่าง

รอยต่อของเซลล์ม ีกลุ ่มของหน่อแตกออกมา pseudomycelium ประเภทน้ีจดัว ่า เ ป็น well 

developed pseudomycelium (สาวิตรี, 2536) 

  การเจริญของยีสต์เกิดโดยการเพิ่มขนาด เมื่อขนาดเพิ่มจนถึงจุดหน่ึง เซลล์จะมี

การแบ่งตวัเพิ ่มจาํนวน ในระหว่างที่มีการแบ่งเซลล์นิวเคลียสจะมีการแบ่งแบบไมโตซีส 

(mitosis) และสังเคราะห์ไซโตพลาสซึมเกิดข้ึน สําหรับการแบ่งเซลล์ของยีสต์ที่เป็นการเพิ่ม

จาํนวนแบบไม่อาศยัเพศนั้น พบว่าส่วนใหญ่เกิดจากการแตกหน่อ (budding) มีจาํนวนน้อยที่เกิด

โดยการแบ่งเซลล์จากหน่ึงเป็นสองโดยวิธี fission และมีบางพวกที่เพิ่มจาํนวนโดยวิธีอ่ืนๆ เช่น 

การสร้าง conidiospore หรือ codinia ของยีสต์กลุ่มท่ีไม่มีการสืบพนัธ์ุแบบมีเพศ (สาวิตรี, 2536) 

2.1 ชนิดของจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

  มีจุลินทรียห์ลายชนิดที่สามารถผลิตเอทานอล ไดแ้ก่ แบคทีเรีย ยีสต์ รา ดงั

ตารางที่ 2 จุลินทรียซ่ึ์งเป็นที่สนใจสําหรับการผลิตเอทานอลระดบัอุตสาหกรรม คือ ยีสต์ 

Saccharomyces cerevisiae, S.uvarum (carlsberggensis), Schizosaccharomyces pombe และ 

kluyveromyces fragilis ยีสต์เหล่าน้ีมีความสามารถในการหมกันํ้าตาลชนิดต่างๆ ท่ีเหมือนกนั แต่

เน่ืองจาก S.  cerevisiae เป็นยีสต์ที่ทนต่อภาวะแวดลอ้มต่างๆ ที่ไม่เหมาะสมไดดี้กว่ายีสต์ชนิด

อ่ืน ดงันั้นในปัจจุบนัการผลิตเอทานอลส่วนใหญ่จึงใช้เช้ือ S.  cerevisiae นอกจากนั้นปัจจุบนัได้

มีการพฒันาการผลิตเอทานอลโดยใช้แบคทีเรียจีนสั Zymomonas คือ Z. mobilis และจีนสั 
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Clostridium คือ Cl. Thermocellum ซ่ึงแบคทีเรียที่ไม่ตอ้งการออกซิเจนสามารถหมกัเซลลูโลส 

และเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 50 ° C แต่อย่างไรก็ตามแบคทีเรียทั้งสองจีนสัดงักล่าวมีความทนต่อเอทา

นอลไดต้ํ่ากว่ายีสต์ ดงันั้นจึงไม่นิยมนําแบคทีเรียมาใช้ผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรม 

(Waites et al., 2001) 

ลกัษณะของจุลินทรียท่ี์ดีสาํหรับการผลิตเอทานอลมีดงัน้ี (สาวิตรี, 2536) 

1. ให้ผลผลิตสูง 

2. มีอตัราการหมกัเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 

3. มีความทนต่อเอทานอล (ethanol tolerance 

4. ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 

5. ทน pH ตํ่า หรือทนกรด (acid tolerance) 

6. มีความสามารถในการจบัตวัเป็นกอ้นตกลงกน้ชนะ (flocculation) 

7. มีลกัษณะพนัธุกรรมท่ีไม่เปล่ียนแปลงไดง่้าย 

8. ทนต่อแรงดนัออสโมซิส (osmotolerance) 
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ตารางที่ 2 จุลินทรียท่ี์ผลิตเอทานอล   

แบคทีเรีย 

Clostridium themohydrosulfuricum 

Clostridium thermocellum 

Thermoanarebacter ethanolicus 

Zymomonas mobilis 

 

ยีสต์ 

Candida pseudotropicalis, C. tropicalis 

Candida species 

Kluyveromyces lactis 

Kluyveromyces marxianus 

Pachysolen tannophilus 

Pichia stipitis 

Saccharomyces cerevisiae 

 

S. cerevisiae var. distaticus 

Schwanniomyces alluvius 

ราเส้นใย 

Monilia species 

Mucor species 

 

Extreme thermophile 

Thermophilic, hydrolyses cellulose 

Ferments xylose and starch 

The wild-type ferments only glucose, fructose 

and sucrose, but with high productivity 

 

Ferments xylose 

Ferments xylose and cellobiose 

Ferments lactose in dairy wastes 

Hydrolyses inulin (polyfructosan) 

Ferments xylose 

Ferments xylose 

Most strains ferment only glucose, sucrose, 

fructose, maltose and maltotriose 

Hydrolyses starch 

Hydrolyses starch 

 

Hydrolyses cellulose and xylan 

Ferment xylose and arabinose 

ที่มา : Waites et al. (2001) 

2.2 กระบวนการหมักเอทานอล 

 กระบวนการหมกัเอทานอลเป็นกระบวนการทางชีวเคมีที่เกิดข้ึนโดยอาศยั

ปฏิกิริยาของเอนไซม์เปลี่ยนแปลงสับสเตรต (Substrate) เช่น นํ้ าตาลกลูโคส ภายใตส้ภาวะท่ี

ปราศจากออกซิเจน (Fermentation) ให้เป็นเอทานอล ซ่ึงจุลินทรียส์ามารถไดพ้ลงังานจาก

ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนน้ี อย่างไรก็ตามพลงังานที่ไดจ้ากกระบวนการหมกัจะน้อยกว่าพลงังานที่ได้
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จากกระบวนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน (Aerobic respiration) ประมาณ 25 เท่า จุลินทรียที์่มี

ประสิทธิภาพในการหมกัเอทานอล ไดแ้ก่ ยีสต์ ในจีนสั Saccharomyces และแบคทีเรียในจีนสั 

Zymomonas การหมกัเอทานอลโดยยีสต์จากกลูโคสไปเป็นเอทานอล จะเป็นไปโดยผ่าน 

glycolysis หรือ Emden – Meyerhof – Panas pathway (Paturau, 1987) ดงัแสดงในรูปที่ 2 โดย

การเปล่ียน glucose – 6 – phosphate ไปเป็น pyruvate จากนั้น pyruvate จะถูกเมตาบอไลต์

ต่อไปให้ผลผลิตสุดทา้ยต่างๆ กนั ตามชนิดของยีสต์ และภาวะแวดลอ้มระหว่างเมตาบอลิซึม ใน

กรณีท่ีมีนํ้าตาลความเขม้ขน้สูงหรือไม่มีออกซิเจน หรือทั้งสองอย่าง pyruvate จะถูกเปล่ียนเป็น

เอทานอล pyruvate ท่ีสร้างจากวิถีไกลโคไลซีส สามารถถูกเปล่ียนไปเป็นเอทานอลในยีสต์บาง

ชนิด โดยเฉพาะ S. cerevisiae โดย pyruvate จะถูก decarboxylation โดยมีเอนไซม์ pyruvate 

decarboxylase ทาํหน้าที่เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไดเ้ป็น acetaldehyde ซ่ึงถูกรีดิวซ์ต่อไปเป็นเอทา

นอล โดยเอนไซม์ alcohol dehydrogenase ที่อาศยั NADH2 (NADH2 dependent alcohol 

dehydrogenase) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (Paturau, 1987)  
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รูปที่ 4 วิถีการสร้างเอทานอลโดยผา่น Emden – Meyerhof – Panas pathway  

ที่มา : Paturau (1969) 

 

2.3 การบําบัดนํา้เสียและการผลิตเอธานอลด้วยยีสต์ 

 การผลิตเอธานอลโดยใช ้ย ีสต์จากนํ้ าทิ ้งอุตสหกรรมแป้ง แบ่งออกเป็น 2 

ขั้นตอนหลกั ดงัน้ี 
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   1)  ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis)  กระบวนการน้ีเป็นการเปล่ียนโมเลกุล

แป้งให้เป็นนํ้ าตาล ขั้นตอนสามารถทาํไดท้ั้ง 2  ลกัษณะ คือ การไฮโดรไลซีสดว้ยกรด (Acid 

hydrolysis)  หรือ การไฮโดรไลซีสให้ไดผ้ลดีจาํเป็นตอ้งมีขั้นตอนในการเตรียมการเบ้ืองตน้ 

(Pretreatment)  ดว้ยความร้อนหรือสารเคมี  จากการวิจยัดงักล่าวสามารถสรุปสภาวะท่ีใช้ในการ

เตรียมเบ้ืองตน้และการไฮโดรไลซีสได ้ดงัน้ี 

    •  การเตรียมการเบ้ืองตน้ดว้ยความร้อน  สภาวะที่ใช้ คือ การ

น่ึงท่ีอุณหภูม 121°C  เป็นเวลา  20 นาที  จากนั้นสามารถไฮโดรไลซีสดว้ยกรดหรือเอนไซม์ 

    •  การไฮโดรไลซีสดว้ยกรด  สภาวะท่ีใช้ คือ กรดซัลฟูริค (ร้อย

ละ 0.75)  ท่ีอุณหภูม 55°C  เป็นเวลา 3 ชัว่โมง    

• การไฮโดรไลซีสดว้ยเอ็นไซม์ สภาวะที่ใช้ คือ 5 U/g 

Substrate E ท่ีอุณหภูมิ 55°C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง pH เท่ากบั 5  

   2)  การหมกั (Fermentation) ขั้นตอนน้ีเป็นการเปลี่ยนนํ้ าตาลให้เป็น

เอธานอล  โดยยีสต์ที่นิยมใช้ในกระบวนการน้ี คือ Candida tropicalis  Saccharomyces 

cerevisiae และ Zymomonas mobilis (Swain et al., 2007) 

 2.4 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตเอทานอล 

  2.4.1 ความเข้มข้นของเอทานอล 

   ความเขม้ขน้ของเอทานอลเป็นปัจจยัอนัดบัแรกที่มีผลต่อการผลิตเอทา

นอล โดยส่งผลต่อการเจริญของยีสต์และการหมกัเอทานอล การยบัย ั้งเห็นไดช้ดัเม่ือความเขม้ขน้

ของเอทานอลที่เกิดระหว ่างการหมกัเพิ ่มขึ้นก็จะมีผลให้อตัราการเจริญเ ร่ิมลดลง ส่วน

ความสามารถในการทนต่อเอทานอลความเขม้ขน้สูงข้ึนอยู่กบัสานพนัธุ์ของจุลินทรีย ์ซ่ึงเป็น

ลกัษณะประจาํสายพนัธ์ุของยีสต์เพียงบางจีนสั ไดแ้ก่ Sacchamyces และ Schizosaccharomyces 

โดยพบว่าความเขม้ขน้ของเอทานอลสูงสุดที่มีผลต่อการเจริญและการหมกั คือ 10 เปอร์เซ็นต์

นํ้ าหนกัต่อปริมาตร และร้อยละ 20 โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ตามลาํดบั ผลของการยบัย ั้งที่เกิด

จากเอทานอลสามารถยบัย ั้งอตัราการเจริญและการมีชีวิตของเซลล์ พบว่า หากมีการเติมเอทา

นอลในช่วงที่เช้ือเจริญอยู่ในระยะ log phase มีผลทาํให้อตัราการเจริญและอตัราการสร้างเอทา

นอลลดลงอย่างรวดเร็ว แต่พบว่ามีผลต่อการเจริญมากกว่าการหมกัเอทานอล (Brown et al., 

1981) 
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  2.4.2 ชนิดของสับสเตรต 

   สับสเตรตที่นํามาผลิตเอทานอลมีหลายชนิด ไดแ้ก่ ประเภทนํ้ าตาล 

(กากนํ้ าตาล ออ้ย และนํ้ าออ้ย) ประเภทแป้ง (แป้งขา้วโพด และแป้งมนัสําปะหลงั) เซลลูโลส 

(ฟางขา้ว วชัพืช และเศษไมเ้หลือทิ้ง) และของเสียจากโรงงานผลไมก้ระป๋อง ชนิดของสับสเตรต

เป็นปัจจยัหน่ึงที่มีความสําคญัต่อการผลิตเอทานอล เพราะสับสเตรตแต่ละชนิดสามารถให้ผล

ของเอทานอลต่อสับสเตรต (YP/S) แตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัองค์ประกอบของสับสเตรตที่นาํมาใช้ดงั

ตารางท่ี 3 

 

ตารางที่ 3  ผลของเอทานอลต่อสับสเตรตและองค์ประกอบของสับสเตรตท่ีนาํมาผลิตเอทานอล  

 

Substrate 

 

Dry matter (%) 

 

Lignin (%) 

 

Carbohydrates 

(%) 

Ethanol yield 

(L kg-1 of dry 

biomass) 

Barley 

Barley straw 

Corn 

Corn stover 

Oat 

Oat straw 

Rice 

Rice straw 

Sorghum 

Sorghum straw 

Wheat 

Wheat straw 

Sugarcane 

Bagasse 

88.7 

81.0 

86.2 

78.5 

59.1 

90.1 

88.6 

88.0 

89.0 

88.0 

89.1 

90.1 

26.0 

71.0 

2.90 

9.00 

0.60 

18.69 

4.00 

13.75 

 

7.13 

1.40 

15.00 

 

16.00 

 

14.50 

67.10 

70.00 

73.70 

58.29 

65.50 

59.10 

87.50 

49.33 

71.60 

61.00 

35.85 

54.00 

67.00 

67.15 

0.41 

0.31 

0.46 

0.29 

0.41 

0.26 

0.48 

0.28 

0.44 

0.27 

0.40 

0.29 

0.50 

0.28 

ที่มา : Kim and Dale (2004) 
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  2.4.3 ความเข้มข้นของสับสเตรต 

   การใช้สับสเตรตความเขม้ขน้สูงในการหมกัเอทานอลเป็นการปริมาณ

นํ้ าที่ใช้สําหรับเจือจางสับสเตรตที่จะนาํมาเป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอล แต่ในขณะที่มีการ

ใช้สับสเตรตความเขม้ขน้สูงซ่ึงมีปริมาณความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลสูงส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งการ

เจริญและการหมกัเอทานอล การยบัย ั้งที่เกิดข้ึนน้ีส่วนหน่ึงเกิดจากแรงดนัออสโมซีส ซ่ึงเซลล์

ของยีสต์จะเกิด plasmilysis เมื่ออยู่ในนํ้ าตาลที่มีความเขม้ขน้สูงกว่าร้อยละ 14 (นํ้ าหนกัต่อ

ปริมาตร) สําหรับความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลที่สามารถยบัย ั้งการหมกันั้น แทที้่จริงแลว้เกิดจาก

ลกัษณะของจุลินทรียแ์ต่ละสายพนัธุ์ ซ่ึงหากความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลสูงกว่าร้อยละ 14 (นํ้ าหนกั

ต่อปริมาตร) จะส่งผลให้อตัราการหมกัเร่ิมลดลง แต่ผลการยบัย ั้งที่เกิดจากนํ้ าตาลน้ีน้อยกว่าผล

ของความเขม้ขน้ของเอทานอล หรืออาจเป็นผลยบัย ั้งร่วมกนัระหว่างความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล

และความเขม้ขน้ของเอทานอล (Jones et al., 1981) 

 

  2.4.4 pH (ความเป็นกรค-ด่าง) 

   โดยทัว่ไปยีสต์ส่วนมากเจริญไดดี้ในช่วง pH 3.5 – 7.0 ค่า pH เร่ิมตน้

และ buffer capacity ของการหมกัเอทานอลมกัอยู่ในสภาพที่ยีสต์จะเกิดการหมกัไดต้ลอด

กระบวนการหมกั เน่ืองจากในระหว่างกระบวนการหมกัเอทนอลจะมีการสร้างกรดโดยยีสต์และ

แบคทีเรียบางชนิดที่เจริญอยู่ดว้ย (Rose and Harrison, 1970) จึงตอ้งมีการปรับ pH เพื่อให้อยู่

ในช่วงท่ีเหมาะสมและเพื่อเป็นการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียบางชนิดท่ีเจริญอยู่ดว้ย ดงันั้นจึง

ปรับ pH ให้อยู่ระหว่าง 4.0 – 4.5 (Bazas et al., 1989) หรือ 4.0 – 5.0 หรือ 4.8 – 5.0 ดว้ยกรด

ซัลฟิวริคเขม้ขน้ หรือ mineral acid อ่ืนๆ อย่างไรก็ตาม pH ท่ีให้ประสิทธิภาพการหมกัเอทานอล

สูงสุดย่อมข้ึนอยู่กบัคุณภาพของกากนํ้ าตาลที่ใช้ และพบว่าการหมกันํ้ าตาลซูโครสจะมีความไว

ต่อการเปลี่ยนแปลง pH มากกว่าการหมกันํ้ าตาลกลูโคส ซ่ึงเกิดจากเอนไซม์ invertase จะ

เปล่ียนแปลงท่ี pH ตํ่ากว่า (Jones et al., 1981) 

 

  2.4.5 อุณหภูมิ 

   ในระหว่างการหมกัเอทานอลจะมีความร้อนเกิดข้ึน โดยกลูโคส 1 โม

กุลจะให้ปริมาณความร้อน 26 แคลอร่ีดงัสมการท่ี (1) 

     

  C6H12O6                                    2C2H5OH + 2CO2 + 26.0 แคลอร่ี         (1) 
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  ยีสต์ส่วนใหญ่จะเจริญไดร้วดเร็วที่อุณหภูมิ 20 – 30 องศาเซลเซียส ช่วง

อุณหภูมิสูงสุดท่ียีสต์ทัว่ไปสามารถเจริญไดคื้อ 30 – 40 องศาเซลเซียส มียีสต์บางสายพนัธุ์เจริญ

ไดดี้ที่อุณหภูมิสูงกว่าน้ีเล็กน้อย ไม่มีรายงานว่ามียีสต์ที่เจริญไดด้ีที่อุณหภูมิสูงกว่า 50 องศา

เซลเซียส  

 

 2.5 กระบวนการหมัก 

  2.5.1 การหมักแบบแบตซ์ (Batch culture) 

   เป็นกระบวนการหมกัที่ทาํไดโ้ดยการเพาะเล้ียงจุลินทรียภ์ายในระบบ

ปิด การเล้ียงนิยมทาํในขวดเขย่าหรือในถงัหมกั โดยใช้สารอาหารและภาวะต่างๆ เช่น อุณหภูมิ 

ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมตอการเติบโต สารอาหารที่ใช้ในระบบมีปริมาณจาํกดั เพราะไม่มี

การเติมสารอาหาร ภาวะในระบบมีการเปล่ียนแปลง สารอาหารถูกใช้หมดไป ความเป็นกรดด่าง

เปล่ียนไป มีการสะสมสารพิษ เป็นตน้ (Aiba et al., 1973) เมื่อเล้ียงเช้ือแบบแบตซ์จะมีลกัษณะ

การเปล่ียนแปลงเกิดข้ึน โดยจุลินทรียจ์ะใช้สารอาหารที่มีอยู่จนหมด และมีการสร้างผลิตภณัฑ์

และสารอื่นๆ ออกมา ซ่ึงสามารถแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างมวลเซลล์ที่เปลี่ยนไปกบัเวลาดงั

แสดงในรูปท่ี 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 ลกัษณะการเล้ียงเช้ือแบบแบตซ์  

ที่มา : Wang et al. (1979) 
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            (a) มวลเซลล์ไม่เกิดการสลาย 

            (b) มวลเซลล์เกิดการสลายตวัแลว้เกิดการเจริญแบบคริปติก (Cryptic growth) 

(c) จาํนวนเซลล์มีชีวิตเม่ือเกิดการสลายตวั 

 

  2.5.2 กระบวนการหมักแบบเฟด-แบตซ์ (Fed-batch culture) 

   มีผูไ้ดใ้ห ้ค ําจ ํากดัความของการเ ล้ียงเชื้อแบบ เฟด-แบตซ์ ว ่า เป็น

กระบวนการหมกัแบบเติมสารอาหารที่จาํเป็นอย่างต่อเน่ืองแลว้หยุด หรือใส่เป็นคร้ังคราว และ

ไม่มีการดึงเอาสารผลิตภณัฑ์ออกจากระบบจนกว่าส้ินสุดการหมกั วิธีการเล้ียงเช้ือแบบ เฟด-

แบตซ์ เ ร่ิมตน้ใช ้ในการผลิตย ีสต ์ตั้งแต่ประมาณปี 1900 สําหรับควบคุมการเจริญของ 

Saccharomyces cerevisiae ในการเล้ียงแบบแบตซ์โดยใช้มอลท์เป็นแหล่งคาร์บอน การผลิตยีสต์

น้ีมีปัญหาอยู่สองประการ คือ ประการแรก ถา้ความเขม้ขน้ของมอลท์สูงเกินไปในอาหารเล้ียเช้ือ

ทาํให้มีเอทานอลเกดข้ึนแทนการผลิตเป็นชีวมวล ปะการท่ีสอง คือ ถา้ความเขม้ขน้ของมอลท์ถูก

ควบคุมให้น้อยท่ีสุด การเจริญของยีสต์ก็จะถูกจาํกดั ปัญหาน้ีไดถู้กแกโ้ดยการหาวิธีควบคุมการ

เติมอาหารให้พอเหมาะกบัการเจริญ  

   วิธีการที่จะควบคุมการเล้ียงเช้ือแบบ เฟด-แบตซ์ เพื่อให้ง่ายในการใช้

งาน มีการแบ่งไวเ้ป็นสอกลุ่มหลกั คือ with feedback control และ without feedback control ดงั

แสดงในรูปที่ 6 การเล้ียงเช้ือแบบ เฟด-แบตซ์ จึงอาจมีการเรียกช่ือแตกต่างกนั บางคร้ังเรียกว่า 

semi-batch 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 การเล้ียงเช้ือแบบเฟด-แบตซ์ 

ที่มา : Asenjo and Merchuk (1995) 
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3. การทาํบริสุทธ์ิเอทานอล  

 การแยกนํ้าออกจากเอทานอลจนไดเ้อทานอลท่ีความบริสุทธ์ิ 99.5 เปอร์เซ็นต ์นั้นปัจจุบนัมี

ขบวนการแยก 3 วธีิ คือ 

3.1 การแยกนํา้โดยการกลัน่ด้วยการเติมสารตัวที่ 3  

 วธีิน้ีใชพ้ลงังานมากและโดยตอ้งใชส้ารเติมเพื่อแยกเอทานอลจากนํ้ า โดยตามหลกั

ทฤษฎีการกลัน่เอทานอลเพื่อให้มีความบริสุทธ์ิสูงจะพบปัญหาของการแยกออกจากกนัไม่ไดข้อง

นํ้ าและเอทานอลจุดน้ี เรียกวา่ จุดอะซีโอโทรป การกลัน่เอทานอลจึงจาํเป็นตอ้งเติมสารประกอบท่ี 

3 เพื่อทาํให้นํ้ าแยกออกจากเอทานอลไดดี้ยิ่งข้ึนสารประกอบน้ี เรียกวา่ เอนเทนเนอร์ (Entrainer) 

ไดแ้ก่ ไซโคลเฮกเซน (Cyclohexane), เบนซีน (Benzene ), โทลูอีน (Toluene), อีเทอร์ (Ether) 

หรือคีโตน (Ketone) วธีิน้ีเป็นวธีิท่ีคิดคน้กนัมานานและเป็นท่ีนิยมใชก้นัอยา่งมาก ถึงแมมี้ขอ้เสียอยู่

มากมาย ขอ้เสียท่ีสําคญัมากท่ีสุดคือ ตอ้งใชพ้ลงังานมหาศาลในการกลัน่เพื่อให้ไดเ้อทานอลท่ีบริ

สุทธ์มากๆ ขอ้เสียถดัมาคือ สารท่ีใชเ้ป็นเอนเทนเนอร์ เป็นสารมีพิษ บางตวัเป็นสารก่อโรคมะเร็ง 

และแมว้่าต่อมาจะมีการเปล่ียนไปใช้สารจาํพวกไซโคลเฮกเซนแลว้จึงกลัน่แยกเอทานอลออกมา

จากสารท่ีเติมเขา้ไปแต่วธีิน้ีก็ยงัมีปัญหาสาํคญัท่ีตอ้งตน้ทุนสูงอีกดว้ย 

3.2 การใช้โมเลกูล่าซีฟ  

 เป็นสารประเภทซีโอไลต์ท่ีสังเคราะห์ข้ึนซ่ึงมีสมบติัพิเศษคือสามารถดูดนํ้ าใน

สภาวะท่ีเยน็และคายนํ้าออกเม่ือไดรั้บความร้อน หลกัการของเทคโนโลยีชนิดน้ีจะใชส้มบติัพิเศษน้ี

ในการกาํจดันํ้ าออกจากเอทานอล โดยยอมให้โมเลกุลนํ้ าผา่นเขา้ไปในโมเลกุลขณะท่ีโมเลกุลของ

เอทานอลท่ีมีขนาดใหญ่กวา่จะผา่นไปไม่ได ้กระบวนการแยกนํ้าน้ีเร่ิมจากการใชเ้อทานอลท่ีมีความ

บริสุทธ์ิในช่วงร้อยละ 92 – 96 ผา่นไปยงัปฏิกรณ์ท่ีบรรจุโมเลกูล่าซีฟภายในเป็นชั้นๆ ประมาณ 2 - 

3 ชั้นในแนวขนาน โมเลกุลนํ้ าจะถูกจบัไวใ้นขณะท่ีเอทานอลบริสุทธ์ิถึงร้อยละ 99.8 - 99.9 จะผา่น

ลงมาและถูกนาํไปยงัถงัเก็บ หลงัจากเสร็จส้ินจากกระบวนการแยกนํ้ า ชั้นของโมเลกูล่าซีฟแต่ละ

ชั้นจะชุ่มไปดว้ยนํ้ า ซ่ึงสามารถทาํให้แห้งไดโ้ดยผา่นไอนํ้ า (Steam) เพื่อไล่นํ้ าท่ีถูกดูดซบั ขอ้ดีของ

เทคโนโลยีน้ี คือ เป็นเทคโนโลยีท่ีง่าย ใชไ้อนํ้ าและพลงังานท่ีตํ่า เม่ือเทียบกบัวิธีการกลัน่อะซีโอ

โทรป นอกจากน้ียงัไม่ตอ้งใชส้ารเคมีอ่ืนๆ มาช่วยในการแยกนํ้ า การกาํจดัของเสียจึงไม่จาํเป็นตอ้ง

คาํนึงถึง แต่เทคโนโลยีน้ีมีขอ้เสียตรงท่ีอตัราการสึกกร่อนหรือเกิดการเน่า (Fouling of media) ของ
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โมเลกูล่าซีฟมีค่อนขา้งสูง เม่ือมีการใชง้านมากกวา่ 5 ปี จาํเป็นตอ้งเปล่ียนใหม่ ทาํให้ค่าใชจ่้ายใน

กระบวนการผลิตค่อนขา้งสูง 

 

กระบวนการดูดซับ (Adsorption Process) 

   เป็นเป็นวิธีการหน่ึงท่ีใชแ้ยกองค์ประกอบท่ีตอ้งการออกจากสารละลาย

ของเหลวหรือแก๊สโดยใหส้ารละลายดงักล่าวสัมผสักบัสารดูดซบั (Adsorbent) ซ่ึงอาจเป็นของเหลว

หรือของแขง็ สารดูดซบัชนิดหน่ึงๆ มีความสามารถในการดูดซบัองคป์ระกอบต่างๆ ในสารละลาย

ไดแ้ตกต่างกนั จึงสามารถแยกองค์ประกอบต่างๆ ออกจากกนัได ้การจะแยกองค์ประกอบใดออก

จากสารละลายนั้นตอ้งเลือกสารดูดซบัใหเ้หมาะสม  

   วสัดุหลายชนิดถูกนาํมาใชเ้ป็นสารดูดซบัอยา่งมีประสิทธิภาพโดยสารดูด

ซบัท่ีนิยมใชใ้นอุตสาหกรรมไดแ้ก่ Activated Carbon, Sillica Gel, Activated Alumina (Alumina 

Oxide) และ Zeolite (Molecular seive) ซ่ึงสารแต่ละชนิดจะมีคุณสมบติัทางเคมีท่ีแตกต่างกนั ขนาด

ของพื้นท่ีผิว ลกัษณะการกระจายของ pore size และขนาดของอนุภาคท่ีแตกต่างกนั นอกจากน้ี

ความมีขั้วของสารดูดซบัแต่ละชนิดยงัเป็นตวักาํหนดชนิดของสารท่ีจะถูกดูดซับ (Adsorbate) ดว้ย 

โดย คุณสมบติัทางกายภาพของ Adsorbent ชนิดต่างๆ แสดงดงัตารางท่ี 4 

 

ตารางที ่4 คุณสมบติัทางกายภาพของ Adsorbent ชนิดต่างๆ  

 

ทีม่า : จิระเดช (2546) 
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3.3 การแยกนํา้โดยการใช้ขบวนการเพอเวปพอเรชัน (Pervaporation process)  

 วธีิน้ีมีความสะดวก ใชพ้ลงังานนอ้ย และไดส้ารท่ีบริสุทธ์ิเช่นเดียวกบัวิธีอ่ืน และมี

ส่วนช่วยทางดา้นการประหยดัพลงังานและส่ิงแวดลอ้ม การแยกนํ้ าโดยกระบวนการเพอเวปพอเร

ชนัอาศยัหลกัการองค์ประกอบท่ีต่างชนิดกนัในสารละลายท่ีมีความสามารถในการละลาย/แพร่ 

ผา่นเมมเบรน (Membrane) ไม่เท่ากนั หรือกล่าววา่มีผลต่างของศกัยภาพเคมีเป็น แรงขบั (Driving 

force) ทาํใหใ้นการใชง้านเพอเวปพอเรชนัจะใชไ้ดดี้ในกรณีท่ีการแยกสารโดยวิธีการกลัน่นั้นทาํได้

ยากและมีราคาสูงแต่กระบวนการเพอเวปพอเรชนัจะไม่มีปัญหาในกรณีน้ี และลดความจาํเป็นท่ี

ตอ้งเติมสารอ่ืนหรือตอ้งกาํจดัสารอ่ืน และยงัลดการใช้พลงังานในขบวนการมากกว่าการกลัน่ 

หลกัการทาํงานประสิทธิภาพในการแยกสารละลายผสมผ่านเยื่อแผ่นโดยใช้เทคนิคการซึมผ่าน 

(Permeation) ของนํ้ าผ่านแผ่นเยื่อบางในรูปของไอนํ้ า ดว้ยแรงดึงดูดจากภายนอกท่ีมีความดนัตํ่า

กวา่ (Evaporation) สารท่ีผา่นเยื่อแผน่ เรียกวา่ เพอมีเอท (Permeate) การแยกเกิดข้ึนไดเ้น่ืองจาก

องคป์ระกอบของสารในสารผสมมีความเป็นขั้ว (Hydrophilicity) ต่างกนั ในกรณีของนํ้ าในเอทา

นอล นํ้ ามีความเป็นขั้วท่ีสูงกวา่เอทานอล ความสามารถในการแพร่ผ่านเยื่อแผ่นของนํ้ าจึงมีค่าสูง

กวา่ ขณะท่ีมีการซึมผา่นของนํ้า ความดนัตํ่าจากภายนอกจะช่วยดึงนํ้าออกมาในรูปของไอนํ้ า เม่ือทาํ

การลดอุณหภูมิเพื่อใหไ้อนํ้ากลัน่ตวัเป็นของเหลว 

  การศึกษากระบวนการแยกนํ้ าออกจากเอทานอลทั้งในดา้นงานวิจยัตลอดจนการ

ใช้งานในภาคอุตสาหกรรม  ซ่ึงการเลือกใช้กระบวนการทาํบริสุทธ์ิใดๆ มกัข้ึนอยู่กับค่าความ

เขม้ขน้ของเอทานอลท่ีตอ้งการตลอดจนความยากง่ายของกระบวนการและความคุม้ค่าในการลงทุน 

และเน่ืองจากงานวิจยัน้ีตอ้งการได้เทคโนโลยีท่ีเหมาะสมสําหรับการกลั่นเอทานอลจากนํ้ าทิ้ง

โรงงานขนมจีนใหมี้ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนและสามารถนาํไปประยกุตใ์ชเ้ป็นนํ้ ามนัเช้ือเพลิงต่อไปจึง

เลือกกระบวนการกลัน่แบบรีฟลกัซ์ร่วมกบักระบวนการดูดซบัเพื่อทาํใหเ้อทานอลท่ีไดจ้ากการหมกั

มีคุณสมบติัท่ีเหมาะสมต่อการนาํไปใชใ้นอนาคต 

 

4. งานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 

Siripattanakul et al. (2010) ศึกษาการบาํบดันํ้ าทิ้งจากโรงงานขนมจีนโดยการผลิตเอทา

นอลดว้ยยีสตท่ี์ถูกตรึงรูปไวก้บัเจลแคลเซียมอลัจิเนต (Calcium alginate entrapped yeast) โดยการ

ยอ่ยนํ้าทิ้งซ่ึงมีแป้งเป็นองคป์ระกอบดว้ยกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ในปริมาตรร้อยละ 0 – 1.0 ร่วมกบัการ

น่ึงในหมอ้น่ึงไอนํ้ า (Autoclave) ท่ี 121° C เป็นเวลา 15 นาที ต่อดว้ยการหมุนเหวี่ยงท่ี 150 rpm ท่ี 
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37° C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง พบวา่ ในสภาวะท่ีใชก้รดร้อยละ 1.0 ในการยอ่ยแป้งจะทาํให้ไดป้ริมาณ

นํ้าตาลรีดิวซ์มากท่ีสุดและมากกวา่ในตวัอยา่งนํ้าทิ้งเร่ิมตน้ 5 เท่า 

Lin Y et al. (2012) ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการหมกัเอทานอลของเช้ือยีสต ์Saccharomyces 

cerevisiae BY4742 โดยใชก้ลูโคสเป็นสับสเตรต พบวา่เช้ือสายพนัธ์ุดงักล่าวสามารถเจริญและหมกั

เอทานอลได้ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 45oC แต่จะลดลงเม่ือทาํการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 50oC  และศึกษาค่า 

maximum sugar conversion ของเช้ือท่ีทาํการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท่ีความ

เขม้ขน้ของกลูโคสตั้งแต่ 20 40 80 160 และ 300 kg/m-3 พบวา่ ท่ีมีค่า maximum  sugar conversion 

เป็นร้อยละ 48 59.9 28.3 13.7 และ 3.7 ตามลาํดบั และพบวา่ การเพิ่มความเขม้ขน้ของสับสเตรต

ไม่ไดช่้วยให้การผลิตเอทานอลเกิดไดดี้ข้ึนถา้ไม่มีการควบคุม pH  จากการศึกษา พบวา่ ช่วง pH ท่ี

เหมาะสมต่อการหมกัเอทานอล คือ pH 4-5 โดยท่ี pH 5 จะให้ค่า specific ethanol production rate 

สูงท่ีสุดในทุกการทดลองท่ีเป็นการหมกัเอทานอลแบบกะ นอกจากน้ียงัพบวา่ในระหวา่งการหมกั

จะเกิดการผลิตกรดอะซิติก (Acetic acid) เม่ือ pH ตํ่ากวา่ 4.0 ในขณะท่ีกรดบิวทิริก (Butyric acid) 

จะเกิดการผลิตเม่ือ pH สูงกวา่ 5.0   จากการศึกษาพบวา่ในกรณีท่ีการหมกัมีออกซิเจนอยูใ่นระบบ

หรือเป็นระบบมีอากาศ (Aerobic condition) เช้ือยีสตจ์ะสามารถใชเ้อทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนได้

เม่ือสับสเตรตตวัอ่ืนหมดไปแต่จะไม่เกิดเหตุการณ์เช่นน้ีข้ึนกับระบบท่ีไม่มีอากาศ (Anaerobic 

condition) 

Agu et al. (1997) ศึกษาการยอ่ยองคป์ระกอบในวสัดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมแป้งมนั

สําปะหลัง ซ่ึงประกอบด้วย เซลลูโลส  (Cellulose) ลิกนิน (Lignin)  และเฮมิเซลลูโลส 

(Hemicellulose) โดยการใชก้รดร่วมกบัความร้อนท่ี 120oC ความดนั 1 บรรยากาศเป็นเวลา 30 นาที 

แลว้นาํส่วนท่ีไดจ้ากการย่อยไปหมกัเอทานอลดว้ยเช้ือยีสต์ Saccharomyces cerevisiae พบว่า ท่ี

ความเขม้ขน้ของกรด 0.3 M สามารถยอ่ยองคป์ระกอบในวสัดุเศษเหลือให้กลายเป็นนํ้ าตาลรีดิวซ์ 

11.5 g/l และเม่ือทาํการหมกัเอทานอลในระบบกะในฟราส์ขนาด 5 ลิตร (ปริมาตรท่ีใชห้มกั 3 ลิตร) 

ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30 oC พบวา่ เช้ือยีสตส์ามารถหมกัเอทานอลไดร้้อยละ 3.5 โดยปริมาตร การใช้

กรดความเขม้ขน้สูง (1 - 5 M) จะทาํให้ไดน้ํ้ าตาลรีดิวซ์ในปริมาณท่ีมากข้ึนแต่จะก่อให้เกิดสาร

ยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์เกิดจากปฏิกิริยาการกาํจดันํ้ า (Dehydrating) และการออกซิไดซ์ 

(Oxidizing) ของกรดซัลฟิวริกกับองค์ประกอบหลังการย่อย ซ่ึงทาํให้เกิดสารประกอบจาํพวก 

aldaric acid ซ่ึงจดัเป็น sugar acid โดยเฉพาะเฟอฟรูอล (Furfural) ท่ีเกิดจากนํ้ าตาลไซโลส (Xylose) 

รวมไปถึงการเกิดกรดอะซิติก (Acetic acid) และอนุพนัธ์จากการย่อยลิกนิน โดยมีรายงาย พบว่า 
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เฟอฟูรอลเป็นสารยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม์ dehydrogenese ในวิถีของการย่อยสารอาหาร 

(Glycolysis) ของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae. 

Wiboon Riansa-ngawong (2011) ศึกษาการผลิตไบโอเอทานอลและเฟอร์ฟูรอล (Furfural) 

จากเส้นใยปาล์ม (Palm pressed fiber) โดยการกาํจดัลิกนินในเส้นใยปาล์มดว้ยสารละลายโซเดียม

คลอไรด์ต่อด้วยการย่อยเฮมิเซลลูโลสในเส้นใยปาล์มด้วยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ได้นํ้ าตาล

ไซโลสเป็นองคป์ระกอบหลกั จากนั้นนาํนํ้ าตาลท่ีไดม้าผลิตเฟอร์ฟูรอลดว้ยกรดซัลฟิวริกพบว่าท่ี

สภาวะของอตัราส่วนระหวา่งสารละลายกรดซลัฟิวริกต่อเฮมิเซลลูโลสเป็น 8 มิลลิลิตรต่อกรัมเฮมิ

เซลลูโลส กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 5  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 150oC เป็นเวลา 90 นาที สามารถ

ผลิตเฟอร์ฟูรอลได ้0.86 กรัมต่อลิตร หรือร้อยละ 3.44 โดยนํ้ าหนกั (กรัมเฟอร์ฟูรอลต่อกรัมเฮมิ

เซลลูโลส)  เม่ือศึกษาการผลิตเอทานอลจากเซลลูโลสไฮโดรไลเสตดว้ยเช้ือยีสต ์Candida Shehatae 

TISTR5843 และ Saccharomyces cerevisiae TISTR5017 และเช้ือแบคทีเรีย Zymomonas mobilis 

TISTR405  พบวา่ เช้ือ Saccharomyces cerevisiae TISTR5017 สามารถผลิตเอทานอลไดดี้ท่ีสุด 

โดยในสภาวะพีเอช 5.40 การหมุนเหวีย่งท่ี 137 rpm และใชเ้ช้ือเร่ิมตน้ 0.56 g/l จะสามารถผลิตเอทา

นอลได ้3.98 g/l และมีค่า ethanol yield เป็น 0.48 g ethanol/g sugar  และค่า productivity 0.167 

g/l/h 
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วธีิดาํเนินการวจิยั 

 

1. ศึกษาคุณสมบัติของนํา้ทิง้โรงงานขนมจีนต่อการผลติเอทานอล 

ในการศึกษาจะใชต้วัอยา่งนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนจากภาคใตข้องประเทศไทยซ่ึงถูกเก็บไวท่ี้ 

- 20 องศาเซลเซียส นาํมาศึกษาองคป์ระกอบของนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีน ไดแ้ก่ พีเอช (pH meter) บี

โอดี (BOD) ค่าซีโอดี (COD) (APHA, AWWA และ WEF, 1998) ไนโตรเจนทั้งหมด (AOAC, 

2000) ของแขง็ทั้งหมด (Total solid) นํ้าตาลรีดิวซ์ดว้ยวิธี Dinitrosalicylic colorimetric method (Liu 

and Steinbuchel, 1997) และปริมาณแป้ง (Pintado et al, 1999) 

 

2. การเตรียมเช้ือยสีต์เร้ิมต้น 

ยสีตส์ายพนัธ์ุ Saccharomyces cerevisiae  จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง

ประเทศไทย จะถูกเก็บอยูบ่น Yeast Malt Agar (YMA) ท่ี 4 oC เพื่อรอการใชง้าน ในการเตรียมเช้ือ

ก่อนการหมกัเช้ือจะถูกกระตุน้โดยการนาํมาเล้ียงใน Yeast Malt Broth (YM Broth) โดยมีการกวน 

150 rpm อุณหภูมิ 35 oC จนกระทัง่เช้ืออยูใ่นช่วง exponential phase ปรับความเขม้ขน้ของเซลล์

เร่ิมตน้ ค่าความขุ่น = 0.5  เติมเช้ือเร่ิมตน้จากอาหาร YM Broth ร้อยละ10 ลงในอาหารท่ีจะทาํการ

ทดลองต่อไป 

 

3. การไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

3.1 ผลของความเข้มข้นของกรดต่อการไฮโดรไลซีส 

 ไฮโดรไลซีสนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนโดยเติมนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนปริมาณ 100 

มิลลิลิตร ลงในขวดชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร แลว้เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 98 ในปริมาณ

ร้อยละ 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 3 และ 5 โดยปริมาตร นาํไปฆ่าเช้ือใน autoclaved ท่ี 121oC เป็นเวลา 

15 นาที นาํสารละลายท่ีไดม้ากวนผสมบนเคร่ืองเขยา่ชนิด Orbital shaker incubator ดว้ยความเร็ว

รอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 ชัว่โมง วดัปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์และปริมาณแป้งของตวัอยา่งหลงั

การยอ่ย 
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3.2 การศึกษาผลของการกวนผสมนํา้ทิง้หลงัการไฮโดรไลซีส 

 ทาํการการไฮโดรไลซีสนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนโดยเติมนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีน

ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ลงในขวดชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร แลว้เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 98

ในปริมาณท่ีเหมาะสมตามขั้นตอนท่ี 3.1 นาํไปฆ่าเช้ือใน autoclaved ท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 นาที นาํสารละลายท่ีไดม้ากวนผสมดว้ยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 ชัว่โมง วดั

ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์และปริมาณแป้งของตวัอยา่งหลงัการยอ่ยเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองท่ีไม่ได้

กวนผสมหลงัการฆ่าเช้ือ 

 

4. ผลของพเีอชต่อการผลติเอทานอลจากนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 นํานํ้ าทิ้งท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสด้วยกรดซัลฟิวริกในปริมาณท่ีเหมาะสมจาก

ขั้นตอนท่ี 3 มาปรับพีเอชเป็น 4  5 และ 6 ดว้ย NaOH  1 N เพื่อใชใ้นการเล้ียงเช้ือยีสตใ์นขวดรูป

ชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ในสภาวะอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส อตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที 

โดยเล้ียงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง  เก็บตวัอยา่งในชัว่โมงท่ี 0, 12, 24, 36, 48, 72  เพื่อหานํ้ าหนกัเซลล์

แห้ง ดว้ย drying method (Dermlim et al., 1999) ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์และวิเคราะห์ปริมาณเอทา

นอลดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี (Gas Chromatography Analysis) (Sura-apinan, 2010) ยี่ห้อ 

Perkin Elmer รุ่น Clarus 600 Gas Chromatograph ใชค้อลมัน์ชนิด Wax สภาวะในการฉีดตวัอยา่ง

ในคอลมัน์คือท่ีอุณหภูมิ 40, 50, 70 องศาเซลเซียส นาน 3, 3 และ 1 นาที ตามลาํดบั โดยใชแ้ก๊ส

ฮีเลียม (He) เป็นแก๊สพา นาํค่าท่ีไดจ้ากการทดลองมาใช้ในการคาํนวณค่าทางจลนพลศาสตร์ของ

การหมกั 

 

5. ผลของอตัราการเขย่าต่อการผลติเอทานอลจากนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 นํานํ้ าทิ้งท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสด้วยกรดซัลฟิวริกในปริมาณท่ีเหมาะสมจาก

ขั้นตอนท่ี 3 และปรับพีเอชเป็นค่าท่ีเหมาะสมตามขั้นตอนท่ี 4 มาใชใ้นการเล้ียงเช้ือยีสตใ์นขวดรูป

ชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตรในสภาวะอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส โดยศึกษาอตัราการเขยา่ท่ี 0 100 150 

และ 250 รอบต่อนาที โดยเล้ียงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง วดัปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได ้ปริมาณนํ้ าตาล

รีดิวซ์ท่ีเหลืออยูแ่ละนํ้าหนกัเซลลแ์หง้เพื่อใชใ้นการคาํนวณค่าทางจลนพลศาสตร์ของการหมกั 
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6. ผลของอุณหภูมิต่อการผลติเอทานอลจากนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 นํานํ้ าทิ้งท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสด้วยกรดซัลฟิวริกในปริมาณท่ีเหมาะสมจาก

ขั้นตอนท่ี 3 และปรับพีเอชเป็นค่าท่ีเหมาะสมตามขั้นตอนท่ี 4 อตัราการเขยา่ท่ีเหมาะสมจากขั้นตอน

ท่ี 5 มาใชใ้นการเล้ียงเช้ือยีสตใ์นขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรในสภาวะอุณหภูมิ 30 35 และ 40 

องศาเซลเซียส โดยเล้ียงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง วดัปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได ้ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ี

เหลืออยูแ่ละนํ้าหนกัเซลลแ์หง้เพื่อใชใ้นการคาํนวณค่าทางจลนพลศาสตร์ของการหมกั 

 

7. การหมักเอทานอลของ Saccharomyces cerevisiae  

7.1 1 การออกแบบถังหมัก 

   ออกแบบถงัหมกัโดยถงัหมกัปริมาตรรวม  9 ลิตร  และมีปริมาตรใช้งาน 5 ลิตร  

ทาํจากท่ออะคริลิกทรงกระบอก  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางภายใน  20 เซนติเมตร  เส้นผา่นศูนยก์ลาง

ภายนอกขนาด  26 เซนติเมตร  สูง 30 เซนติเมตร  แผน่กั้น (Baffle) จาํนวน 4 ช้ินติดอยูใ่นถงัหมกั  

ฝาปิดทาํดว้ยแผน่อะคริลิก  ขนาด 1.5 เซนติเมตร  มีช่องสาํหรับใส่สาร 1 ช่อง ให้อากาศ 1 ช่อง ช่อง

สําหรับพีเอชเซนเซอร์ 1 ช่อง ชุดป่ันกวนประกอบด้วยมอเตอร์แบบมีเฟืองทดท่ีสามารถปรับ

ความเร็วรอบได ้ ใบพดัสแตนเลสแบบ 4 – bladed disk turbine จาํนวน 2 ใบพดั  ติดตั้งแกนหมุนทาํ

จากสแตนเลส  มีการควบคุมความเร็วในการป่ันกวนโดยการปรับความต่างศกัยข์องไฟฟ้าท่ีจ่ายเขา้

มอเตอร์   

7.1.2 ผลของการขยายขนาดถังหมักชีวภาพต่อผลติเอทานอลของ Saccharomyces  

cerevisiae 

 ศึกษาการขยายขนาดการหมกัในถงัหมกัขนาด 9 ลิตร และกาํหนดให้ปริมาตรของ

นํ้ าหมกัรวมเป็น 5 ลิตร เตรียมหวัเช้ือยีสตเ์ร่ิมตน้โดยการนาํ Sacchromyces cerevisiae ท่ีข้ึนอยูบ่น

อาหารวุน้เอียงซ่ึงเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มา 2 ลูบ (Loop) ถ่ายลงในอาหารเหลว YM 

broth ปริมาตร 300 มิลลิลิตร นาํไปบ่มบนเคร่ืองเขยา่ (Orbital Mixer Incubator) ท่ีอุณหภูมิ 32 องศา

เซลเซียส อตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เตรียมถงัหมกัโดยการลา้งและฆ่าเช้ือ

ถงัหมกัดว้ยการน่ึงในเคร่ือง autocrave ท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เตรียมนํ้ าหมกัจาก

การย่อยนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนด้วยกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ในปริมาตรท่ีเหมาะสมจากขั้นตอนท่ี 3 

จากนั้นนาํมาปรับพีเอช ดว้ยด่าง NaOH 5 N และ 20 N  จนไดพ้ีเอชท่ีเหมาะสมตามขั้นตอนท่ี 4 โดย

ใชน้ํ้ าแป้งเร่ิมตน้ 700 มิลลิลิตร ยอ่ยในฟราส์ขนาด 1 ลิตร (ทาํ 5 ฟราส) เติมนํ้ าหมกัลงถงัหมกัและ
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ต่อดว้ยการเติมหวัเช้ือจุลินทรียท่ี์เตรียมไวต้อนตน้ เปิดใบพดัของถงัหมกัให้หมุนท่ี 250 รอบต่อ

นาที ทาํการหมกัท่ีอุณหภูมิห้อง ไม่มีการควบคุมพีเอช ดงัรูปท่ี 7 เก็บตวัอย่างคร้ังละ 10 - 15 

มิลลิลิตร ทุก 24 ชัว่โมงเพื่อวเิคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์และร้อยละของเอทานอลในนํ้าหมกั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่7 ถงัหมกัเอทานอลจากนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีน 

 

8. การทาํบริสุทธ์ิเอทานอลด้วยการกลัน่ 

 นาํนํ้ าหมกัท่ีได้จากขั้นตอนท่ี 7 มากลัน่ด้วยเคร่ืองกลั่นแบบเบดบรรจุ (Packed 

Column Distillation) ยี่ห้อ WISDOM ASIA CO., LTD. รุ่น CT6S SOLID LIQUID 

EXTRACTION S/N: T50-10/2 ดงัรูปท่ี 8 โดยทาํการกลัน่ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 

ชัว่โมง วเิคราะห์ปริมาณเอทานอลดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี โดยใชส้ภาวะในการฉีดตวัอยา่ง

ในคอลมัน์คือท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 9 นาที และทาํการกลัน่ซํ้ าเพื่อศึกษาการเพิ่มความ

บริสุทธ์ิของเอทานอลต่อไป 
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รูปที ่8 เคร่ืองกลัน่เอทานอลแบบเบดบรรจุ 
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ผลการวจิยัและการวจิารณ์ผล 

 

1. การศึกษาคุณสมบัติของนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 นํ้าทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีนจะมีลกัษณะสีขาวขุ่นดงัรูปท่ี 9(a) เน่ืองจากเป็นนํ้ า

แป้งท่ีผ่านการตม้จนเกิดลักษณะท่ีเป็นเจล เม่ือลดอุณหภูมิลงและนาํตวัอย่างไปเก็บไวใ้นตู ้-20 

องศาเซลเซียสทาํให้แป้งเกิดการเรียงตวัใหม่หรือท่ีเรียกว่ารีโทรเกรเดชนั (กลา้ณรงค์ ศรีรอตและ

เก้ือกลู ปิยจอมขวญั, 2543)  จนเกิดเป็นเจลแขวนลอยอยูใ่นนํ้ าดงัรูปท่ี 9(b)  เม่ือวิเคราะห์คุณสมบติั

ของนํ้าทิ้งจะไดผ้ลดงัตารางท่ี 5 โดยค่าซีโอดีของนํ้ าทิ้งมีค่า 1,135 mg/L ซ่ึงเกินจากมาตรฐานนํ้ าทิ้ง

ของโรงงานอุตสาหกรรม (120 mg/L) จึงจาํเป็นตอ้งบาํบดันํ้ าทิ้งก่อนปล่อยออกสู่ชุมชน จากตาราง

ท่ี 5 พบว่า นํ้ าทิ้งมีสภาพเป็นกรด คือ มีพีเอช  3.76 และมีปริมาณแป้งเป็น 5.99 g/L ซ่ึงสามารถใช้

เป็นสับสเตรตในการหมกัเอทานอลโดยผา่นกระบวนการย่อยแป้งให้กลายเป็นนํ้ าตาลในขั้นตอน

ต่อไป 

 

                             

(a)                                                                       (b) 

รูปที ่9 นํ้าทิ้งโรงงานผลิตขนมจีน 

(a) ตวัอยา่งแรกเร่ิมท่ีเก็บมาจากโรงงาน  (b) ตวัอยา่งท่ีผา่นการแช่แขง็ท่ี -20 องศาเซลเซียส

และทาํละลายโดยการตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
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ตารางที ่5 คุณลกัษณะของนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีน 

รายการวเิคราะห์ วธีิทดสอบ หน่วย ปริมาณ 

BOD 5-Day BOD Test mg/L 440 

COD Photometric Method mg/L 1,135 

TN Photometric Method mg/L 600 

TS Dried at 180°C mg/L 1,581 

pH pH meter - 3.76 

Reducing sugar Colorimetric method g/L 0.60 

Starch Iodine method g/L 5.99 

 

2. การไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

2.1 ผลของความเข้มข้นของกรดต่อการไฮโดรไลซีส 

 จากการศึกษาการย่อยแป้งในนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนด้วยกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ใน

ปริมาณร้อยละ 0 - 5 พบวา่ เม่ือความเขม้ขน้ของกรดสูงข้ึนจะส่งผลให้ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้

สูงข้ึนด้วย แต่เม่ือความเขม้ขน้ของกรดสูงกว่า 0.75 ปริมาณนํ้ าตาลท่ีไดก้ลบัลดลง (รูปท่ี 10) ซ่ึง

สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Siripattanakul et al. (2010) ท่ีไดศึ้กษาการบาํบดันํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีน

และศกัยภาพของการตรึงเซลล์ยีสต์สําหรับการผลิตเอทานอล พบว่า ปริมาณกลูโคสท่ีผ่านการ

ไฮโดรไลซีสดว้ยกรดซลัฟิวริกจะเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของกรดท่ีสูงข้ึนตั้งแต่ร้อยละ 0.25 จนถึง

ร้อยละ 1 และการไฮโดรไลซีสดว้ยกรดท่ีมีความเขม้ขน้มากกวา่ร้อยละ 1 จะมีปริมาณกลูโคสลดลง 

เน่ืองจากกลูโคสจะถูกทาํลายดว้ยกรด  

 จากการยอ่ยแป้งในตวัอยา่งนํ้าทิ้ง พบวา่ หลงัการยอ่ยยงัมีส่วนของแป้งท่ียงัไม่เป็น

นํ้าตาลปรากฏเป็นตะกอนอยูบ่างส่วน เม่ือนาํส่วนตะกอนมาทดสอบดว้ยสารละลายไอโอดีนจะเกิด

สีส้มอิฐหรือสีนํ้ าตาลแดงซ่ึงน่าจะเป็นองคป์ระกอบพวกเดกตรินหรือโมเลกุลท่ีเล็กกวา่แต่ยงัไม่ใช่

นํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวหรือนํ้ าตาลโมเลกุลคู่ ซ่ึงจะไม่ให้สีเม่ือทดสอบด้วยสารละลายไอโอดีน 

(คณาจารยภ์าควชิาเคมี, 2548)  

 สภาวะในการยอ่ยแป้งดว้ยกรดให้เป็นนํ้ าตาลมีหลายปัจจยัเป็นตวักาํหนดไม่วา่จะ

เป็น  ปริมาณแป้งในสารละลาย ลกัษณะของนํ้ าแป้งเร่ิมตน้(เม็ดแป้งหรือเจลแป้ง) ความเขม้ขน้ของ

กรดท่ีใชใ้นการยอ่ย อุณหภูมิ ความดนัและเวลาในการยอ่ย ปัจจยัต่างๆ ลว้นมีผลต่อปริมาณนํ้ าตาล
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ท่ีจะเกิดข้ึน  ในงานวิจยัคร้ังน้ีไดใ้ชต้วัอยา่งนํ้ าแป้งท่ีผา่นการให้ความร้อนมาก่อนจากกระบวนการ

ลวกเส้นขนมจีน  ดงันั้นแป้งท่ีอยู่ในสารละลายจึงมีลกัษณะท่ีเป็นเจลเน่ืองจากผ่านการนาํมาเก็บ

รักษาไวใ้นตู ้-20 องศาเซลเซียส ก่อนการนาํมาทดลองและมีแป้งบางส่วนท่ีเกาะตวักนัเป็นก้อน

กระจายอยูใ่นนํ้าแป้งเร้ิมตน้  จึงทาํใหป้ริมาณนํ้ าตาลหลงัการยอ่ยมีค่าแตกต่างกนับา้ง  ความเขม้ขน้

ของกรดซัลฟิวริกท่ีใช้ก็มีผลอย่างมากต่อการย่อย  ซ่ึงนํ้ าทิ้งจากโรงงานขนมจีนเป็นแป้งท่ีมี

องคป์ระกอบของแอมิโลสและแอมิโลเพกทินจากขา้วเจา้ การยอ่ยของกรดจะเป็นการยอ่ยแบบสุ่ม

คือไม่จาํเพาะเจาะจงว่าจะย่อยแป้งท่ีพนัธะใดทาํให้อนุพนัธ์จากการยอ่ยมีความหลากหลายซ่ึงต่าง

จากการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมท่ี์จะมีความจาํเพาะต่อพนัธะของแป้งท่ีจะยอ่ยมากกวา่ทาํให้ผลิตภณัฑ์

ท่ีได้มีความบริสุทธ์ิสูง นอกจากน้ีการย่อยด้วยกรดก็อาจก่อให้เกิดองค์ประกอบท่ีเป็นพิษต่อ

จุลินทรียเ์ช่น อนุพนัธ์เฟอฟูรอลเน่ืองจากไดแซคคาไรด์และโพลีแซคคาไรด์ท่ีถูกไฮโดรไลส์ดว้ย

กรดไดเ้ป็นมอนอแซคคาไรด์แลว้มอนอแซคคาไรด์ท่ีเกิดข้ึนน้ีเกิดการทาํปฏิกิริยากบักรดเขม้ขน้จะ

เกิดปฏิกิริยาดีไฮเดรชัน ซ่ึงถ้าเป็นนํ้ าตาลเพนโทสจะเกิดเฟอฟูรอลส่วนนํ้ าตาลเฮกโซสจะเกิด

อนุพนัธ์เฟอร์ฟูรอลเช่น 5 - ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรอล (5-hydroxymethylfurfural) (ศุภวรรณ 

ตนัตยานนท ์และคณะ, 2547) 
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รูปที่ 10 ผลของความเขม้ขน้กรดซลัฟิวริกต่อปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์สําหรับนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนท่ี

 ผา่นการไฮโดรไลซีส 
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จากผลการทดลองจึงเลือกใชก้รดซลัฟิวริกเขม้ขน้ในปริมาณร้อยละ 0.75 เพื่อใชใ้นการยอ่ย

ตวัอยา่งในขั้นตอนต่อไป 

 

 2.2 การศึกษาผลของการกวนผสมนํา้ทิง้หลงัการไฮโดรไลซีส 

       จากการทดลองเปรียบเทียบการย่อยนํ้ าแป้งด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสด้วยกรด

ซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 0.75 โดยปริมาตร ในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 นาที ต่อดว้ยการกวนผสมบนเคร่ืองเขยา่ชนิด Orbital shaker incubator โดยใชค้วามเร็วรอบ 150 

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองท่ีไม่ไดเ้ขยา่หลงัการ

น่ึงฆ่าเช้ือ ไดผ้ลดงัตารางท่ี 6  พบวา่ ปริมาณนํ้ าตาลท่ีไดจ้ากวิธีทั้งสองไม่แตกต่างกนัมากนกั  จึง

น่าจะลดขั้นตอนการกวนผสมน้ีออกไปเพื่อเป็นการประหยดัพลงังานและเวลาอีกทั้งเป็นการลด

ความเส่ียงของการเจริญของเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนก่อนการหมกัยสีตใ์นขั้นตอนต่อไป  

 

ตารางที ่6 ผลของการกวนผสมหลงัการไฮโดรไลซีสนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนต่อปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ 

ตัวอย่าง ปริมาณแป้ง (g/l) ปริมาณนํา้ตาลริดิวซ์ (g/l) 

นํ้าทิ้งเร่ิมตน้ 8.051 0.129 

นํ้าทิ้งหลงัไฮโดรไลซีส 0.037 6.405 

นํ้าทิ้งหลงัไฮโดรไลซีสและกวนผสม 0.035 7.625 
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3. การศึกษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมต่อการหมักเอทานอลจากนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 
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รูปที ่11 กราฟแสดงการเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือ Saccharomyces cerevisiae จากการ 

              หมกันํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนท่ีอุณหภูมิ 37°C อตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที 

             : ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร); : นํ้าหนกัเซลลแ์หง้; : ร้อยละของเอทานอล        

จากรูปท่ี 11 จะเห็นไดว้่าในระยะเวลาการหมกัช่วง 12 ชัว่โมงแรกเช้ือยีสตจ์ะเจริญเติบโต

และสร้างเซลล์ใหม่ดงัจะเห็นไดจ้ากนํ้ าหนกัเซลล์แห้งท่ีมีค่าเพิ่มข้ึน สอดคลอ้งกบัปริมาณนํ้ าตาล

รีดิวซ์ท่ีลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั แต่หลงัจากนั้นปริมาณเซลล์และนํ้ าตาลจะไม่ค่อยเปล่ียนแปลงมานกั

เน่ืองจากสับสเตรต คือ นํ้าตาลท่ีเช้ือตอ้งใชใ้นการเจริญเติบโตเหลือนอ้ยจนเขา้สู่ภาวะคงท่ีเม่ือผา่น

ไป 24 ชัว่โมงและคงท่ีไปตลอดจนถึง 72 ชัว่โมง  ส่วนการผลิตเอทานอล พบว่า เช้ือจะผลิตเอทา

นอลไดสู้งสุดร้อยละ 0.12 กรัมต่อมิลลิลิตร หลงัการเล้ียงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  เน่ืองจากเซลล์มีการ

เจริญเติบโตและเพิ่มจาํนวนและผลิตผลิตภณัฑข้ึ์นมาจนมีค่าเอทานอลสูงสุดท่ีเวลาการหมกันาน 48 

ชัว่โมง หลงัจากนั้นเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ะลดลง 

 

4. ผลของพเีอชต่อการผลติเอทานอลจากนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 จากการศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่างของนํ้ าหมกัซ่ึงแสดงดว้ยค่าพีเอช  พบว่า 

ท่ีพีเอช 5 เช้ือยสีต ์Saccharomyces cerevisiae จะสามารถหมกัเอทานอลไดดี้ท่ีสุดโดยมีความเขม้ขน้

เท่ากบั 1.24 กรัมต่อลิตร ดงัแสดงในตารางท่ี 7 โดยทัว่ไปยสีตจ์ะโตไดดี้ท่ีพีเอชในช่วง 4.5 – 6.5 แต่

ก็สามารถเจริญไดใ้นช่วงพีเอช 3 - 8 นอกจากน้ีนํ้ าหมกัท่ีมีกรดอินทรีย ์เช่น กรดอะซิติกหรือกรด
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แลกติก จะก่อใหเ้กิดการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือยีสตไ์ดม้ากกว่านํ้ าหมกัท่ีมีกรดอนินทรีย ์เช่น กรด

ไฮโดรคลอริกหรือกรดฟอสฟอริก เน่ืองจากกรดจะไปทาํให้การส่งผา่นสารของเซลล์เมมเบรนของ

ยสีตมี์ความผดิปกติ (Walker, 1998)  ปริมาณของไฮโดรเจนไอออนในการหมกัจะส่งผลต่อปริมาณ

ประจุท่ีเซลล์แมมเบรนของยีสต์ก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงความสามารถในการซึมผ่านของวสัดุ

และไอออนท่ีเซลลแ์มมเบรนของยสีต ์ 

 

ตารางที ่7 ผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการหมกัเอทานอลจากนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนดว้ยเช้ือ    

                Saccharomyces cerevisiae  

Parameters 
pH 

4 5 6 

Initial substrate concentration (g/L) 20.943 20.892 20.892 

Fermentation time (h) 48 48 48 

Substrate consumed (%) 96.91 97.07 97.05 

Maximum ethanol concentration (g/L) 1.20 1.24 1.22 

Maximum cell concentration (g/L) 3.450 3.650 3.630 

Volumetric ethanol productivity (QP, g/L h) 0.025 0.026 0.025 

Ethanol yield (YP/S, g/g) 0.057 0.059 0.058 

Cell yield (YX/S, g/g) 0.164 0.175 0.174 

Ethanol yield based on biomass (YP/X in g P/g X) 0.348 0.340 0.336 

 

จากผลการทดลองจึงเลือกค่าพีเอชเร่ิมตน้ของนํ้ าหมกัท่ีพีเอช 5 เพื่อใช้ในการทดลองใน

ขั้นตอนต่อไป 

 

5. ผลของอตัราการเขย่าต่อการผลติเอทานอลจากนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 จากการทดลองเล้ียงเช้ือ S. cerevisiae ดว้ยนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนท่ีผา่นการยอ่ยดว้ย

กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 0.75 โดยปริมาตร ในสภาวะท่ีมีการเขยา่ท่ีความเร็วรอบต่างๆ พบวา่ ท่ี

อตัราการเขย่าเท่ากบั 150 รอบต่อนาที เช้ือจะสามารถหมกัเอทานอลไดดี้ท่ีสุดโดยสามารถหมกัเอ
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ทานอลได้สูงสุด 1.34 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 8) หลงัการเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ทั้งน้ีอาจ

เน่ืองมาจากเช้ือสามารถใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโตได้ดีเพราะการเขย่าเป็นการช่วยให้

ออกซิเจนกระจายในนํ้าหมกัไดอ้ยา่งทัว่ถึง  

 

ตารางที ่8 ผลของอตัราการเขยา่ต่อการหมกัเอทานอลจากนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนดว้ยเช้ือ  

                Saccharomyces cerevisiae  

Parameters 
Shaking rate (rpm) 

0 100 150 250 

Initial substrate concentration (g/L) 20.285 20.695 20.248 20.026 

Fermentation time (h) 48 48 48 48 

Substrate consumed (%) 93.30 93.64 96.95 96.94 

Maximum ethanol concentration (g/L) 1.10 1.21 1.34 1.30 

Maximum cell concentration (g/L) 2.450 2.840 3.680 3.410 

Volumetric ethanol productivity (QP, g/L h) 0.023 0.025 0.028 0.027 

Ethanol yield (YP/S, g/g) 0.054 0.058 0.066 0.065 

Cell yield (YX/S, g/g) 0.121 0.137 0.182 0.170 

Ethanol yield based on biomass (YP/X in g P/g X) 0.449 0.426 0.364 0.381 

 

6. ผลของอุณหภูมิต่อการผลติเอทานอลจากนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 ผลจากการศึกษา พบว่า อุณหภูมิเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ของการหมกั S. 

cerevisiae ในนํ้ าทิ้งขนมจีนท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสด้วยกรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.75 ปริมาตรต่อ

ปริมาตรดว้ยการหมกัแบบฟลาสก์เขย่าจะสามารถหมกัเอทานอลไดดี้ท่ีสุดโดยมีค่า QP, YP/S, YX/S, 

YP/X เท่ากบั 0.030, 0.068, 0.177, 0.386 ตามลาํดบั (ตารางท่ี 9) สอดคล้องกบัการศึกษาของ 

Ratanapongleka et al. (2010) พบวา่ ประสิทธิภาพของการหมกันํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนดีท่ีสุดเท่ากบั

ร้อยละ 58.4 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และอตัราการผลิตเอทานอลเชิงปริมาตรเท่ากบั 0.259 

กรัมต่อลิตร ชัว่โมง 
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 โดยทัว่ไปยีสต์ S. cerevisiae จะเจริญเติบโตไดดี้ในช่วงอุณหภูมิ 35 - 43 องศา

เซลเซียส อย่างไรก็ตามอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือยีสต์ก็อาจเปล่ียนแปลงไปตาม

ปัจจยัภายนอกอ่ืนๆ เช่นแหล่งคาร์บอน ปริมาณออกซิเจน ปริมาณนํ้ าในนํ้ าหมกั (media water 

potential) ปริมาณเอทานอลในนํ้ าหมกัและสารส่งเสริมการเจริญอ่ืนๆ (growth factor) (Walker, 

1998) 

  

ตารางที ่9 ผลของอุณหภูมิต่อการหมกัเอทานอลจากนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนดว้ยเช้ือ Saccharomyces  

                cerevisiae  

Parameters 
Temperature (°C) 

30 35 40 

Initial substrate concentration (g/L) 21.24 22.65 22.89 

Fermentation time (h) 48 48 48 

Substrate consumed (%) 96.65 95.10 94.30 

Maximum ethanol concentration (g/L) 1.45 1.40 1.25 

Maximum cell concentration (g/L) 3.76 3.44 3.60 

Volumetric ethanol productivity (QP, g/L h) 0.030 0.029 0.026 

Ethanol yield (YP/S, g/g) 0.068 0.062 0.054 

Cell yield (YX/S, g/g) 0.177 0.152 0.157 

Ethanol yield based on biomass (YP/X in g P/g X) 0.386 0.401 0.347 

S, substrate (glucose); P, product (ethanol); X, cell mass. 

 

7. การหมักเอทานอลในถังหมักชีวภาพ 

7.1 การออกแบบถังหมักชีวภาพ 

  ออกแบบถงัหมกัโดยถงัหมกัปริมาตรรวม 9 ลิตร และมีปริมาตรใชง้าน  ลิตร 5 ทาํ

จากท่ออะคริลิกทรงกระบอก ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางภายใน 20 cm เส้นผา่นศูนยก์ลางภายนอก 26 

cm สูง 30 cm มีใบกวนเป็นสแตนเลส มีท่อเติมอากาศและเติมกรด-ด่าง มีแผน่กั้น (baffle) จาํนวน 4 

ช้ินติดอยูใ่นถงัหมกั ฝาปิดทาํดว้ยอะคริลิก หนา 2 cm มีช่องสําหรับเติมอาหาร 1 ช่อง ช่องสําหรับ
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ติดตั้ง pH 1 ช่อง และช่องใส่ thermocouple 1 ช่องชุดป่ันกวนประกอบดว้ยมอเตอร์ท่ีสามารถปรับ

ความเร็วรอบได ้(max speed 200 rpm) ดงัแสดงในรูปท่ี 12 

 
 

รูปที ่12 ถงัหมกัชีวภาพ 
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7.2 การหมักในถังหมัก 

 จากการทดลองขยายขนาดการหมกัเอทานอลจากนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนท่ีผา่นการ

ยอ่ยดว้ยกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 0.75 โดยปริมาตร ดว้ยเช้ือยีสต ์Saccharomyces cerevisiae ใน

ถงัหมกัขนาด 9 ลิตร โดยใช้อตัราการกวน 250 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง พบว่า เช้ือยีสต์จะใช้

นํ้ าตาลไปเกือบหมดตั้งแต่ 24 ชัว่โมงภายหลงัการหมกัและสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งสุดร้อยละ 

0.12 (1.2 กรัมต่อลิตร) ดงัแสดงในตารางท่ี 10 และจะหยุดการหมกัทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสับสเตรต 

คือ นํ้ าตาลมีน้อยเกินไป (0.332 g/l) แมจ้ะทาํการเล้ียงเช้ือต่อไปอีก 12 วนั ปริมาณเอทานอลและ

นํ้ าตาลก็ไม่แตกต่างจากตวัอย่างท่ี 24 ชัว่โมง แสดงว่าเช้ือหยุดการเจริญเติบโตเน่ืองจากนํ้ าหมกัมี

สภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ  กล่าวคือนํ้ าหมกัมีลกัษณะทางกายภาพหรือทางเคมีไม่

ส่งเสริมให้เช้ือมีการเจริญเติบโตหรือเกิดการหมกัเอทานอลได ้เช่น มีสารยบัยงัการเจริญท่ีเกิดจาก

การยอ่ยแป้งดว้ยกรดเป็นตน้  

 

ตารางที ่10 การหมกัเอทานอลจากนํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนดว้ยเช้ือยสีต ์Saccharomyces   

                   cerevisiae ในถงัหมกัขนาด 9 ลิตร 

Sample Ethanol 

(%) 

Reducing sugar 

(g/l) 

0 h n.d. 4.592 

24 h 0.120 0.332 

48 h 0.092 0.305 

12 days 0.092 0.303 

    n.d.; not detected 

 

8. การทาํบริสุทธ์ิเอทานอลด้วยการกลัน่ 

 จากการทดลองนาํนํ้าหมกัของเช้ือ Saccharomyces cerevisiae ท่ีไดจ้ากการหมกันํ้ า

ทิ้งโรงงานขนมจีนท่ีผ่านการย่อยดว้ยกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 0.75 โดยปริมาตร ในถงัหมกั

ขนาด 9 ลิตร มาทาํบริสุทธ์ิโดยการกลัน่ดว้ยเคร่ืองกลัน่เอทานอลแบบเบดบรรจุไดผ้ลดงัตารางท่ี 11 

โดยพบวา่ การกลัน่ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จะทาํให้เอทานอลใน
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นํ้าหมกัมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนจากร้อยละ 0.092 เป็น 8.214 ในการกลัน่รอบแรกและเม่ือนาํมากลัน่

ซํ้ าอีกคร้ัง พบว่า ความบริสุทธ์ิของเอทานอลจะเพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ 21.299 ซ่ึงความบริสุทธ์ิของเอ

ทานอลท่ีไดอ้าจไม่เพียงพอสาํหรับจะนาํไปใชเ้ป็นเช้ือเพลิงในรถยนตแ์ต่อาจใชเ้พื่อประโยชน์อยา่ง

อ่ืน เช่น ใชเ้ป็นตวัทาํละลาย  ทั้งน้ีการท่ีจะสามารถกลัน่นํ้ าหมกัเอทานอลให้มีความบริสุทธ์ิสูงได้

นั้นก็ตอ้งมาจากนํ้ าหมกัเร่ิมตน้ท่ีมีร้อยละของเอทานอลท่ีค่อนขา้งสูงดว้ย  เพื่อเป็นการลดตน้ทุน

และเวลาในการทาํบริสุทธ์ิในภายหลงั  

 

ตารางที ่11 ผลการกลัน่เอทานอลจากการหมกันํ้าทิ้งโรงงานขนมจีนดว้ยเช้ือยสีต ์ 

                  Saccharomyces cerevisiae สภาวะการกลัน่ท่ี 120 ๐C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

Sample Ethanol (%) 

Initial  

First round 

Second round 

0.092 

8.214 

21.299 
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สรุปผลการวจิยั  

 1.ทิ้งจากโรงงานผลิตขนมจีนจะมีลกัษณะสีขาวขุ่นและค่าซีโอดีของนํ้ าทิ้งมีค่า 1,135 mg/L 

ซ่ึงเกินจากมาตรฐานนํ้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรม (120 mg/L) พีเอช 3.76 และปริมาณแป้งเป็น 

5.99 g/L ซ่ึงสามารถใช้เป็นสับสเตรตในการหมักเอทานอลโดยผ่านกระบวนการย่อยแป้งให้

กลายเป็นนํ้าตาล 

 2.การไฮโดรไลซีสนํ้ าทิ้งขนมจีนด้วยกรดซัลฟิวริกท่ีมีความเขม้ขน้แตกต่างจะส่งผลต่อ

ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได ้ความเขม้ขน้ของกรดซลัฟิวริกท่ีเหมาะสม คือ ร้อยละ 0.75 โดยปริมาตร 

และการหมกันํ้ าทิ้งขนมจีนท่ีผา่นการไฮโดรไลซีสแลว้สําหรับผลิตเอทานอล พบวา่ ปัจจยัท่ีส่งผล

ต่อการหมกั คือ ค่า pH, อตัราเร็วในการกวนและอุณหภูมิการหมกั 

 3.การทดลองขยายขนาดการหมกัเอทานอลจากนํ้ าทิ้งโรงงานขนมจีนท่ีผ่านการย่อยดว้ย

กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 0.75 โดยปริมาตร ดว้ยเช้ือยีสต ์Saccharomyces cerevisiae ในถงัหมกั

ขนาด 9 ลิตร อตัราการกวน 250 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง พบว่า เช้ือยีสต์จะใช้นํ้ าตาลไปเกือบ

หมดตั้งแต่ 24 ชัว่โมงภายหลงัการหมกัและสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งสุดร้อยละ 0.12 (1.2 กรัม

ต่อลิตร) 

 4.การกลัน่ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เวลา 3 ชัว่โมง จะทาํให้เอทานอลในนํ้ าหมกัมี

ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนจากร้อยละ 0.092 เป็น 8.214 ในการกลัน่รอบแรกและเม่ือนาํมากลัน่ซํ้ าอีกคร้ัง 

พบวา่ ความบริสุทธ์ิของเอทานอลจะเพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ 21.299 

 

ข้อเสนอแนะ 

 1.ควรจะหาวธีิการเพิ่มความเขม้ขน้ของแป้งในนํ้าทิ้งขนมจีนเพื่อใหก้ารไฮโดรไลซีสได้

ปริมาณนํ้าตาลท่ีสูง  

 2.ควรจะหาวธีิการไฮโดรไลซีสดว้ยกรดซลัฟิวริกในนํ้าทิ้งขนมจีนดว้ยเทคนิคอ่ืนๆ แทน

การใช ้autoclave เช่น microwave หรือ ultrasonic 

 3.ควรจะหาวธีิการกลัน่แบบอ่ืน เช่น tray distillation เพื่อทาํใหเ้อทานอลมีความบริสุทธ์ิ

สูงข้ึน 
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ภาคผนวก ก 

วธีิการวเิคราะห์ 

 

1. การหาปริมาณนํา้ตาลทั้งหมดโดยวธีิฟีนอล-ซัลเฟต (ดดัแปลงจาก Dubios, et al. 1956) 

หลกัการ           

 สารคาร์โบไฮเดรตซูโครส จะถูกย่อยสลายด้วยสารละลายด้วยสารละลายกรด

ซลัฟิวริกเขม้ขน้ให้เป็น Monosaccharide และเปล่ียนเป็น Hydroxymethyl  Sulfuraldehyde  โดย 

Hydroxymethyl  ท่ีเกิดข้ึนจะทาํปฏิกิริยากบัฟีนอลเกิดสีท่ีสามารถวดัความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ืองวดัค่า

ดูดกลืนแสง  

   

 1. อุปกรณ์ 

  เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 488 นาโนเมตร 

 

 2.สารเคมี 

 1) สารละลายฟีนอล ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 (ระวงัอย่าให้ถูกผิวหนงัเพราะอาจจะ

ทาํใหเ้กิดมะเร็งได ้และควรเก็บสารเคมีดงักล่าวไวใ้นท่ีเยน็เสมอ) 

 2) กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 

 3) สารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขม้ขน้ 100 µg/ml เตรียมโดยชัง่กลูโคสท่ีอบ 

105 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง  

 

 3. การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

  1) เจือจางสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปริมาตร

รวมเท่ากบั 10 มิลลิลิตร   

  2) ใส่สารละลายตวัอยา่งต่อแบลงค ์หรือสารละลายมาตรฐานกลูโคสท่ีเจือจางแลว้ 

1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง        

  3) เติมสารละลายฟีนอล 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั     

  4) เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 5 มิลลิลิตร ลงไปอยา่งรวดเร็วพร้อมกนั เขย่าให้เขา้กนั
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  5) ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 10 นาที หรือจนเยน็   

  6) วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 488 นาโนเมตร โดยเทียบจากแบลงค ์ซ่ึงใช้

นํ้ากลัน่แทนสารละลายตวัอยา่ง 

 

 4. การวเิคราะห์หาปริมาณนํา้ตาลทั้งหมดในตัวอย่าง    

  1) ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติม

สารละลายฟีนอล 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั       

  2) เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 5 มิลลิลิตร ลงไปอยา่งรวดเร็วพร้อมกนั เขย่าให้เขา้กนั 

(โดยปล่อยกรดลงไปท่ีผิวหน้าของของเหลวโดยตรงจะทาํให้การผสมเกิดข้ึนไดอ้ย่างรวดเร็วกว่า

การค่อย ๆ ปล่อยลงขา้ง ๆ)  

  3) ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 10 นาที หรือจนเยน็   

  4) วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 488 นาโนเมตร   

  5) นําค่าดูดกลืนแสงท่ีได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเข้มข้นของ

นํ้าตาลในสารละลายตวัอยา่ง หรือคาํนวณไดจ้ากกราฟมาตรฐาน  
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2.  การวเิคราะห์หาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ (Glucose analysis) โดยวธีิดีเอนเอส (Dinitrosalicylic 

colorimetric method) ตามวธีิการของ Miller (1959) 

  1. สารเคมี  

  1.1 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 1.0 % เตรียมโดยชัง่ DNS 10 กรัม ละลายใน

นํ้ ากลัน่ 250 ml  เติมสารละลายด่างทีละนอ้ย (NaOH 16 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 200 ml) คนให้

ละลายเขา้กนจนหมด นาํไปอุ่นในอ่างนํ้ าร้อนจนกระทัง่ได้สารละลายใส จากนั้นเติม potassium 

sodium tartrate ลงไปท่ีละนอ้ยจนครบ 300 กรัม เติม sodium sulphite 0.5 กรัม ปรับปริมาตรสุดทา้ย

ใหไ้ด ้1000 ml เก็บไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

  1.2 สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมชัง่กลูโคสมา 0.1 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 

ปรับปริมาตรสุดทา้ยให้ได ้100 ml จะไดส้ารละลายกลูโคสเขม้ขน้ 1.0 mg/ml จากนั้นนาํมาเจือจาง

ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.0 – 1.0 mg/ml ดงัน้ี 
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หลอดท่ี สารละลายกลูโคส(ml) นํ้ากลัน่(ml) ความเขม้ขน้ของกลูโคส(mg/ml) 

1 0 1.0 0 

2 0.1 0.9 0.1 

3 0.2 0.8 0.2 

4 0.3 0.7 0.3 

5 0.4 0.6 0.4 

6 0.5 0.5 0.5 

7 0.6 0.4 0.6 

8 0.7 0.3 0.7 

9 0.8 0.2 0.8 

10 0.9 0.1 0.9 

11 1.0 0 1.0 

  

 2. วธีิการ  

 1)  ดูดสารละลายตวัอยา่งหรือสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (0.0 – 1.0 mg/ml) ท่ี

ตอ้งการวเิคราะห์ 1.0 ml ลงในหลอดทดลอง        

 2) เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1.0 ml    

 3) ปิดฝาหลอดโดยคลายเกลียวใหห้ลวมแลว้นาํหลอดไป ตม้ในนํ้าเดือดเป็นเวลา 5 

นาที  

 4) แช่หลอดทดลองในอ่างนํ้าเยน็ทนัทีเป็นเวลา 5 นาที  
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 5) เติมนํ้ากลัน่ 5 ml ลงในหลอดทดลอง ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นาํไปวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm  

6) นาํค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน เพื่อหาความเขม้ขน้ของกลูโคสใน 

สารละลายตวัอยา่ง 
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3. การวเิคราะห์หาปริมาณแป้งทีเ่หลอือยู่ตามวธีิของ Pintado et al. (1999) 

 1.สารเคมี         

  1) ไอโอดีน  

 2) โพแทสเซียมไอโอไดด์      

    

 2.วธีิการ 

 1) การเตรียมสารละลายไอโอดีน (Iodine Solution) ชัง่โพแทสเซียม 30 กรัม 

ละลายในนํ้ากลัน่ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นนาํไปปรับปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้

1000 ml เก็บรักษาไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้อง นาํไปเจือจางกบันํ้ากลัน่ในอตัราส่วน 4:100 ก่อน

ใช ้

 

 3.วธีิการวเิคราะห์ 

 1) วธีิการเตรียมกราฟมาตรฐานของแป้ง 

  ก. เตรียมสารละลายแป้งใหมี้ความเขม้ขน้ 0, 01, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 

0.9 และ 1.0 mg/ml 

  ข. ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีเจือจางไดเ้หมาะสมปริมาตร 0.1 ml ลงในหลอด

ทดลอง (blank ใชน้ํ้ากลัน่ 0.1 ml แทน) 

 ค. เติมสารละลายไอโอดีนปริมาตร 2.4 ml เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

 ง. นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร 

 จ.นาํค่าท่ีไดไ้ปเขียนกราฟมาตรฐาน แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณแป้ง และ

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร 

 2) วธีิการวเิคราะห์ตวัอยา่ง 

   ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีเจือจางไดเ้หมาะสมปริมาตร 0.1 ml ลงใน

หลอดทดลองแลว้นาํไปวเิคราะห์หาปริมาณแป้งเช่นเดียวกนักบัขอ้ 1) 
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ภาคผนวก ข 

การเผยแพร่ผลงานวจิัย 

 

ฌานิกา แซแง ชูกลิ่น และสุภาษิต ชูกลิ่น. 2558. การไฮโดรไลซีสน้ําท้ิงขนมจีนสําหรับการผลิตเอทา

นอล. การประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ครั้งท่ี 53, 3 – 6 กุมภาพันธ 

2558, คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร. 
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การไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้ขนมจีนสาํหรับผลิตเอทานอล 

Hydrolysis of Rice Noodle Wastewater for Ethanol Production 

 

ฌานิกา แซ่แง่ ชกูลิ่น1* และ สภุาษิต ชกูลิน่2 

Chanika Saenge Chooklin1* and Supasit Chooklin2 

บทคัดย่อ 

 ในงานวิจัยนี ไ้ ด้ ทําการศึกษาศักยภาพของการผลิตเอทานอลจากนํา้ทิ ง้ขนมจีนด้วย 

Saccharomyces cerevisiae ขัน้ตอนแรกเป็นการไฮโดรไลซีสเพ่ือย่อยสลายแป้งเป็นนํา้ตาลสําหรับหมกั

ด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 0-1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) พบว่า กรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 0.75 

(ปริมาตรต่อปริมาตร) จะสามารถผลิตนํา้ตาลรีดิวซ์ได้สงูสดุ 20.56 กรัมต่อลิตร ขัน้ตอนต่อมาเป็นการ

ผลิตเอทานอลแบบกะ พบวา่ สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัจะประกอบด้วย pH 5.0, อตัราการกวน 150 

รอบตอ่นาที และอณุหภมิู 30°C ในขวดชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร จะมีผลได้ของเอทานอล (YP/S) เท่ากบั 

0.059, 0.066 และ 0.068 กรัมตอ่กรัม ตามลําดบั 

 

ABSTRACT 

 The potential of bioethanol production from fermented rice noodle effluent by 

Saccharomyces cerevisiae is presented in this study. The first step on production was 

hydrolysis with sulfuric acid to break down the starch to fermentable sugars. Sulfuric acid 

concentration ranged from 0-1% (v/v) was tested. The optimum concentration was 0.75% 

(v/v). Under these conditions, the highest reducing sugar was obtained 20.56 g/L. The next 

step was bioethanol fermentation in batch mode. Optimization of batch culture conditions 

showed the optimum conditions for ethanol production in 250 mL Erlenmeyer flask are as 

follows: initial pH, 5.0; agitation speed, 150 rpm and temperature, 30°C. The ethanol yield 

(YP/S) produced under these conditions was 0.059, 0.066 and 0.068 g/g, respectively. 

 

Key words: hydrolysis, rice noodle fermented, wastewater, ethanol 

*Corresponding author, e-mail address: anne_1357@hotmail.com 
1สาขาการจดัการสิ่งแวดล้อม คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการประมง มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชยั 
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2
สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร คณะอตุสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชยั 

 

 

คาํนํา 

 สถานการณ์วิกฤตพลงังานเน่ืองจากราคานํา้มนัดิบในตลาดโลกท่ีได้พุ่งสงูขึน้ในปัจจบุนัได้ส่งผล

กระทบตอ่ภาคเกษตรกรรม พาณิชยกรรมและอตุสาหกรรมไทยเป็นอย่างมาก จากราคานํา้มนัดิบท่ีสงูขึน้

จะทําให้ต้นทนุในการผลิตสินค้าและบริการเพ่ิมขึน้ตามไปด้วย เน่ืองจากพลงังานเป็นสิ่งท่ีมีความจําเป็น

ต่อกิจกรรมทุกๆ อย่างทัง้ทางเศรษฐกิจ สงัคม และการเมือง อย่างไรก็ตามการจัดหาให้ได้พลงังานมา

และการนําพลงังานไปใช้ล้วนแต่ต้องอาศยัการลงทุนปริมาณมากด้วย ดงัเช่น สํานกังานพลงังานสากล

หรือ EIA (International Energy Agency) ได้ประมาณการไว้ว่าในช่วงปี 2544 – 2573 (ค.ศ 2001 – 

2030) โลกต้องลงทุนในกิจการพลงังานถึง 640 ล้านล้านบาท โดยร้อยละ 60 (384 ล้านล้านบาท) ของ

การลงทุนดงักล่าวจะเป็นการลงทุนในกิจการไฟฟ้า ทัง้ในส่วนของการผลิตไฟฟ้า และการสร้างสายส่ง 

สายจําหน่ายไฟฟ้า สว่นท่ีเหลือจะเป็นการลงทนุในระบบการผลิตพลงังานรูปแบบอ่ืนๆ ซึง่รวมถงึการผลิต

พลงังานท่ีใช้ในระบบการขนสง่ สําหรับการผลิตพลงังานท่ีใช้ในการขนสง่นัน้ยงัคงเน้นหนกัไปในเร่ืองของ

การหาพลงังานเพ่ือมาทดแทนนํา้มนั ดงันัน้ประเทศตา่งๆ จงึทําการคิดค้นและวิจยัเพ่ือนํานํา้มนัท่ีสกดัได้

จากพืชมาใช้เป็นพลงังานทดแทน  (http:// www.dede.go.th) 

 การท่ีจะขยายผลแผนยุทธศาสตร์พลงังานให้ประสบความสําเร็จตามเป้าประสงค์ท่ีกําหนดได้

นัน้ รัฐบาลอาจจําเป็นต้องปรับกลยุทธ์ด้านการใช้พลงังานนํา้มนัเพ่ือการพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศ

โดยรวม ด้วยการใช้ทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยู่อย่างมีประสิทธิภาพ  ประกอบกับการนําความรู้ทาง

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีท่ีมีอยู่แล้วนํามาพฒันาต่อยอดมาใช้เป็นเคร่ืองมือช่วยยกระดบัศกัยภาพใน

การพฒันาทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยู่ เพ่ือสามารถนํามาใช้เป็นพลงังานทดแทนหรือเป็นพลงังานเสริมซึง่

เป็นพลงังานอีกทางเลือกหนึ่ง  จะเป็นการช่วยลดภาระค่าใช้จ่ายนํา้มนัท่ีรัฐต้องนําเข้ามาใช้เพ่ือพฒันา

อตุสาหกรรมของประเทศ  

 เอทานอลเป็นแหล่งพลงังานทางเลือกท่ีสําคัญ และนับวนัจะย่ิงมีบทบาทและมีความสําคัญ

เพ่ิมขึน้ตามลําดบั สามารถผลิตได้จากวตัถุดิบหลายชนิดรวมถึงผลผลิตและวสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร 

เช่น ข้าว ข้าวโพด มนัสําปะหลงั อ้อย และวสัดเุหลือทิง้จากโรงงานท่ีมีองค์ประกอบของนํา้ตาล แป้ง และ

เซลลูโลส เช่น ชานอ้อย กากนํา้ตาลและนํา้ทิง้ขนมจีน เป็นต้น สารตัง้ต้นท่ีถูกนํามาใช้ในการหมกัเอทา

นอลจงึควรเป็นสารตัง้ต้นท่ีราคาถกูโดยเฉพาะนํา้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรม 

 โรงงานผลิตขนมจีนเป็นกิจการท่ีมีอยู่ทัว่ประเทศทัง้ในระดบัอตุสาหกรรมครัวเรือน ขนาดย่อม 

และขนาดใหญ่ กระบวนการผลิตขนมจีนก่อให้เกิดนํา้ทิง้ท่ีมีสารอินทรีย์ปนเปื้อนปริมาณท่ีสูง (COD: 



มห
าวิท

ยา
ลัย
เทค

โนโ
ลย
ีราช

มง
คล
ศรี
วิช
ัย

57 

 

11,400-29,000; BOD: 9,462-23,200; pH: 3.5-4.0) หากโรงงานระบายนํา้ทิง้ดงักล่าวลงสู่แหล่งนํา้

สาธารณะจะสง่ผลตอ่คณุภาพนํา้และระบบนิเวศวิทยาทางนํา้ รวมทัง้ยงัเกิดกลิ่นเหมน็รบกวนสร้างความ

เดือดร้อนให้ชาวบ้านใกล้เคียง ดงันัน้จึงมีความจําเป็นท่ีจะต้องบําบัดนํา้ทิง้ดงักล่าวก่อนปล่อยออกสู่

สิ่งแวดล้อม ปัจจุบันโรงงานผลิตขนมจีนขนาดใหญ่ส่วนมากได้ติดตัง้ระบบบําบัดนํา้เสียและสามารถ

ควบคมุคณุภาพนํา้ทิง้ได้ตามมาตรฐานคณุภาพนํา้ทิง้ของกรมโรงงานอตุสาหกรรม แต่การผลิตขนมจีน

ในระดบัอตุสาหกรรมครัวเรือนและขนาดย่อมยงัทําให้เกิดปัญหาต่อคณุภาพสิ่งแวดล้อมดงัท่ีได้กล่าวไว้

ในข้างต้น เน่ืองจากผู้ผลิตขนมจีนในระดบัดงักล่าวขาดแคลนความรู้ เทคโนโลยี และเงินทุนสําหรับการ

บําบดันํา้เสีย (Siripattanakul-Ratpukdi, 2012) 

 ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึศกึษาการไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้โรงงานขนมจีนด้วยกรดซลัฟิวริกและผลของ pH 

อณุหภูมิการหมกัและอตัราการกวนผสมของการหมกันํา้ทิง้ขนมจีนท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสต่อการผลิตเอ

ทานอล 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 

นํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 นํา้ทิง้โรงงานขนมจีนได้จากโรงงานผลิตขนมจีนในจงัหวดันครศรีธรรมราช นํา้ทิง้โรงงานขนมจีน

จะมีลกัษณะดงัแสดงในตารางท่ี 1 

 

Table 1 Fermented rice noodle wastewater characteristics 

รายการวิเคราะห์ วิธีทดสอบ หน่วย ปริมาณ 

BOD 5-Day BOD Test mg/L 440 

COD Photometric Method mg/L 1,135 

TN Photometric Method mg/L 600 

TS Dried at 180°C mg/L 1,581 

pH pH meter - 3.76 

Reducing sugar Colorimetric method g/L 0.60 

Starch Iodine method g/L 5.99 

 

การเตรียมเชือ้ยีสต์เร่ิมต้น 

 ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ได้จากสถาบันวิจัย วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง

ประเทศไทย สายพนัธุ์จะถูกเก็บอยู่บน Yeast Peptone Dextrose Agar (YPDA) ท่ี 4 องศาเซลเซียส 



มห
าวิท

ยา
ลัย
เทค

โนโ
ลย
ีราช

มง
คล
ศรี
วิช
ัย

58 

 

เซลล์จะถกูกระตุ้นและบ่มใน YPD medium โดยมีการกวน 150 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

จนกระทัง่เชือ้อยู่ในช่วง exponential phase ปรับความเข้มข้นของเซลล์เร่ิมต้น ค่าความขุ่นเท่ากบั 0.5  

เติมเชือ้เร่ิมต้นจากอาหาร YPD ร้อยละ10 ลงในอาหารท่ีจะทําการทดลองตอ่ไป 

 

การไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้โรงงานขนมจีน 

 การไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้โรงงานขนมจีนโดยเติมนํา้ทิง้โรงงานขนมจีนปริมาณ 100 มิลลิลิตร ลงใน

ขวดชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วเติมกรดซลัฟิวริกร้อยละ 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 ปริมาตรต่อ

ปริมาตร นําไปฆ่าเชือ้ใน autoclaved ท่ี 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที นําสารละลายท่ีได้มากวน

ผสมด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แล้ววดัปริมาณนํา้ตาลทัง้หมดด้วย phenol 

sulphuric acid method (Dubois, 1956) 

 

การผลิตเอทานอลด้วยการหมัก 

 เลีย้งยีสต์ S. cerevisiae ในแหล่งนํา้ทิง้โรงงานขนมจีนแบบกะปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวด

ชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับระดบัพีเอช 4, 5 และ 6 อณุหภูมิในการหมกั 30, 35 และ 40 องศา

เซลเซียส และการกวนผสมด้วยความเร็ว 0, 100, 150 และ 250 รอบต่อนาที คํานวณค่าจลนพลศาสตร์ 

(cellular yield coefficient (Yx/s), conversion yield of substrate to product (Yp/s), และ maximum 

productivity (Rm)) ตามสมการ (1) – (3)  

YP/S = Ethanol/∆S                                                 (1) 

 

Rm = Ethanol/time                                                 (2) 

 

YX/S = ∆X/∆S                                                       (3) 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้โรงงานขนมจีนสาํหรับผลิตเอทานอล 

 โดยทั่วไปการไฮโดรไลซีสสามารถทําได้ 2 ลักษณะ คือ การใช้กรดหรือเอนไซม์ งานวิจัยนี ้

เลือกใช้กรดเน่ืองจากมีประสิทธิภาพสงูและสะดวกในการใช้งานจริง โดยการศกึษาขัน้ตอนนีเ้พ่ือให้ทราบ

ความเข้มข้นของกรดท่ีเหมาะสมในการไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้จากโรงงานขนมจีนสําหรับเปลี่ยนแป้งให้เป็น

นํา้ตาล การพิจารณาความเหมาะสมมุง่เน้นให้ได้ปริมาณกลโูคสสงูท่ีสดุ จากผลการทดลองแสดง พบว่า 

การไฮโดรไลซีสท่ีความเข้มข้นของกรดสงูขึน้สง่ผลให้คา่กลโูคสสงูขึน้จนถึงความเข้มข้นกรดซลัฟิวริกร้อย
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ละ 0.75 โดยปริมาตร เน่ืองจากกรดทําลายพนัธะของแป้งซึง่เป็นสารท่ีมีโครงสร้างซบัซ้อนให้กลายเป็น

นํา้ตาลกลโูคสซึง่เป็นสารอินทรีย์ท่ีมีโครงสร้างไม่ซบัซ้อน ความเข้มข้นของกรดซลัฟิวริกร้อยละ 0.75 ให้

ปริมาณกลูโคสสูงท่ีสุด ดังนัน้ในการทดลองขัน้ต่อไปเลือกใช้การไฮโดรไลซีสท่ีความเข้มข้นของกรด

ซลัฟิวริกร้อยละ 0.75 โดยปริมาตร ผลการศึกษาการไฮโดรไลซีสท่ีพบในงานวิจัยนีมี้ลกัษณะแนวโน้ม

เดียวกบังานวิจยัของ Siripattanakul et al. (2010) ศกึษาการบําบดันํา้ทิง้โรงงานขนมจีนและศกัยภาพ

ของการตรึงเซลล์ยีสต์สําหรับการผลิตเอทานอล พบว่า ปริมาณกลูโคสท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสด้วยกรด

ซลัฟิวริกจะเพ่ิมขึน้ตามความเข้มข้นของกรดท่ีสงูขึน้ตัง้แต่ร้อยละ 0.25 จนถึงร้อยละ 1 การไฮโดรไลซีส

ด้วยกรดท่ีมีความเข้มข้นมากกว่าร้อยละ 1 จะมีปริมาณกลโูคสลดลง เน่ืองจากกลโูคสจะถูกทําลายด้วย

กรด 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Effect of acid concentration on reducing sugar 

 ผลของระยะเวลาการหมักนํา้ทิง้ขนมจีนท่ีผ่านการไฮโดรไลซีส (กรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.75 

ปริมาตรต่อปริมาตร) ด้วย Saccharomyces cerevisiae ต่อนํา้ตาลรีดิวซ์ นํา้หนกัเซลล์แห้ง และความ

เข้มข้นของเอทานอล แสดงดงัรูปท่ี 2 พบวา่ เม่ือระยะเวลาการหมกัเพ่ิมขึน้จะส่งผลให้นํา้ตาลรีดิวซ์ลดลง

แต่นํา้หนักเซลล์แห้งและเอทานอลเพ่ิมขึน้ เน่ืองจากเซลล์มีการเจริญเติบโตและเพ่ิมจํานวนและผลิต

ผลิตภณัฑ์ขึน้มาจนมีคา่เอทานอลสงูสดุท่ีเวลาการหมกันาน 48 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เอทานอลท่ีผลิตได้จะ

ลดลง 
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Figure 2 The tine course of cell growth and ethanol production from fermented rice 

noodle wastewater by S. cerevisiae at 37°C and 150 rpm. 

  : Reducing sugar;      : dry cell;      : ethanol concentration        

ผลของ pH  

 ผลจากการศกึษา พบว่า pH เท่ากบั 5 ของการหมกั S. cerevisiae ในนํา้ทิง้ขนมจีนท่ีผ่านการ

ไฮโดรไลซีสด้วยกรดซลัฟิวริกร้อยละ 0.75 ปริมาตรตอ่ปริมาตรด้วยการหมกัแบบฟลาสก์เขย่าจะสามารถ

หมกัเอทานอลได้ดีท่ีสดุโดยมีค่า QP, YP/S, YX/S, YP/X เท่ากบั 0.026, 0.059, 0.175,  0.340 ตามลําดบั 

(ตารางท่ี 2) โดยทัว่ไปปริมาณของไฮโดรเจนไอออนในการหมกัจะส่งผลต่อปริมาณประจุท่ีเซลล์แมมเบร

นของยีสต์มีผลทําให้ส่งผลต่อเปลี่ยนแปลงความสามารถในการซึมผ่านของวสัดุและไอออนท่ีเซลล์แม

มเบรนของยีสต์ (Dodic et al., 2009)  

 

 

 

 

 

 

 

0.000

0.020

0.040

0.060

0.080

0.100

0.120

0.140

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

0 12 24 36 48 60 72

Et
ha

no
l c

on
ce

nt
ra

tio
n 

(%
w

/v
)

R
ed

uc
in

g 
su

ga
r c

on
te

nt
 (g

/L
) 

D
ry

 c
el

l w
ei

gh
t (

g/
L)

Fermentation time (hr)

 



มห
าวิท

ยา
ลัย
เทค

โนโ
ลย
ีราช

มง
คล
ศรี
วิช
ัย

61 

 

 

 

Table 2 Effect of the initial pH on kinetic parameter of ethanol production 

 

Parameters 

pH 

4 5 6 

Initial substrate concentration (g/L) 20.943 20.892 20.892 

Fermentation time (h) 48 48 48 

Substrate consumed (%) 96.91 97.07 97.05 

Maximum ethanol concentration (g/L) 1.20 1.24 1.22 

Maximum cell concentration (g/L) 3.450 3.650 3.630 

Volumetric ethanol productivity (QP, g/L h) 0.025 0.026 0.025 

Ethanol yield (YP/S, g/g) 0.057 0.059 0.058 

Cell yield (YX/S, g/g) 0.164 0.175 0.174 

Ethanol yield based on biomass (YP/X in g P/g X) 0.348 0.340 0.336 

S, substrate (glucose); P, product (ethanol); X, cell mass.  

 

ผลของอัตราการกวน 

 ผลจากการศกึษา พบวา่ อตัราการกวนเท่ากบั 150 รอบตอ่นาที ของการหมกั S. cerevisiae ใน

นํา้ทิง้ขนมจีนท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสด้วยกรดซัลฟิวริกร้อยละ 0.75 ปริมาตรต่อปริมาตรด้วยการหมัก

แบบฟลาสก์เขย่าจะสามารถหมกัเอทานอลได้ดีท่ีสดุโดยมีค่า QP, YP/S, YX/S, YP/X เท่ากบั 0.028, 0.066, 

0.182, 0.364 ตามลําดบั (ตารางท่ี 3)  
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Table 3 Effect of the agitation rate on kinetic parameter of ethanol production 

 

Parameters 

Agitation rate (rpm) 

0 100 150 250 

Initial substrate concentration (g/L) 20.285 20.695 20.248 20.026 

Fermentation time (h) 48 48 48 48 

Substrate consumed (%) 93.30 93.64 96.95 96.94 

Maximum ethanol concentration (g/L) 1.10 1.21 1.34 1.30 

Maximum cell concentration (g/L) 2.450 2.840 3.680 3.410 

Volumetric ethanol productivity (QP, g/L h) 0.023 0.025 0.028 0.027 

Ethanol yield (YP/S, g/g) 0.054 0.058 0.066 0.065 

Cell yield (YX/S, g/g) 0.121 0.137 0.182 0.170 

Ethanol yield based on biomass (YP/X in g P/g X) 0.449 0.426 0.364 0.381 

S, substrate (glucose); P, product (ethanol); X, cell mass.  

 

ผลของอุณหภูมิ 

 ผลจากการศกึษา พบว่า อณุหภูมิเท่ากบั 30°C ของการหมกั S. cerevisiae ในนํา้ทิง้ขนมจีนท่ี

ผ่านการไฮโดรไลซีสด้วยกรดซลัฟิวริกร้อยละ 0.75 ปริมาตรตอ่ปริมาตรด้วยการหมกัแบบฟลาสก์เขย่าจะ

สามารถหมกัเอทานอลได้ดีท่ีสดุโดยมีค่า QP, YP/S, YX/S, YP/X เท่ากบั 0.030, 0.068, 0.177, 0.386 

ตามลําดับ (ตารางท่ี 4) สอดคล้องกับการศึกษาของ Ratanapongleka et al. (2010) พบว่า 

ประสิทธิภาพของการหมกันํา้ทิง้โรงงานขนมจีนดีท่ีสดุเท่ากบัร้อยละ 58.4 ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

และอตัราการผลิตเอทานอลเชิงปริมาตรเท่ากบั 0.259 กรัมตอ่ลิตร ชัว่โมง 
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Table 4 Effect of the temperature on kinetic parameter of ethanol production 

 

Parameters 

Temperature (°C) 

30 35 40 

Initial substrate concentration (g/L) 21.24 22.65 22.89 

Fermentation time (h) 48 48 48 

Substrate consumed (%) 96.65 95.10 94.30 

Maximum ethanol concentration (g/L) 1.45 1.40 1.25 

Maximum cell concentration (g/L) 3.76 3.44 3.60 

Volumetric ethanol productivity (QP, g/L h) 0.030 0.029 0.026 

Ethanol yield (YP/S, g/g) 0.068 0.062 0.054 

Cell yield (YX/S, g/g) 0.177 0.152 0.157 

Ethanol yield based on biomass (YP/X in g P/g X) 0.386 0.401 0.347 

S, substrate (glucose); P, product (ethanol); X, cell mass. 

 

สรุป 

 การไฮโดรไลซีสนํา้ทิง้ขนมจีนด้วยกรดซัลฟิวริกท่ีมีความเข้มข้นแตกต่างจะส่งผลต่อปริมาณ

นํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีได้ และการหมักนํา้ทิง้ขนมจีนท่ีผ่านการไฮโดรไลซีสแล้วสําหรับผลิตเอทานอล พบว่า 

ปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การหมกั คือ คา่ pH, อตัราเร็วในการกวนและอณุหภมิูการหมกั 
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